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1 Einleitung

1.1 Allgemein

1.1.1 ,Emerging pathogens’

Weltweit ist ein Anstieg der Antibiotika-Resistenzraten zu beobachten. Die
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) geht davon aus, dass in den
kommenden Jahrzehnten viele Menschen an den Folgen von nicht
therapierbaren bakteriellen Infektionen aufgrund von Antibiotikaresistenz sterben
werden. Diese Herausforderungen im Gesundheitswesen sind aktuell weltweit
unterschiedlich verteilt. Wahrend diese Resistenz-Problematik in Deutschland
und anderen europaischen Staaten vorrangig Reiserlickkehrende betrifft, die
durch Kontakt mit dem Gesundheitswesen in Risikolandern mit multiresistenten
Erregern kolonisiert sind [1, 2], stellt sie flir Low-Income-Countries ein alltagliches
Problem dar [3].

Die World Health Organization (WHQO) Pathogens Priority List Working Group
veroffentlichte 2017 eine Liste global relevanter Erreger, die eine hohe Rate von
Antibiotika-Resistenzen aufweisen. Eine Priorisierung der Pathogene sollte die
Notwendigkeit um dessen jeweiliger Erforschung adressieren und die
Entwicklung von neuen Antibiotika férdern. In der héchsten Prioritat (kritisch) sind
Carbapenem-resistente Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
und Enterobacteriaceae, wie z.B. Klebsiella pneumoniae, gelistet. Letztere
umfasst auch Extended Spectrum [(-Lactamase (ESBL)-produzierende

Enterobacterales [4].
1.2 Erreger

1.2.1 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii (A.b.) ist ein Gram-negativer, teilweise auch gram-
variabler, Erreger. Morphologisch ist A.b. ein kokkoides Stabchenbakterium, das
eine positive Katalase- und negative Oxidase-Reaktion zeigt. Wachstum auf

Blutagar zeigt glatte, opake, grau-weile bis tUberwiegend farblose Kolonien. Das



Bakterium zahlt zu den nicht-fermentierenden Bakterien. Ubiquitar zu finden in

Boden und Wasser, bendtigt A.b. aerobe Bedingungen zum Wachstum [5].

Beschrieben wurde A.b. erst 1986 von Bouvet und Grimont [6]. Jene erweiterten
den Genus Acinetobacter, ursprunglich nur mit A. calcoaceticus und A. Iwoffi
beschrieben, mit Neubeschreibungen von Acinetobacter baumannii, A.
haemolyticus, A. johnsonii und A. junii. Da die Differenzierung durch
phanotypische und biochemische Methoden innerhalb des Genus Acinetobacter
schwierig ist, wird im medizinischen Kontext die Identifizierung teilweise auf den
A.-calcoaceticus-A.-baumannii-Komplex (ACB-Komplex) beschrankt [7]. Wird
hingegen als Identifizierungs-Methode die Massenspektrometrie angewandt, ist
eine Ausdifferenzierung moglich [8]. Zum ACB-Komplex zahlen heute A.b., A.

calcoaceticus, A. lactucae, A. nosocomialis, A. pittii und A. seifertii [9].

Von klinischer Relevanz sind die Krankenhaus-assoziierten Infektionen des ACB-
Komplexes. Im Wesentlichen ist die nosokomial erworbene, beatmungs-
assoziierten Pneumonie die haufigste Infektion durch A.b. [10]. Auch
Bakteriamien bei liegenden intravaskularen Kathetern, postoperative
Wundinfektionen und Blasenkatheter-Infektionen gehéren zu haufigen
Erkrankungen. Risikofaktoren fur eine Infektion mit A.b. kbnnen eine schwere
Erkrankung mit langer kunstlicher Beatmungsdauer, Immunsuppression oder
maligne Erkrankungen sein [11], [12]. In den Patienten mit Immunsuppression
kénnen auch Acinetobacter sp. fir eine Infektion verantwortlich sein, die nicht
zum ACB-Komplex gehoren [13], [14].

Geflrchtet sind Ausbriche mit A.b. in Gesundheitszentren. In Deutschland
wurden 2020 dem Robert-Koch-Institut (RKI) mit 43 Fallen 6 Ausbriche durch
A.b. mit verminderter Empfindlichkeit gegentber Carbapenemen berichtet [15].
In Deutschland sind die haufigsten Carbapenemasen bei A.b.-Isolaten (Stand
2020) OXA-23, OXA-72 und NDM [16]. Insgesamt ist der Anteil der Carbapenem-
resistenten klinischen Isolate des ACB-Komplexes im weltweiten Vergleich

gering [17].



Die genannten Carbapenemase-bildenden A.b. sind aullerst schwer zu
therapieren. Nahezu alle kommerziell erhaltlichen Antibiotika sind in einem
solchen Fall unwirksam. Zur Therapieoption stehen gegebenenfalls altere
Reserve-Antibiotika wie Colistin, die mit schwereren Nebenwirkungen wie

Nephrotoxizitat [18] assoziiert sind.

1.2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K.p.) ist ein Gram-negatives Stabchenbakterium, das
sich im Vergleich zu Escherichia coli (E.c.) etwas langer und teilweise mit
bipolarer Farbung darstellen kann. Auf Blutagar wachst K.p. als 2-4 mm
messende, graue, nicht pigmentierte Kolonien und ist fakultativ anaerob. Manche
Klone besitzen eine grol’e Polysaccharid-Kapsel und bilden deutlich mukoide
Formen. Als Lactose-Fermenter findet man K.p. auf MacConkey-Agar als eher
dunkel-pinke Kolonien wieder. Sie weisen sowohl eine negative Oxidase- als
auch negative Indol-Reaktion auf. K.p. kann als natlrliches Enterobakterium der
menschlichen Darmflora medizinisch relevant werden, wenn es zu endogenen
Infektionen kommt. Der Name verrat das haufige Krankheitsbild der Pneumonie,

die durch diesen Erreger vorrangig nosokomial erworben wird [5].

Unter den Enterobacterales zahlt K.p. zu den haufigsten Einsendungen zur
Abklarung des Vorhandenseins einer Carbapenemase an das Nationale
Referenzzentrum fiur Gram-negative Krankenhauserreger in Bochum und hat
auch absolut den héchsten Anteil an Carbapenemase-produzierenden Isolaten.
Vorrangig in K.p. nachgewiesene Carbapenemasen im Jahr 2020 in Deutschland
sind OXA-48, KPC-2 und -3 sowie NDM-1 [16].

1.2.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P.a.) ist ein weiteres Gram-negatives
Stabchenbakterium, das in der Umwelt vor allem in feuchten Gebieten weit
verbreitet ist und dort stabile Biofilme bildet. Das strikt aerobe Bakterium wachst
gut auf bluthaltigen Nahrboéden, aber auch auf MacConkey-Agar. Es zeigt sowohl
eine positive Oxidase- als auch ein positive Katalase-Reaktion. P.a. gehort zur
Gruppe der fluoreszierenden Pseudomonaden (P.a., P. fluorescens, P. monteili,
P. mosselii, P. putida und P. veronii). Allen gemeinsam ist die Produktion von



fluoreszierendem Pyoverdin, das die Kolonien makroskopisch gelbgrin
erscheinen lasst. Zusatzlich kénnen Stamme von P.a. Farbpigmente wie
Pyocyanin (blaugrin), Pyomelanin (braunschwarz) und Pyorubin (rot) bilden.

Eine zuverlassige ldentifizierung ist mittels MALDI-TOF MS moglich [5].

Das Resistenzprofil von P.a. ist vielfaltig. Verschiedene Mechanismen wie
chromosomal kodierte AmpC-Cephalosporinasen, Effluxpumpen und eine
reduzierte Permeabilitat der duReren Membran durch Regulation des Porin-Gens
oprD fuhren zu einer intrinsischen Resistenz z. B. gegen viele B-Lactam-
Antibiotika. Auch die Fahigkeit zum Erwerb neuer Resistenzen unter laufender
Therapie wird beobachtet [19], was u.a. auf die Hochregulation intrinsischer
Resistenzmechanismen zurickzufihren ist. Der Neuerwerb von Resistenzen wie
z. B. unterschiedliche B-Lactamasen, Mutationen, die zu Anderung der Porin-
oder Membranzusammensetzung fuhren, und die Modifikation von Zielenzymen,
wie z. B. der DNA-Gyrase, ist vielfaltig [20].

Klinisch bedeutend ist P.a. bei Personen mit zystischer Fibrose (CF). Es kommt
bei Uber 60 % der CF-Patient*innen zu chronischen Infektionen der Lunge [21].
P.a. bildet einen robusten Biofilm, der sowohl fur Antibiotika als auch fur das
Immunsystem schwer zuganglich ist [22]. Diese Eigenschaft bietet ebenso die
Madglichkeit chronische Wundinfektionen aufrechtzuerhalten. Im Klinikalltag kann
der wasserliebende Keim vor allem bei beatmeten Patient*innen nosokomiale
Pneumonien verursachen [10]. Auch andere nosokomiale Infektionen wie
Harnwegsinfektionen bei liegenden Kathetern und anderen Kunststoffmaterialien

sind hier ganz ahnlich, wie schon bei A.b. erwahnt.

1.2.4 Resistenzmechanismen

Acinetobacter ist bekannt flir seine Vielzahl an antimikrobiellen
Resistenzmechanismen, die mit einer Zunahme in der GenomgroRe assoziiert ist
[23]. In Genomanalysen zeigen sich in pathogenen Stammen von A.b. Cluster
von Resistenzgenen in Resistenz-Inseln. Es wird postuliert, dass Acinetobacter
die Fahigkeit besitzt, Resistenzgene von anderen Bakterien aufzunehmen [24],
[25]. Der Mechanismus von naturlicher Transformation in A.b. ist bis heute nicht

erklart [26]. AuRerdem weisen die vielen Acinetobacter Spezies aus der Umwelt



ein groRes Repertoire an Resistenzgenen auf, die auch klinisch relevante

Spezies akquirieren kénnen [20].

1.2.4.1 B-Lactamasen

Einen Grofteil der natlrlichen Antibiotikaresistenz Ubt Acinetobacter durch die
Expression von 3-Lactamasen aus. Chromosomal weist Acinetobacter AmpC-[3-
Lactamasen auf, die als Cephalosporinasen zur Hydrolysierung von Penicillinen
und erst- bis dritt-Generations Cephalosporine fuhrt. Wichtige Antibiotika wie
Ceftazidim, Cefotaxim und Ceftriaxon entfallen flr eine geeignete Therapie.
Lediglich die viert-Generations-Cephalosporine wie Cefepim werden nur wenig
durch AmpC hydrolysiert [27]. Die Promotor-Sequenz ISAba1 verursacht die

hohe Expressionsrate von AmpC [28].

Plasmid-kodierte B-Lactamasen wie Extended Spectrum B-Lactamasen (ESBLSs)
kommen in den verbreiteten klinischen Isolaten hinzu [29]. Die vielen
existierenden Varianten von ESBLs hydrolysieren die 0.g. Penicilline und alle 1.-
4.-Generations Cephalosporine. Eine solche Situation zwingt zum Einsatz von
Carbapenemen oder geeigneten p-Lactamase-Inhibitoren als Therapieoption

bzw. -optimierung.

Doch auch hier ist eine Limitation in der Therapie durch das Vorkommen von
Oxacillinasen gegeben. Die Oxacillinasen wie z. B. blaoxa-2s kdnnen Plasmid-
kodiert [30], aber auch chromosomal vorkommen [31]. Wie bereits oben erwahnt,
findet man in Deutschland vor allem blaoxa-23 und blaoxa-72 in deren Genomen
[16]. Diese Gene kodieren fur Carbapenemasen und fuhren zu einer minder- oder

nicht-Empfindlichkeit gegenltber Carbapenemen.

Als weitere Gruppe der Carbapenemasen sind die metallo-B-Lactamasen
aufzufuhren. Diese Proteine haben die Fahigkeit, Metallionen reversibel zu
binden und dienen als aktives Zentrum um Carbapeneme hydrolytisch zu
spalten. Gleichzeitig stellt dies eine Herausforderung an die Diagnostik durch
notwendige Substitution von Metallionen in den Test-Assays dar [32]. Als Beispiel
kann die New Delhi metallo-B-Lactamase (NDM-1) erwahnt werden. Diese wurde

2009 von Yong et al. [33] plasmidkodiert (blanom-1) in einem Isolat von K.p. eines



schwedischen Patienten, der in Indien reisen war, erstbeschrieben und zeigt eine
schnelle weltweite Verbreitung [34]. Metallo-B-Lactamasen haben gemeinsam,
dass sie zu einer vollstandigen Resistenz gegenuber allen B-Lactam-Antibiotika
fuhren [34]. Wahrend in Deutschland NDM-1 die haufigste nachgewiesene
metallo-pB-Lactamase in A.b. ist [16], finden sich international zahlreiche weitere,
wie z.B. Nikibakhsh et al. (2021) in klinischen Isolaten von

Verbrennungspatienten in Teheran vorwiegend blavim und blamp nachwies [35].

Die rasche Verbreitung von Resistenzen bei A.b. ist moglicherweise auf einen
intensiven horizontalen Gentransfer zurlickzufuhren. Es konnte gezeigt werden,
dass A.b. Resistenzgene durch Transkonjugation ganzer Plasmide transferiert
oder in Integrons mit konsekutiver Rekombination integriert. Leungtongkam et al.
(2018) zeigte hier die Ubertragung des B-Lactamase-Gen blaoxa-2z mittels

Integron durch horizontalen Gentransfer [36].

1.2.4.2 Efflux-Pumpen

Ein sehr wichtiger und effektiver Resistenzmechanismus ist die Anwesenheit von
Efflux-Pumpen, die in A.b. zu einer Resistenz gegenuber p-Lactam-Antibiotika,
Fluorchinolonen, Makroliden, Tetracyclinen, Tigecyclin, Aminoglykosiden,
Colistin und auch Antiseptika wie Chlorhexidin fuhrt [37]-[39]. Die Efflux-Pumpen
AdeABC der Resistance-nodulation-division (RND) Familie kbnnen ein breites
Spektrum an Substraten Uber die innere und auflere Membran transportieren.
RND Efflux-Pumpen bestehen aus einer dreiteiligen Struktur und setzen sich aus
einem AuRenmembran Tunnel Protein (AdeC, AdeK), einem Membran-Fusions-
Protein (AdeA, Adel) sowie dem hauptsachlichen Transporter (AdeB, AdeJ)
zusammen [40], [41]. Eine Uberexpression von AdeB und AdedJ, die durch
Tigecyclin induziert werden kann, fihrt zu einem vermehrten Einbau von Efflux-

Pumpen in der OM und spiegelt sich in erhdhter Antibiotika-Resistenz wider [42].

1.2.4.3 Naturliche Resistenz durch Outer-membrane -barrel Proteine

Neben dem aktiven Abtransport von Substraten ist die hohe intrinsische
Resistenz von A.b. durch eine sehr geringe Permeabilitat der AuRenmembran
bedingt [43]. Die Permeabilitat der bakteriellen AuRenmembran wird u.a. durch

Membran-integrale Porine bestimmt. Viele Antibiotika gelangen darUber in das



Bakterium. A.b. weist im Gegensatz zu Enterobacterales wie Escherichia coli [44]

generell kleinere und weniger aktive Porine auf.

Es wurde durch Limansky et. al (2002) gezeigt, dass es allein durch den Verlust
des 29-kDa Outer-membrane Proteins CarO in A.b. zu einer Imipenem-
Minderempfindlichkeit kommt [45].

1.2.4.4 Umweltresistenz

Die Glykokalyx ist bei A.b., K.p. und P.a. unterschiedlich ausgepragt. Allen
gemein ist, dass die Exopolymerschichten zum Uberleben in der Umwelt dienlich
sind. Diese fiihren zu einer ausgesprochene Umweltresistenz, die durch eine
hohe Trockenheitstoleranz, Anheften an Oberflachen und Biofilm-Bildung
gekennzeichnet sind. Hieraus lasst sich der Stellenwert bei nosokomialen
Infektionen ableiten. Da die Bakterien auf vielen Oberflachen lange Uberdauern
konnen und gute Widerstandskraft gegenlber Flachendesinfektionsmittel
aufweisen, kann eine Transmission auf medical devices oder Wundflachen durch

die Hande des medizinischen Personals gelingen.

A.b. ist im Gesundheitswesen formlich ein Rebell. Desinfektionsmittel mit
Chloramin oder freiem Chlor fihren bei Acinetobacter baylyi ADP1 zu zellularem
Stress, der mit einer 10-fach erhohten Transformation durch freie Plasmide
einhergeht [46]. Die Trockenheitstoleranz, d.h. die Uberlebensfahigkeit unter
trockenen Umstanden, variiert zwischen Kklinischen Isolaten allerdings
betrachtlich. Ein Uberleben von einzelnen Isolaten ist mit bis zu 100 Tagen
beschrieben worden [47], [48]. Noch ist der multifaktorielle Mechanismus der
Trockenheitstoleranz nicht gut verstanden. Es wird aber angenommen, dass die
Kapsel aus Polysacchariden, deren Syntheseweg sich apathogene Stamme wie
A. baylyiund A.b. teilen [49], daran beteiligt ist.

Auch die Beschaffenheit der AuBRenmembran scheint einen Einfluss zu haben.
Boll et al. (2015) zeigten, dass eine reduzierte Acylierung von Lipid A bei A.b. mit
einer reduzierte Uberlebensfahigkeit unter trockenen Bedingungen assoziiert ist.
Die Autoren vermuteten, dass die veranderte Lipid-Komposition der

AulRenmembran zu einem Austreten von Wasser fuhrt [50].



Durch die Biofilmbildung auf medizinischen Kathetern, wie zum Beispiel
intravasalen zentralvendsen Kathetern, kann es konsekutiv zu einer Bakteriamie
kommen. Dies kann zu einer Blutstrominfektion fuhren und gilt als eine
gefurchtete nosokomiale Infektion und damit Komplikation [51]. Aber auch eine
Infektion wie Osteomyelitis wird durch diese Fahigkeit zu einer schwer zu
therapierende Erkrankung [52]. Oberflachenanhangsel und schitzende
Strukturen sowie Adhasine tragen erheblich zur Bildung und Aufrechterhaltung
von Biofilmen bei. Grol3e, nach aul3en gelagerte Oberflachenstrukturen, wie das
Protein Bapas, welches durch ein Typ | Sekretionssystem (T1SS) sekretiert wird,
vermitteln die Bildung reifer A.b.-Biofilme [53]-[55]. Bapas tragt zur Zell-Zell
Adhasion sowie zur Bildung Ubergeordneter Strukturen bei. Auch die Produktion
von poly-beta-(1-6)-N-acetylglucosamine (PNAG) [56] und Kapselpolysaccharid
sind fur die Biofilmbildung relevant [57].

1.2.5 Virulenz und Virulenzfaktoren/Pathogenitatsfaktoren

Entgegen der Ubersetzung von ,Acinetobacter’, als ,nicht-bewegender Erreger’,
zeigt sich unter anderem in klinischen Isolaten von A.b. und A. nosocomialis eine
erhdhte Beweglichkeit, die suggestiv fur erhdhte Virulenz stehen, was aber bisher
nicht belegt wurde [58]. Durch Typ IV Pili kdnnen Acinetobacter sich durch
wiederholte Extension und Retraktion der Pili Uber glatte Oberflachen sogar
fortbewegen [59]. Diese Fahigkeit (,twitching motility*), findet sich auch in vielen
anderen Bakterien [60]. Die Beweglichkeit auf Oberflachen wird jedoch nicht
allein durch das Vorhandensein von Typ IV Pili bestimmt. Auch eine Anhangsel-
unabhangige Beweglichkeit auf Oberflachen ist moglich (,surface-associated
motility‘/'swarming motility‘). Diese Form der Beweglichkeit ist bisher wenig
verstanden. Das Augenmerk darauf richteten Clemmer et. al 2011 mit A.b.
Mutanten, die im pilT Gen ein null-allel erhielten und dadurch eine signifikant
geringere Motilitat aufwiesen [61]. Das pilT Gen codiert flr eine ATPase, die zur
Retraktion des Pilus notwendig ist [62].

Neben der Interaktion mit statischen Oberflachen ist die Adhasion an
Gewebsoberflachen, wie Epithelzellen zu erwahnen. Hier nehmen die
Aullenmembranporteine OmpA und Omp 33- bis 36-kDa Protein (Omp33-36)



einen besonderen Stellenwert ein. OmpA ist mengenmaRig reichlich an der
Aullenmembran vorhanden und besteht sowohl aus einer achtstrangigen beta-
barrel Domane, als auch einer C-terminalen periplasmatischen Domane, die mit
der Zellwand interagiert [63]. Es erflllt unterschiedliche Funktionen. Die aul’en
gelagerte beta-barrel Domane ist beteiligt an Antibiotikaresistenz [44], wie schon
in 1.2.4.3 beschrieben. Durch die Interaktion mit Fibronektin, als Bestandteil der
extrazellulare Matrix, entsteht eine Adhasion an menschliche Zellen [64]. Eine
OmpA-vermittelte Invasion in Epithelzellen ist gekennzeichnet von Mikrofilament
und -tubuli abhangigen Aufnahmemechanismen [65]. Zudem zeigten Choi et al.
(2005), dass OmpA eine Apoptose von laryngealen Epithelzellen auslést. Dies
erfolgt einerseits durch Interaktion mit Todesrezeptoren an der Zelloberflache,
andererseits durch mitochondrialen Abbau, welches zur Freigabe von Apoptose-
Faktoren wie z. B. Cytochrom C flhrt. Eine aktivierte Caspase degradiert die Zell-
DNA [66].

Omp33-36 zeigt eine sehr ahnliche Eigenschaft wie OmpA auf. Antibiotika-
Resistenz, Zelladhasion und Zytotoxizitat sind beschrieben [67]. Rumbo et al.
(2014) zeigte neben der Aktivierung von den Caspasen 3 und 9, die zur Apoptose
fuhren, eine Modulation der Autophagie. Dies ermdglicht ein intrazellulares
Uberleben und tragt wesentlich zur Zytotoxizitat bei [68]. Eine entscheidende
Rolle in der Virulenz von Omp33 zeigte Smani et al. (2013) mit
Deletionsmutanten von omp33, die zu einer reduzierten Adhasion und Invasion
in Lungenepithelzellen (A549 Zellkultur) fuhrten [69].

Das AuRenmembranprotein in A.b. mit einem Molekulargewicht von 22 kDa
(Omp22) scheint ebenfalls wichtig fur die Virulenz zu sein. Huang et al. (2016)
konnten zeigen, dass sowohl eine aktive als auch passive Immunisierung gegen
Omp22 ein besseres Uberleben in einem Sepsis-Mausmodell brachte. Auch die

Bakterienkonzentrationen in Lunge, Milz, Leber und Nieren waren geringer [70].

Um in einem Wirt zu Uberleben, in dem freies Eisen durch strikte Bindungen an
wirtseigenen Proteinen rar ist, besitzt A.b. aktive Mechanismen Eisen
aufzunehmen, damit wichtige physiologische Prozesse aufrechterhalten bleiben.
Hierzu zahlen zwei kdrpereigene Siderophore, ein Ham-Akquisitions- und ein



Eisen-Aufnahmesystem [71]-[73]. Sekretionssystem werden nicht nur zur
Reifung von Biofilmen bendtigt, wie zuvor in 1.2.4.4 beschrieben, sondern auch
als Pathogenitatsfaktor zur Sekretion von RTX Serralysin-ahnlichen Toxinen, die

zu den hamolytischen Exotoxinen gehdren [74].

Ein weiterer wichtiger Pathogenitatsfaktor ist ein trimerer Autotransporter. Das
von Bentancor et al. (2012) beschriebene Oberflachenprotein Ata (Acinetobacter
trimeric autotransporter) erfullt unterschiedliche Funktionen in der Virulenz, wie
Biofilmbildung und Bindung an verschiedene Komponenten der extrazellularen
Matrix [75]. Adhasion an und Invasion in menschliche Endothel- und Epithelzellen
hangen u.a. von Ata ab, wie Weidensdorfer et al. (2015) beschrieben. Die
Autoren zeigten dies unter statischen und Scherstress-Bedingungen in vitro und

in einem Ex-vivo-Modell fir menschliche Organinfektionen [76].

CarO (25/29 kDa), ein weiteres Aullenmembranprotein mit achtstrangiger beta-
barrel-Form [77], das neben Carbapenem-Resistenz (siehe 1.2.4.3) auch fur die
Aufnahme von den Aminosauren Glycin und Ornithin verantwortlich ist [78].
Mussi et al. (2005) zeigt neben der Strukturanalyse auch die mogliche Aufnahme
von Imipenem. Wobei die Tatsache von der Forschungsgruppe selbst
angezweifelt wurde, da es sich um eine nicht durchgangige Tunnelstruktur
handelt und im Verhaltnis klein ist zur Grof3e von Carbapenemen [78]. 2011
zeigte dann Catel-Ferreira et al., dass zwei mdgliche Subtypen von CarO
existieren und konnten hier flr den Typ CarOb eine Bindungsstelle flr Imipenem

identifizieren [79].

Zusammenfassend kann an dieser Stelle gesagt werden, dass eine Vielzahl von
AulRenmembranproteinen, die Virulenz, die Resistenz und immunologische
Phanomene beeinflussen. Entscheidend fur diese Arbeit ist nun der Fokus auf
das Chaperon SurA, wie es die Zusammensetzung der Aullenmembran
wesentlich beeinflussen kann und damit ein entscheidendes Target fur die Suche

und Entwicklung von Pathoblockern ist.

10



1.3 Biogenese von dauBeren Membranproteinen

Die Zellhulle Gram-negativer Bakterien besteht aus einer inneren Membran (IM),
einer Peptidoglykanschicht (PG) und einer AuRenmembran (OM, englisch: outer
membrane) [80]. Die IM enthalt in ihrer Phospholipid-Doppelschicht Proteine,
welche unter anderem fir die Translokation von Proteinen oder die
Lipidbiosynthese zustandig sind [81]. Zwischen IM und OM liegt das Periplasma,
durch welches Proteine von der inneren zur auleren Membran transportiert
werden und in welchem eine dinne PG-Schicht liegt [82], [83]. Die
Aullenmembran Gram-negativer Bakterien ist asymmetrisch: die aufl’ere Schicht
der Doppelmembran besteht nicht wie die innere aus Phospholipiden, sondern
hauptsachlich aus Lipopolysacharid (LPS), welches eine Barriere gegen auliere
Umwelteinflisse und toxische Substanzen sowie Komponenten der
angeborenen Immunantwort darstellt [84], [85]. Wahrend in vielen Bakterien eine
Inhibition der LPS-Biosynthese zur Akkumulation toxischer Zwischenprodukte
fuhrt, kann Acinetobacter baumannii diese tolerieren [86]-[88]. Die zugrunde

liegenden Mechanismen sind allerdings noch nicht vollig verstanden.

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der AuRenmembran sind sogenannte OMPs
(englisch: outer membrane protein), wobei es sich in der Regel um B-barrel-
formige Proteine handelt [89]. Sie dienen u.a. dem Stoffaustausch kleiner
Molekulle zwischen Auldenmilieu und Periplasma, aber auch zur Adhasion oder
Invasion wie in 1.2.5 beschrieben. GroRere [-barrel-Proteine konnen
enzymatische Funktionen besitzen und als aktive Eisen-Transporter fungieren
[80], [90].

Die meisten OMPs werden nach ihrer ribosomalen Translation im Cytoplasma
Uber den Sec-Pathway ins Periplasma gebracht. Das Pra-Protein enthalt eine
Signalsequenz und wird entweder vom Chaperon SecB oder dem Signal-
Recognition-Particle zur inneren Membran dirigiert, welche das SecYEG-
Translokon und den ATPase-Motor SecA, sowie weitere Komponenten wie
SecDF-YajC und YidC enthalt [91]-[93]. Nach der aktiven Translokation ins
Periplasma wird die Signalsequenz von einer Signalpeptidase entfernt und das

OMP-Vorlauferprotein wird von periplasmatischen Chaperonen (z. B. SurA, Skp)
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zur p-barrel assembly machinery (BAM) an der auf’eren Membran gebracht,
welche fur die Faltung und Insertion des Proteins in die aullere Membran
verantwortlich ist (siehe Abb. 1) [94], [95].

LPS

AuBere
Membran

Periplasma

. 9000000000000000000 T 5 00000000000000000000000000000
Innere

Membran e800000000000c00see Ll 90000000000000000000000000008

Cytoplasm SPa

Abb. 1: Transportweg von OMPs. OMPs werden mit Signalpeptid (SP) aus dem Cytoplasma mittels
SecB zum Sec-Translokon begleitet. Im Periplasma wird das SP abgetrennt. Dann gibt es mehrere mégliche
Chaperons (Skp, SurA oder weitere ,?‘), die die OMP-Vorlauferproteine zur AuRenmembran transportieren
und auch bestimmte Faltungsschritte unterstlitzen. DegP kann als Chaperon agieren, aber auch
fehlgefaltete Proteine abbauen. Der BAM-Komplex faltet und integriert die OMPs in die OM. Grafik von
Fabian Renschler, modifiziert nach und basierend auf Behrens-Kneip (2010) [96]

Die Chaperone, welche in E.c. und anderen Gram-negativen Bakterien primar fur
den Transport von OMPs durch das Periplasma an den BAM-Komplex zustandig
sind, sind SurA (survival protein A) [97]-[99] und Skp (seventeen kilodalton
protein) [100], [101]. Neben der Funktion als Chaperon zeigten sich durch
Deletion von skp auch Faltungsdefekte von LptD, das als Teil des Lpt-Komplexes
fur den Transport und den Einbau von LPS in die auf3ere Membran wichtig ist
[102]. Des Weiteren fungiert Skp in Abwesenheit von SurA in E.c. als Bestandteil
eines Alternativ-Transportweges flir manche OMPs [103]. Das periplasmatische
Protein DegP besitzt sowohl die Eigenschaften eines Chaperons (bei niedrigen
Temperaturen) als auch die einer Protease, welche fehlgefaltete OMPs abbaut
[104]-[107]. Die Protease-Aktivitat wurde als essenziell fiir das Uberleben bzw.

dem Standhalten von zellularen Stressbedingungen bei héheren Temperaturen
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fur E.c. beschrieben. Unter diesen Bedingungen erkennt DegP denaturierte

Proteine erkennt und baut diese ab [108].

Die Akkumulation von ungefalteten Proteinkomplexen im periplasmatischen
Raum ist fur ein Bakterium ein kritischer Stressor, weshalb Systemen zum Abbau
von periplasmatischen Stress eine essenzielle Funktion zukommt [109].
Chaperone sind hier einerseits fir die Aufrechterhaltung des regularen Ablaufs
und gegebenenfalls fur Eingriffe wie proteolytische Abbauprozesse durch DegP
(s.0.) zustandig, viel wichtiger ist aber natlrlich der Einbau der Zielproteine (und
damit der Abtransport aus dem periplasmatischen Raum) in die auf’ere Membran
[110]. Dazu werden die Proteine, wie bereits beschrieben, an den BAM-Komplex
Uberfuhrt, dessen Kerneinheit BamA von Wu et al. (2005) beschrieben wurde.
Die Arbeitsgruppe konnte erstmals zeigen, dass eine Depletion von BamA den

Einbau von OmpA drastisch reduziert [111].

Wie SurA und der BAM-Komplex miteinander interagieren und den Transfer von

Proteinen zum Einbau in die OM steuern, wird im folgenden Abschnitt erdrtert.

1.3.1 Das periplasmatische Chaperon SurA

Das Chaperon SurA kommt in allen Gram-negativen Bakterien vor. SurA von (-
und y-Proteobakterien besitzt zwei PPlase-Domanen, wahrend SurA von a-
Proteobakterien nur eine oder gar keine PPlase-Domane besitzt [112], [113]. Auf
die verschiedenen Domanen und deren Struktur werde ich im nachsten Abschnitt

eingehen.

Erstmalig wurde das Gen surA und das Protein SurA als essenziell flir das
Uberleben von E.c. in der stationdren Phase beschrieben [98], [114]. Erst spater
konnte die zentrale Funktion in der Biogenese der integralen 3-Barrel-OMPs als

Chaperon gezeigt werden [97], [115].

SurA gehdrt zur Familie der Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerasen (kurz: PPlase)
und sind zusatzlich zu ihrer Chaperonaktivitat an der Faltung von Proteinen der
OM beteiligt [100]. Die Primarstruktur von SurA (Abb. 2 A) besteht aus einem N-

terminalen Signalpeptid (20 AS) sowie einer N-terminalen Doméane (150 AS),
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gefolgt von den Domanen P1 und P2, den Parvulin-ahnlichen PPlase-Domanen

mit jeweils etwa 100 AS und einem kurzen C-terminalen Teil (40 AS).

21 164 172 274 281 386 395 428

Abb. 2: Primarstruktur von E.c. SurA und schematische Darstellung der Organisation der SurA-
Domanen. (A) Die Anzahl der Aminosauren zeigt die Domanengrenzen an. Farbcode: Sec-Signal (grau),
N-terminale Subdomane (blau), P1 (griin), P2 (gelb), C-terminale Subdoméane (rot). Erstellt von Fabian
Renschler. (B) SurA (pdb ID: 1m5y) in Cartoon- und (C) in Oberflachendarstellung, Farbcode wie in A. (D)
Exemplarische geschlossene Konformation von SurA, in der die P2-Doméane in engem Kontakt mit dem
P1:NC-Kernmodul steht (MD-Simulationsframe, T. Kronenberger & A. Poso).

In ihrer Tertiarstruktur bilden die N- und C-terminalen Domanen zusammen mit
der P1-Domane das sog. Kernmodul, wahrend die flexible P2-Domane mit dem

Kernmodul weniger starr assoziiert ist [116] (Abb. 2 B, C und D).

SurA ist nur in dem Sinne hochkonserviert, dass es, wie eingangs beschrieben,
in allen Gram-negativen Bakterien vorkommt. Alignments verschiedener
Bakterienspezies zeigen jedoch deutliche Unterschiede in ihrer
Aminosauresequenz (Abb. 3) mit moglichen Konsequenzen fur die
Sekundarstruktur. Die Funktion von SurA wurde bisher hauptsachlich in E.c.

untersucht, und es gibt nur wenige Erkenntnisse Uber andere Spezies.
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Ab_5075_SurA 83 RLA ALNR KSIPOGQAALGNQAHV | HMR I SGD| 164
1I70 II&(] IIQU ZIDD ZI'H) IIZD 2‘30 1140
Eco_K12_SurA 165 ENPTSDQVNEAESQARAIVDQARNGADFGKLAIAHSADQQALNGGQMGWGR IQELPG IFAQALSTAKKGDIVGP IRSGVGF H 246
Kp_p_SurA 165 ENPTSDEVAAAQEQANS IVEQARNGANFGKLAITYSADQQALKGGQMGWGR IQELPG IFAQALSTAKKGD IVGP IRSGVGF Hl 246
Pa_PA14_SurA 165 EAASSDVIQAAARQAQELYQQLKQGADFGQLAISRSAGDNALEGGE IGWRKAAQLPQPFDSMIGSLAVGDVTEPVRT PGGF If 246
Ab_5075_SurA 165 NPQEVONVAKEVRSOLAQSNDLMNALKKLSTATVKVEGADMGFRPLSDIPAELAARITPLODGOTTOLISVRDOGVHYLKLLERI 246
250 260 270 280 290 300 310 320
Eco K12_SurA 247 ILKVNDLRGESKNISVTEVHARHILLKPSP IMTDEQARVKLEQ IAADIKSGKTTFAAAAKEFSQDPGSANQGGDLGWATPDI 328
Kp_p_SurA 247 ILKVNDLRGGTQNISVTEVHARHILLKPSP IMNDAQAQAKLEQ I AAE IKSGKITFAQAAKTYSEDPGSANQGGDLGWATPDI 328
Pa_PA14_SurA 247 JILKLEEKRGGSKMVRDEVHVRHILLKPSE IRSEAETEKLAQKLYERIQSGEDFGELAKSFSEDPGSALNGGDLNWIDPEALYV 328
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330 340 350 360 370 380 390 400
Eco K12 _SurA 329 FDPAFRDALTRLNKGQMSAPVHSSFGWHL IELLDTRNVDKTDAAQKPRAYRMLMNRKFSEEAASWMQEQRASAYYV 408
Kp_p_SurA 320 FDPAFRDALMRLNKGQTSGPVHSSFGWHL IELLDSRQVDRTDAAQKPRAYRMLMNRKFSEEAATWMQEQRASAYV 408
Pa_PA14_SurA 320 PEFRQVMNDTPQGELSKPFRSQFGWHILQVLGRRATDSSEKFREQQRVSVLRNRKYDEELOQAWLRQIRDEAYVE I 405
Ab_5075_SurA 320 MQEIPVGE ISEPFQTQFGWHILQVTFDKREKDMT HEYQERMARQ ILGERQFENTE IDSWILREVRANAYVE IKDOPSLD 409

Abb. 3: Proteinsequenz-Alignment von E.c., K.p., P.a. und A.b. SurA (ohne Signalsequenz).
Farbliche Hervorhebung der Regionen wie in Abb. 2. Erstellt mit Jalview [117] und Adobe® lllustrator® CS6
(Version 16.0.3).

Die N-terminale zusammen mit der C-terminalen Domane besitzt eine wichtige
Rolle in der Funktion der Chaperon-Aktivitat beim Begleiten der OMPs zur
Aullenmembran [115] und scheinen spezifische Charakteristika von OMPs
selektiv zu erkennen. Letzteres zeigt sich wohl vor allem durch Muster

aromatischer Reste, die in integralen OMPs haufiger zu finden sind [118].

Die PPlase-Aktivitat zeigt sich ausschlieBlich in der P2-Domane und die
spezifische Peptidbindungsaktivitat ist in der P1-Domane angesiedelt [115],
[119]. Humes et al. (2019) zeigten, dass SurA moglicherweise verschiedene
Bindungsdomanen fir verschiedene OMPs nutzt, wobei die Domanen P1 und P2
notwendig sind, um die Aggregation von Faltungsintermediaten zu verhindern
[113]. Bei Deletion von P2 in E.c. SurA zeigte sich eine reduzierte Aktivitat von
SurA, die Soltes et al. (2016) aber auf eine dadurch verursachte unzugangliche
Konformation der P1- und Kerndomane zurlckflihren und nicht per se auf das
Fehlen von P2 [120].
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Auch in Bezug auf die Substrate von SurA hat sich die Wissenschaft bisher sehr
auf E.c. konzentriert. Proteomstudien mit Knock-out Mutanten von surA in E.c.
zeigten, dass nur wenige OMPs notwendigerweise auf die Anwesenheit von SurA
angewiesen sind. Wichtige Substrate von SurA sind die &ufReren
Membranproteine LptD und FhuA [121].

LptD, friher auch Imp (increased membrane permeability) [122] oder OstA
(organic solvent tolerance) [123] genannt, spielt eine wichtige Rolle in der
Membranbiogenese, wie bereits erwahnt, und wird von einem Gen direkt
upstream von SurA kodiert. LptD ist ein essenzielles, 87 kDa groltes OMP und
enthalt eine B-barrel-Domane [124]. Dort interagiert LptD mit LptE und bildet
einen Komplex, der fur den Einbau von LPS in die dul3ere Membran notwendig
ist. Eine Depletion des Komplexes fihrt zunachst zu erhéhten zellularen
Konzentrationen von LPS und zu morphologischen Veranderungen, wie der
Anreicherung von Membranmaterial im Periplasma [125]. LPS wird im
Periplasma von zwei weiteren Proteinen, LptA und LptB, von der inneren
Membran zur aufderen Membran transportiert. Gemeinsam mit LptD ist ihnen die
Regulation durch oFf [126].

Der alternative Sigmafaktor o wird von rpoE kodiert und wurde erstmals 1989
als 24 kDa grolRer Sigmafaktor identifiziert, der fur die Transkription von rpoH
uber dessen Promotor P3 sowie von degP verantwortlich ist [127], [128]. Fur das
Wachstum und Uberleben von E.c. bei Temperaturen Uber 40 °C ist dieses
Protein unentbehrlich [129]. Die Aktivitdt von of wird insbesondere durch eine
Uberproduktion von OMPs im Periplasma und durch solche Genmutationen
induziert, die die korrekte Prozessierung der OMPs in der aufseren Membran
beeintrachtigen. Die Anhaufung von fehlgefalteten periplasmatischen Proteinen
oder OMPs im Periplasma induziert ebenfalls oF-Aktivitat [130]. Sowohl eine
hohe oE-Aktivitat als auch die Deletion des surA-Gens fiihren zu einer reduzierten
OMP-Dichte und damit ahnlichen Phanotypen [131].

Bei anderen Erregern wie Neisseria meningitidis spielt SurA eine untergeordnete

Rolle. Das Fehlen von SurA hat hier keinen Einfluss auf die Biogenese von
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OMPs. Im Gegensatz dazu fluhrte das Fehlen von Skp zu signifikant niedrigeren

Konzentrationen der Porine PorA und PorB, nicht aber der anderen OMPs [132].

Klein und Sonnabend et al. (2019) zeigten eine stark veranderte OMP-
Zusammensetzung in P.a. bei Depletion von SurA. Phanotypisch kam es zu einer
Storung der OM-Integritdt, die sich in reduzierter Resistenz gegenuber
Gallensalzen, und erhdhter Sensibilitat gegenlber Serumkomplement und
Antibiotika aufRerte. In einem Infektionsmodell mit Galleria mellonella fuhrt die

Depletion von SurA zu einer abgeschwachten Virulenz [133].

Es wurde gezeigt, dass SurA direkt mit BamA, kodiert durch yaeT, interagiert
[131]. SurA interagiert mit dem BAM-Komplex an verschiedenen Stellen: Uber
seinen NC-Kern mit BamA und BamB oder Uber seine P2-Doméane mit BamE.
Keine der PPI-Domanen scheint fur die Bindung an den BAM-Komplex essenziell
zu sein, obwohl P2 die Insertion von OMP-Substraten in die Membran erleichtert.
Die Bindung von SurA an den BAM-Komplex I6st dort Konformationsanderungen
aus, wie z. B. die Offnung einer Tasche innerhalb des BAM-Komplexes, die zur
lateralen Insertion von OMPs in die Membran beitragt, oder die Offnung der P1-
NC-Interaktionsstelle von SurA [116].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Eingriffe in die OMP-Biogenese
und dadurch verursacht eine Veranderung der Zusammensetzung der auf3eren
Membran bei Gram-negativen Bakterien dramatische Folgen haben kann. Es
kann durch die Reduktion der OM-Integritat zu signifikanten Veranderungen der
Antibiotikaresistenz bei multi- oder panresistenten Bakterien fihren und
gleichzeitig eine Reduktion der Virulenz bewirken. Daher ist die Hemmung eines
Chaperons wie SurA, das wesentlich an der Biogenese der OM beteiligt ist, ein
vielversprechender Ansatz. Dieser Ansatz wurde bereits in der Arbeitsgruppe flr
E.c. verfolgt und hat zur Identifizierung von Molekillen geflihrt, die in der Lage
sind, E.c. SurA zu inhibieren.
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1.4 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Voraussetzungen dafur zu schaffen, die

Aktivitat eines bereits vorhandenen Inhibitors fur E.c. SurA an SurA primar aus

A.b. und falls moglich, auch mit SurA aus K.p. und P.a. testen, um dadurch ein

moglicherweise erweitertes Wirkspektrum des Inhibitors zu definieren. Dazu

sollten folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt werden:

1.

Design von Generierung von Vektorkonstrukten fiir eine Uberexpression
von His-getaggtem SurA von A.b., K.p. und P.a. in E. coli.

Etablierung und Optimierung der Uberexpression und Aufreinigung von
hochreinem His-SurAas und ggfs. His-SurApa durch
Affinitatschromatographie im mg-Malstab.

Etablierung der  Assaybedingungen  zur  Durchfihrung  von
Aktivitatsassays mit den aufgereinigten Proteinen

Testung der inhibitorischen Wirkung eines bis dato nur an E.c. SurA

getesteten SurA-Inhibitors mit SurAas und SurApa
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2 Methoden und Materialien

2.1 Mikrobiologische Methoden und Materialien

2.1.1 Bakterienstamme

2.1.1.1 Acinetobacter baumannii AB5075

Zur Klonierung von SurAab, benutzten wir den Acinetobacter baumannii (A.b.)
Stamm AB5075. Es handelt sich dabei um ein panresistentes klinisches Isolat,
das 2008 von einem Patienten des U.S. militarischen Gesundheitssystems mit
Osteomyelitis der Tibia isoliert worden ist. Jacobs et al. publizierte diesen Stamm
2014. Dieser zeichnet sich durch seine hohe Virulenz aus, was u.a. in einem
Maus-Model fur pulmonale Infektionen durch eine Mortalitatsrate von 70 %
innerhalb von 48 bis 72 Stunden und eine 6-Tages Uberlebensrate von 25 %
gezeigt wurde. Fur die Erforschung der Pathogenitat von A.b. eigne sich dieser
Stamm als reprasentativ fur ein multiresistentes und hoch virulentes klinisches
Isolat besonders gut [134]. Ausgehend von A.b. AB5075 als Parent Strain
erstellten und charakterisierten Gallagher et al. (2015) eine Transposon Library
[135]. Der Stamm A.b. AB5075 wurde von der University of Washington
(Colin Manoil Lab, https://www.gs.washington.edu/labs/manoil/baumannii.htm)
kauflich erworben. Im Weiteren wird A.b. AB5075 als A.b. bezeichnet.

2.1.1.2 Klebsiella pneumoniae K6 ATCC 700603

Der Referenzstamm ATCC 700603 diente uns als Quelle zur Klonierung des
Klebsiella pneumoniae SurA. Dieser Stamm wurde als klinisches Isolat eines
stationaren Patienten des Medical College of Virginia (Richmond, VA) 1994 auf
der Basis eines Harnwegsinfektes gewonnen (DSMZ, DSM Nr.: 26371). Dieser
Stamm ist charakterisiert durch die Bildung einer Extended Spectrum [3-
Lactamase (ESBL). Rasheed et al. konnte eine neue SHV B-Lactamase, SHV-
18, in diesem lIsolat beschreiben. Zudem weist K.p. K6 einen Porin-Verlust von
OmpK35 und OmpK37 auf [136]. Im folgenden Text wird dieser Stamm als K.p.

bezeichnet.
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2.1.1.3 Pseudomonas aeruginosa PA14

Der Stamm PA14 zur Klonierung von Pseudomonas aeruginosa SurA wurde als
klinisches Isolat im Massachusetts General Hospital (F. M. Ausubel), Boston,
isoliert (DSMZ, DSM Nr.: 19882). Im weiteren Text wird dieses Isolat als P.a.

abgekurzt.

2.1.1.4 Escherichia coli BL21(DE3)/DH5a

Als Expressionssystem wahlten wir Escherichia coli BL21(DE3). Ein schnelles
Wachstum und wenig Anspruch an das Nahrmedium vereinfachen das Handling.
Die Bezeichnung DE3 beschreibt die Anwesenheit des ADE3 Lysogen, ein
Prophage, und besitzt damit das Gen fur die T7 RNA Polymerase, die fur die

Expression von T7 Promotoren notwendig ist [137], [138].

Zur Propagation und Plasmidvermehrung benutzten wir den Stamm E.c. DH5a.
Beschrieben von Hanahan, D. (1985) in ,DNA cloning: a practical approach”
[139].

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Name (Stammsammlungsnr.) DSMZ/ATCC Erhalten von

Acinetobacter baumannii AB5075 | - University of

(Nr. 154) Washington

Klebsiella pneumoniae K6 DSM Nr.: 26371 DSMZ

(Nr. 198) ATCC 700603

Pseudomonas aeruginosa PA14 DSM Nr.: 19882 DSMZ

Escherichia coli BL21(DE3)/DH5a | NEB-Bestellnummer | New England
C2527H Biolabs (NEB)

2.1.2 Bakterienkultivierung

2.1.2.1 Lagerung von Bakterienstammen

Die Bakterienstamme wurden zur dauerhaften Lagerung in Lysogeny Broth (LB)
mit 20 % Glycerin (s. Tabelle 2) in -80 °C Gefrierschranken in der Institutseigenen
Bakterienstammsammlung gelagert.

2.1.2.1.1 Herstellung von Glycerin-Stock-Kulturen
Zur Herstellung wurde das entsprechende Bakterium in 15 ml LB fur 16-
18 Stunden bei 37°C +1°C in einem Erlenmeyerkolben auf einem

Schuttelinkubator bei 200 rpm inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde dann
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bei 4.500 x g flir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, dass
Bakterienpellet in 3 ml LB mit 20 % Glycerin resuspendiert. Die Suspension
wurde auf je 1 ml in sterile Einfrierrohrchen aliquotiert und umgehend bei -80 °C

gelagert.

2.1.2.2 Anzichten von Bakterien

Zur Anzichtung von Bakterien wurden mit einer 10 pl Plastik-Impfése etwas
Material aus dem gefrorenen Glycerin-Stock in flissiges LB (5 ml in Polystyrol
Rundboden-Rundréhrchen, > 5 ml in Erlenmeyerkolben) Gberfliihrt. Dem Medium
wurde das entsprechende Antibiotikum (siehe Tabelle 4 und Tabelle 6), gegen
das der anzuzlchtende Bakterienstamm resistent ist, in entsprechender
Konzentration hinzugefiigt. Die Bakterienkultur wurde dann als sogenannte
Ubernachtkultur (= UNK) fiir 16-18 Stunden bei einer Temperatur von 37 °C und

200 rpm auf einem Schattelinkubator inkubiert.

2.1.2.3 Nahrmedien

Tabelle 2: Fliissigmedien

LB (Lysogeny Broth) Hefeextrakt 0,5 % (w/v) (5 g/l)
Trypton 1 % (w/v) (10 g/l)
Natriumchlorid (10 g/l) (nach Miller)
VE-H20

pH 7,0

20 Minuten bei 121 °C autoklavieren
LB mit Glycerin 20 % LB (s.0.) + 20 % (v/v) Glycerin

Steril filtriert (0,22 pym)

Lagerung bei RT

TB (Terrific Broth) TB-A

Hefeextrakt (24 g/l)

Tryptone (12 g/l)

Glycerin (4 mi/l)

Auf 900 ml VE-H20

20 Minuten bei 121 °C autoklavieren

TB-B

K2HPO4 0,017 M (2,96 g/l)

KH2PO4 0,072 M (9,8 g/l)

MgSOa4 (2 ml/l von Stock 1 M)

pH 7,0 (Titration mit HCl und NaOH)
Auf 100 ml VE-H20

Steril filtriert (0,22 pym)
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Zur Verwendung TB-A und TB-B:
10:1 mischen

TBai (Terrific Broth Autoinduction) TB (s.0.) +
Glukose (0,5 g/l)
Lactose (2 g/l)

SOC (Super Optimal Broth + Hefeextrakt 0,5 % (w/v) (5 g/l)
Glucose) Trypton 2 % (w/v) (20 g/l)
Natriumchlorid 10 mM (0,6 g/l)
Kaliumchlorid 2,5 mM (0,2 g/l)
Magnesiumchlorid 10 mM
Magnesiumsulfat 10 mM

Glukose 20 mM

20 Minuten bei 121 °C autoklavieren

Lagerung bei -20 °C

Tabelle 3: Festmedien

LB-Agar LB (siehe Tabelle 2)
Agar (15 g/l)
Gegebenenfalls:

+ Kanamycin 50 pg/ml

Lagerung 4 °C

2.1.2.4 Antibiotika

Tabelle 4: Antibiotika

Kanamycinsulfat | Losungsmittel: destilliertes Wasser; | AppliChem GmbH,
Stock-Konzentration: 50 mg/ml; Darmstadt
eingesetzte Konzentrationen:
Ubernachtkulturen: 50 pg/ml,
Autoinduktionsmedien: 100 pug/ml;
Stock gelagert bei -20 °C,
Gebrauchsstock bei 4 °C.

2.1.2.5 Herstellung von chemisch kompetenten Bakterien fur die

Transformation

Tabelle 5: Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Puffer 1 Kaliumacetat 30 mM

KCI 100 mM

CaCl210 mM

MnCl250 mM

pH 5,8 [Titration mit Essigsaure]
add VE-H20

steril filtriert (0,22 pm)
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Puffer 2 MOPS 10 mM
CaCl2 15 mM
KCI 10 mM
15% Glycerin
add VE-H20
autoklaviert

Der gewlnschte Bakterienstamm, wie z. B. E.c. BL21(DE3) bzw. E.c. DH5aq,
wurde in 20 ml LB-Medium Uberfuhrt und 16-18 Stunden bei 37 °C und 200 rpm
auf einem Schuttelinkubator inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurden 3 ml fiir
die Inokulation einer 150 ml-Subkultur ml in LB-Medium verwendet. Diese wurde
unter 0.g. Bedingungen fir ca. 2,5 Stunden inkubiert, bis die ODeoo bei ~ 0,6 lag.
Die Kultur wurde dann auf drei 50 ml Falcon-Réhrchen aufgeteilt und ftr 10 min
auf Eis inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation fur 10 min bei 4495 x g und
4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und die entstandenen Pellets wurden in
2,5 ml ,Puffer 1° (siehe Tabelle 5) resuspendiert, in Falcon zusammengefihrt und
auf 22,5 ml mit ,Puffer 1° aufgeflllt. Gefolgt von einer erneuten Zentrifugation
(10 min, 4495 x g, 4 °C) und erneuter Resuspension des Pellets in 9 ml ,Puffer 2°
(siehe Tabelle 5). Nach einer Inkubation auf Eis von 15 min wurde die
Bakteriensuspension in sterile 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle aliquotiert

(250 pl), in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
2.2 Molekularbiologische Methoden und Materialien

2.2.1 Plasmide

Als Expressionssystem fur die large-scale Protein-Produktion wahlten wir
Escherichia coli BL21 (DE3) (siehe 2.1.1.4). Ein geeigneter Vektor fur das
genannte Expressionssystem ist das Plasmid pET-28a (Novagen), ein etablierter
Expressionsvektor. Die Vorteile liegen in der hohen Plasmidkopienzahl, die
Madglichkeit der Autoinduktion [140] und der laborinternen Vorerfahrungen mit
dem Vektorsystem im Rahmen von Proteiniberexpression. Zur
affinitdtschromatographischen Reinigung wurde ein C-terminaler Hexa-Histidin-

Tag verwendet.

Folgende Abbildungen (Abb. 4, Abb. 6 und Abb. 5) wurden mit der Software
SnapGene® erstellt.
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Abb. 4: Plasmidkarte surA_Ab5075_pET-28a(+)

SurA_Kp_pET-28a(+)
555700

Abb. 5: Plasmidkarte surA_Kp_pET-28a(+)
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Abb. 6: Plasmidkarte surA_PA14_pET-28a(+)

Tabelle 6: Expressionsvektoren (Plasmidnamen)

Name Grolde Selektions- |Promotor |Herkunft
marker

pET-28a 5369 bp |Kanamycin |T7-lac Novagen

pET28a SurA AB 6587 bp |Kanamycin |T7-lac diese Arbeit

pET28a SurA KP 6557 bp |Kanamycin |T7-lac diese Arbeit

pET28a SurA Pa 6569 bp |Kanamycin |T7-lac diese Arbeit

surA_Ab5075 pET-28a(+) |6587 bp |Kanamycin |T7-lac GenScript
(siehe Abb. 4)
SurA _Kp_pET-28a(+) 6557 bp |Kanamycin |T7-lac GenScript
(siehe Abb. 5)
SurA _PA14 pET-28a(+) 6569 bp |Kanamycin |T7-lac GenScript
(siehe Abb. 6)

Die eigenstandig klonierten Expressions-Plasmide ,pET28a SurA AB“, ,pET28a
SurA KP* und ,pET28a_SurA_Pa“ zeigten zwar eine Expression von SurA,
allerdings auf sehr niedrigem Level. Auch in einem anderen Expressionssystem

(E.c. Rosetta) kam es zu einer ungenugenden Expression des Zielproteins.

Zur Optimierung der Expression entschlossen wir uns aus spater erklarten

Grinden zur Beauftragung der Synthese einer fur E.c. codon-optimierten
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Gensequenz und deren Insertion in den pET-28a Expressionsvektor. Diese
Synthesen und die Insertion in den Vektor wurden von der Firma GenScript
durchgefuhrt. Die optimierten Gensequenzen sind in den folgenden

Unterpunkten aufgefuhrt.

2.2.1.1 surA_Ab5075_pET-28a(+)
Durch GenScript optimierte Gensequenz von Ab5075 SurA zur Expression in E.c.
(Lange 1345, GC-Gehalt 55,38):

CCATGGGAAAGACAAAGCACCTAAAGCAATTCTTCAAAGCTACAACTCTAGCAGTTCTG
ATTAGCAGCAGCATGCACAGCTTTGCGCAGCCGACCGATGAGGTGGTTGCGATCGTGGA
CAACAGCGTTATTCTGAAGAGCGATCTGGAACAGGGTATGGCGGAGGCGGCGCATGAAC
TGCAAGCGCAGAAGAAAGAGGTGCCGCCGCAGCAATACCTGCAATTCCAGGTTCTGGAT
CAGCTGATCCTGCGTCAAGCGCAGCTGGAACAAGTGAAGAAATATGGCATTAAGCCGGA
CGAGAAAAGCCTGAACGAAGCGGTGCTGAAAGTTGCGAGCCAGAGCGGTAGCAAGAGCC
TGGAGGCGTTTCAGCAAAAACTGGATGCGATCGCGCCGGGCACCTACGAGAACCTGCGT
AGCCGTATCGCGGAAGACCTGGCGATTAACCGTCTGCGTCAGCAACAGGTGATGAGCCG
TATCAAGATTAGCGACCAGGATGTTGACAACTTCCTGAAAAGCCCGCAAGGTCAAGCGG
CGCTGGGTAACCAAGCGCATGTGATCCACATGCGTATTAGCGGTGATAACCCGCAAGAG
GTGCAGAACGTTGCGAAGGAAGTTCGTAGCCAACTGGCGCAGAGCAACGACCTGAACGC
GCTGAAGAAACTGAGCACCGCGACCGTGAAAGTTGAGGGTGCGGATATGGGCTTTCGTC
CGCTGAGCGACATTCCGGCGGAACTGGCGGCGCGTATTACCCCGCTGCAAGATGGTCAG
ACCACCGACCTGATCAGCGTGCGTGACGGCGTGCACGTTCTGAAGCTGCTGGAGCGTAA
ACAAAACGAACAGAAGGCGCTGGTTCCGCAATATCAGACCCGTCACATCCTGATTCAGC
CGAGCGAGGTGGTTAGCCCGGAAAACGCGAAACAAATCATTGATAGCATTTACAAGCGT
CTGAAAGCGGGTGAAGACTTTGCGACCCTGGCGGCGACCTATAGCAACGATACCGGTAG
CGCGCGTGATGGTGGCAGCCTGGGTTGGGTGACCCCGGGTATGATGGTTCCGGAGTTTG
ATAAGAAAATGCAGGAAATCCCGGTGGGCGAGATTAGCGAACCGTTCCAAACCCAGTTT
GGCTGGCACATCCTGCAGGTTACCGATAAGCGTGAGAAAGACATGACCCACGAGTACCA
AGAACGTATGGCGCGTCAGATCCTGGGCGAGCGTCAATTCAACACCGAAATTGACAGCT
GGCTGCGTGAGGTGCGCGCGAACGCGTATGTTGAAATTAAGGACCCGAGCCTGGACAAA
AAGAACCTGCAAAAGAGCGCGCACCACCATCACCACCATTGAAGCTT

Proteinsequenz:

GKTKHLKQFFKATTLAVLISSSMHSFAQPTDEVVAIVDNSVILKSDLEQGMAEA
AHELQAQKKEVPPQQYLQFQVLDQLILRQAQLEQVKKYGIKPDEKSLNEAVLK
VASQSGSKSLEAFQQKLDAIAPGTYENLRSRIAEDLAINRLRQQQVMSRIKISD
QDVDNFLKSPQGQAALGNQAHVIHMRISGDNPQEVQNVAKEVRSQLAQSND
LNALKKLSTATVKVEGADMGFRPLSDIPAELAARITPLQDGQTTDLISVRDGVH
VLKLLERKQNEQKALVPQYQTRHILIQPSEVVSPENAKQIIDSIYKRLKAGEDFA
TLAATYSNDTGSARDGGSLGWVTPGMMVPEFDKKMQEIPVGEISEPFQTQFG
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WHILQVTDKREKDMTHEYQERMARQILGERQFNTEIDSWLREVRANAYVEIK
DPSLDKKNLQKSAHHHHHH

2.2.1.2 SurA_Kp_pET-28a(+)
Durch GenScript optimierte Gensequenz von K.p. SurA zur Expression in E.c.
(Lange 1321, GC-Gehalt 57,07):

CCATGGGAAAGAACTGGAAGACACTACTACTAGGGATAGCTATGATAGCAAATACCAGC
TTTGCGGCGCCGCAGGTTGTGGATAAGGTTGCGGCGGTGGTTAACAACGGTGTGGTTCT
GGAAAGCGACGTGGATGGCCTGATGCAGAGCGTTAAGCTGAACGCGGGTCAAGCGGGTC
AGCAACTGCCGGATGATGCGACCCTGCGTCACCAGATCCTGGAGCGTCTGATCATGGAC
CAAATTGTTCTGCAGATGGGTCAAAAGATGGGCGTGAAAGTTAGCGACGATCAGCTGGA
CCAAGCGATCGCGAACATTGCGAAACAGAACAACATGACGATGGACCAAATGCGTAGCC
GTCTGGCGTACGAAGGTATCAACTACAACACCTATCGTAACCAGATCCGTAAGGAGATG
CTGATTAGCGAAGTGCGTAACAACGAGGTTCGTCGTCGTATCACCGTGCTGCCGCAAGA
GGTTGAAGCGCTGGCGAAACAGATTGGCGACCAAAACGATGCGAGCACCGAACTGAACC
TGAGCCACATCCTGATTCCGCTGCCGGAGAACCCGACCAGCGACCAGGTTGCGGLCGGLG
CAGGAACAAGCGAACGCGATCGTGGAGCAAGCGCGTAACGGTGCGAACTTCGGCAAGCT
GGCGATTACCTATAGCGCGGATCAGCAAGCGCTGAAAGGTGGCCAGATGGGTTGGGGCC
GTATCCAAGAACTGCCGGGTATTTTCGCGCAGGCGCTGAGCACCGCGAAGAAAGGTGAC
ATCGTGGGCCCGATTCGTAGCGGTGTTGGCTTTCACATCCTGAAGGTGAACGATCTGCG
TGGTGGCACCCAGAACATTAGCGTGACCGAGGTTCACGCGCGTCACATCCTGCTGAAGC
CGAGCCCGATTATGAACGACGCGCAGGCGCAAGCGAAACTGGAACAGATCGCGGCGGAT
ATTAAGAGCGGTAAAACCACCTTCGCGAAAGCGGCGAAAGCGTACAGCGAGGACCCGGG
TAGCGCGAACCAGGGTGGCGATCTGGGTTGGGCGACCCCGGACATCTTCGATCCGGCGT
TTCGTGACGCGCTGATGCGTCTGAACAAAGGTCAAACCAGCGGTCCGGTTCACAGCAGC
TTCGGTTGGCACCTGATTGAACTGCTGGACAGCCGTCAGGTGGACCGTACCGATGCGGC
GCAAAAGGATCGTGCGTATCGTATGCTGATGAACCGTAAATTTAGCGAGGAAGCGGCGA
CCTGGATGCAGGAGCAACGTGCGAGCGCGTATGTGAAGATTCTGAGCAATAGCGCGCAT
CATCATCATCATCATTGAAGCTT

Proteinsequenz:

GKNWKTLLLGIAMIANTSFAAPQVVDKVAAVVNNGVVLESDVDGLMQSVKLN
AGQAGQQLPDDATLRHQILERLIMDQIVLQMGQKMGVKVSDDQLDQAIANIAK
QNNMTMDQMRSRLAYEGINYNTYRNQIRKEMLISEVRNNEVRRRITVLPQEVE
ALAKQIGDQNDASTELNLSHILIPLPENPTSDQVAAAQEQANAIVEQARNGANF
GKLAITYSADQQALKGGQMGWGRIQELPGIFAQALSTAKKGDIVGPIRSGVGF
HILKVNDLRGGTQNISVTEVHARHILLKPSPIMNDAQAQAKLEQIAADIKSGKTT
FAKAAKAYSEDPGSANQGGDLGWATPDIFDPAFRDALMRLNKGQTSGPVHS
SFGWHLIELLDSRQVDRTDAAQKDRAYRMLMNRKFSEEAATWMQEQRASAY
VKILSNSAHHHHHH
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2.21.3 SurA_PA14_pET-28a(+)
Durch GenScript optimierte Gensequenz von PA14 SurA zur Expression in E.c.
(Lange 1327, GC-Gehalt 57,45):

CCATGGGAAAGATAAAACTATGTAACAGGCTAAGACCCCTAGCTTTAGGGGCTGCGCTG
CTGTGCAGCTTCGCGCATGCGGAAGTGGTGCCGCTGGACCGTGTGGTTGCGATCGTGGA
CAACGATGTTATTATGCAAAGCCAGCTGGATCAACGTCTGCGTGAAGTGCACCAGACCC
TGCTGAAACGTGGTGCGCCGCTGCCGCCGGAGCACGTGCTGACCCAGCAAGTTCTGGAA
CGTCTGATCATTGAGAACATCCAGCAACAGATTGGTGACCGTAGCGGCATCCGTATTAG
CGATGAGGAACTGAACCAAGCGATGGGTACCATCGCGCAGCGTAACGGCATGAGCCTGG
AACAATTTCAAGCGGCGCTGACCCGTGATGGTCTGAGCTACGCGGATGCGCGTGAACAA
GTGCGTCGTGAGATGGTGATCAGCCGTGTTCGTCAGCGTCGTGTTGCGGAGCGTATTCA
AGTGAGCGAGCAGGAAGTTAAGAACTTTCTGGCGAGCGACATGGGCAAAATCCAGCTGA
GCGAGGAATACCGTCTGGCGAACATCCTGATTCCGGTGCCGGAAGCGGCGAGCAGCGAT
GTTATTCAAGCGGCGGCGCGTCAAGCGCAGGAGCTGTATCAACAGCTGAAGCAGGGTGC
GGACTTTGGTCAGCTGGCGATCAGCCGTAGCGCGGGTGATAACGCGCTGGAAGGTGGCG
AGATTGGCTGGCGTAAAGCGGCGCAACTGCCGCAGCCGTTTGACAGCATGATCGGTAGC
CTGGCGGTGGGCGATGTTACCGAACCGGTGCGTACCCCGGGTGGCTTTATCATTCTGAA
GCTGGAGGAAAAACGTGGTGGCAGCAAGATGGTTCGTGACGAAGTGCACGTTCGTCACA
TCCTGCTGAAACCGAGCGAGATTCGTAGCGAGGCGGAAACCGAGAAGCTGGCGCAAAAA
CTGTACGAACGTATCCAGAGCGGTGAAGACTTCGGCGAGCTGGCGAAGAGCTTTAGCGA
GGATCCGGGTAGCGCGCTGAACGGTGGCGACCTGAACTGGATTGATCCGGAAGCGCTGG
TGCCGGAGTTCCGTCAAGTTATGAACGATACCCCGCAGGGCGAGCTGAGCAAACCGTTC
CGTAGCCAATTTGGTTGGCACATTCTGCAGGTTCTGGGCCGTCGTGCGACCGACAGCAG
CGAAAAGTTTCGTGAGCAACAGGCTGTGAGCGTTCTGCGTAACCGTAAATATGATGAGG
AACTGCAGGCGTGGCTGCGTCAAATCCGTGACGAGGCGTATGTTGAAATTAAACAGAGC
GCGCATCATCATCATCATCATTGAAGCTT

Proteinsequenz:

GKIKLCNRLRPLALGAALLCSFAHAEVVPLDRVVAIVDNDVIMQSQLDQRLREV
HQTLLKRGAPLPPEHVLTQQVLERLIIENIQQQIGDRSGIRISDEELNQAMGTIA
QRNGMSLEQFQAALTRDGLSYADAREQVRREMVISRVRQRRVAERIQVSEQ
EVKNFLASDMGKIQLSEEYRLANILIPVPEAASSDVIQAAARQAQELYQQLKQG
ADFGQLAISRSAGDNALEGGEIGWRKAAQLPQPFDSMIGSLAVGDVTEPVRT
PGGFIILKLEEKRGGSKMVRDEVHVRHILLKPSEIRSEAETEKLAQKLYERIQSG
EDFGELAKSFSEDPGSALNGGDLNWIDPEALVPEFRQVMNDTPQGELSKPFR
SQFGWHILQVLGRRATDSSEKFREQQAVSVLRNRKYDEELQAWLRQIRDEAY
VEIKQSAHHHHHH
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2.2.1.4 Plasmid-Praparation

Zur Plasmid Praparation und Isolation nutzten wir ein kommerzielles Kit
(peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il, Fa. VWR Life Science Competence Center
[bis 2015 PEQLAB GmbH], Erlangen). Das Kit erzielte eine Ausbeute von 2,5-
5ug Plasmid-DNA proml einer Ubernachtkultur, abhangig von der
Plasmidkopienzahl, der Insertionsgrofle, des Kulturstammes und der
Kultivierungsbedingungen. Das Verfahren beruht auf einer alkalischen Lyse der

Bakterien mit anschlieRender Filtration durch eine Silikat-Membran.

Die Suspension der lysierten Bakterien wurde auf ein Saulchen geladen, das die
Silikat-Membran enthalt. Unter Anwesenheit einer hohen Konzentration
chaotroper Salze in der Reagenzlésung wurde die DNA an dem Silikat-Material
gebunden. In den ersten Waschschritten wurden die Zellfragmente, RNA und
grol3fragmentige DNA abgetrennt. Weitere Waschschritte entfernten kleinere
DNA-Fragmente und Proteine. Da der letzte Waschschritt mit einer
alkoholhaltigen Lésung durchgeflihrt wurde, ist eine Trocknung und damit vor
allem Verdampfung des Alkohols der Membran essenziell, um im letzten Schritt
eine wassrige Losung zu erhalten. In diesem letzten Schritt wurde mit VE-H20
bzw. einem gewunschten Puffer eluiert. Anschlielend erfolgte eine

Konzentrationsbestimmung (siehe Tabelle 7) mittels photometrischer Messung.

Die Plasmid-Praparation erfolgte laut dem Protokoll des Herstellers aus
LArbeitsanleitung — peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il, PEQLAB v0815 D,
Seiten 6-8.

Die kurzfristige Lagerung der Plasmide erfolgte bei -20 °C, die langfristige

Lagerung der Plasmide nach Transformation in E.c. DH5a bei -80°C.

2.2.2 gDNA-Praparation

Die Praparation der gDNA von A.b., K.p. und P.a. (siehe 2.1.1, S. 19) erfolgte mit
dem kommerziellen QIAamp® DNA Mini Kit (Fa. QIAGEN GmbH — Germany,
Hilden). Das Kit ist bestimmt zur Reinigung von DNA mit bis zu 50 kb grof3en
Fragmenten und erzielt durchschnittlich eine Ausbeute von 6 pg Gesamt-DNA.

Das Vorgehen besteht aus vier wesentlichen Schritten: Lyse der Bakterien,
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Bindung der DNA an eine Silikat-Membran, Waschschritte zur Entfernung von

Proteinen, Nukleasen und Inhibitoren u.a., sowie Elution der gereinigten DNA.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers ,Appendix D:
Protocols fur Bacteria® (QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook, 05/2016).

Da die zuvor genannte gDNA-Praparation mit QlAamp® DNA Mini Kit (s.0.)
wiederholt keine erfolgreiche Amplifikation des SurA-Genabschnittes von A.b.
und K.p. erzeugte, kam zur gDNA-Praparation ein weiteres Kit zum Einsatz:
UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (Fa. MO BIO Laboratories, Inc., jetzt Fa.
QIAGEN GmbH — Germany, Hilden). Im Gegensatz zum QIAmp® DNA Mini Kit
wird hier eine kombinierte Lyse, mechanisch durch Micro Beads, chemisch u.a.
durch SDS und physikalisch durch Erwarmung angewandt. Dies fuhrt zu einer
effizienteren Entfernung von Enzymen wie zellularen DNasen, die die erfolglose
gDNA-Praparation durch Hydrolyse des Amplifikats erklaren kénnten. Der Kit

wurde gemal Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von dsDNA
Folgende Gerate wurden zur photometrischen Messung der Plasmid- und der

gDNA-Konzentrationen verwendet:

Tabelle 7: Geriate, Konzentrationsmessung dsDNA

Name Hersteller
BioPhotometer® 6131 Eppendorf AG, Hamburg
NanoDrop™ One Mikrovolumen- Thermo Scientific™
UV/VIS-Spektralphotometer

223 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifikation von definierten
DNA-Abschnitten. Die Festlegung welcher Abschnitt amplifiziert werden soll, legt
die Primer-Sequenz fest. Der als Matrize fur die Amplifikation eingesetzte DNA-

Strang wird auch als Template bezeichnet.

Das Prinzip der PCR startet mit einer Denaturierung der DNA-Doppelstrange
(Denaturation) durch Erhitzung auf 95 °C. Die darauffolgende Annealing-Phase
liegt bei einer Temperatur von etwa 5 °C unterhalb des Schmelzpunktes (Tm) der

eingesetzten Primer. In dieser Phase binden die Primer im Idealfall an die
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spezifische Sequenz des Templates. Die im PCR-Ansatz hinzugefligte
thermostabile DNA-Polymerase fuhrt mittels der im Reaktionsansatz beigefligten
Nukleotide (dNTP) die Elongation von 5’ nach 3’ und damit eine Multiplikation des
gewunschten DNA-Abschnittes durch. Die Dauer der Elongation ist abhangig von
der Geschwindigkeit der DNA-Polymerase und der Lange des Amplikons. Die
Reihung von Denaturierung, Annealing und Elongation wird i.d.R. 25-30x
automatisiert im PCR-Thermocycler (C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Muinchen) durchgefuhrt. Das entsprechende Programm
wurde vorher einprogrammiert. Abschlieliend wird eine verlangerte Elongation
durchgefuhrt, die die DNA-Polymerasen ihren letzten Schritt in voller Lange
ausfuhren Iasst. Im letzten Schritt wird das PCR-Produkt abgekuhlt auf 12 °C,
anschlie3end gelagert bei -20 °C.

Je nach Anwendung kamen zwei verschiedene DNA-Polymerasen zum Einsatz.
FUr die Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen in Klonierungsschritten
wurde die KOD Hot Start DNA-Polymerase genutzt. Diese DNA-Polymerase
besitzt eine 3’-5’-Exonuclease-Aktivitat, die Korrekturen von falsch eingebauten
Nucleotiden vornimmt (proofreading). Dadurch verringert sich die
Wahrscheinlichkeit eines Kopierfehlers und es werden keine TA-Uberhdnge
erzeugt. Um lediglich die Anwesenheit von spezifischen DNA-Sequenzen in
Isolaten zu Uberprifen (Kolonie-PCR), wurde die Tag-Polymerase angewandt,

die keine Korrekturaktivitat aufweist.

Tabelle 8: Material, PCR

Name Hersteller

dNTP Thermo Fisher Scientific

Taq DNA Polymerase New England Biolabs® GmbH,
Frankfurt am Main

Taq Puffer New England Biolabs® GmbH,
Frankfurt am Main

KOD Hot Start DNA Polymerase Merck KGaA, Darmstadt

2.2.3.1 Primerdesign

Die eingesetzte Software fur das Design der Primer war SnapGene® Viewer
Version 3.1.2. Bestellt wurden die Primer bei Sigma-Aldrich Biotechnology, jetzt
Merck KGaA, Darmstadt.
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Die Klonierung erfolgte mittels Gibson Assembly. Neben den Primern zur

Amplifikation des Inserts sowie des Vektors, bendtigte es hierzu Primer, die an

das Insert Uberhange anfligt, die komplementar zum Vektor sind. Zum Verfahren

siehe 2.2.4.1.

Tabelle 9: Primer

Name Sequenz (5 nach | Verwendung Erwart | GC- Tm-
3' Ende), ete Gehal | Wert
Uberhang GroRe |[t[%] |[°C]
des
PCR
Produk
ts (bp)
pET28a_fwd AAGCTTGCGGC | Offnen des 69,2 63
CG Vektors
pET28a_rev CCATGGTATAT | Offnen des 34,8 58
CTCCTTCTTAAA | Vektors
T7term_seq_r | TCAAGACCCGT | Sequenzierung | - 50 57,7
ev TTAGAGG
Lacoperon_se | AATTGTGAGCG | Sequenzierung | - 35 58,5
g_fwd GATAACAAT
Seq_surA- CTCAAAGCAAT | Sequenzierung | - 32,5 74,4
Ab_fwd2 (Seq | GATTTAAACGC
fir SurA_Ab- | TCTTAAAAAGCT
pet28a mitte TTCAAC
SurA)
New- CAGCCGGATCT | Sequenzierung | - 62,5 58,9
pET28a_seq r | CAGTG
ev
pET28a_surA | ATTTTGTTTAAC | Amplifikation 1402 28,8 70,1
_Abaumanii_o | FTTAAGAAGGA | des AB5075
ver_fwd GATATACCATG | SurA-Inserts
GATGAAGACAA | fir Gibson
AACATCTTAAAC | Assembly mit
AG pET28a
pET28a_surA | FGGTGGTGGTG | Amplifikation 54,2 83,7
_Abaumanii_o | CTCGAGTGCGG | des AB5075
ver_rev CCGCAAGCTTT | SurA-Inserts
CAGTGGTGGTG | fur Gibson
GIGGIGGIGAG | Assembly mit
CGCTTTTTTGTA | pET28a
AGTTCTTTTTGT
CGAG
SurA_AB_rev2 | AGCGCTTTTTT | Amplifikation 1314 38,7 72,4
GTAAGTTCTTTT | des AB5075
TGTCGAGG SurA-Inserts
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SurA_AB_fwd
2

pET28a_surA
_Kpn_fwd

pET28a_surA
_Kpn_rev

SurA_Paerugi
nosa_over pE
T fwd

SurA_Paerugi
nosa_over pE
T rev

ATGAAGACAAA | Amplifikation 30 74,0
ACATCTTAAACA | des AB5075
GTTTTTTAAAGC | SurA-Inserts
GACGA
Amplifikation 1376 33,3 78,3
des K.p. SurA-
Inserts fur
TGAAGAACT | Gibson
GGAAAACGC Assembly mit
pET28a
Amplifikation 56,3 97,3
des K.p. SurA-
Inserts fur
Gibson
Assembly mit
GTTGCTCA | pET28a
GAATTTTAACAT
ACG
Amplifikation 1384 32,8 71,5
des P.a. SurA-
Inserts fur
TGAAGATCA | Gibson
AGCTATGTAAC | Assembly mit
CG pET28a
Amplifikation 60,3 85,7
des P.a. SurA-
Inserts flr
Gibson
AG | Assembly mit
CGCTCTGCTTG | pET28a
ATTTCCACGTA
G

2.2.3.2 PCR mittels KOD DNA Polymerase

Zur Amplifikation der fir SurA kodierenden DNA-Sequenzen aus der extrahierten

gDNA von A.b., P.a. und K.p., sowie zur Linearisierung des Vektorplasmides
pET28a wurde die KOD Hot Start DNA-Polymerase genutzt.

Tabelle 10: PCR-Komponenten Amplifikation

Komponente eingesetztes Volumen
(fir einen 25 pl-Ansatz)

Template-DNA (40-90 ng/ul) 0,5-1,0 pl

Fwd-Primer (10 yM) 0,5 ul

Rev-Primer (10 uM) 0,5 pl

dNTP-Mix (10 mM) 0,5 pl

KOD Hot Start DNA Polymerase (1,0 U/ul) 0,25 ul
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10x KOD Buffer 2,5
MgSO4 (25 mM) 2,0 ul
H20 17,25-17,75 yl

Tabelle 11: PCR-Protokoll Amplifikation

Temperatur Dauer Wiederholungen | Erklarung

95 °C 5 min 1x itale
enaturierung

95 °C 30s Denaturierung

:8 o[grlmer] "> 145 25-30x Annealing

70°C 120's Elongation

70°C 10 min 1x Finale Elongation

12°C 0 Kidhlen

2.2.3.3 Agarosegel-Elektrophorese

Tabelle 12: Materialien, Agarosegel-Elektrophorese

Name

Zusammensetzung/Hersteller

Orange G Ladepuffer

Glycerin 43,5 ml

Orange G 200 mg (Fa. Merck KGaA,
Darmstadt)

Add 100 ml Milipore-H20

Lagerung Verbrauchslosung: 4 °C

5xTBE-Puffer
(Tris-Borat-EDTA-Puffer)

Tris-Base 54 g/l

Borsaure 27,5 g/l

EDTA 10 mM

pH 8,3 (Titration mit Essigsaure)
VE-H20

Zur Verwendung auf 0,5xTBE-Puffer
verdunnt.
Lagerung: RT

Agarosegel

Agarose-Pulver 1 % (w/v)
Add 0,5 % TBE-Puffer

SYBR™ Safe DNA Gel Stain
(in DMSO)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific
Inc.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc.

Tabelle 13: Geréte, Agarosegel-Elektrophorese

Name

Hersteller

(Wide) Mini-Sub Cell GT Systems

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PowerPac 200

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

FastGene® FAS V
Geldokumentationssystem

NIPPON Genetics Europe, Diren
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Die Agarosegel-Elektrophorese stellt eine einfach anzuwendende Methode zur
Auftrennung und Detektion von DNA-Fragmenten dar. Das Agarosegel wurde
durch Kochen von 1 % Agarose (w/v) in 0,5 % TBE-Puffer in der Mikrowelle
hergestellt und anschlieRend in einen Gelschlitten gegossen. Durch Einfugen
eines Kammes wurde ein Gel mit Taschen hergestellt, in die man nach Erstarren
des Gels, die DNA-Proben pipettieren kann. Zur Detektion der DNA wurde der
Nukleinsaure-Farbstoff SYBR™ Safe DNA Gel Stain in einer Verdinnung von
1:10000 in die noch flussige Agaroseldsung geruhrt, die nach Bindung an die
DNA unter Blaulicht-Anregung fluoresziert. Das Agarosegel im Gelschlitten
wurde in eine Elektrophorese-Kammer eingesetzt, und die Kammer mit 0,5 %
TBE-Puffer aufgefullt, bis das Gel gerade leicht bedeckt war. Die DNA-Proben,
die mit Orange G Ladepuffer zur Erhdhung der Dichte vermischt wurden, wurden
in die Taschen pipettiert und die Gelelektrophorese wurde bei einer konstanten

Spannung von 100 Volt je nach GelgroRRe fir ca. 30-60 min durchgefluhrt.

2.2.3.4 Detektion und Dokumentation

Die Dokumentation der Gele erfolgte mit dem FAS V Geldokumentationssystem,
das durch Anregung mit blauem und griinem Licht der Wellenlangen im Bereich
von 470 nm bis 520 nm den Nukleinsaure-Farbstoff zum Fluoreszieren bringt.
Die aufgenommenen Fotos wurden verlustfrei im TIFF-Format abgelegt. Ggf.
wurden Kontrastveranderungen und Bildbeschneidungen zur verbesserten

Darstellung mittels Adobe® Photoshop® CS6 Version 13.0.1 vorgenommen.

2.2.3.5 DNA-Extraktion aus Agarose-Gel

Das Wizard® SV Gel und PCR Clean-Up System Kit wurde zur Extraktion und
Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen auf TBE-Basis benutzt. Das
Kit ist fir Fragmentgréfien von 100 bp bis 10 kb ausgelegt. Eine Saule hat eine
Kapazitat von bis zu 40 uyg DNA. Nach dem Schmelzen des gewinschten
Agarosegel-Stickes wird die Losung in die Minisaule mit Silikat-Membran
geladen. Die Reinigung wurde nach dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt und die
gereinigten DNA-Fragmente schlieRlich mit sterilem Aqua-dest. eluiert.
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2.2.4 Klonierung

Tabelle 14: Material, Klonierung

Name Hersteller

Gibson Assembly® Master Mix New England Biolabs® GmbH,
Frankfurt am Main

Dpnl Thermo Fisher

2.2.41 Gibson Assembly und Dpnl-Verdau

Die Methode des Gibson Assembly verbindet mehrere Uberlappende
doppelstrangige DNA-Fragmente in einer isothermalen Reaktion [141]. Das
Prinzip beruht auf dem Design der gewunschten DNA-Fragmente mit einer
Uberlappenden Sequenz. Die im Gibson Assembly Master Mix enthaltene 5°‘-
Exonuclease baut das 5'-Ende ab und legt damit die Uberhange frei. Die DNA-
Fragmente mit den freien 3-Enden kdnnen sich nun komplementar aneinander
anlegen (Annealing). Eine DNA-Polymerase verlangert nun vom 3-Ende den
komplementaren Strang und die DNA-Ligase verknlpft schliel3lich die DNA-

Strange.

Um sicherzustellen, dass keine methylierte Wildtyp-DNA im Ansatz enthalten ist
(was insbesondere bei der flr die Linearisierung des Vektor-Backbones
verwendeten Plasmid-DNA wichtig ist), wurde ein Dpnl-Verdau durchgefuhrt.
Dpnl ist ein Restriktionsenzym, das nur methylierte DNA spaltet und damit eine
Unterscheidung zwischen dem nicht-methylierten PCR-Produkt und der
methylierten Template-DNA ermdglicht. Durch den Dpnl-Verdau wird verhindert,
dass nach der Transformation ein groRer Anteil falsch-positiver Kolonien (also
Klone, die leere Plasmide ohne das erwlnschte Insert tragen) auf den Platten
wachst. Fur den Verdau wurde 1 ul Dpnl in die Gibson Assembly Probe

hinzugegeben und flr eine Stunde in einem Heizblock bei 37 °C inkubiert.

Fir das Assemblieren von Vektor (hier linearisiertes pET-28a) und Insert (SurA
von A.b., K.p. und P.a.) wurden in 10 ul des Gibson Assembly Master Mixes
Insert und Vektor im Verhaltnis 3:1 in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberflhrt
(nach Herstellerangaben). Das Reaktionsvolumen wurde mit Braun-H20 auf
20 yl aufgeflllt. Der Ansatz wurde daraufhin fir 15 Minuten bei 50 °C im
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Thermoblock inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Transformation wie in 2.2.4.2

beschrieben.

2.2.4.2 Transformation
Die Transformation fuhrten wir mit chemisch kompetenten E.c. Stdmmen
BL21(DE3) bzw. DHS5a durch. Die Herstellung der genannten chemisch

kompetenten E.c. Stamme ist in 2.1.2.5 beschrieben.

Die Transformation des Plasmids in kompetente E.c. Stamme erfolgte mittels
Hitzeschock. Eine etablierte Methode, deren genaue Funktionsweise noch nicht
geklart ist. 5 yl des Gibson Assembly Ansatzes (siehe 2.2.4.1) wurden mit der
Bakteriensuspension (50 ul) zusammengefugt. Nach kurzem Mischen durch
Umrthren mit Hilfe einer Pipette wurde der Ansatz fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschlielend erfolgte der Hitzeschock in einem auf 42 °C
temperiertem Wasserbad flr ca. 45 Sekunden. Die Bakteriensuspension wurde
mit 500 pl SOC aufgefullt und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurden die
Bakterien auf ein entsprechendes Selektivmedium ausplattiert und Gber Nacht im
Inkubator bei 37 °C bebrutet. Es folgte die Kontrolle der Transformation mit einer
Colony-PCR (2.2.4.3, Seite 37), um Klone zu identifizieren, die ein erfolgreich

assembliertes Plasmid mit dem gewunschten Insert tragen.

2.2.4.3 Kolonie-PCR, Taq-DNA-Polymerase

Die gewahlten Kolonien wurden in 20 yl H20 gelost. Um die Zellen zu lysieren,
wurde die Suspension fur 5 Minuten bei 95 °C inkubiert und Zellfragmente fur
eine Minute bei 5000 rpm (Eppendorf Rotor FA-45-30-11) abzentrifugiert. Der

Uberstand mit der freien DNA wurde als Template eingesetzt.

Tabelle 15: PCR-Komponenten Kolonie-PCR

Komponente Menge
Template-DNA (40-90 ng/pl) 1,0 pl
Fwd-Primer (10 pM) 1,0 yl
Rev-Primer (10 uM) 1,0 pl
dNTP-Mix (10 mM) 0,5 ul
Tag DNA Polymerase (5000 U/ml) 0,25 ul
Taq Puffer (15 mM; inkl. MgCl2) 2,5l
H20 13,75 ul
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Tabelle 16: PCR-Protokoll Kolonie-PCR

95 °C 5 min Initiales
Denaturieren

95 °C 30s 25-30x wiederholt | Denaturation

Tm°[Primer] - 5- 45 s Annealing

10 °C

72 °C 120's Elongation

72 °C 10 min Finale Elongation

12 °C 0 Kihlen

2.2.5 Sequenzierungen
Zur Uberpriifung von DNA-Sequenzen verwendeten wir den Sequenzierservice
von GATC,

Sequenzierlabor Eurofins GATC in KolIn.

jetzt Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg bzw. dessen

Die Voraussetzungen fur eine Sanger-Sequenzierung sind das Vorliegen von 5 pl
eines DNA-Templates mit einer Konzentration von 80 — 100 ng/ul flr Plasmide
und 20 — 80 ng/ul fur PCR-Produkte. Die entsprechenden Primer, die eine Tm°
zwischen 52 und 58 °C und eine Lange zwischen 17 — 19 bp haben sollten,
wurden im Volumen von 5 ul mit einer Konzentration von 5 yM hinzugefligt und

die Primer-Template-Mischung an Eurofins Genomics versandt.

Die eingesetzte Software zum Alignment der Sequenz war DNASTAR®
Lasergene 12 MegAlign Pro (DNASTAR Inc., Madison, USA).
Tabelle 17: In die Stammsammlung eingebrachte neue Stamme
Name Plasmid Resistenz | Datum
(Stammsammlungsnr.)
E.c. BL21 (DE3) pET28a pET28a SurA Kanamycin | (M. Buhl)
SurA (Nr. 951) (ecSurA)
E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA Pa Kanamycin | 02.01.2017
SurA PA14 (Nr. 1446)
E.c. DH5a pET28a SurA Pa | pET28a SurA Pa Kanamycin | 17.08.2017
(Nr. 1578)
E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA Kp Kanamycin | 09.06.2017
SurA Kp (Nr. 1554)
E.c. DH5a pET28a SurA Kp | pET28a SurA Kp Kanamycin | 09.06.2017
(Nr. 1555)
E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA Ab Kanamycin | 09.06.2017
SurA Ab (Nr. 1556)
E.c. DH5a pET28a SurA Ab | pET28a SurA Ab Kanamycin | 09.06.2017
(Nr. 1557)
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E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA aus Kanamycin | 05.10.2017
SurA Ab (Nr. 1596) Ab (GenScript)

E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA aus Kanamycin | 05.10.2017
SurA Kp (Nr. 1595) Kp (GenScript)

E.c. BL21(DE3) pET28a pET28a SurA aus Kanamycin | 05.10.2017
SurA PA14 (Nr. 1594) PA14 (GenScript)

2.3 Proteinbiochemische-Methoden und Materialien

2.3.1 Uberexpression von Proteinen

Erste Uberexpressionstestlaufe wurden mittels Induktion des T7/ac Promoters
durch IPTG durchgefuhrt. Unterschiedliche IPTG-Konzentrationen (2.3.1.1.1 und
0), Temperaturen (2.3.1.1.1 und 3.2.2.2.1) und Medien (2.3.1.1.3 und 3.2.2.4)
wurden getestet. Im weiteren Verlauf wurde auch das Verfahren der
Autoinduktion nach Studier et al. (2005) [140] verwendet. Hiermit wurden alle

Proteine gewonnen, die fur die Aktivitatsmessung (2.3.6) verwendet wurden.

2.3.1.1 Testexpressionen

FiUr die erste Testexpression der drei generierten Expressionskonstrukte von
A.b., K.p. und P.a. SurA (E.c. BL21(DE3), siehe Tabelle 17) wurde zunachst eine
UNK in 5 mlI LB (+ 50 pg/ml Kanamycin) angesetzt und tiber Nacht bei 37 °C und
geschuttelt. Diese wurde dann im Verhaltnis 1:100 in 50 ml LB (+50 pg/ml
Kanamycin) Subkultur Gberfuhrt und fur 2:45 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
Dieser Vorgang wurde dann ein weiteres Mal wiederholt und nach 1,5 h
begonnen die OD zu messen. Ziel war eine OD von 0,4-0,5, um diese dann mit
0,5 mM IPTG zu induzieren. Fir die Expression wurde 5:15 h inkubiert. Die
Probennahme der nicht-induzierten und induzierten GZL erfolgte wie in 2.3.4.2
und die Lyse wie in 2.3.1.1.4 beschrieben. Die Dokumentation erfolgte wie in
2.3.4.3 und 2.3.4.4 beschrieben. Ergebnisse siehe ab 3.2.1.

2.3.1.1.1 Unterschiedliche IPTG-Konzentrationen

Die Testexpression wurde hier im Vergleich zu 2.3.1.1 bereits etwas angepasst.
Die UNK erfolgte hier bei 27 °C in oben beschriebenem Medium. Die Subkultur
erfolgte im Verhaltnis 1:20 in 10 ml LB (+50 pg/ml Kanamycin). Die Induktion
wurde bei OD 0,5-0,7 mittels unterschiedlicher IPTG-Konzentrationen (0,1 mM,
0,25 mM, 0,5 mM) durchgefiihrt und Gber Nacht inkubiert. Die Probennahme,
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Lyse und Dokumentation erfolgten wie im vorhergehenden Abschnitt

beschrieben.

2.3.1.1.2 Unterschiedliche Temperaturen

FUr die Testexpressionen bei verschiedenen Temperaturen wurden bereits
Expressionskonstrukte verwendet, die synthetisierte Plasmide des Dienstleisters
GenScript enthielten (Tabelle 16). Hier wurden die UNK wie oben beschrieben
durchgefuhrt, die Temperaturen betrugen jedoch 27 °C und 37 °C. Die
Expressionen wurden mit 0,1 mM induziert und bei 25°C und 37 °C
durchgefuhrt. Die Probennahme, Lyse und Dokumentation erfolgten wie in
Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben.

2.3.1.1.3 Testexpression mit Autoinduktionsmedium

Fir die Verwendung des Autoinduktionsmedium (Tabelle 2) erfolgte eine UNK
der kodon-optimierten Expressionskonstrukte (Tabelle 16) in 5 ml LB (+ 50 ug/ml
Kanamycin) bei 27 °C. Es erfolgte eine Subkultur 1:20 in 100 ml TBai (+ 100 pg/mi
Kanamycin) und wurde bei 27 °C fur 23 h inkubiert. Die Probennahme, Lyse und

Dokumentation erfolgten wie in Abschnitt 2.3.1.1 beschrieben.

2.3.1.1.4 Lyse Testexpressionen

Die physikalische Lyse bei kleinvolumigen Vorversuchen erfolgte durch die
Anwendung von Ultraschall. Weiter auf Eis gelagert, wurden die Falcons unter
die Metallsonde des Sonificators (Branson Ultrasonics™ Sonifier 250 CE) so
positioniert, dass die Sonde zentral im Lumen des Falcons liegt und nicht die
Falconwand beruhrt. Am Gerat wurde die Amplitude der Ultraschallsonde auf
7 microns (um) eingestellt. Das stellt die maximale Ausdehnung bzw.
Schwingung der Ultraschallsonde dar, die die Vibrationen in die Flussigkeit
ubertragt. Jedes Falcon wurde fur 15 s dem Ultraschall ausgesetzt, mit einer
anschlieBenden Kihlungsphase von mindestens 45 s auf Eis. Insgesamt wurden
bis zu 15 Zyklen durchgefiihrt, bis die Bakteriensuspension von einer
ausgepragten Trubung bei Durchsicht gegen eine Lichtquelle eine leichte

Transparenz aufwies.
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2.3.1.2 GroR skalierte Uberexpression mittels Autoinduktion

Die Kultivierung von E.c. BL21(DE3) mit entsprechendem Plasmid-Konstrukt
(siehe Tabelle 17) erfolgte in zwei Schritten. Die Vorkultur wurde in 100-125 ml
LB-Flussigmedium (siehe 2.1.2.3), versetzt mit 50 pyg/ml Kanamycin, in 250 ml
Erlenmeyerkolben durchgefuhrt. Diese Kultur wurde mit dem gewlnschten
Expressionsstamm aus einer bei -80 °C gelagerten Glycerinkultur angeimpft und
uber Nacht bei 37 °C auf einem Schattelinkubator inkubiert. 50 ml der
Ubernachtkultur wurde dann in die mit 3 | TBai Medium [140] und zugesetztem
Kanamycin (100 ug/ml) vorbereiteten vier 31 Erlenmeyerkolben aufgeteilt
(Verhaltnis Mediummenge zu Gesamtvolumen des Erlenmeyerkolbens 1:5 flr

eine ausreichende Bellftung der Kultur) dberfuhrt.

Das TBai Medium (2.1.2.3) ist fur Expressionsvektoren mit T7/ac-Promotor in E.c.
BL21(D3) ein geeignetes Medium, um eine Autoinduktion vorzunehmen. Dem
Medium ist Lactose und eine begrenzte Menge Glucose als Quelle fir
Kohlenstoffe hinzugefiigt. Die Selbstinduktion erlbrigt das spezifische Abwarten
auf eine bestimmte Wachstumsdichte der Kultur. Fir das Wachstum der
Bakterienzellen wird zuerst die Glucose metabolisiert. In dieser Phase, bis etwa
zur mittleren bis spaten Wachstumsphase, bleibt die Aufnahme von Lactose
gehemmt. Nachdem die Glucose aufgebraucht ist, kann Lactose aufgenommen
und durch das Enzym B-Galactosidase intrazellular in den Induktor Allolactose
umgewandelt werden. Allolactose |16st den /lac-Repressor von seiner spezifischen
Bindungsstelle in der DNA, den /ac-Operatoren, und ermdglicht so die

Expression von Genen, die durch den /ac-Promotor gesteuert werden.

Die Uberexpressionskultur wurde bei 28 °C auf einem Schittelinkubator
(190 rpm) fur 18 h inkubiert. Zur Weiterverarbeitung wurde die Bakterienkultur
auf drei 1 | Zentrifugengefalle verteilt und bei 7000 rcf (Rotor: Beckmann, J-Lite
JLA 8.1000) fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die drei
Pellets in 25 ml Puffer A (Tabelle 18) resuspendiert. Die Bakteriensuspension
wurde im Becherglas auf Eis fur sofortige Weiterverarbeitung der
Proteinreinigung gelagert.
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2.3.2 Proteinreinigung

Tabelle 18: Materialien und Puffer fiir die Proteinreinigung

Name Zusammensetzung/ Hersteller
Dosierung

Lysozym 1,5 mg/ml (Stock Sigma-Aldrich
20 mg/ml)

DNase | 1 Spatelspitze

Protease-Inhibitor 1 Tablette fur 20 g

(SIGMAFAST™ Zellmasse in 100 ml

Proteaseinhibitor- (EDTA-frei)

Cocktail-Tabletten)

MgCl2 2,5 mM (Stock 1 M) Merck KGaA,

CaClz 0,5 mM (Stock 1 M) Darmstadt

Lyse-Puffer

HEPES 40 mM (9,53 g/l)
NaCl 150 mM (8,76 g/I,
58,44 g/mol)

Imidazol 10 mM

(pH 7,4, 5 M KOH)

Aqua dest.

Sterilfiltration und
entgasen (Ultraschallbad)

HEPES-Puffer/
Dialyse-Puffer

HEPES 40 mM (9,53 g/l,
238,31 g/mol)

(pH 7.4)

Aqua dest.

Carl Roth GmbH +
Co. KG

Beladungspuffer Eluent A
AKTA (Kurz: Puffer A)

HEPES 40 mM (9,53 g/l)
NaCl 150 mM (8,76 g/l)
(pH 7,4)

Aqua dest.

Sterilfiltration und
entgasen (Ultraschallbad)

Elutionspuffer Eluent B
AKTA (Kurz: Puffer B)

HEPES 40 mM (9,53 g/l)
NaCl 150 mM (8,76 g/l)
Imidazol 500 mM

(34,04 g/I; 68,08 g/mol)
(pH 7,4)

Aqua dest.

Sterilfiltration und
entgasen (Ultraschallbad)

Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Devices;
30 kDa

Merck Millipore

Dialyse-Schlauch,
14 KMWCO

Carl Roth GmbH +
Co. KG

Slide-A-Lyzer® Dialysis
Cassette; 20 K MWCO

Thermo Scientific
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AKTA, (Software GE HealthCare
UNICORN 5.31) Technologies
HiLoad® 26/600 GE HealthCare
Superdex® 75 pg Technologies

2.3.2.1 Aufschluss und Ultrazentrifugation
Der Aufschluss der Bakterienzellen erfolgte durch eine kombinierte chemische

und physikalische Lyse.

Fir die chemische Lyse der gepoolten Bakteriensuspension wurde 1,5 mg/ml
Lysozym eingesetzt. Des Weiteren wurde eine Spatelspitze DNase | hinzugefugt,
um die freiwerdende DNA zu hydrolysieren. Die frei gewordenen Proteasen
wurden durch den hinzugefiigten Protease-Inhibitor unter Hinzugabe der nach
Herstellerangaben bendtigten Kofaktoren MgClz (2,5 mM) und CaClz (0,5 mM)
inhibiert. Die Bakteriensuspension wurde dann bei 4 °C auf einem Magnetruhrer

langsam ruhrend fur 45 min. inkubiert.

Bei groflen Probenmengen mit 3000 ml Ausgangskulturvolumen wurde der
physikalische Zellaufschluss mittels French® Press (Heinemann, Schwabisch
Gmind) durchgefiihrt. In einem vorgekihlten (4 °C) Stahlzylinder wurde die
Bakteriensuspension aufgesogen und unter einem Druck von 1000 psi durch
eine kleine Offnung zuriick in das Falcon abgelassen. Dabei entstehen an der
Auslassoffnung Scherkrafte, die die Zellen platzen lasst. Dieser Vorgang wurde
pro Probe mit dazwischenliegenden Kuhlungsphasen von mindestens 45 s

dreimal durchfihrt.

Die lysierten Proben wurden anschlieRend zur Entfernung von grof3en

Zelltrammern mit 4995 x g bei 4 °C fur 15 min zentrifugiert.

Der zweite Zentrifugationsschritt erfolgte mit dem Uberstand bei 20.000 x g fiir
20 min bei 4°C. Der Uberstand wurde danach erneut in geeignete
UltrazentrifugengefaRe Uberfuhrt. Der dritte Zentrifugationsschritt in einer
Ultrazentrifuge trennte weitere groRere Zellbestandteile von den freien Proteinen.
Letztere lagen dann nach einer Zentrifugation mit 42.000 rpm (Beckman Coulter
Rotor 45ti) fiir 60 min bei 4 °C im Uberstand vor. Der Uberstand wurde zuletzt mit
einem 0,22 uM-Filter filtriert.
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2.3.2.2 Nickel-Affinitats-Chromatografie

FUr den Reinigungsschritt der His-getaggten SurA-Proteine wurde der in 2.3.2.1
beschriebene Uberstand maschinell Uber eine HisTrap-Ni2*-Affinitats-
Chromatografie-Saule bei 4 °C gefuhrt. Hierfir wurde eine HisTrap-Saule im
ersten Schritt mit dem 10-fachen Saulenvolumen Aqua dest. equilibriert.
AnschlieBend wurde mit Puffer A das AKTA-System gespiilt. Um die Probe ins
System zu geben, wurde der sogenannte Superloop mit der Proteinldsung
beladen und angeschlossen. Die His-getaggten Proteine lagern sich dann in der
Saule an die Ni?*-NTA-Beads an. Im Weiteren wurde mit Puffer A (Tabelle 18)
die Saule gespdult, um unspezifisch gebundene Proteine auszuwaschen und die
erste Fraktion (F2-X2; siehe Abb. 22) verworfen. Anschlielend wurde zum L6sen
der Proteine von den Ni?*-NTA-Beads die Konzentration von Puffer B (Tabelle
18) in mehreren Schritten erhdht (siehe Abb. 22) und das Eluat in Fraktionen (A1-

E4) 4 2,5 ml gesammelt.

Zuletzt wurde die Ni?*-NTA-Saule in drei Schritten gereinigt. Zuerst wurde weiter
mit zwei Saulenvolumen Puffer B gespllt, anschlieRend mit vier Sdulenvolumen
Aqua dest. und zuletzt mit vier Saulenvolumen 20 % Ethanol. So konnte die

Saule bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert wurde.

2.3.2.3 Dialyse und Aufkonzentration

Die Dialyse wurde durchgefihrt, um den gewlnschten pH-Wert, die
Salzkonzentration und die Entfernung des Imidazols des Ni?*-NTA gereinigten
Proteins fur die Grolienausschlusschromatographie zu gewahrleisten. Hierzu
wurden die nach der Nickel-Affinitats-Chromatografie erhaltenen, proteinhaltigen
Fraktionen vereinigt, die gereinigte Proteinlésung in ein Dialysekastchen/-
schlauch (Tabelle 18) gegeben und in einen 10-Liter-Behalter mit 51
Dialysepuffer (4 °C) (siehe Tabelle 18) Uberfuhrt. Der erste Dialyseschritt erfolgte
uber etwa 4 Stunden bei 4 °C. Danach wurde der Dialysepuffer gegen frischen
Dialysepuffer (4 °C) ausgetauscht und als zweiten Schritt Gber Nacht bei einer
Temperatur von 4 °C, begleitet von leichtem Rihren mittels eines Magnetrihrers
weiter dialysiert. Am nachsten Tag wurde der Dialysepuffer verworfen und die

Proteinldsung aus dem Dialysekastchen mittels Spritze und Nadel enthommen.
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Der Dialyseschlauch konnte nach Offnen direkt in ein Becherglas umgefiillt

werden.

Fir die nachfolgende GrdélRenausschluss-Chromatografie wurde die
Proteinldsung mittels Amicon® Ultra-15 aufkonzentriert. Dieser Zentrifugations-
Filter mit 30 kDa Ausschlussgrof3e wurde mit der Proteinlésung von ca. 32 mi
beladen und bei 4 °C mit 4500 x g flr wenige Minuten zentrifugiert, bis nur noch

ein Volumen von 5 ml zurtickgehalten wurde.

2.3.2.4 GroRenausschluss-Chromatografie

Fur eine zusatzliche Reinigung der zuvor mit Ni?*-NTA gereinigten Proteine
wurde eine Grolenausschluss-Chromatographie durchgeflhrt. Dabei werden die
Proteine durch eine Saule mit pordésen Dextranpolymerperlen gefuhrt. Kleinere
Proteine dringen gelegentlich in die Poren der Perlen ein, wahrend grolere
Proteine schneller durch die Saule flie3en, da inre Grole sie daran hindert, in die
Poren einzudringen. Auf diese Weise konnen die Proteine in der Lésung nach
ihrer Grol3e separiert werden. Nach der GroRenausschluss-Chromatographie
werden einzelne Fraktionen gesammelt, und diejenigen, die das gewunschte
Protein enthalten, konnen gepoolt werden, wahrend die Ubrigen Fraktionen

verworfen werden konnen, wie folgend spezifiziert wird.

Das Gesamtsystem zur GroRenausschluss-Chromatografie ist in einem grof3en
4 °C Kuhlschrank gelagert. Die Saule zu GrofRenausschluss-Chromatografie
wurde automatisch mit der Protein-L6sung beladen. Der Durchlauf wurde nach

einem Saulenvolumen plus weitere 50 ml von Puffer A beendet.

Die Fraktionen wurden mittels Adsorption bei 280 nm am Abgabepunkt der Saule
gemessen. Eine grafische Darstellung ermdglicht die Identifizierung der
proteinhaltigen Fraktionen (siehe Abb. 24). Alle Fraktionen wurden zudem durch
SDS-PAGE-Analysen abgebildet (20 ul Proteinfraktion und 20 ul 4x Laemmli,
Gelbeladung mit 7,5 ul pro Tasche). Anschlie®end wurden mit Interpretation der
Adsorptionsgraphen (bestehend aus Spitzenpeak mit vor- und nachgehender
Schulter) und der SDS-PAGE die erwunschten Fraktionen ausgewahlt und

gepoolt.
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2.3.3 BCA-Protein-Bestimmung

Die quantitative Protein-Bestimmung erfolgte durch eine photometrische
Messung mittels Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid, BCA). Bei dieser Methode
werden Kupferionen (Cu*? zu Cu*') in einer alkalischen Losung durch das Protein
reduziert, im Sinne einer Komplexbildung des Proteins mit den Kupferionen
(Biuretreaktion). Neben der makromolekularen Struktur und der Anzahl der
Peptid-Bindungen, ist die Anwesenheit der Aminosauren Cystein, Cystin,
Tryptophan und Tyrosin verantwortlich fur die Reduktion und damit den
Farbumschlag. Denn die reduzierten Kupferionen bilden mit BCA einen violett-
farbenen Komplex. Letzterer kann bei einem Adsorptionsmaximum von 562 nm

photometrisch quantifiziert werden.

Fir die Bestimmung kam das Thermo Scientific™ Pierce™ BCA-Protein Assay
(Fa. Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford/USA) zur Anwendung.
Gemal des Herstellerprotokolls erfolgte die Durchfihrung in einer 96-Well-Platte
(Greiner 96 Flat). Die photometrische Quantifizierung wurde an einem Tecan
Infinite F50 mit der Software Magellan for F50 V 7.0 durchgefuhrt.

2.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese, kurz SDS-PAGE (aus dem Englischen
abgeleitet von sodium dodecyl! sulfate polyacrylamid gel electrophoresis), dient
zur Auftrennung nach Molekullgrole und damit der Analyse von Proteinen.
Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein Tensid, das die Proteine denaturiert, und zwar
im Sinne einer Entfaltung der Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur. Dabei
lagern sich die langen Kohlenstoff-Ketten der Tenside an die entfaltete
Aminosaure-Kette des Proteins an und bilden eine Mizelle. Das Protein erhalt
dadurch eine negative Ladung, die proportional zur GroRe des Proteins, und
damit proportional zum Molekulargewicht, ist. Im Spannungsfeld der

Elektrophorese wandern diese zur Anode.

2.3.4.1 Gelherstellung fur SDS-PAGE

Die Polyacrylamid-Gele mit einer Grolke von 7 x 8,3 cm wurden in einer
GieRvorrichtung von Bio-Rad gegossen. Dazu wurden jeweils zwei Glasscheiben
mit entsprechendem Distanzhalter von 0,75 mM Starke eingespannt. In die so
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abgeschlossene Kammer wurde nun das Trenngel hineingegossen und zum
Abschluss mit wenigen pl 70 % Isoprophylalkohol Uberschichtet, um eine plane
Oberkante zu erzeugen. Nach Abschluss der Polymerisierung Dbei
Raumtemperatur (RT) wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel auf
das Trenngel gegossen. Ein entsprechender Kamm wurde zur Ausbildung von

Taschen zur spateren Beladung der Proben angebracht.

Das Trenngel und das Sammelgel unterscheiden sich im Wesentlichen in der
Konzentration des Acrylamids, so dass das Sammelgel grobporiger ist, es hat
einen niedrigeren pH-Wert und es weist eine geringere Leitfahigkeit auf. Diese
so genannte Diskontinuitat fuhrt zu einer Konzentrierung der SDS-Protein-
Mizellen an der Kante zum Trenngel. Dieser Stapelungseffekt fihrt zur

schmaleren und scharferen Proteinbanden.

Tabelle 19: Zusammensetzung Sammel- und Trenngel fiir SDS-PAGE

Pro Trenngel | Pro Sammelgel
flir GelgréBe 7 x 8,3 cm
10 % H20 Millipor 1,9 ml 1,4 ml
30 % Acrylamide mix 1,7 ml 335 pl
Tris 1,3ml(1,5M,pH 8,8) | 250 ul (1,0 M, pH 6,8)
10 % SDS 50 pl 20 pl
10 % Ammoniumpersulfat | 50 pl 20 pl
Tetramethylethylendiamin | 2 pl 2 ul
(TEMED)
Bromphenolblau (0,1 % - 5 ul
(w/v) in H20)

Neben den beschriebenen selbst hergestellten SDS-Gelen wurden die
kommerziellen Mini-Protean® TGX™ Precast Gele (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen) unterschiedlicher Acrylamidkonzentrationen oder auch
Gradientengele eingesetzt. Welches Gel jeweils verwendet wurde, ist im

Einzelnen bei den Abbildungen angegeben.

2.3.4.2 Probenvorbereitung fur SDS-PAGE

Tabelle 20: Materialien Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE

Name Hersteller
4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mulnchen
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Zur Probenanalyse vor und nach der Proteinreinigung, um einerseits den
Expressionserfolg und andererseits die Proteinreinigung zu Uberprufen, wurden
die Ganzzelllysate (GZL) vor und nach der Induktion, die lysierte Probe und deren
Pellet, sowie der Uberstand davon mit 4x Laemmli-Puffer, wie folgt beschrieben,
versetzt. Beladungen sind in 2.3.4.3 beschrieben, oder bei Abweichung davon

bei der jeweiligen Abb. deklariert.

Zur Herstellung von SDS-PAGE-Samples von GZL wurde zunachst die ODeoo
einer Bakteriensuspension in einer Kuvette in einer Verdunnung von 1:20
(Bakterienkultur/Medium) bestimmt. 1 ml des GZL wurde in Eppendorf-
ReaktionsgefalRen mit 4500 rpm (Eppendorf Rotor FA-45-30-11) fur 10 min
zentrifugiert. Um nun die Proben auf eine einheitliche optische Dichte von 0,1
anzupassen, wurde je nach ODsoo, das Pellet in Aqua dest. und 4x Laemmli
resuspendiert. Bei einer gemessen ODeoo von 0,025, die aufgrund der o.g.
Verdinnung 0,5 entspricht, wurde das Pellet beispielsweise in einem
Gesamtvolumen von 50 pl (jeweils 25pul H20 und 25 pl 4x Laemmli)

resuspendiert.
Gereinigte Proteinproben wurden 1:5 (Volumen) mit 4x Laemmli versetzt.

Anschlielend wurden die Proben fir 10 min bei 95 °C inkubiert, um die Proteine
zu denaturieren, wie anfangs beschrieben. Zur Weiterverarbeitung wurden sie
auf RT abgekunhlt.

2.3.4.3 Durchfiihrung der SDS-PAGE

Tabelle 21: Materialien zur Durchfiihrung der SDS-PAGE

Name Zusammensetzung/Hersteller
SDS-Lauf-Puffer Tris 60,55 g, Glycin 288,15 g,
(Elektrophoresepuffer; 5x) SDS 10 g, Aqua dest. ad 2 |
PageRuler™ Prestained Protein Thermo Scientific™

Ladder (10 to 180 kDa)

Als Standard zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde in die erste Tasche
des Polyacrylamid-Gels 3,5 - 5 pl des Grollenstandards PageRuler™ geladen.
Die weiteren Taschen wurden mit 10 ul der vorbereiteten GZL-Proben bzw. 7,5 ul

der gereinigten Protein-Proben mit Hilfe einer Pipette oder Hamilton-Spritze
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(Mikroliter-Glas-Spritze) beladen. Das im Laemmli-Puffer enthaltene Glycerin

erhoht die Dichte der Probe, so dass sie auf den Boden der Geltasche sinkt.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von
100-130 V, mit einer Laufzeit von 55-75 min. Die Laufmittelfront (Bromphenolblau
aus dem Laemmli-Puffer) sollte am unteren Ende des Gels noch sichtbar sein.

Damit sollte gewahrleistet sein, dass kein Protein aus dem Gel gelaufen ist.

2.3.4.4 Coomassie-Farbung

Zur qualitativen und semi-quantitativen Ergebnissicherung der Proteinexpression
oder Uberwachung von Zwischenschritten wurde das SDS-Gel mit Coomassie-
Brilliant-Blau Farbeldsung in einem Schritt fixiert und gefarbt. Die Inkubation mit
der Farbelosung (ca. 20 ml) erfolgte in einem verschlie3baren Plastikgefaly tber
Nacht auf einem Wipptisch. Da sich der Farbstoff nicht nur an die basischen
Seitenketten der Aminosauren anlagert, sondern auch in die Poren das SDS-
Gels einlagert, musste eine Entfarbung angeschlossen werden. Die Entfarbung,
d.h. die Auswaschung des nicht an die Proteine gebundenen Farbstoffes, erfolgte
in einem 500 ml-Becherglas, das mit ca. 250 ml Aqua dest. geflllt wurde. Das
gefarbte Gel wurde vorsichtig dort hinein transferiert. Zur schnelleren Entfarbung
wurde das Wasser nun in der Mikrowelle erhitzt, aber nicht gekocht. Das Wasser
wurde dafir mehrmals ausgetauscht und erneut erhitzt. Die Dokumentation
erfolgte im Fusion Solo S (VILBER LOURMAT Deutschland GmbH).

Tabelle 22: Materialien zur Coomassie-Farbung der SDS-PAGE

Name Zusammensetzung/Hersteller
Coomassie-Brilliant-Blau Brilliant-Blue R250 0,15 % (w/v; 150 mg/
Farbeldsung 100 ml)

Methanol 50 % (w/v; 50 mil/ 100ml)
Eisessig 10 % (w/v; 10 ml)

Aqua dest. 40 % (w/v; 40 ml)
Kolloidales Coomassie [142] 0.02 % CBB-G250

5 % Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat
10 % Ethanol (96 %)

2 % ortho-Phosphorsaure (100 %)

Im Verlauf der Arbeit stellten wir im Labor die Farbung auf die Methode nach
Kang et al. [143] mit kolloidalem Coomassie um. Die geringere Toxizitat (da hier

das Methanol durch Ethanol ersetzt wird), die geringere Einlagerung des
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Farbstoffes in die SDS-Poren und die damit verbundene einfachere Entfarbung
ohne Erhitzen (in Aqua dest. Uber Nacht) und schlussendlich ein resultierendes

scharferes Bild, sowie die kurzere Farbezeit (ca. 4 h) Uberzeugten.

Expressionserfolg zeigte sich bei Sichtbarkeit von Banden mit dem errechneten
Ziel-Molekulargewicht von 49,4 kDa bei A.b. SurA, 48,3 kDa bei K.p. SurA und
48,7 kDa bei P.a. SurA. Der Vergleich zwischen den GZL der nicht induzierten
Probe sowie der induzierten Probe, lieferten den Hinweis auf eine erfolgreiche
Uberexpression des jeweiligen SurA. Des Weiteren erlaubte die Auswertung ein

Urteil Uber die Reinheit der Proteinfraktionen.

2.3.5 Western-Blot

Der Western-Blot diente zur weiteren Spezifizierung der Proteine, die in der SDS-
PAGE aufgetrennt wurden. Dazu wurden die Proteine elektrophoretisch aus dem
Polyacrylamid-Gel auf eine adsorbierende Nitrozellulose-Membran transferiert,
die dort aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen gehalten werden. Die
Detektion erfolgt mittels spezifischer Antikorper, die an bestimmte Epitope eines
Proteins binden konnen. Diese Bindung kann durch einen sekundaren
Antikoérper, der meist an ein Enzym (alkalische Phosphatase oder Meerrettich-
Peroxidase), oder direkt an ein Fluorophor gekoppelt ist, sichtbar gemacht

werden.

2.3.5.1 Blot-Bedingungen

Tabelle 23: Gerate, Materialien und Puffer fiir Western-Blot

Name Zusammensetzung/Hersteller
Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mianchen
Amersham™ Protran™ Supported GE Healthcare Europe GmbH,
Nitrozellulose, PT 0.45 uM Freiburg
Filterpapier Whatman GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg
Blot-Puffer Tris 25 mM (3,03 g/l)
Glycin 150 mM
Methanol 20 % (w/v)
Einstellung auf pH 8,3

Die Durchfihrung des Western Blots erfolgte in einer Mini-PROTEAN® Tetra

Cell. Alle folgenden Materialien wurden mit Blot-Puffer getrankt. In die
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entsprechende Vorrichtung wurde das Polyacrylamid-Gel im Sandwich-Prinzip
auf eine Nitrozellulose-Membran gelegt. Beide Seiten wurden als nachstes mit
einem Filterpapier versehen, danach jeweils mit einem Schwamm bedeckt.
Anschliellend konnte die Vorrichtung zusammengepresst werden und mit der
Membran zur Anode in die Mini-PROTEAN® Tetra Cell eingehangt werden.
Letztere wurde mit Blot-Puffer geflllt, ein Eis-Block hineingehangt und mitsamt
einem Ruhrfisch auf einen Magnetruhrer gestellt. Der Magnetrihrer dient mit
niedriger Drehzahl zur Umwalzung des Puffers, damit die Temperatur in der Tetra
Cell gleichmaRig bleibt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke

von 300 mA uber 60 Minuten. Der Eisblock wurde nach 30 min gewechselt.

2.3.5.2 Ponceau-Rouge Farbung
Zur Uberprifung, ob der elektrophoretische Transfer der Proteine vom
Polyacrylamid-Gel auf die Nitrozellulose-Membran erfolgreich war, wurde eine

Ponceau-Rouge Farbung durchfuhrt.

Tabelle 24: Materialien Ponceau-Rouge Farbung

Name Zusammensetzung Hersteller
Ponceau-Rouge Ponceau S 0,5 % (w/v) | AppliChem GmbH,
Farbung Darmstadt

Essigsaure 1 % Merck KGaA, Darmstadt

Der Farbstoff Ponceau S ist wasserloslich, bindet reversibel an die positiv
geladenen funktionellen Gruppen der primaren Amine der Proteine und
interferiert nicht mit dem anschlieBenden immunologischen Nachweis. Die
Nitrozellulose-Membran wurde mit der Ponceau-Rouge Farbeldsung flr 2 min
bei RT auf dem Wipptisch inkubiert. Die uUberschissige nicht gebundene
Farbeldsung wurde mit Aqua dest. vorsichtig abgespluilt, bis die rétlichen Banden
ausreichend kontrastiert sichtbar waren. Nach der Dokumentation mit dem
Fusion Solo S, wurde die Membran intensiv mit Aqua dest. gewaschen, bis keine
Farbschlieren mehr zu sehen waren (Methodendurchfihrung nach QlAexpress®
Detection and Assay Handbook, Third Edition, October 2002, QIAGEN GmbH,
Hilden).
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2.3.5.3 Immunologischer Nachweis (Primar- und Sekundarantikorper)

Waren Proteine durch die Ponceau-Rouge Farbung nachweisbar, wurde im
Anschluss ein immunologischer Nachweis der Zielproteine durchgefihrt. Die
exprimierten Proteine besitzen fur die Nickel-Affinitats-Chromatografie ein 6xHis-
Tag, wie bereits beschrieben. Dieses 6xHis-Tag wurde zusatzlich als Ziel-Epitop

fur die Detektion mittels anti-6xHis-Antikdrpern benutzt.

Tabelle 25: Materialien und Puffer fiir Western-Blot

Name Zusammensetzung/Hersteller

TBS-Puffer Tris 10 mM, pH 7,5 (1,21 g/l)
NaCl 150 mM (8,76 g/l)

TBS-Tween/Triton Puffer Tris 20 mM, pH 7,5 (2,42 g/l)

NaCl 500 mM (29,2 g/l)
Tween 20 0,05% (v/v; 500 pl/L)
Triton X-100 0,2% (v/v; 2 ml/L)

Blocking-Puffer TBS-Puffer mit 3% (w/v) BSA

TBS-Puffer fur Sekundarantikorper TBS-Puffer mit 10 % (w/v)
Milchpulver

Clarity™ Western ECL Substrate Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Im ersten Schritt wurden zunachst die nicht besetzten Proteinbindungsstellen der
Nitrozellulosemembran abgesattigt. Dafur wurde die Membran bei RT fur 1 h mit
5 ml Blocking-Puffer inkubiert. Das enthaltene bovine Serum-Albumin bindet an
die freien Stellen auf der Membran. Die Inkubation wurde entweder in einem
Falcon rollend oder in einem flachen Glasreaktionsgefal®, das auf einem
Wipptisch positioniert wurde, durchgefuhrt. Nach zwei Waschschritten mit 5 ml
TBS-Tween/Triton Puffer und einem Waschschritt mit 5 ml TBS-Puffer fir je
10 min bei RT, wurde die Membran mit einem anti-6xHis-Antikorper (Maus) in
einer Verdinnung von 1:1000 in TBS-Puffer mit 3 % (w/v) BSA Uber Nacht bei
4 °C oder 1 h bei RT inkubiert. Es folgten erneut zwei Waschritte mit 5 ml TBS-
Tween/Triton Puffer und einem Waschschritt mit 5 ml TBS-Puffer fir je 10 min
bei RT. Nach Entfernung der nicht gebundenen Erst-Antikérper, wurde ein anti-
Maus-Antikorper verwendet, der mit einer Meerrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppelt ist, die fir die Detektion verwendet wird. Die Inkubation mit dem anti-
Maus-HRP-Antikérper (Goat) wurde in einer Verdinnung von 1:10.000 in TBS-
Puffer mit 10 % (w/v) Milchpulver Gber 1 h bei RT durchgefuhrt. Das hinzugeflgte
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Milchpulver soll hier verhindern, dass durch langere Inkubationsschritte in
protein-freiem Puffer wieder Bindestellen freigewaschen werden, an die dann der
Antikorper unspezifisch bindet und damit ein starkes Hintergrundsignal
verursacht. Vor der Detektion werden drei Waschschritte mit TBS-Tween/Triton

Puffer jeweils GUber 10 min bei RT durchgefuhrt.

Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz. Dazu kam das Kit Clarity™
Western ECL-Substrate von Bio-Rad zum Einsatz. Die Anwendung erfolgte laut
Herstellerangaben. In diesem Verfahren wird Luminol in Anwesenheit von H202
durch die HRP oxidiert und es kommt zu einer Lichtemission, die mit dem Fusion

Solo S dokumentiert wurde.

2.3.6 Luciferase-Assay

Zur Messung der Aktivitat von SurA wurde ein in der Arbeitsgruppe etablierter
in vitro Luciferase-basierter Aktivitats-Assay angewandt. Der Test nutzt das
Prinzip der Holdase-Funktion von SurA, welche Substrate in ungefaltetem
Zustand stabil halt.

Tabelle 26: Materialien und Gerate Luciferase-Assay

Name Zusammensetzung/Hersteller
Minimal Puffer HEPES 50 mM
MgSO4 20 mM
BSA 0,5 g/l (Fa. Biomol)
(pH 7,4, mit 5 M KOH)
sterilfiltriert
Luciferase (QuantiLum® Promega, US
Recombinant Luciferase)
Luciferase working solution 10 nM Luciferase in
Minimal Puffer
Luciferin (Beetle Luciferin), 10 mM Promega, US
Luciferin working solution ATP-L6ésung
300 uM Luciferin
VE-H20
Compound 3976-0101, ,Medozin*
ATP Lésung, 20 mM Sigma Aldrich
DMSO (Dimethylsulfoxid), Rotipuran | Carl Roth GmbH + Co. KG
Wasser, Ampuwa® Fresenius Kabi AG, Bad Homburg
Viaflo elektronische Multikanalpipette | INTEGRA
Viaflo 384 base unit INTEGRA
- 384-Kanal-Kopf, 0.5-12.5 pl INTEGRA
- 96-Kanal-Kopf, 0.5-12.5 pl INTEGRA
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iIEMS Shaker/Incubator Thermo Fisher Scientific

Tecan Infinite® M200pro; Tecan Trading AG, Switzerland
Software: i-controll v1.11
384 Well Platte, PS, F-Bottom, White | Greiner Bio-one

96 Well Platte, PP, V-Bottom Greiner Bio-one
Silverseal, Aluminium Greiner Bio-one
GraphPad Prism Version 9.4.1 GraphPad Software

Luciferase dient hier als Substrat und zeigt entfaltet keine Lumineszenz. Wie in
der schematischen Darstellung in Abb. 7 zu sehen ist, wird zuerst die Luciferase
bei niedriger Temperatur (38 °C) entfaltet (Step 7). Im zweiten Schritt wird die
entfaltete Luciferase von aktivem SurA gebunden und verhindert dadurch deren
Ruckfaltung. Somit zeigt sich kein Lumineszenz-Signal, wie im Step 2 oben, zu
sehen ist. Ist hingegen das SurA inaktiv oder inhibiert, so kann sich die Luciferase
zuruckfalten und ein Lumineszenz-Signal kann gemessen werden (Step 2,
unten), das durch die Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin unter Verbrauch
von ATP entsteht.

Step 2:

/ Stepl: refolding NATTNG
thermal unfolding +SurA +active SurA N

— —_— or

Ryt oStAer
; f ) YL Ul A\ *F}}J +inactive/ inhibited SurA
EA\Dy VS dN 7
3 49 AN
folded and active Luciferase unfolded and inactive Luciferase

Abb. 7: Der Luciferase-Assay misst die Lumineszenz, die von gefalteter und damit aktiver Luciferase
emittiert wird. Das Prinzip beruht auf der Holdase-Funktion von SurA, das die entfaltete Luciferase in einem
inaktiven Zustand gebunden halt. Die Luciferase enthalt Peptidmotive, die auch in OMPs vorkommen, und
wird daher von SurA als Substrat erkannt. Ist inaktives SurA vorhanden, kann die Luciferase nicht gebunden
werden, faltet sich zurlick und emittiert Licht. (Darstellung erstellt von Fabian Renschler)

Wird ein wirksamer SurA-Inhibitor hinzugefuhrt, so wird die Aktivitdt von SurA
reduziert, und die Luciferase kann nicht mehr gebunden werden . Somit bedeutet
ein erhohtes Lumineszenzsignal ein effektives Binden von funktionellen SurA-
Inhibitoren an SurA. Der Assay bietet auch die Mdglichkeit der Uberpriifung der
Funktionalitat von SurA. SurA mit ausreichender Aktivitat ist in der Lage,

Luciferase zu binden und somit die Lumineszenz zu verringern. Ist die Aktivitat
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herabgesetzt oder nicht gegeben, ist das SurA nicht in der Lage, die Luciferase
zu binden und das Lumineszenzsignal ist nur geringfligig verringert oder es ist

ein hohes Lumineszenzsignal messbar.

Die Verbindung ,Medozin“ (Compound 3976-0101) wurde zur Herstellung der
Medozin-Stammlosung in DSMO geldst. AnschlieBend wurden 90 pl der
Medozin-Stammldsung (50 mM in DMSO) mit 4410 yl DMSO gemischt, um
4,5 ml einer 1 mM Medozin-Lésung bereitzustellen. Im zweiten Schritt erfolgte
eine Verdunnung der 1 mM Medozin-Losung, indem 500 pyl davon mit 3500 pl
DMSO gemischt wurden, um eine Endkonzentration von 125 yM zu erhalten.
AnschlieRend wurden 50 yl DMSO in die Wells der Spalten 5-6 und 11-12 einer
96-Well-PP-V-Boden-Platte gegeben. Die Wells der Spalten 1-2 und 7-8 erhielten
jeweils 50 pl der 1 mM Medozin-Lésung, wahrend die Spalten 3-4 und 9-10 mit
50 yl der 125 uyM Medozin-Lésung geflllt wurden. Danach wurden die
verdunnten Losungen von der 96-Well-Platte in eine 384-Well-PP-V-Bodenplatte
Ubertragen. Hierzu wurden beide Platten in einen Viaflo 384 eingesetzt,
ausgestattet mit einem 96 x 12,5 yl-Kopf, und es wurden viermal 11 ul aus jeder
Vertiefung der 96-Well-Platte in die 384-Well-Platte Ubertragen, die 96er-Platte

also 4x mit einem Volumen von je 11 ul pro Well auf der 384er-Platte abgebildet.

Nach der Verdinnung des Compounds mussten die weiteren Losungen fur den
Assay vorbereitet werden. Eine Luciferase-Working Solution wurde durch
Verdinnen von 1 ml Aliquots, die 100 nM Luciferase in Minimalpuffer enthielten,
mit 9 ml Minimalpuffer auf eine Konzentration von 10 nM eingestellt. Zusatzlich
wurden 300 pl Luciferin (10 mM) mit 10 ml ATP-Losung (20 mM) vermischt, um

eine Luciferin-Working Solution herzustellen.

Um die in-vitro-Aktivitat zu testen, musste das zuvor hergestellte SurA durch
Hitzeeinwirkung aktiviert werden, da gereinigtes SurA in seiner urspriinglichen
Form keine Aktivitat zeigt. Hierfir wurden Aliquots von SurA (68-100 uM) far
30 Minuten bei 45-65 °C inkubiert (Aktivierungstemperatur). Ein Aliquot diente als
Kontrolle und wurde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die
Aliquots fur 10 Minuten auf Raumtemperatur abgekunhlt. Die Proben wurden dann

mit Minimalpuffer auf eine Endkonzentration von 1,6 uM verdinnt.
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Nach der Aktivierung wurde eine weiRe 384-Well-F-Bodenplatte gemall dem
Pipettierschema in Abb. 8 vorbereitet: 33 yl der 1,6 pM-Proteinlosung oder
Minimalpuffer (als Negativkontrolle) wurden in die Wells 1-12 oder 13-24
gegeben, abhangig von der Anzahl der zu testenden Proteine und den
verschiedenen Aktivierungstemperaturen. Vier Wells entsprechen einem
Experiment und damit wurden in der Regel auf einer 384-Well-Platte vier

technische Replikate gemessen.

compound concentrations stock uM 1mM 125 puM DMSO 1mM 125 puM DMSO
compound concentrations assay uM 40 uM 5 uM DMSO 40 uM 5 uM DMSO
3976-0101 1] 2| 3] 4] 5 6/ 7/ 8| 9| 10 11| 12§ 13| 14| 15| 16f 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24
control: Buffer + Luciferase
ecSurA-His RT
ecSurA-His45°C
ecSurA-His 50°C
ecSurA-His55°C
abSurA-His 2 RT
abSurA-His 2 45°C
abSurA-His 2 50°C
abSurA-His 2 55°C
abSurA-His 3 RT
abSurA-His 3 45°C
abSurA-His 3 50°C
abSurA-His 3 55°C

10 zZzZ - X" _ TGO mmUJIO w>
PToZTrRA- T I6OTMMOO® >

Abb. 8: Beispielhaftes Pipettierschema einer 384-Well-F-Bodenplatte fiir den Luciferase-
Aktivitatsassay.

Die Verbindungen wurden hinzugefugt, indem sowohl die 384-Well-Platte mit
Medozin als auch die 384-Well-Platte mit hitzeaktiviertem SurA in einen
Viaflo 384 mit einem 384 x 12,5 pl-Kopf eingesetzt wurden. Es wurden 2 pl der
Medozin-Lésung oder der DMSO-Kontrolle in jede Vertiefung der proteinhaltigen
Platte gegeben und gemischt (5 x 10 yl aufnehmen und abgeben). Nach einer
15-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden 5 pl
Luciferase-Working Solution in jede Vertiefung gegeben, gemischt (5 x 10 pl
aufnehmen und abgeben) und die Platte fur 25 Minuten in einen iEMS-
Schuttler/Inkubator bei 38,5 °C inkubiert. Dieser Schritt fihrte zur Entfaltung der
Luciferase, wodurch aktives SurA das Enzym binden und seine Ruckfaltung

verhindern kann.

Nach der Inkubation bei 38,5 °C wurde die Platte im Kihlschrank bei 4 °C fur
5 Minuten inkubiert. Dieser Schritt diente der Rickfaltung der Luciferase, die
nicht durch SurA gebunden wurde.
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Die 384-Well-Platte wurde anschlieRend in den Tecan Platten-Reader platziert.
Das Protokoll enthalt initial einen 10-minutigen Inkubationsschritt zur
Temperatur-Aquilibrierung auf Raumtemperatur. AnschlieRend wird der Reihe
nach, die Lumineszenz in einem Well gemessen, automatisch 10 pl Luciferin
Working Solution injiziert und direkt danach erneut die Lumineszenz gemessen.
Die im zweiten Messintervall gemessene Lumineszenz ist ein Maly fur die

Luciferaseaktivitat und steht invers zur SurA-Aktivitidt wie oben beschrieben.

Statistische Auswertung und grafische Darstellungen der Aktivitatsassays
erfolgten mit GraphPad Prism (Tabelle 26).
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung von Vektoren zur Uberexpression von SurA aus A.
baumannii, P. aeruginosa und K. pneumoniae

Die SurA-Uberexpressionskonstrukte wurden auf der Grundlage des

Hochexpressionsplasmids pET-28a entworfen. Dieses wurde zur weiteren

Verwendung mit den in Tabelle 9 beschrieben Primern linearisiert. Die

kodierenden Sequenzen wurden mittels Gibson-Assembly wie folgt integriert.

3.1.1 Amplifikation der kodierenden Sequenzen von A.b., P.a. und K.p.
SurA aus genomischer DNA

Aus den Stammen A.b. AB5075, P.a. PA14 und K.p. ATCC 700603 (siehe 2.1.1)

wurde die SurA kodierende Sequenz von der gDNA (siehe 2.2.2) mittels PCR

(siehe 2.2.3.2 und Primer: Tabelle 9) amplifiziert (Abb. 9).

<,
&)

Abb. 9: Agarose-Gel der Amplifikation der kodierenden Sequenzen von A.b., P.a. und K.p. Die
erwarteten BandengroRe der jeweils gekennzeichneten Amplifikate sind 1402 bp (A.b.), 1384 bp (P.a.) und
1376 bp (K.p.). Zur Orientierung ist eine durchgehende Linie auf der Hohe des Markers von 1000 bp
eingezeichnet.

Die gezeigten PCR-Produkte von SurA aus A.b., P.a. und K.p. (mit der erwarteten
Grole, wie in der Abb. 9 angeben) wurden danach tUber Gibson Assembly (siehe
2.2.4.1) in das zuvor durch PCR eroffnete Plasmid pET-28a integriert (siehe
2.2.3.2) und anschlieBend in E.c. DH5a und BL21(D3) transformiert (siehe
2.2.4.2).
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3.1.2 Identifizierung und Verifizierung erfolgreich assemblierter Plasmide
uber Kolonie-PCR

3.1.2.1 A.b. AB5075

Nach der Transformation des Gibson-Assembly-Ansatzes wurden einige der auf
dem Selektionsmedium gewachsenen Kolonien in einer Kolonie-PCR daraufhin
Uberpruft, ob das in der Kolonie enthaltene Plasmid auch das gewtinschte Insert
enthalt. Dazu wurden Primer verwendet, die im Plasmid binden und das Insert
flankieren. So erhalt man nach erfolgreicher Assemblierung ein PCR-Produkt von
etwa 1500 bp (Abb. 9).

bp #6

2000 =
1500 - ; .

1000 =
750 '-

500 - .
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A4 GQ 4 4,

Abb. 10: Kolonie-PCR der Transformation von E.c. DH5a pET28a SurA AB (siehe Tabelle 17). Klon
#6 lieferte ein PCR-Produkt mit der erwarteten Grofde von 1547 bp. In Spalte 1 neben dem Marker wurde
das Expressionsplasmid pET28a SurA E.c. (Expression von SurAec) zur Kontrolle der Kolonie-PCR-Primer
(Tabelle 9) mitgefiihrt.

In der Kolonie-PCR der Transformation von E.c. DH5a pET28a SurA AB (in die
Stammsammlung eingebrachter Stamm: siehe Tabelle 17) zeigte sich der
Klon #6 mit richtiger Bandenhdhe von 1547 bp von insgesamt 12 kontrollierten
Kolonien. Um sicherzustellen, dass das SurA-A.b.-Insert im Plasmid korrekt
assembliert wurde und keinen Fehler in der Sequenz enthalt, wurde eine
Sequenzierung des Plasmides durchgefihrt (FASTA und Chromatogramm im

Anhang 8.1.1), die keine Abweichungen zur erwarteten Sequenz zeigte.
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Anschlieend wurde das verifizierte Plasmid ,pET28a SurA Ab‘ in den
Expressionsstamm E.c. BL21(D3) transformiert und in die Stammsammlung
eingebracht (Tabelle 17).

3.1.2.2 P.a. PA14

Von den auf den Selektivplatten gewachsenen Klonen fur die Transformation von
pET28a_SurA PA14 wurden 17 Kolonien (E.c. DH5a) und 10 Kolonien
(E.c. BL21(D3)) ausgewahlt, auf frische Platten replika-plattiert und in einer
Kolonie-PCR (siehe 2.2.4.3) Uberprift, ob die Insertion erfolgreich war (Abb. 11).
Die Transformation in E.c. BL21(D3) war nicht erfolgreich und ist hier nicht
abgebildet.

bp #13
2000 :
1500
1000 G
750 o
500 W ’ R 1 ‘
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o

Abb. 11: Kolonie-PCR von E.c. DH5a pET28a_SurA-PA14 Die erwartete Groflte des PCR-Produktes bei
erfolgreichem Assembly betragt 1529 bp. Klon 13 liefert ein PCR-Produkt der erwarteten GroRe.

Vom ausgewahliten Klon #13 (E.c. DH50.) wurde eine UNK angesetzt, Plasmid
isoliert und fur eine Sanger-Sequenzierung zu GATC versendet (Primer: Tabelle
9). Es wurde stets das gesamte Insert sequenziert. Die fehlerfreien
Sequenzdaten sind im Anhang dieser Arbeit verfigbar (FASTA und

Chromatogramm im Anhang 8.1.2).

3.1.2.3 K.p. ATCC 700603
Wie in den beiden vorangegangenen Abschnitten beschrieben, wurde auch fur
E.c. DH5a pET28a SurA Kp eine Kolonie-PCR durchgeflhrt (Abb. 12).
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Abb. 12: Kolonie-PCR von E.c. DH5a pET28a SurA KP (siehe Tabelle 17). Klon #4 ist liefert ein PCR-
Produkt mit der erwarteten Gréf3e von 1517 bp.

Von den 16 Uberpriften Kolonien zeigte sich Klon #4 mit der erwarteten PCR-
Produkt-GroRe von 1517 bp. Die Sequenzierung zeigte keine Fehler in der
Sequenz auf und ist im Anhang zu finden (FASTA und Chromatogramm im
Anhang 8.1.3).

3.2 Optimierung der Expressionsbedingungen

3.2.1 Testexpression mit den generierten Plasmiden

Um die Proteinexpression mit den generierten Konstrukten zu etablieren und
optimieren, wurde eine Testexpression, wie unter 2.3.1.1 beschrieben,
durchgefuhrt (Abb. 13).
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Abb. 13: Testexpression mit den Konstrukten pET28a_SurA-A.b., K.p. und P.a. in E.c. BL21(D3).
Coomassie-gefarbtes SDS-Gel, beladen mit 10 pl GZL pro Spur, hergestellt aus Bakterien, welche jeweils
vor und nach Induktion der Proteinexpression mit 0,5 mM IPTG, aus der Kultur enthommen wurden. Pro
Spur wurde jeweils die gleiche Menge an Bakterien beladen.

Zu sehen ist eine schwache Induktion der SurA-Expression bei A.b. (erwartete
Grole 49,4 kDa) und K.p. (48,3 kDa), nicht jedoch bei P.a. (48,7 kDa). Auch eine
Erhdhung der in dieser Arbeit nicht abgebildete Induktorkonzentrationen von
1,0 mM brachten keinen wesentlichen Effekt. Daher sollte in einem néachsten
Schritt die Expression verbessert werden.

3.2.1.1 Unterschiedliche IPTG Konzentrationen

Da eine erste Testexpression mit 0,5 mM IPTG nur eine schwache bzw. keine
Expression ergab, sollte die Induktorkonzentration titriert und damit optimiert
werden. Dazu wurden verschiedene Expressionsansatze parallel, aber mit

verschiedenen Induktorkonzentrationen durchgefuhrt und verglichen (Abb. 14).
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Abb. 14: Testexpression von A.b., K.p. und P.a. SurA mit E.c. BL21(D3). SDS-PAGE, Comassie
gefarbt mit Darstellung der GZL vor und nach Induktion der Kulturen mit unterschiedlichen IPTG-
Konzentrationen, jeweils an die OD angepasst.

Zu sehen ist eine schwache Induktion aller Konstrukte (A.b.: erwartete Grolde
49,4 kDa. K.p.: 48,3 kDa. P.a.: 48,7 kDa), aber keine wesentlichen Unterschiede
in Hinblick auf die Konzentration von IPTG. In einem weiteren Versuch sollte
daher geklart werden, ob die Verwendung eines fur die Proteiniberexpression,
auch mittels T7 Promotor, optimierten E. coli-Stammes (Rosetta(DE3)), die
Expression verbessern kann. Da der Expressionsstamm E.c. BL21(DE3)
optimiert fir E.c. eigene Codons translatiert, stellte ich mir die Frage, ob ein
Expressionsstamm wie E.c. Rosetta (DE3) gegebenenfalls Codons von A.b., K.p.

und P.a. besser lesen kann.

3.2.1.2 Verwendung eines alternativen Expressionsstammes

Unter der Annahme, dass die nicht zufriedenstellende Expression
moglicherweise an einer unterschiedlichen Codon Usage von E. coli und
insbesondere den beiden Nonfermentern A.b. und P.a. liegen kénnte, wurden die
Plasmide in E. coli Rosetta(DE3) (eigentlich optimiert flr die Expression
eukaryotischer Proteine) transformiert und erneut eine Expression durchgefuhrt
(Abb. 15).
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Abb. 15: Expression von A.b., K.p. und P.a. SurA in E.c. Stamm 'Rosetta’, sowie E.c. BL21(D3) SurA
(= Laborstamm fiir die Expression von E.c. SurA, hier verwendet als Kontrolle). Die verwendete IPTG-
Konzentration war hier 0,5 mM IPTG. Links: SDS-PAGE mit kaum erkennbarer Induktion, auf3er bei SurAec.
Rechts: Western Blot mit Anti-6xHis-Antikdrpern (alle SurA-Varianten tragen einen His-Tag).

Im Coomassie-Gel, aber auch im Western Blot zeigt sich bei allen Konstrukten
zwar eine Induktion, die aber im Vergleich zu E.c.-SurA, exprimiert in E. coli
BL21(DE3), deutlich geringer ausfallt.

3.2.2 Testexpression mit Plasmiden mit kodon-optimierten SurA coding
sequences

Nachdem weder die Titration der Induktorkonzentration noch die Verwendung
eines alternativen Expressionsstammes eine signifikante Verbesserung der
Proteinexpression herbeifihren konnten, wurden fur die Expression in E. coli
schliel3lich kodon-optimierte Versionen von SurA_AB, SurA_PA und SurA_KP
beim Dienstleister GenScript (2.2.1) bestellt und fur erneute Testexpressionen
mit E. coli BL21(DE3) verwendet (Abb. 16).

3.2.2.1 Testexpression mit bisherigen Bedingungen

Eine erste Testexpression der kodon-optimierten Versionen aller drei Konstrukte
wurde zu bisherigen Bedingungen durchgefuhrt, d.h. Expression in LB-Medium
bei 37 °C und Induktion mittels IPTG mit einer Konzentration von 0,1 mM mit

lediglich 3 h Inkubations- bzw. Expressionszeit.
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Abb. 16: Testexpression von SurA von kodon-optimierten Konstrukten des Dienstleisters
GenScript — bisherige Bedingungen. Alle Banden entsprechen den gewlinschten ZielgréRen (P.a.:
48,7 kDa. K.p.: 48,3 kDa. A.b.: 49,4 kDa.). Links: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel, gezeigt sind GZL von
SurApa, kp und AB jeweils vor und nach Induktion. Rechts: Western Blot mit Anti-6xHis-Antikorpern. Alle
Abbildungen zeigen eine deutliche Induktion und Expression der His-getaggten SurA-Varianten,
insbesondere von SurAas.

Es zeigte sich auf Anhieb eine deutliche Expression von P.a., K.p. und A.b. SurA.
Sowohl mit dem Gedanken eines optimalen Laborablaufs als auch der Idee, dass
die Expression von SurA bei niedriger Temperatur vielleicht weniger falsch
gefaltete Proteine produziere, wurde in einem weiteren Schritt dennoch die

Temperatur und Expressionszeit geandert.

3.2.2.2 Testexpression mit reduzierter Temperatur und langerer
Expressionszeit

Eine weitere Testexpression unter Verwendung der kodon-optimierten

Konstrukte wurde bei reduzierter Temperatur (27° C UNK und erste Subkultur,

Expression 25 °C) und verlangerter Expressionszeit durchgefuhrt (Abb. 19).
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Abb. 17: Testexpression der kodon-optimierten Konstrukte des Dienstleisters GenScript -
Temperatur- und Expressionszeitanpassung. Alle Banden entsprechen den gewiinschten ZielgroRen
(A.b.: 49,4 kDa. K.p.: 48,3 kDa. P.a.: 48,7 kDa). Links: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel. Rechts: Western Blot
mit Anti-6xHis-Antikorpern. Alle Abb. zeigen eine deutliche Expression der His-getaggten SurA.

Mit gleicher IPTG Induktions-Konzentration von 0,1 mM, aber mit deutlich
reduzierter Inkubationstemperatur zeigte sich ebenfalls eine deutliche
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Expression von allen drei kodon-optimierten Konstrukten. Deutlich ist auch hier

die im Vergleich starkere Expression von SurAas zusehen.

3.2.2.2.1 Gegenuberstellung von 3.2.2.1 und 3.2.2.2
Um die zwei unterschiedlichen Kulturbedingungen besser vergleichen zu
konnen, erfolgte ein Western Blot fur den die Samples aus den beiden zuvor

beschriebenen Ansatzen auf dasselbe Gel geladen wurden (Abb. 18).
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Abb. 18: Westernblot zum Vergleich der Expression von SurA bei unterschiedlichen
Inkubationstemperaturen wahrend der Expression und verlangerten. Die direkte Gegenuberstellung
(quergestreifter Pfeil) zeigt eine hdhere Expression bei 25 °C mit gleichzeitig Iangerer Expressionszeit. Hier
also nur ein Vergleich zur Praxistauglichkeit der Expression tiber Nacht. Bei SurApa zeigt sich zudem eine
Reduktion des unspezifischen Signals auf einer Hohe von ca. 100 kDa (gepunkteter Pfeil), (wie bereits in
Abb. 16 zu sehen).

Die Ubernacht-Expression zeigte eine zufriedenstellende Expression aller drei
Konstrukte ohne signifikanten Nachweis von Degradationsprodukten und wurde
im Weiteren beibehalten, da sie in Zusammenschau mit der langen Vorkultur bei

guten Resultaten am besten in den Laborablauf zu integrieren war.

3.2.2.3 Testung unterschiedlicher Medien

Weitere Versuche, die hier nicht abgebildet sind, wurde mit unterschiedlichen
Medien durchgefuhrt. Hier zeigte Terrific Broth (Tabelle 2) die beste
Uberexpression. Dieses Medium war dann die Grundlage fiir den folgenden

Versuch einer Autoinduktion.

3.2.2.4 Anwendung des Autoinduktionsmediums
Mit einer ersten Testung von Terrific Broth (TB) und der weiteren inhaltlichen

Auseinandersetzung mit diesem Medium rackte die Moglichkeit der
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Autoinduktion in den Mittelpunkt der Versuche. Zu diesem Zweck wurde dem TB-
Medium Laktose zugesetzt (Tabelle 2). Nach dem primaren Glucoseverbrauch
durch E.c. wird die Lactose intrazellular zu Allolactose metabolisiert, die das lac-
Operon aktiviert und damit die Expression selbst induziert, wie in 2.3.1.2
beschrieben. Ziel war es, den Laborprozess fur die Expression im grof3en
Maldstab zu vereinfachen, wenn das Expressionsergebnis ebenso Uberzeugend

ist.

SurA,, SurA,, SurA,,

Abb. 19: Testexpression mit Autoinduktionsmedium nach Studier et al. (2005). GZL vor Induktion
bedeutet hier Abnahme von Bakterien 1h nach Uberimpfen der Ubernachtkultur in das
Autoinduktionsmedium. Die Nach-Induktionssamples wurden nach weiteren 23 h Kultivierung bei 27 °C
gewonnen. SDS-Page 6-20 %. Alle Ansatze zeigen eine deutliche Induktion der SurA-Expression.

Es konnte eine deutliche Induktion von SurA in allen Konstrukten beobachtet
werden. Alle Banden lagen auf der gewlnschten Zielhhe. Die
Autoinduktionsmethode wurde letztlich fur alle weiteren Ansatze verwendet, weil
sie bei geringem experimentellem Aufwand in der groRten Bakterienbiomasse

resultierte und gleichzeitig eine gute Proteiniberexpression zeigte.

3.3 Batch-Aufreinigungen unter optimierten

Expressionsbedingungen

3.3.1 Batch-Aufreinigung von P.a. SurA
Die grol} skalierte Batch-Aufreinigung diente zur Gewinnung ausreichend grof3er
Mengen von SurApa, um das Chaperon anschlielend in Aktivitatsmessungen

weiter zu analysieren.

Die Expression erfolgte wie in 2.3.1.2 beschrieben in 3 | Kulturvolumen. Nach
Zelllyse wurde die Proteinreinigung mit der Nickel-Affinitats-Chromatografie
(Abb. 20) durchgeflhrt (siehe 2.3.2).
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Abb. 20: Grafische Darstellung des AKTA-Programms der Nickel-Affinititschromatographie von
SurApa. Y-Achse (blau): UV-Absorption (280 nm). X-Achse (rot): Fraktionen und Elutionsvolumen (ml).
Grine Kurve: Konzentrationsverlauf von Puffer B, hier Stufenschema angewandt. Orange Linie: Flussrate
(konstant bei X ml/min). Fraktion F2 ist der Proben-flow-through. Fraktionen A1-A4 stellen die Elution von
unspezifisch gebundenen Proteinen dar. Fraktionen B12-B6 ist das spezifisch gebundene His-getaggte
Protein zu erwarten.

In der grafischen Darstellung der Nickel-Affinitatschromatographie zeigten sich
nach jeder stufenweisen Erhdhung der Imidazol-Konzentration abgrenzbare
Peaks. Das gewulnschte Protein, hier His-getaggtes SurAra, wurde primar in den

Fraktionen B12 bis B6 nachgewiesen.
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Abb. 21: Proteinfraktionen der Nickel-Affinititschromatographie von SurApa. SDS-PAGE (10%)
ausgewahlter Fraktionen (F: Flow through, A2, A12, B12 bis C4, vgl. Abb. 20) der Nickel-
Affinitatschromatographie von SurApa. SurAss ~ 48,7 kDa.

Auf der SDS-PAGE ist eine deutliche Expression von SurAra in allen Fraktionen
zu sehen. Neben der Zielbande sind allerdings auch Banden bei ca. 100 kDa und
mehrere Banden mit einem Molekulargewicht unter 40 kDa zu sehen. Ein hier
nicht abgebildeter Blot mit Anti-His-Antikorpern zeigte nur ein Signal auf einer
Hohe von ~ 48,7 kDa, so dass es unwahrscheinlich ist, dass es sich bei den
Banden mit geringem Molekulargewicht um Degradationsprodukte von SurA
handelt (es sei denn, es handelt sich um Fragmente, die durch den Abbau kein

His-Tag mehr enthalten).

Aufgrund der unerwinschten Verunreinigung auch der Fraktionen, die die
hochsten Konzentrationen an SurA enthielten und die auch bei mehreren
Wiederholungen der Aufreinigung nicht signifikant reduziert werden konnten,
wurden zusatzlich andere Zellaufschlussmethoden getestet (nicht abgebildet).
Eine gute Reinheit fir SurApa, die downstream fiur eine Aktivitdtsmessung
unerlasslich ist, konnte jedoch auch mit weiteren Optimierungsversuchen nicht
erreicht werden. Deswegen wurde im weiteren Verlauf auf eine

Aktivitdtsmessung mit SurApa verzichtet.
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3.3.2 Batch-Aufreinigung von A.b. SurA
Die grol3 skalierte Batch-Aufreinigung von A.b. SurA diente der Gewinnung
ausreichend grofder Mengen an hochreinem SurAas, um das Chaperon

anschlie®end in Aktivitatsmessungen zu analysieren.

Die Expression erfolgte wie in 2.3.1.2 beschrieben in 3 | Zellkulturvolumen. Nach
Zelllyse wurde die Proteinreinigung mit Nickel-Affinitats-Chromatografie (Abb.

22) und GroRenausschlusschromatografie (Abb. 24) durchgeflihrt (siehe 2.3.2).
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Abb. 22: Darstellung des AKTA-Programms fiir die Nickel-Affinititschromatographie von SurAas.
Y-Achse (blau): UV-Absorption (280 nm). X-Achse (rot): Fraktionen und Elutionsvolumen (ml). Griine Kurve:
Konzentrationsverlauf von Puffer B. In F2, X1 und X2, als abfallender Peak der UV-Absorption zu sehen,
sind die ersten nicht bindenden Proteine der bereits geladenen Saule zu sehen. Nach der ersten Stufe der
Erhéhung des Puffer B, werden durch die damit héhere Konzentration von Imidazol unspezifisch bindende
Proteine aus der Saule gewaschen und als Peak in A1-A3 zu sehen. Nach weiterer linearer Erhéhung der
Flussrate von Puffer B (ab A4) und damit der Erhéhung der Imidazolkonzentration im Elutionspuffer, werden
die spezifisch gebundenen Proteine mit His-Tag von den Ni?*-NTA-Beads von der Saule eluiert (A8-C2).

Im Unterschied zur grol3en Batch-Aufreinigung von SurAra, wurde hier nach einer
Stufenweisen Erhéhung der Imidazolkonzentration, ein linearer Gradient genutzt.
Dadurch fallt, wie in Abb. 22 zu sehen ist, der Peak des gewlinschten Proteins

(hier Fraktionen A8-B5) flach aus. Fraktionen A8-C2 wurden dann zur
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Uberpriifung der Reinheit und Einschatzung der Proteinmenge in einer SDS-
PAGE analysiert (Abb. 23).
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Abb. 23: Proteinfraktionen der Nickel-Affinititschromatographie von SurAas. Coomassie-gefarbte

SDS-PAGE (10 %) ausgewahlter Fraktionen (A8 bis C2, vgl. Abb. 22) der Nickel-Affinitdtschromatographie
von SurAas. ProteinzielgroRe 49,4 kDa.

Die in Abb. 23 dargestellten Fraktionen zeigten alle eine prominente Bande der
ZielgroRe von ~ 49,4 kDa. Fir die weitere Aufbereitung wurde lediglich die
Fraktion C2 nicht berlcksichtigt. Alle weiteren Fraktionen wurden gepoolt und fur
die anschlieRende Grélenausschluss-Chromatografie per Zentrifugations-

filtration eingeengt.
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Abb. 24: Grafische Darstellung der GroRenausschluss-Chromatographie von SurAas. Y-Achse
(blau): UV-Absorption (280 nm). X-Achse (rot): Fraktionen und Elutionsvolumen (ml). Die UV-
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Absorptionskurve zeigt im Wesentlichen zwei voneinander abgrenzbare Peak-Agglomerate. Der erste Peak
mit jeweils zwei Schultern von Fraktionen B12-C9. Weitere kleinere ungewollte Proteine ab D12.

Die Grélenausschluss-Chromatographie von SurAas zeigt eine gute
Auftrennung der Proteingrofen mit abtrennbaren Peaks. Das gewlnschte
Protein sollte im ersten gro3en Peak abgebildet sein, so dass die Fraktionen B12-

C9 zur weiteren Untersuchung in einem SDS-Gel Uberpruft wurden (Abb. 25).
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Abb. 25: Proteinfraktionen der GroBenausschluss-Chromatographie von SurAas. Coomassie-
gefarbtes SDS-Gel (10%) ausgewahlter Fraktionen (B12 bis C9, vgl. Abb. 24) nach der GroRenausschluss-
Chromatographie von SurAas. Proteinzielgrofie ~ 49,4 kDa.

Insgesamt sind nur wenige unerwunschte Banden abseits der gewunschten
ProteingrofRe von 49,4 kDa zu sehen. Gepoolt wurden die Fraktionen B12-B8
(genannt Peak 1), Fraktionen B3-B1 (Peak 2) und Fraktionen C3-C9 (Peak 3).
Diese wurden mittels Zentrifugationsfiltration zu einer Ziel-Konzentrationen von
etwa 80 uM eingeengt. Die Proteinkonzentration wurde in den eingeengten

Proben nach 2.3.3 gemessen (Tabelle 27).

Tabelle 27: Final erzielte Volumen und Konzentrationen von SurAas

Name Fraktionen Volumen Konzentration = Menge
Peak 1 B12-B8 0,6 ml 94,4 uM 2,8 mg
Peak 2 B3-B1 3,5 ml 68,44 uM 11,8 mg
Peak 3 C3-C9 3,0 mi 100,6 uM 14,92 mg

Die grof3 skalierte Batch-Aufreinigung von SurAas erbrachte eine ausreichende

Menge an Protein, die mit Beurteilung der SDS-Gele eine gute Reinheit haben.
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Somit sind die Voraussetzungen fur eine Aktivitatsmessung von SurAas prinzipiell
erfullt.

3.4 Aktivitatsassays mit E.c. und A.b. SurA

Der durchgefuhrte Aktivitatsassay (siehe 2.3.6) mit A.b. SurA hatte das Ziel, im
Vergleich mit SurAec (das fur die Entwicklung des Assays und ein erfolgreiches
Screening nach SurA-Inhibitoren bereits genutzt wurde), zu Uberprifen, ob eine
Aktivierung von SurAas durch Erwarmung ebenfalls mdglich ist und ob sich die
Aktivierungstemperaturen von SurAec und SurAas unterscheiden. Die Aktivierung
fuhrt zu einer Konformationsanderung von SurA, die die Holdase-Funktion von
SurA im Assay erst ermoglicht. Dadurch kann SurA im Assay eine Interaktion mit
Luciferase eingehen. Im zweiten Schritt sollte Gberpruft werden, ob ein flr SurAec

bereits identifizierter, wirksamer Inhibitor (Tabelle 26), auch SurAas inhibiert.

Genutzt wurde das selbst aufgereinigte, hochreine SurAas (Peak 2 und 3 aus
3.3.2), sowie SurAec, das durch eine bereits etablierte Expressionsroutine
(Tabelle 17) und Aufreinigung in regelmaligen Abstanden in unserer
Arbeitsgruppe gewonnen und aliquotiert bei -80 °C gelagert, zur Verfligung
stand. In den folgenden Abbildungen wurden jeweils dieselben Batches von
SurAec (Abb. 26) und SurAas (Abb. 27 und Abb. 28) genutzt.

3.4.1 Luciferase Aktivitats-Assays mit SurAec

Zunachst wurde der Aktivitdtsassay unter Verwendung nur von SurAec
durchgefuhrt, um das technisch anspruchsvolle Assay-Prozedere durchzufihren.
Dabei sollte auch verifiziert werden, dass bereits vorbekannte Ergebnisse flr
SurAec reproduziert werden kdnnen. Schlieldlich sollte das verwendete Protokoll
dann auch auf SurAas angewendet werden. Im in Abb. 26 dargestellten Versuch
sollten mehrere Versuchsparameter ausgetestet werden. Zum einen sollten
verschiedene Aktivierungstemperaturen (RT, 45, 50 und 55 °C) verwendet
werden, um die optimale Aktivierungstemperatur von SurAec zu reproduzieren.
Zum anderen sollte die Inhibition von SurAec durch den vorbekannten Inhibitor
,Medozin“ (dessen Struktur aus patentrechtlichen Grinden nicht dargelegt
werden kann) reproduziert werden. Dazu wurden Ansatze entweder mit DMSO

als Losemittelkontrolle (Endkonzentration in der Reaktion 5 %), oder mitin DMSO
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geléstem Inhibitor in zwei verschiedenen Konzentrationen (5 und 40 uM)
analysiert. Zur genauen Durchflihrung des Assays siehe Gliederungspunkt 2.3.6.
Als Readout fur die Holdase-Aktivitat von SurA dient hier eine Erniedrigung des
Luciferase-Signals (welche durch die Bindung von SurA an die teilentfaltete
Luciferase zustande kommt). Ist SurA holdase-aktiv, so resultiert das im Assay
in einer schwachen Lumineszenz. Ist SurA inaktiv (weil z.B. nicht ausreichend
aktiviert, oder durch einen Inhibitor an der Bindung der Luciferase gehindert), so
kann sich die teilentfaltete Luciferase ruckfalten, ist aktiv und kann ein hohes

Lumineszenzsignal generieren.

In-vitro Aktivitat von E.c. SurA mit unterschiedlicher Aktivierungstemperatur
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Abb. 26: Box-Plot des SurAec Luciferase Aktivitits-Assays. Zusammengefasst abgebildet ist ein
Experiment mit jeweils vier technischen Replikaten bestehend aus vier Wells. SurA wurde 30 min bei
Raumtemperatur (RT), 45, 50 und 55 °C inkubiert. Hier zu sehen die Reaktionen mit DMSO, mit 5 und 40 uM
Medozin bei den genannten Aktivierungstemperaturen (siehe auch Legende rechts oben). Kontrolle
bestehend aus Puffer mit Luciferase, so dass die Luciferase im gefalteten aktiven Zustand ist und
entsprechend eine hohe Lumineszenz zeigt. Auf der Y-Achse ist die gemessene Lumineszenz logarithmisch
aufgetragen.

In Abb. 26 (linkes Datenset) ist zu sehen, dass SurA, das nicht erhitzt wurde (RT)
keine Holdase-Aktivitat hat. Trotzdem kann es als Chaperone die Ruckfaltung
des teilentfalteten Luciferase unterstutzen, wodurch ein kleiner, aber signifikanter

Anstieg in der Lumineszenz detektierbar ist. Erst ab einer Aktivierungstemperatur
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von 50 °C ist SurA in der Lage ist, das gemessene Lumineszenzsignal im
Vergleich zur Kontrolle (nur Luciferase) zu reduzieren. Der Effekt ist mit einer
Reduktion um mehr als eine log-Stufe maximal bei 55 °C (hdhere Temperaturen
wurden nicht getestet, da das Protein dann ausfallt). Hier ist es also moglich,
SurAec durch Hitzeaktivierung von der Chaperone-Aktivitdt in eine Holdase-
Aktivitat zu Uberfuhren. Zusatzlich kann man aus dem Experiment ableiten, dass
die Anwesenheit von DMSO grundsatzlich keinen storenden Einfluss auf das

Testsystem hat.

Betrachtet man die Ansatze, die in Anwesenheit von 5 yM Medozin gemessen
wurden (mittleres Datenset in Abb. 26), so sieht man in den Ansatzen, in denen
SurA durch die Erhitzung auf 50 bzw. 55 °C aktiviert wurde, eine leichte Erhdhung
des Lumineszenzsignals im Vergleich zu den entsprechenden Samples, in denen
nur DMSO zugegeben wurde. Das bedeutet, dass bereits bei einer
Inhibitorkonzentration von 5 uM eine Reduktion der SurA-Aktivitat zu beobachten
ist. Dieser Effekt kann durch eine Erhohung der Inhibitorkonzentration auf 40 uM
noch verstarkt werden (Abb. 26, rechtes Datenset), so dass in den Ansatzen, in
denen SurA zuvor durch Erwarmung auf 50 bzw. 55 °C erfolgreich aktiviert
wurde, das Lumineszenzniveau durch die Anwesenheit des Inhibitors nahezu bis

auf das Niveau der Kontrollreaktion angehoben wird.

Zusammengefasst konnte dieser Versuch also bestatigen, dass SurAec ab einer
Aktivierungstemperatur von 50 °C eine Aktivitat zeigt, welche bei 55 °C maximal
ist (nicht gezeigt wurden hohere Aktivierungstemperaturen, da Gber 55 °C das
Protein beginnt, auszufallen). Zudem konnte bestatigt werden, dass der Inhibitor

,Medozin“ in der Lage ist, SurA konzentrationsabhangig zu inhibieren.

Nachdem also der Assay erfolgreich durchgefuhrt und vormalige Ergebnisse
reproduziert werden konnten, sollte nun der Assay mit SurAas durchgefihrt

werden und die Aktivierungstemperatur flir SurAas bestimmt werden.
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3.4.2 Luciferase Aktivitats-Assays mit SurAas

Fir eine erste Messung wurden die gepoolten Fraktionen A8-B5 aus Peak 2 der
Batch-Aufreinigung von SurAas verwendet (siehe Abb. 22). Um sich einer
Aktivierungstemperatur von SurAas anzunahern wurden Temperaturen in einem
breiten Spektrum von 45-65 °C getestet. Die Testung von Temperaturen Uber
55 °C war hier mdglich, da SurAas im Gegensatz zu SurAec auch bei diesen

Temperaturen nicht sichtbar ausfiel.

In vitro Aktivitat von A.b. SurA Peak 2 mit unterschiedlicher Aktivierungstemperatur
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Abb. 27: Box-Plot des SurAas-Peak 2 Luciferase Aktivitats-Assays. Abgebildet sind zwei unabhangige
Experimente mit jeweils vier technischen Replikaten bestehend aus vier Wells. Im ersten Experiment wurde
SurAas fur 30 min bei Raumtemperatur (RT), 45, 50 und 55 °C inkubiert, im Zweiten bei RT, 55, 57, 60, 63
und 65 °C. Bei 57 °C sind aufgrund eines technischen Fehlers lediglich zwei technische Replikate erhoben
und abgebildet. Hier zu sehen sind die Ansatze in Anwesenheit von DMSO bei den genannten
Aktivierungstemperaturen. Kontrolle bestehend aus Puffer mit Luciferase. Auf der Y-Achse ist die
gemessene Lumineszenz logarithmisch aufgetragen.
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Der Aktivitatsassay mit A.b. SurA zeigt eine regelhafte Kontrolle, d.h. sie zeigt ein
Lumineszenzsignal, das vergleichbar ist zu dem, das in vorherigen Versuchen
fur Kontrollansatze ermittelt wurde (siehe auch Abb. 26). In Anwesenheit von
SurAas, das bei unterschiedlichen Temperaturen vorinkubiert wurde (RT, 45, 50
und 57 °C), zeigt sich eine schwache, aber signifikante, Zunahme der
Lumineszenz (wie auch schon im Vorversuch mit SurAec). Das kdnnte damit
erklart werden, dass SurAas hier (unabhangig von der Aktivierungstemperatur)
seine Chaperonfunktion erfullt, mit der Luciferase interagiert und damit zu einem
etwas hoheren Anteil rlckgefalteter Luciferase beitragt. Bei hoheren
Aktivierungstemperaturen von A.b. SurA kommt es dagegen zu einer Reduktion
des Lumineszenzsignals im Vergleich zur Kontrolle. Betrachtet man dieses
Ergebnis allerdings in Zusammenschau mit den Ergebnissen fur SurAec
(Abb. 26), sehen wir selbst bei Aktivierungstemperaturen >55 °C keine
drastische Reduktion (maximal um ca. 0,3 log Stufen) des Lumineszenzsignals,
also findet vermutlich keine stabile Interaktion der Luciferase mit SurAas statt.
Ergo kann SurAas durch die gewahlten Bedingungen nicht als Holdase aktiviert
werde. Bei einer Aktivierungstemperatur von 65 °C beobachtet man wiederum
einen leichten Anstieg des Lumineszenzsignals. Das konnte darauf
zurlckzufihren sein, dass bei dieser Temperatur eine irreversible
Konformationsanderung von SurA stattfindet, die einer Inaktivierung
gleichzusetzen ist. Dieses hitzegeschadigte, inaktive SurAas kann die Luciferase
nicht bei ihrer Ruckfaltung unterstitzen, was zu dem reduzierten
Lumineszenzsignal fuhren konnte. Zusammenfassend zeigte dieses erste
Experiment, das mit den gepoolten Fraktionen des Peak 2 durchgefuhrt wurde,
dass SurAas sich im Assay anders verhalt als SurAec und durch eine
Warmebehandlung mit den getesteten Temperaturen nicht so aktiviert werden

kann, dass es eine stabile Interaktion mit der teilentfalteten Luciferase eingeht.

Um auszuschliel3en, dass dies womdglich an der verwendeten Proteinfraktion
liegt, wurde in einem sich anschlieRenden Experiment SurAas aus den gepoolten
Fraktionen des Peak 3 getestet (Abb. 28).
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In vitro Aktivitat von A.b. SurA Peak 3 mit unterschiedlicher Aktivierungstemperatur
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Abb. 28: Box-Plot des SurAas-Peak 3 Luciferase Aktivitats-Assays. Abgebildet sind zwei unabhangige
Experimente mit jeweils vier technischen Replikaten bestehend aus vier Wells. SurA wurde 30 min bei
Raumtemperatur (RT), 45, 50, 55, 57, 60, 63 und 65 °C inkubiert. Hier zu sehen ist die Reaktion in
Anwesenheit von DMSO mit SurAas, das mit den genannten Aktivierungstemperaturen vorbehandelt wurde.
Die Kontrollreaktion enthalt nur Puffer mit Luciferase. Auf der Y-Achse ist die gemessene Lumineszenz
logarithmisch aufgetragen.

Kurz zusammengefasst, zeigte auch diese Proteinfraktion ein Verhalten wie
zuvor beschrieben. Die Kontrollreaktion zeigt das erwartetet Lumineszenzsignal.
Durch Hinzugabe von SurAss Peak3 das mit den unterschiedlichen
Aktivierungstemperaturen RT, 45, 50, 57, 60, 63 und 67 °C behandelt wurde,
zeigt sich wie zuvor beschrieben bei den niedrigen Temperaturen < 45 °C wieder
eine leichte Zunahme der Lumineszenz, allerdings nur bei RT signifikant. Alle
weiteren gemessenen Lumineszenzsignale zeigen ein variables Verhalten ohne

signifikante Erhéhung oder Reduktion des Signals aul3er einer leichten Reduktion
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um 0,1 log Stufen bei 63 °C. Es kann also angenommen werden, dass SurAas
des Peaks 3 ebenfalls unter keiner der getesteten Aktivierungsbedingungen eine
Holdase-Aktivitat aufweist und somit keine stabile Interaktion mit der Luciferase

eingehen kann.

3.5 Testung eines SurA-Inhibitors mit A.b. SurA

Aus Vorversuchen mit SurAec war uns bekannt, dass fur eine rauscharme
Quantifizierung durch den grof3en Unterschied der Lumineszenz (> 1 log Stufe,
Abb. 26) der Interaktion des Inhibitors Medozin SurA in seiner Holdase-Form
vorliegen muss. Dieses Ergebnis wurde hier noch einmal reproduziert. Wie zuvor
gezeigt, konnten wir eine Uberfiihrung von SurAec von Chaperon zu Holdase
durch eine Erwarmung bei 55 °C reproduzierbar herbeifihren. Flir SurAas
konnten wir jedoch keine Temperatur ermitteln, die zur erwiinschten Anderung
und damit Aktivierung der Holdasefunktion des Proteins fuhrte. Allerdings
ermdglicht auch die Untersuchung der Chaperonaktivitat (nicht hitzeaktiviertes
SurA) in Gegenwart von ansteigenden Medozinkonzentrationen eine Aussage

uber eine mogliche Interaktion zwischen SurAec und Inhibitor (Abb. 29).
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Abb. 29: Box-Plot des SurAec Luciferase Aktivitats-Assays unterschiedlicher Medozin-
Konzentrationen ohne vorherige Hitzeaktivierung von SurA. [Beschreibung weiter auf folgender Seite]
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(zu Abb. 29) Abgebildet sind zwei unabhangige Experimente mit jeweils vier technischen Replikaten,
bestehend aus vier Wells. In beiden Experimenten wurde SurAec fur 30 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Hier zu sehen sind die Reaktionen mit DMSO, mit 5 yM und 40 uM Medozin bei der genannten
Aktivierungstemperatur (siehe auch Legende rechts oben). Der Kontrollansatz enthalt Puffer mit Luciferase.
Auf der Y-Achse ist die gemessene Lumineszenz logarithmisch aufgetragen. Es wurde eine Two-Way
ANOVA Analyse zum Vergleich des Kontrollansatzes und der SurA enthaltenden Probe durchgefiihrt.

Wie bereits beschrieben, beobachteten wir, dass die Gegenwart von SurAec in
Abwesenheit von Medozin zu einer leichten, aber signifikanten Erhéhung des
Lumineszenzsignals fuhrt. Die Signifikanz sinkt allerdings mit hoherer
Medozinkonzentration, bis schlie3lich bei 40 yM Medozin kein Unterschied
zwischen der Lumineszenz der Kontrollreaktion und der Reaktion in Gegenwart
von SurAec mehr sichtbar ist. Hier kann Uberlegt werden, dass eine Kompetition
zwischen Medozin und Luciferase als jeweiliges Substrat der Bindungsstelle von
SurA ablauft.

Die Testung von SurAae mit Medozin erfolgte fur beide A.b. SurA-Fraktionen

(Peak 3 und Peak 2), ist jedoch reprasentativ nur flr Peak 2 gezeigt (Abb. 27).

Aufgrund der fehlenden Aktivierungsmoglichkeit von SurAas wurde SurAas flr
diese Versuche nicht hitzebehandelt, sondern nur bei Raumtemperatur
vorinkubiert (RT). Neben der Kontrolle gab es Ansatze mit DMSO

(Losemittelkontrolle) und solche, die 5 bzw. 40 uM Medozin enthielten.
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Abb. 30: Box-Plot des SurAas-Peak 2 Luciferase Aktivitats-Assays mit unterschiedlichen Medozin-
Konzentrationen. Abgebildet sind zwei unabhangige Experimente mit jeweils vier technischen Replikaten
bestehend aus vier Wells. In beiden Experimenten wurde SurAas fur 30 min bei Raumtemperatur (RT)
vorinkubiert. Hier zu sehen sind die Reaktionen mit DMSO, mit 5 uM und 40 uM Medozin bei der genannten
Aktivierungstemperatur (siehe auch Legende rechts oben). Die Kontrolle besteht aus Puffer mit Luciferase.
Auf der Y-Achse ist die gemessene Lumineszenz logarithmisch aufgetragen. Es wurde eine Two-Way
ANOVA Analyse zum Vergleich des Kontrollansatzes und der SurA enthaltenden Probe durchgefiihrt.

Tatsachlich konnten wir eine Inhibition der Chaperonfunktion von SurAas durch
Medozin feststellen. Wie zuvor fur SurAec (Abb. 29) beobachtet, reduzierte die
Zugabe von Medozin den Unterschied der Lumineszenz zwischen der jeweiligen
Kontrolle und der Reaktion in Gegenwart von SurAas was durch eine Kompetition

von Luciferase und Medozin an der Substratbindestelle von SurA erklarbar ware.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass entgegen unseren Erwartungen
SurAas durch keine der von uns getesteten Temperaturen in eine Konformation
uberfuhrt werden kann, in der SurA als Holdase agiert. Mogliche Griinde hierflr
sollen in der Diskussion erortert werden. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
die Chaperonaktivitat von SurAec und SurAas von Medozin gehemmt wird. Auch
wenn die Uberfiihrbarkeit von Chaperon zu Holdase zwischen den beiden
Proteinen nicht konserviert ist, besteht daher trotzdem die Hoffnung, dass ein
SurA Inhibitor auch Effekte in A. baumannii hat.
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4 Diskussion

Basierend auf dem Wissen, dass SurA als periplasmatische Chaperon in der
Biomembrangenese von E.c., P.a. und anderen Gram-negativen Erregern eine
wichtige Rolle fur die Virulenz und Antibiotikaresistenz spielt, sahen wir das
Potential, die Anwendung eines bereits in der Entwicklung befindlichen SurA-
Inhibitors auf A.b. auszuweiten. Die Generierung von Expressionskonstrukten
und die Etablierung einer grol} skalierten Expression von A.b. SurA, um
hochreines Protein im mg-Maldstab zur Testung zu gewinnen, war erfolgreich,
ebenfalls die Durchfihrung von Aktivitatsassays mit dem aufgereinigten Protein.
Basierend auf einem Aktivitatsassay fur E.c. SurA sollte auch die Aktivitat von
A.b. SurA in diesem Assay uUberpruft werden. Leider zeigte sich im Verlauf der
Arbeit, dass zum einen die zellulare Funktion von SurA in A.b. (im Gegensatz zu
E. coli) durch redundante Systeme abgesichert zu sein scheint und dass sich das
Protein auch in vitro trotz Sequenzhomologien anders verhalt. So konnte die
Holdasefunktion von SurA aus A.b. nicht durch eine Zufihrung von
Warmeenergie aktiviert werden. Dennoch konnte gezeigt werden, dass der
Inhibitor Medozin, wie auch in E. coli, Einfluss auf die Chaperonaktivitat von

SurAas zu nehmen scheint.

4.1 Die Rolle von SurA fiir die AuBenmembranbiogenese in A.b. und
anderen Gram-negativen Spezies
Zum Zeitpunkt der Konzipierung dieser Arbeit, der Expression erster A.b. SurA
Batches und der Durchfuhrung von Vorversuchen zur Aktivitdtsmessung war
Stand der Wissenschaft, dass SurA analog zu E. coli auch in A.b. das Potential
als Target flr neue Antiinfektiva hat. Doch unserer Arbeitsgruppe konnte kirzlich
zeigen (Birkle et al., 2022), dass A.b. neben den Chaperonen SurA, Skp und
DegP weitere, bis dato noch unbekannte, Pathways zur OM-Biogenese besitzen
muss. In A.b. Knockoutmutanten von surA, skp und degP (als single-, doppel-
oder triple-K.O.) zeigten sich nur geringe Unterschiede in der
AuBRenmembranzusammensetzung und -permeabilitdt von A.b.. Im
Infektionsmodell mit Galleria mellonella zeigte sich ein besseres Uberleben bei

Infektion mit einer Mutante ohne skp, nicht aber wenn surA ausgeknockt worden
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war. Bei Doppel-Mutanten flr skp und surA war die grofdte Veranderung im
Phanotyp fur Antibiotika-Sensitivitdt zu sehen und im Infektionsmodell mit der
besten Uberlebensrate von G. mellonella assoziiert [144]. So tragt SurA wohl
auch zur Virulenz und OM-Integritat von A.b. bei, ist dort aber nicht von so grol3er
Bedeutung wie z.B. in E. coli. Unsere aktuelle Arbeitshypothese ist nun, dass A.b.
weitere periplasmatische Proteine besitzt, die den Transport von OMPs zum
BAM-Komplex begleiten und daher ein K.O. von surA nicht mit so dramatischen

Veranderungen einhergeht, wie in E. coli oder auch P. aeruginosa [133].

Wie schon in der Einleitung erwahnt, ist LptD ein OMP, das fur die allermeisten
Gram-negative Bakterien essenziell ist. Zusammen mit LptE bildet es einen
Komplex zur Integration von LPS in die OM [125] und tragt damit zu einem sehr
wesentlichen Teil zur Stabilitdt und der Bildung einer sehr effizienten
Permeabilitatsbarriere der Auenmembran bei [145]. In E.c. ist der Einbau von
LptD abhangig von SurA, fuhrt zu einer Stérung des LPS-Einbaus und verursacht
dadurch multiple Phanotypen [121]. Interessant ist, dass A.b. in der Lage ist, eine
Deletion von IptD zu Uberleben. Es zeigt sich bei deutlich reduziertem bis
fehlendem Einbau von LPS in die Aullienmembran zwar eine Veranderung in der
Wachstumsdynamik und auch eine erhohte Permeabilitat der OM, aber der
Verlust ist nicht letal [146]. Es wurde auch gezeigt, dass in A.b. ein SurA-
unabhangiger Pathway zum Einbau von LptD bestehen muss [144]. Andere
Gram-negative Erreger, wie auch P.a., sind ohne LPS nicht Uberlebensfahig,
oder sind nach einer Storung des LPS-Einbaus deutlich angreifbarer durch
Antibiotika [147]. Durch den Verlust von LPS fehlt zudem der Angriffspunkt fir
die antibiotische Therapie mit Colistin [87]. Ein Uberleben trotz LPS-Defizienz ist
nicht nur bei A.b., sondern auch bei Neisseria meningitidis moglich [132], [148],
[149]. Mit Hilfe eines Infektionsmodells mit G. mellonella identifizierten Gebhardt
et al. (2015) Uber 300 Gene, die fur das Wachstum von A.b. in G. mellonella
essenziell waren. Hier zeigten sich erstaunlicherweise bekannte Gene zum LPS
Einbau wie IptE als nicht relevant [150]. Das ist erneut eine Parallele zu N.
meningitidis. Worauf letztlich diese Fahigkeit auf zellularer und molekularer
Ebene basiert, ist jedoch noch nicht vollig verstanden. Festzuhalten bleibt, dass
in E.c. viele Effekte eines SurA-Knockouts oder einer SurA-Inhibition auf einen
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gestortes LPS-Einbau zurlckzufihren sind. Da A.b. im Gegensatz zu E.c. auch
ohne LPS in der OM lebensfahig ist, hat ein Verlust von SurA in A.b. hier zunachst

keine so dramatischen Auswirkungen.

Wie aber konnen OMPs in Abwesenheit von SurA in die OM von A.b. gelangen?
Hierzu mussten alternative Transportsysteme und Chaperons vorhanden sein,
um OMPs in entfaltetem Zustand von der inneren Membran (IM) zur OM zu
bringen. Wang et al. (2016) brachten ein Model eines integrierten Apparates zur
Biogenese von OMPs auf. Im Gegensatz zu der Annahme, dass der BAM-
Komplex in der OM und das SecYEG-Translokon in der IM als getrennte System
zu betrachten sind, war die Idee, dass SurA nicht als freies Chaperon im
periplasmatischen Raum anzusehen ist, sondern eine standige Interaktion der
P2 Domane von SurA mit BamA und zur IM in Kontakt mit PpiD steht, ein inneres
Membranprotein, das mit dem SecYEG-Translocon verbunden ist [151]. Alvira et
al. (2020) diskutieren ein etwas fluideres Modell eines Superkomplexes, der von
der IM zur OM eine Bricke schlagt. Hierzu muss ein Komplex aus SecYEG,
SecDF und YidC in Interaktion mit periplasmatischen Chaperonen eine
Verbindung zum Bam-Komplex herstellen. Die Rolle der Chaperone kdonnen sie
mit ihrem Modell aber nicht erklaren [152]. Beide Modelle eines Superkomplexes
zum direkten Transfer durch den periplasmatischen Raum stellen dadurch das
Konzept und damit auch die Bedeutung der Chaperons in Frage, werden aber in

der Community sehr kontrovers diskutiert.

4.2 Struktur von SurA und Konformationsanderungen

Die Struktur von SurA scheint zur Aufrechterhaltung der Funktionen als
Chaperon unterschiedliche Konformationen einzunehmen. Diese madgliche
Dynamik wurde bereits durch Jia et al. (2020) postuliert. Mittels NMR-
Spektroskopie zeigten sie eine dynamische Bewegung der beiden PPlase-
Domanen. Sie postulieren zwei unterschiedliche Konformationszustande mit
unterschiedlichen Positionen von P1 und P2 relativ zum NC-Core. In den
jeweiligen Konformationen scheinen die Aktivitatszustande maoglicherweise
unterschiedlich zu sein [153]. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte karzlich mit Hilfe

des gezielten Austauschs relevanter Aminosauren in E.c. SurA die Funktion von
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Salzbricken, die SurA zwischen P2 und NC-Core ausbildet. Hier konnte im in
vitro SurA Aktivitatsassay gezeigt werden, dass die Reduktion der Salzbriicken
und die damit reduzierte Bindungsaffinitat zwischen P2- und der NC-Doméane
dazu fuhrt, dass eine niedrigere Temperatur fur die Aktivierung der
Holdaseaktivitat ausreicht. Hier kann, wie auch bei Jia et al. (2020) angenommen
werden, dass die Flexibilitdt zwischen der P2- und der NC-Domane entscheidend
fur diese Aktivitat ist (Masterarbeit Janes Krusche und unveroffentlichte Daten

der Arbeitsgruppe).

Ein weiterer Hinweis auf unterschiedliche Konformationen von SurA und der
damit einhergehenden Funktionalitat lieferten Schiffrin et al. (2022). Diese
untersuchten die Interaktion zwischen dem BAM-Komplex und der Ubergabe
ungefalteter OMPs durch SurA. Es konnte gezeigt werden, dass beide PPlase-
Domanen und die Kerndomane NC entscheidend fur die Interaktion sind.
Vorrangig interagiert die C-Domane von SurA mit den POTRA1 und 2 Domanen
von BamA. Zudem verandere sich wohl die Konformation von SurA nach dem
Kontakt mit dem BAM-Komplex [154]. Dies liefert erneut einen Hinweis darauf,
dass SurA ein dynamisches periplasmatisches Protein ist und in
unterschiedlichen Aktivitatszustanden vorliegt, die in vitro z. B. durch die
Zufihrung von Energie durch Erwarmung und in vivo durch Interaktionen mit
anderen, an der Biomembrangenese beteiligten Proteinen hervorgerufen werden

konnen.

Die OMPs werden vom Inneren der Zelle durch den Translokationskomplex aus
SecYEG-SecDF-YidC (SEC Maschinerie) in den periplasmatischen Raum
transportiert. Bisher gab es keine Kenntnisse daruber, was zwischen der Abgabe
der ungefalteten OMPs vom SecYEG Komplex bis zum Faltungs- und
Degradationsschutz durch Chaperone passiert. Troman et al. (2023) zeigten
kirzlich eine direkte Interaktion zwischen der SEC Maschinerie und SurA. Die
Autoren postulieren mit ihren Versuchen, dass SurA bereits wahrend dem ATP-
abhangigen Transport der OMPs in den periplasmatischen Raum seine
Substrate direkt in Empfang nimmt und bindet. Dadurch ist sofort der Schutz vor
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Degradation und Akkumulation gegeben und SurA begleitet die ungefalteten

Intermediate zum BAM-Komplex, der in der OM verankert ist [155].

Die Struktur von SurA ist in vielen Gram-negativen Erregern hoch konserviert, in
wenigen stark different (Abb. 31). Dies tragt zur Komplexitdt moglicher
unterschiedlicher Dynamiken von SurA in unterschiedlichen Erregern bei und ist
zu meinem Wissensstand bisher nur in E.c. untersucht. Diese Unterschiede
kénnen aber auch zu variablen Bindungsaffinitdten innerhalb der Domanen
fuhren oder auch unterschiedliche Affinitaten zu verschiedenen Substraten bzw.

OMPs, die fur jeweilige Erreger wichtig sind.
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Abb. 31: Alignment von SurA Gram-negativer Erreger und Darstellung der Salzbriicken von E.c./P.a.
sowie A.b. Oberer Teil der Abb. stellt ein erweitertes Alignment von SurA in Gram-negativen Erregern dar.
Unterer Teil der Abb. zeigt links Salzbriicken in E.c. und P.a. und rechts Salzbrticken in A.b. zwischen NC-
Core und P2-Domane. (Grafik: Fabian Renschler)

A.b. zeigt weniger Salzbricken zwischen den Domanen P2 und NC-Core und
damit deutliche Unterschiede zu E.c. und P.a. SurA. Einerseits kdnnen wir mit
unseren Ergebnissen die Hypothese aufstellen, dass durch die
Strukturunterschiede die Konformationen von A.b. SurA sich von E.c.
abweichend verhalten und dadurch der thermische Energieeintrag nicht zu einer

Anderung des Konformationszustand verhilft, der von dieser Salzbriicke
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stabilisiert wird. Folglich erklart das Fehlen der Salzbriicke in A.b., dass keine
Holdasefunktion “aktiviert* werden konnte. Da aber sowohl fir SurAec als auch
SurAas eine Chaperonaktivitat gezeigt werden konnte und diese von Medozin
inhibiert wird (Abb. 29 und Abb. 30), ist anzunehmen, dass beide Proteine
dennoch teilweise dieselben Funktionen ausfuhren kdnnen. Diese Erkenntnis ist
wiederum konsistent mit den Beobachtungen von Birkle et al. (2022), die in vivo
Unterschiede zwischen E.c. und A.b. aufgezeigt haben [144]. Interessant ware
nun zu untersuchen, ob die jeweiligen Proteine aus A.b., P.a. und E.c. die
Funktionen ihrer jeweiligen Homologe in den entsprechenden Knockoutmutanten
komplementieren konnen. Dies wurde ermoglichen, die Bedeutung der
Salzbricken zwischen P2 und NC-Core im Periplasma von lebenden Bakterien

zu untersuchen.

Ein moglicher weiterer Forschungsansatz konnte sein, dass wir Salzbrtcken in
A.b. SurA durch Punktmutationen modifizieren, um die angenommene
Aktivierung in vitro vornehmen zu koénnen. Dies kdnnte die Salzbricken-

Hypothese weiter unterstutzen.

Carbapenem-resistente A.b. bleiben weiterhin geflirchtete Erreger im klinischen
Setting. Das Risiko fur mogliche Ausbriche in Krankenhdusern durch die
ausgepragte Umweltresistenz ist hoch. Die Folgen durch nosokomiale
Infektionen fir Patienten konnen fatale Verlaufe nehmen, wenn keine
Therapieoption mehr gegeben ist. Daher ist es sehr wichtig, neue potenzielle
Wirkstofftargets in A.b. zu evaluieren. Dafur ist ein grundlegendes Verstandnis
uber die intramolekularen Wechselwirkungen und damit die Regulation der

Funktion und Aktivitat von A.b. SurA essenziell.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Zusammenschau mit den
wahrend der Projektlaufzeit durch andere gewonnene Erkenntnisse Uber die sehr
wahrscheinliche Existenz potenzieller weiterer Pathways zur
Biomembrangenese von A.b., das Chaperon SurA in A.b. wahrscheinlich kein
geeignetes Target zur Antiinfektiva-Entwicklung ist. Somit ist es wichtig, den
Fokus bei weiterer Forschung zu A.b. auf die noch nicht erkannten Pathways der
OMPs zu legen, um damit mdgliche Targets zur Entwicklung neuer Antiinfektiva
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zu identifizieren. Allerdings haben die gewonnen Erkenntnisse in Bezug auf die
Dualitat der Chaperon- und Holdase-Aktivitaten bei SurA-Proteinen in Gram-
negativen Keimen zu einem besseren Verstandnis von SurA uber die Grenzen
von A.b. hinweg verholfen und wichtige Hinweise auf die molekularen
Mechanismen geliefert, die der Funktion und Regulation der Aktivitat von SurA

zugrunde liegen.
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5 Zusammenfassung

Das periplasmatische Protein SurA tragt mit seiner Chaperonaktivitat zur
Verhinderung von Akkumulation und dem Schutz vor Degradation von
Faltungsintermediaten von AulRenmembranproteinen (OMP) bei. Die zur
Aullenmembran begleiteten und durch den BAM-Komplex eingebrachten OMPs
sind mafgeblich fur die Virulenz, Adhasion, Antibiotika-Resistenz und
AulRenmembranpermeabilitdt Gram-negativer Bakterien verantwortlich. Der
bisherige wissenschaftliche Fokus auf SurA bezieht sich hauptsachlich auf
Escherichia coli (E.c.). Ergebnisse zu Acinetobacter baumannii (A.b.) SurA, sind

bisher rar.

Mit dieser Arbeit wurde eine grol3 skalierte Expression von A.b. SurA etabliert
und validiert, um damit die Aktivitat von A.b. SurA an einem in unserem Labor
etablierten in vitro Luciferase-Aktivitatsassay zu untersuchen. In einem weiteren
Schritt sollte die Moglichkeit Gberprift werden, ob ein bereits bei E.c. erfolgreich

angewandter Inhibitor auch bei A.b. SurA eine Wirkung zeigt.

Das erfolgreich aufgereinigte A.b. SurA zeigt in den Aktivitatsassays keine
wesentliche Funktionalitat in der Interaktion zwischen thermisch aktiviertem
SurAas und dem Substrat Luciferase. Die darauf angeschlossenen Versuche zur
Inhibition durch Medozin, die bereits erfolgreich bei E.c. SurA eingesetzt wurde,
konnte in dem Assay dadurch keine Inhibition zeigen. Unsere Testergebnisse
bestatigen aber die wichtige Chaperonfunktion von A.b. SurA zur korrekten

Faltung von Proteinen.

Mit heutigem Stand der Wissenschaft wissen wir, dass SurA von A.b. eine
wahrscheinlich untergeordnete Rolle in der Aufrechterhaltung einer
funktionierenden OM-Biogenese spielt. Die Struktur von A.b. SurA ist gegentber
SurA von E.c. mit weniger Salzbricken ausgestattet. Dadurch kann A.b. SurA
nicht thermisch in eine aktive Konformation uberfihrt und stabilisiert werden, die

zur Anwendung im Luciferase-Assay notwendig ist.

Diese Ergebnisse liefern dennoch einen wichtigen Beitrag zur Erkenntnis der

postulierten dynamischen Konformationsmodelle von SurA.
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Die postulierten dynamischen Konformationsmodelle zu E.c. SurA lassen sich
gegebenenfalls nicht einfach auf A.b. Ubertragen. Aufgrund der unterschiedlichen
Proteinsequenzen wird es vermutlich eine Vielzahl unterschiedlicher
Bindungsaffinitaten innerhalb der SurA-Domanen und damit einer
interspezifischen Vielfalt von Konformationsmdglichkeiten geben. Somit ist die
erregerspezifische Untersuchung von SurA in weiteren Forschungsansatzen

notwendig.
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8 Anhang

8.1 FASTA und Chromatogramme

Chromatogramme erstellt mit: MacVector v 18.6.1

8.1.1 Ad3.1.2.1 A.b.

Forward, Teil 1
Primer: Lacoperon_seq_fwd: AATTGTGAGCGGATAACAAT

>29785855.seqg - ID: 08GAT74- on 2017/2/17-3:48:35
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
26 Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual:
10, Minseglength: 50, nbadelimit: 1

gAGanaTACCaTGGaTGAagACAAAACATCTTAAACAGTTTTTTAAAGCAACAACCCTT
GCTGTATTAATATCTTCATCAATGCATAGTTTTGCCCAACCTACTGATGAAGTTGTGGC
AATTGTGGACAATAGCGTAATTTTAAAAAGTGACCTTGAACAAGGAATGGCTGAAGCAG
CTCACGAATTGCAAGCACAAAAAAAAGAAGTTCCACCTCAACAATACTTACAATTTCAA
GTATTAGACCAACTCATCTTACGTCAAGCACAACTTGAACAAGTTAAAAAATATGGCAT
CAAACCTGATGAGAAAAGTCTAAATGAGGCTGTACTTAAAGTTGCAAGTCAATCAGGTA
GCAAAAGCCTAGAAGCCTTTCAACAAAAATTAGATGCGATTGCACCTGGAACTTATGAA
AACTTACGTAGCCGTATTGCTGAAGATTTAGCAATTAATCGTCTGCGTCAACAGCAAGT
TATGTCTCGCATTAAAATCAGTGATCAAGATGTAGATAACTTCTTGAAGTCACCACAAG
GGCAAGCTGCTTTAGGTAATCAAGCTCATGTGATTCATATGCGAATTTCCGGAGATAAC
CCTCAAGAAGTTCAAAATGTAGCAAAAGAAGTTCGTTCACAACTTGCTCAAAGCAATGA
TTTAAACGCTCTTAAAAAGCTTTCAACTGCGACTGTAAAAGTTGAAGGTGCAGATATGG
GAtTCCGtCCTCTTTCTGANATACCGGCTGAACTTGCTGCTCGTATTACTCCACTGCaA
gnAcGGTCnAANCAACTGaCTTAATTTCtGTACGCGALGGTGTACATGNTTCTAAAACE
TTTTAgaACgTAAgcnaAaTGnaACagAAAGCATTAgtAcCAcaannT
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M AR A s A )
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340 350 360 370 380 39
AAAAGTCTAAATGAGGCTGTACTTAAAGTTGCAAGTCAATCAGGTAGCAAARAGCCT

‘A“AAAAAAAA“A‘A“AAAA‘AAAAAA‘AAAAAAAAAAAA‘AAAAAAAAAAAA

'0 400 410 420 430 440
AGAAGCCTTT TCAACAAAAATTAGATGCGATTGCACCTGGAACTTATGAAAACTTACC

AN AN A A M A A AN

450 460 470 480 490 500
5 TAGCCGTATTGCTGAAGATTTAGCAAT TAATCGTCTGCGTCAACAGCAAGTTATGT

A‘AAAAAA‘AA‘AAAAA‘AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

510 520 530 540 550
CTCGCATTAAARAATCAGTGATCAAGATGTAGATAACTT TCTTGAAGTCACCACARAGG GG

AA‘AAAAAAAAA‘AAAAA‘AAAAA‘AAAAA‘AA‘AAAAA‘AAAAAAAAAAAAAAA

560 570 580 590 600 610
CAAGCTGCTTTAGGTAATCAAGCT CATGTGATTCATATGC GAATTTCCGGAGATAA

2eNANNNANNNANANAANANAAANAANANNNNAANANAAANANNAAANNNANAANAANNA NN AN,

620 630 640 650 660 670
CCCTCAAGAAGT TCAAAATGTAGCAAAAGAAGT T TC GT TCACAACTTGCT CAAAGCA AR
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680 690 700 710 720
TGATTTAAACGCTCTTAAAAAGCTTT TCAACTGCGACTGTAAAAGTTGAAGGTGCAG

N AN S N N e VN e VW VVA UV a VA S S N UV, W

730 740 750 760 770 780
ATAT GGGAT TCC GTCCTCTTTCTGAT ATACCGGCTGAACT TGCTGCTCGTATTACT C

790 800 810 820 830 840
CCACT GCAAGGACG G TCAAAACA ACTG ACT TAATTTCTGTACGCGATGGT GTACATGTTT

880 890 900
CTAAAACTTTTTA GAAC GTAA G C AAAATGGAACA GAAA GCAT TAGTACCACAATATCAA

910 920 930 940
A CACGCCATATTTCT T AT TC AA CC TT CGA AG TGGG AAG CCTGG AARAAATG CGAA AC

960
ATAT
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Forward, Teil 2

Primer: Seq_surA-Ab_fwd2:
CTCAAAGCAATGATTTAAACGCTCTTAAAAAGCTTTCAAC

>32139513.seq - ID: 08GD68- on 2017/5/29-13:24:36
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
14 Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual:
10, Minseglength: 50, nbadelimit: 1

tGTAAAGTTGAAGGTGCAGATATGGgaTt CCGTCCTCTTTCTGATATACCGGCTGAACT
TGCTGCTCGTATTACTCCACTGCAAGACGGTCAAACAACTGACTTAATTTCTGTACGCG
ATGGTGTACATGTTCTAAAACTTTTAGAACGTAAGCAAAATGAACAGAAAGCATTAGTA
CCACAATATCAAACACGCCATATTCTTATTCAACCTTCCGAAGTGGTAAGCCCTGAAAA
TGCGAAACAAATTATTGATAGCATTTACAAGCGATTAAAAGCGGGTGAAGATTTCGCTA
CTCTTGCTGCAACTTATTCAAACGATACAGGTTCAGCACGTGATGGCGGCAGTCTAGGT
TGGGTTACGCCAGGTATGATGGTTCCTGAGTTTGATAAAAAAATGCAGGAAATTCCTGT
AGGTGAAATTAGTGAACCTTTCCAAACTCAATTCGGCTGGCATATCTTACAAGTGACAG
ACAAACGCGAAAAAGATATGACACATGAATATCAAGAGCGTATGGCACGTCAAATTTTA
GGTGAGCGTCAATTTAACACTGAAATTGATAGCTGGTTACGTGAAGTCCGTGCARATGC
TTATGTAGAAATTAAAGATCCAAGCCTCGACAAAAAGAACTTACAAAAAAGCGCTCACC
ACCACCACCACCACTGAAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCtgCCACCGCTGAGCA
AtAACTAGCATAACCCCTTgG
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Chromatogramm

10 20 30 40 50
N N N T T T N N G CN NCTGTAAAGTTGAAGGTGCAGATAT G GGATTCCGTOCCTCTTTH!

60 70 80 90 100
CTGATATACCG G CTGAACTTG CTGCTCGTATTACTCCAC TG CAAG ACGGTCARARAC!?

110 120 130 140 150 160
A“ACTGACTTAATTTCTGTACGCGATGGTGTACATG T TCTAAAACTTTTAGAACGT

170 180 190 200 210

2
AAGCAAAATGAACAGAAAGCAT TAGTACCACAATATCAAACACGCCATATTCTTAT

|

20 230 240 250 260 270
TCAACCTTCCGAAGTGGTAAGCCCTGAAAATGCGAAACAAAT TATTGATAGCATTT

280 290 300 310 320 330
ACAAGCGATTAAARAAGCGGGTGAAGATTTCGCTACTCTTGCTGCAACTTATTCAAATCC
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GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
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VYV VULV VY VWV

I AN AN AI ANV AN ANXA e oA XA AL AA AN Yo AKX AN AN AN N

730 740 750 760 770
AGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAG CTGAG TTGGCTG CTG CCACTCGEG

780 790 800 810 820

830
5T TT TT TG

e
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8.1.2 Ad3.1.2.2P.a.
FASTA pET28a SurA-PA14#13

forward

>28773578.seq - ID: 86FAQ4- on 2016/12/30-10:37:58
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
25 Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual:
10, Minseglength: 50, nbadelimit: 1

GgaGanaTACcaTGGaTGAagatcaaGCTaTGTAaCCGGCTGCgCCCCCTTgCATEGGE
CGCagcAcTCcTTTgctCCTTCGCGCATGCcgAaGTGGTACCACTggaCCGGGLCGTCG
CCATCgtCGACAACGATGTGATCATGCAGAGCCAGCTCGACCAGCGCCTGCGTGAAGTG
CACCAGACGCTGCTCAAGCGCGGTGCGCCGCTGCCGCCCGAGCACGTGCTGACCCAGCA
GGTGCTGGAACGCCTGATCATCGAGAACATCCAGCAGCAGATCGGCGACCGCTCCGGCA
TCCGCATCTCCGACGAGGAGCTGAACCAGGCGATGGGCACCATCGCCCAGCGCAALCGGC
ATGAGCCTGGAGCAGTTCCAGGCCGCCCTCACCCGCGACGGCCTGTCCTACGCCGACGC
CCGCGAGCAGGTCCGTCGCGAAATGGTGATCAGCCGTGTGCGCCAGCGCCGGGTCGCCG
AGCGCATCCAGGTCAGCGAGCAGgAGGTAAAGAATTTCCTCGCCTCGGACATGGGCAAG
ATCCAGCTTTCCGAAGAGTACCGCCTGGCCAATATCCTGATCCCGGTGCCGGAAGCCGC
GTCCTCGGACGTGATCCAGGCCGCCGCAAGGCAGGCCCAGGAGCTTTACCAGCAGCTCA
AGCAGGGCGCCGACTTCGGCCAACTGGCGATTTCCCGCTCGGCCGGCGACAACGCCCTG
GAAGGCGGCGAGATCGGCTGGCGCAAGGCCGCCCAGTTGCCGCAGCCGTTCGACAGCAT
GATCGGCTCCCTGGCCGTCGGCGACGTCACCGAGCCTGTCCGCACCCCCGGCGGCTTCA
TCATCCTCAAGCTGGAAGAGAAGCGCGGCGGCAGCAAGATGGTCCGTGACGAAGTGCAT
GTCCGCCATATCCTGCTCAAGCCCAGCGAAATCCGCAGCGAAGCggagACCGanAaGCT
ggcgCAgAaagcTGTACgAgCGCATCCAGtncnGgg
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Chromatogramm

10 20 30 40 50
N NNN N N NNNNNT G TTT A CTTTA GA G GAGATATACC CAT G G AT GAA GAT CAA GC

60 70 80 90 100
:TAT GTAACCG GCTGCGCCCCCTTG CATTG GGCGCAGCACTCCTTTG CTCCT

110 120 130 140 150
TceGCcCGCATGCCG AAGTGGTACCAC TG G ACCG GG TCGTCGCCATCG TCG AC

NN oo A NAAANDAANAINNANNANNAAANAAANANSNAA AN

160 170 180 190 200
AACG ATG TGATCATGCAGAGCCAGCTCGACCAGCG O CCTGCG TG AAGTGCAC

NANANNNAANN\NANAN --AAAA-AAAAAAMAA-A JaVA\ AAAA YAYA AAAAAAAA

210 220 230 240 250
CAGACGCTGCTCAAGCGCGGTGCGCCGCTGCCGCCCGAGCACG TGCTGACTCTCE2

AALANANNANAAAANAAAANNAN NANAANNANANNAMNAANAN NVAANAANANN

260 270 280 290 300 310
.6 CAGGTGCTGGAACGCCTGATCATCGAGAACATCCAGCAGCAGATCG GCG ACC

AAAMNA AN N AAANAANAAALNAAAANANAAAAAAN AN N

320 330 340 350
GCTCCGGCATCCGCATCTCCGACGAGGAGCTGAACCAGG CGATGGGCACCATCG (

AN DA VNN NAAANAAAAA NN

370 380 390 400 410 420
CCAGCGCAACGGCATGAGCCTGGAGCAGTTCCAGGCCGCCCTCACCCGCGACGG G C

AN AN NN

440 450 460 470
CTGTCCTACGCCGACGCCCGCGAGCAGGTCCGTCGCGAAATGGTGAT CAGCCG TGT

480 490 500 510 520 530
GCGCCAGCGCCGGG6TCGCCGAGCGCATCCAGGTCAGCGAGCAGG AGGTAAAGAATTT

WWWWM/\AMM/VMMNW\NWV\M\MMW\A
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540 550 560 570 580 590
CCTCGCCTCGGACATGGGCAAGATCCAGCTT T TCCGAAGAGTACCGCCTGG CCAATAT

600 610 620 630 640
CCTGATCCCGGTGCCGGAAGCCGCGTCCTCGGACGTGATCCAGGCCGCCGCAAGGCA

A NN A

650 660 670 680 690 700
GGCCCAGGAGCTTTACCAGCAGCTCAAGCAGGGCGCCGACTTCGGCCAACTGGCG A"

A A s M I WA P/

710 720 730 740 750 760
rTrccceCcCrCcC66CCGG6CGACAACGCCCTGGAAGGCGGCG AGATCGGCTGGCGCAAGC

Wiy s e A A s A A M

J 770 780 790 800 810
5CCGCCCAGTTGCCGCAGCCGTTCGACAGCATGATCGGCTCCCTGG CCGTCGGCGA

e i A M AN AN AR

820 830 840 850 860 870
cGTCACCGAGCCTGTCCGCACCCCCGGCGGCTTCATCATCCTCAAGCTGGAAGAG

880 890 900 910 920
AAGCGCGGCGGCAGCAAGATGGTCCGTGACGAAGTGCATGTCCGCCATATCCT

930 940 950 960 970
GCTCAAGCCCAGCGAAAT CCGCAGCGAAGCGG AGACCGAG AAGCTGG CG CAGE2

980 990 1000 1010 1020

W\ AAGCTGTACGA GCGCATCCAGTTCC GGGGA AAAC T TCGGCGA ANTGGG NAARA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
AAN TTTCTCCGAAGAATCCGGGG TTCCG CCCC TCAACGG CCGGNNAACCT GG AAC!
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1090 1100 1110 1120 1130 1140
IGG AATCGAACCCGG AAAGCCCC TGGGTGGC CCGAA TTTCC GCCCA GGGT GAATG AAA

1150 1160 1170 1180 1190 12
CGAATACCCCCG CAAG GGG CGAAG CT GNITNCC ARAGCC CGTTTCCGCTTCGCAA GTTT

00 1210 1220 1230 1240 1250
C GGGGC T G G CA CATT CCTGG NNNGGGT CC TCN GG G CC GG T CC NNGG CCACCCGAAC

A&&MMM&@@&

1260 1270 1280 1290 1300 1310
N GNCANN G NNAAAN NNTTTCC CGNNGAAA CCAA CCAAGGGGCGGN AAANNNGT T AN

= T D

1320 1330 1340 1350 1360 1370
NT GGGN NNA AACCNC CNAAATT TACNN ANCA A PA GG A NAANTTG NNNAN NNC NTN NG N

1380 1390 1400 1410 1420 143
NNNN GG C GGGN N NGN T NNN NN NNCGN N NN NNANNGGGT CCN NNCTNG GGGNTAA AA NN1I

e

0 1440 1450 1460 1470 1480 .
NVTA N NN N NNN NN N NN N NNN G TCC CA CACCCN TGTCCG CTC CC ATCC N CNNN NWG NAA N

1490 1500 1510 1520 1530 1540
NTN T TN NTNG AGTG G NN NN N NN CTN NNC AG T T N NGNN TNNT TT AAN N NT C CC T CG C

1550 1560
> CC G AC C GC TGT G 2 G AN NA
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reverse

>28773563.seq - ID: 86FAQLl- on 2016/12/30-10:37:57
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
22 Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual:
10, Minseqglength: 50, nbadelimit: 1

GCGGtGGcaGCAGCCANCTCaGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTG
GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAG
CGCTCTGCTTGATTTCCACGTAGGCCTCGTCGCGGATCTGCCGCAGCCAGGCTTGCAGT
TCCTCGTCGTACTTGCGGTTGCGCAGTACGCTTACCGCCTGCTGCTCGCGGAACTTCTC
GCTGCTGTCGGTGGCGCGACGGCCGAGGACCTGCAGGATGTGCCAGCCGAACTGCGAGC
GGAACGGCTTGGACAGCTCGCCCTGCGGGGTATCGTTCATCACCTGGCGGAACTCGGGC
ACCAGGGCTTCCGGGTCGATCCAGTTCAGGTCGCCGCCGTTGAGGGCGGAACCCGGATC
TTCGGAGAAGCTCTTCGCCAGTTCGCCGAAGTCTTCCCCGGACTGGATGCGCTCGTACA
GCTTCTGCGCCAGCTTCTCGGTCTCCGCTTCGCTGCGGATTTCGCTGGGCTTGAGCAGG
ATATGGCGGACATGCACTTCGTCACGGACCATCTTGCTGCCGCCGCGCTTCTCTTCCAG
CTTGAGGATGATGAAGCCGCCGGGGGTGCGGACAGGCTCGGTGACGTCGCCGACGGLCCA
GGgAGCCGATCATGCTGTCGAACGGCTGCGGCAACTGGGCGGCCTTGCGCCAGCCGATC
TCGCCGCCTTCCAGGGCGTTGTCGCCGGCCGagCGGGAAATCGCCAGTTGGCCGAAGTC
GGCGCCCTGCTTGAGCTGCTGGTAAAGCTCCTGGgCCTGCCTTGCGGCGGCCTGGATCA
CGTCCGAGGACGCGGCTTCCGGCACCGGGATCaGgATATTGGCCAGGCGGTACTCTTCG
GAAAGCTGGATCTTGCCCATGTCCGAGGCGaggAAATTCTTTACCTCCTGCTCGCTGAC
CTGGATGCGCTCGGCGaCccGgCGCTGGeGCAcacgggCTgATCACcaTTtCGCGACGG
ACCTGCTCgcgggcGTCGgCGTAAGannaGgccg
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Chromatogramm

10 20 30 40 50
GN NN N N N N N NN N TNN T GCTCAGCG GTG GCAGCAGCCAACT CAGCTTCCTTTCGGG C

60 70 80 90 100 110
:TTTG TTAGCAGCCGG ATCTCAG TG G TG GTGGTGGTG GTGCTCGAGTGCGGCCGCA

\NVX\AN%MWMV\/&\ANV\/J\A/J\/VJ\/\A/\A/J\ANW\/\/\AN\/WV\AA

120 130 140 150 160
AGCTTTCAG TG GTGGTGGTGGTGGTGAGCGC TCTGCTTGATTTCCACG TAGGCCT

2o AAAMA WA AN AN A AN

170 180 190 200 210 220
CG TCGCGGATCTGCCGCAGCCAGGCTTGCAG TTCCTCGTCGTACTTGCGGTTGCG

LA AN VYAANNANNAANANAAANANNAANANNANNAAAANANNANNAANNA

230 240 250 260 270
CAGTACGCTTACCGCCTGCTGCTCGCGGAACTTCTCGCTGCTGTCGGTGGCGT CG At

AN NN AN VAN

280 290 300 310 320 330
ZCGGCCGAGGACCTGCAGGATGTGCCAG CCGAACTGCGAGCGGAACGGCTTGGACAG

VAN A MNAAAANNNAAAAAAANANANANNAANANNANANAN

340 350 360 370 380
CTCGCCCTGCGGGGTATCGTT TCATCACCTGGCGGAACTCGGGCACCAGGG O CTTCCG

AN AN NN WA AN AN

390 400 410 420 430 440
GGTCGATCCAGTTCAGGTCGCCGCCGTTGAGGGCGGAACCCGGAT CTTCGGAGAAGC

PP As A WA AN WA AN WA Wy

450 460 470 480 490 500
T CTTCGCCAGTTCGCCGAAGTCTTCCCCGGACTGGATGCGCTCGTACAGC CTTCTGCC

510 520 530 540 550
5 CCAGCTTCTCGGTCTCCGCTTCGCTGCGGATTTCGCTGGGCTTGAGCAGGATATG GG

560 570 580 590 600 610
CGGACATGCACTTCGTCACGGACCATCTTGCTGCCGCCGCGCTTCTCTTCCAGC CTTG
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10 20 30 40 50
GN NN N N N N N NN N TNN T GCTCAGCG GTG GCAGCAGCCAACT CAGCTTCCTTTCGGGC

60 70 80 90 100 110

120 130 140 150 160
AGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGCGC TCTGCTTGATTTCCACG TAGGCCT

e nAAAAAA NANAAANAANAANAAAN AN AN AN

170 180 190 200 210 220
CG TCGCGGATCTGCCGCAGCCAGGCTTGCAG TTCCTCGTCGTACTTGCGGTTGCG

A AN YIANNNANAANANAAANNNAANNAANA NANAANNANANANAN A

230 240 250 260 270
CAGTACGCTTACCGCCTGCTGCTCGCGGAACTTCTCGCTGCTGTCGGTGGCGTCG At

PAAAAANNNNNNAANANNNANNAAANNAANANNNNANANNA AN

280 290 300 310 320 330
CG6GGCCGAGGACCTGCAGGATGTGCCAGCCGAACTGCGAGCGGAACGGCTTGGACAG

340 350 360 370 380
CTCGCCCTGCGGGGTATCGT TCATCACCTGGCGGAACTCGGGCACCAGGG CT TCCG

AN WA A

390 400 410 420 430 440
GGTCGATCCAGTTCAGGTCGCCGCCGTTGAGGGCGGAACCCGGATCTTCGGAGARMAGC

Mot A Wi WA A W Wy

450 460 470 480 490 500
T CTTCGCCAGTTCGCCGAAGTCTTCCCCGGACTGGATGCGCTCGTACAGCTTCTGCC

510 520 530 540 550
5 CCAGCTTCTCGGTCTCCGCTTCGCTGCGGATTTCGCTGGGCTTGAGCAGGATATGG

560 570 580 590 600 610
CGGACATGCACTTCGTCACGGACCATCTT TGCTGCCGCCGCGCTTCTCTTCCAGC CTTG
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8.1.3 Ad 3.1.2.3 K.p.
FASTA forward

>86FAT74fwd 29288720.seq - on 2017/1/27-11:50:30
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
47 Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual:
10, Minseglength: 50, nbadelimit: 1

aactGGaaancGcTGCTTctCGGtatCgecentGaTcgecgaataCcaGTTTcgCTGCCCC
CCAGGTGGTCGataaagtancGGCCGTCgtcAATAATGGCGTCGTGCTGGAAAGCGACG
TCGATGGTTTGATGCAATCGGTTAAGCTCAATGCTGGTCAGGCTGGCCAACAGCTGCCG
gATGACGCGACCCTGCGCCATCAGATCCTCGAAAGACTGATCATGGACCAGATCGTGTT
ACAGATGGGGCAGAAGATGGGCGTGAAGGTCTCTGACGACCAGCTCGATCAGGCCATCG
CCAACATCGCTAAACAAAACAACATGACCATGGATCAGATGCGCAGCCGTCTGGCCTAT
GAAGGCATCAACTACAACACCTACCGTAACCAGATCCGTAAAGAGATGCTGATTTCGGA
AGTGCGTAACAATGAGGTGCGTCGTCGCATCACCGTGCTGCCGCAGGAAGTGGAAGCGC
TGGCCAAACAGATCGGCGACCAGAACGACGCCAGCACCGAGCTCAACCTGAGCCACATC
CTGATCCCGCTGCCGGAGAACCCGACCTCCGATCAAGTCGCCGCGGCCCAGGAGCAAGC
GAATGCTATCGTTGAGCAAGCGCGCAACGGCGCCAACTTCGGTAAACTGGCGATCACCT
ACTCCGCCGACCAGCAGGCGCTGAAGGGCGGCCAGATGGGCTGGGGTCGTATCCAGGAG
CTGCCGGGCATTTTCGCCCAGGCGTTAAGCACCGCGAAGAAAGGGGATATCGTCGGTCC
GATCCGTTCCGGCGTCGGCTTCCACATTCTTAAAGTGAACGATCTGCGCGGCGGGACCC
AGAACATCTCCGTCACTGAAGTGCATGCCCGTCATATTCTGCTGAAGCCATCGCCAATC
ATGAACGATGCGCAGGCTCAGGCGAAGCTGGAGCAANTTGCCGCCGACATTAAgancgg
gAAAaCCACCTTCGCTAAAGCGGCGAAAGCGTATTCTGAagaTCCGGGCTCGGCGAACC
AGggCGGTGaTTtAGGCTGGgCCcACGCCGGatnTCTTCGaCCcGgegTtCcgecgangcg
cTGangcntCTGAACAAAGGgCAgaCcaGCGGaceGGtgceac
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Chromatogramm

10 20 30
N N NNNN N N NN NN GNN

40 50

NN CTTT AGG A G GAGATATAC CA TG G AT G AAG AACT (

60 70 80 90 100
G AAARAACGC TG CTTCTCGGTATCGCCATG ATCGCGAATACCA GTTTCGCTGCTCCCC

110 120 130 140 150 160
CAGG TGGTCGATAAAGTAGC GGCCGTCGTCAATAATG GCGTCGTGCTGGAAAGTC CG

170 180 190 200 210

220 230 240 250 260 270
5 CT6GCCGGATGACGCGACCCTGCGCCATCAGAT CCTCGAAAGACTGATCATGGACC

3

310 320
AGATCGTGTTACAGATGGGGCAGAAGATG GGCGTGAAGGTCTCTGACGACCAGT CTC

280 290 300

330 340 350 360 370 380
GATCAGGCCATCGCCAACATCGCTAARACAAAACAACATGACCATGG ATCAGATGTCG

M\ W)

390 400 410 420 430 440
CAGCCGTCTGGCCTATGAAGGCATCAACTACAACACCTACCGTAACCAGAT CCGTAI

Nan

450 460 470 480 490
“AGAGATGCTGATTTCGGAAGTGCGTAACAATGAGGTGCGTCGTCGCATCACCGTGC

A

500 510 520 530 540 550
:TGCCGCAGGAAGTGGAAGCGCTGGCCAAACAGAT CGGCGACCAGAACGACGCCAG C

/ A

560 570 580 590 600 6.
ACCGAGCTCAACCTGAGCCACATCCTGATCCCGCTGCCGGAGAACCCGACCTCCG A

A A | “
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10 620 630 640 650 660
TCAAGTCGCCGCGGCCCAGGAGCAAGCGAATGCTATCGTTGAGCAAGCGC CGC CAACG

A A AN

670 680 690 700 710 720
5 CGCCAACTTCGGTAARAACTGGCGATCACCTACTCCGCCGACCAGCAGGCGCTGAAGG

730 740 750 760 770

780 790 800 810 820 830
TTAAGCACCGCGAAGAAAGGGGATATCGTCGGTCCGATCCGTTCCGGCGTCGGCTT

TR W) e

840 850 860 870 880 890

CCACATTCTTAAAGTGAACGATCTGCGCGGCGGGACCCAGAACATCT CCGTCACTG .

900 910 920 930 940
AMAGTGCATGCCCGTCATATT CTGCTGAAGCCATCGCCAATCATG AACGATGCGC CAG

950 960 970 980 990 1000
GCTCAGGCGAAGCTGGAGCAAATTGCCGCCGACATTAAGAG CGG GAAAACCACCTT

1010 1020 1030 1040 1050
CGCTAAAGCGGCGAAAGCGTATTCTGAAGATCCGGGCTCGGCGAARACCAGGG CGGTG

1060 1070 1080 1090 1100 1110
ATTTAGGCTGGGCCACGCCGGATATCTTCGACCCGGCGT TTCCGCGATGCGC CTGATG

1120 1130 1140 1150 1160 1170
CGTCTGAACAAAGGGCAGACCAGCGGACCGGTGCACT CCTCCTTCGGCTGG CACCT

1180 1190 1200 1210 1220
GATCGAACTGCTGGATAGCCGTCAGGTC CCACAAARANCCGACGCCCCGCAAARARAGATCG
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1230 1240 1250 1260 1270 1280
GGCTTACCGAATGCTGATGAACCGCARAA TTTCC TG AAAAAGN GGC AACCTGG ANNCC C

1290 1300 1310 1320 1330 1340

1350 1360 1370 1380 1390
AAA GTT GG GGGCG NNC CN NN CCCCNNCCNACCCACGT GGA AT CGGN GN TAAAAARA

1400 1410 1420 1430 1440 1450
T CC CAAAN NNNCTT AA TT GGG C TGCCCCCC CG GG AAAAA AAAN ANA NN CCCT G G

1460 1470 1480
G GCCCAAAGAGTTTCT A GAGTTT TTTTTAAAC

P S S N AW A Y N ST
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FASTA reverse

>86FA73rev - 29288789.seq - on 2017/1/27-11:50:31
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.:
27 Internal Params: Windowsize: 20, Goodgqual: 19, Badqual:
10, Minseglength: 50, nbadelimit: 1

GGtGGCcAGCAGCCcANCTCaGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGT
GGTGGTGGTGGTGCTCgagTGCGGCCGCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTG
CTCAGAATTTTAACATACGCACTGGCGCGCTGTTCCTGCATCCAGGTTGCCGCTTCTTC
AGAGAATTTGCGGTTCATCAGCATACGGTAAGCACGATCTTTCTGCGCGGCGTCGGTTC
TGTCGACCTGACGGCTATCCAGCAGTTCGATCAGGTGCCAGCCGAAGGAGGAGTGCACC
GGTCCGCTGGTCTGCCCTTTGTTCAGACGCATCAGCGCATCGCGGAACGCCGGGTCGAA
GATATCCGGCGTGGCCCAGCCTAAATCACCGCCCTGGTTCGCCGAGCCCGGATCTTCAG
AaTACGCTTTcgCcGCTTTAGCGAAGGTGGTTTTCCCGCTCTTAATGTCGGCGGCAATT
TGCTCCAGCTTCGCCTGAGCCTGCGCATCGTTCATGATTGGCGATGGCTTCAGCAGAAT
ATGACGGGCATGCACTTCAGTGACGGAGATGTTCTGGGTCCCGCCGCGCAGATCGTTCA
CTTTAAGAATGTGGAAGCCGACGCCGGAACGGATCGGACCGACGATATCCCCTTTCTTC
GCGGTGCTTAACGCCTggnCGAAAATGCCCGGCAGCTCCTGgaTACGACCCCAGCCCAT
CTGGCCGCCCTTCAGCGCCTGCTGGTCGGCGgaGTAGGTGATCGCCAGTTTACCGAAGT
TGGCGCCGTTGCGCGCTTGCTCAACGATAGCATTCGCTTGCTCCTGGGCCGCGGCGACT
TGATCGGAGGTCGGGTTCTCCGGCAGCGGGATCAGGATGTGGCTCAGGTTGAGCTCGGT
GCTGGCGTcGTTCTGGTCGCCGATCTgTttGgCcAgcGCTTCCACTTCCTGCGGCAGCA
CGGtGATGcgaCGACGCACCTCATTGTTACncACTTCCGAAatcaGCATCTCTTTACGG
ATctg

124



Chromatogram

10 20 30 40 50
A NNN NN NNNNN CA GG CTNNN NC TC NCG GTG GCAGCAGCCAACT CA GCTTCCTTTCGGEC

60 70 80 90 100 110
3 CTTTG TTAGCAGCCGGATCTCAG TG GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGC

R L

120 130 140 150 160

AAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTGCTCAGAATTTTAACATACGCACTGC

170 180 190 200 210 220
5CGCG6CTGTTCCTGCATCCAGG TTGCCGCTTCTTCAGAGAATTTGCGGTTCATCAG

230 240 250 260 270 280
CATACGGTAAGCACGATCTTTCTGCGCGGCGTCGGTTCTGTCGACCTGACGGT CTAT

290 300 310 320 330
CCAGCAGTTCGATCAGGTGCCAGCCGAARAGGAGGAGTGCACCGGTCCGCTGGTCT G

340 350 360 370 380 390
CCCTTTGTTCAGACGCATCAGCGCATCGCGGAACGCCGGGTCGAAGATAT CCGGCG T

400 410 420 430 440 ¢
GGCCCAGCCTAAATCACCGCCCTGGTTCGCCGAGCCCGGATCTTCAGAATACGCTTT

150 460 470 480 490 500

510 520 530 540 550 560
SCTTCGCCTGAGCCTGCGCATCGTTCATGATTGGCGATGGCT TCAGCAGAATATG AC
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570 580
!6G6G6GCATGCACTTCAGTGACGGAGATGTTCTGGGTCCCGCCGCGCAGATCGTTC CACT

otV Wt

620 630 640 650 660 670
'"TTAAGAATGTGGAAGCCGACGCCGGAACGGATCGGACCGACGATAT CCCCTTTCT?®

oLl ) )

680 690 700 710 720 73
rcccGGTGCTTAACGCCTGGGCGAAARTGCCCGGCAGCTCCTGGATACG ACCCCAG

740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840
ACCGAAGTTGGCGCCGTTGCGCGCTTGCTCAACGATAGC CATTCGCTTG CTCCTG G

850 860 870 880 890
GCCGCGGCGACTTGATCGGAGGTCGGGTTCTCCGGCAGCGGGATCAGGATGT GG

900 910 920 930 940
CTCAGGTTGAGCTCGGTGCTGGCGTCG  TTCTGGTCGCCGATCTGTTT GG CCAGC

950 960 970 980 990 1000
GCTTCCACTTCCTGCGGCAGCACGGTGATGCGACGACG CACCTCATTG GTTATCGC

1010 1020 1030 1040
!ACTTCCGAAATCAGCATCTCTTTACGGATCT GG TT AC GGTAGG T
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