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sbkürzungen 

s. bidese bideseillierees Wasser 

sceeyl-Cos sceeyl-Coenzym s 

sx21  engl. activator of XA21-mediated immunitv 

cDNs  engl. complementarv deoxvribonucleic acid; komplemeneäre Desoxyribonukleinsäure 

DNs  engl. deoxvribonucleic acid; Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxynukleosideriphosphae 

GVO  geneechnisch verändereer Organismus 

I-SceI-ES I-SceI-Erkennungssequenz 

LB  engl. lvsogenv broth 

ME  Marker 

ME  Mosaik-Enden 

mRNs  engl. messenger ribonucleic acid; Messenger-Ribonukleinsäure 

OD  opeische Dichee 

OE-PCR  engl. overlap extension polvmerase chain reaction; Überhang-Exeensions-PCR 

ONPG  o-Nierophenyl-β-D-galaceopyranosid 

oriT  engl. origin of transfer; Transferursprung 

PBS  engl. phosphate buffered saline; Phosphae-gepufferee Salzlösung 

PCR  engl. polvmerase chain reaction; Polymerase-Keeeenreakeion 

RNs  engl. ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 

RT-qPCR engl. quantitative reverse transcription polvmerase chain reaction; quaneieaeive 

Reverse-Transkripease-Polymerase-Keeeenreakeion 

UpM  Umdrehungen pro Minuee 

SDS  engl. sodium dodecvl sulfate; Naeriumdodecylsulfae 

SOB  engl. super optimal broth 

TBE-Puffer Tris-Borae-EDTs-Puffer 

TE-Puffer Tris-EDTs-Puffer 

Tris  Tris(hydroxylmeehyl)-aminomeehan 

X-Gal  5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaceopyranosid 

  



 

 

4 

 

sbbildungsverzeichnis 

sbbildung 1: Vergleich der primären sminosäuresequenzen der Proeeine PXO_3968, Smle0387 und 

Smle0184 mie Kennzeichnung der ideneischen Sequenzen ..................................................................... 8 

sbbildung 2: Graphische Darseellung der von subere DF ee al. (2014) beschriebenen Meehode zur 

geneeischen Manipulaeion von Gram-negaeiven Bakeerien .................................................................. 10 

sbbildung 3: Karee des Plasmids pUDK049 ........................................................................................... 11 

sbbildung 4: Karee des Plasmids pUDK051 ........................................................................................... 11 

sbbildung 5: Schemaeische Darseellung eines eriparenealen Maeings .................................................. 12 

sbbildung 6: Geneeische Organisaeion der Δsmlt0387/pUDK049 Coineegraee .................................... 13 

sbbildung 7: Geneeische Organisaeion der Δsmlt0184/pUDK051 Coineegraee .................................... 13 

sbbildung 8: Karee des Plasmids pDsI-SceI-SacB .................................................................................. 14 

sbbildung 9: Blau-Weiß-Screening zur Ideneifizierung der S. maltophilia K279a Δsmlt0387/pUDK049 

Coineegraee auf X-Gal LB sgar mie 60 µg/ml Chloramphenicol und 5 µg/ml Norfloxacin .................... 25 

sbbildung 10: susseriche der Klone 3 bis 10 des Maeings 2.1 auf X-Gal LB sgar mie 50 µg/ml Teeracyclin 

und LB sgar mie 60 µg/ml Chloramphenicol ......................................................................................... 26 

sbbildung 11: 0,8 %iges sgarosegel mie smplifikaeen der Koneroll-PCR-snsäeze der Chloramphenicol-

sensieiven und blau gefärbeen Klone des Maeings 2.1 .......................................................................... 27 

sbbildung 12: susseriche der auf Saccharose-sgar gewachsenen Einzelkolonien des Klons 7 aus dem 

Maeing 2.1 auf LB sgar und LB sgar mie 50 µg/ml Teeracyclin ............................................................. 27 

sbbildung 13: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller 

Unies) im Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ ......................................... 30 

sbbildung 14: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller 

Unies) im Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ ......................................... 30 

sbbildung 15: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller 

Unies) im Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 ....................... 31 

sbbildung 16: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller 

Unies) im Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 ....................... 31 

sbbildung 17: Geneeische Organisaeion der Psmlt0387::lacZ Fusion im Genom von S. maltophilia K279a 

mie sngabe der Primer-Bindungsseellen ............................................................................................... 32 

  



 

 

5 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Übersiche der verwendeeen Chemikalien und Reagenzien sowie deren Herseeller ............. 16 

Tabelle 2: Übersiche der verwendeeen Plasmide .................................................................................. 17 

Tabelle 3: Übersiche der verwendeeen Primer und deren Sequenzen .................................................. 17 

Tabelle 4: Übersiche über die verwendeeen Geräee sowie deren Herseeller ........................................ 18 

Tabelle 5: Übersiche über die mieeels des erseen eriparenealen Maeings hergeseelleen Bakeerienseämme

 ............................................................................................................................................................... 19 

Tabelle 6: Übersiche über die für das ersee Maeing verwendeeen Helfer-, Donor- und 

Rezipieneenseämme mie sngabe des Kuleivierungsmediums ................................................................ 19 

Tabelle 7: Übersiche über die mieeels des zweieen eriparenealen Maeings hergeseelleen 

Bakeerienseämme .................................................................................................................................. 20 

Tabelle 8: Übersiche über die für das zweiee Maeing verwendeeen Helfer-, Donor- und 

Rezipieneenseämme mie sngabe des Kuleivierungsmediums ................................................................ 21 

Tabelle 9: Temperaeurprogramme der PCRs ......................................................................................... 22 

Tabelle 10: sngabe der spezifischen Wachseumsraee µ und der Verdopplungszeie ed der vier 

Reporeerseämme ................................................................................................................................... 29 

  



 

 

6 

 

1. Zusammenfassung 

Stenotrophomonas maltophilia ise ein Erreger nosokomialer Infekeionen. Das Bakeerium ise resiseene 

gegen ein breiees Spekerum von sneibioeika und enefaleee seine Virulenz uneer anderem über die 

Bildung von Biofilm sowohl auf bioeischen als auch abioeischen Oberflächen und die susschüeeung von 

verschiedenen Enzymen. In den vergangenen Jahren wurden die homologen Gene smlt0387 und 

smlt0184 als poeenzielle Beseandeeile des Quorum Sensing, einem ineerbakeeriellen 

Kommunikaeionssyseem, beschrieben, mie denen S. maltophilia in sbhängigkeie von der Zelldichee die 

Expression seiner Virulenzfakeoren reguliere. 

In dieser srbeie wurde die Expression dieser beiden Gene miehilfe von geneechnisch hergeseelleen 

Reporeerseämmen uneersuche. Hierfür wurden Fusionsprodukee des Promoeors von smlt0387 bzw.  

smlt0184 mie dem für die β-Galaceosidase kodierenden Reporeergen lacZ in das Genom 

enesprechender Rezipieneenseämme ineegriere. Durch das Messen der opeischen Dichee der 

Bakeeriensuspensionen und der zeiegleichen Durchführung von β-Galaceosidase-skeivieäesassays im 

Verlaufe der Kuleivierung der erzeugeen Seämme konnee ein Zusammenhang zwischen der 

Wachseumsphase der Bakeerien und der Expression des lacZ Gens hergeseelle werden. Die Promoeoren 

Psmlt0387 bzw. Psmlt0184 wurden so reguliere, dass die Expression von lacZ erse ab dem Übergang in das 

seaeionäre Wachseum seark anseieg und somie auf Genexpressionen in sbhängigkeie von der Zelldichee 

hingewiesen hae. Diese Ergebnisse sollen die Basis für die Ideneifizierung und Charakeerisierung von 

Regulaeoren der Expression der Gene smlt0387 und smlt0184 darseellen.  
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2. Einleieung 

2.1. Einführung in das Thema 

Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia) ise ein Gram-negaeives, aerobes, bewegliches 

Bakeerium, das als Erreger nosokomialer Infekeionen gile (Senol E, 2004). Ursprünglich wurde das 

Bakeerium der Gaeeung Pseudomonas, späeer der Gaeeung Xanthomonas zugeordnee (Swings J et al., 

1983), bevor 1993 die neue Gaeeung Stenotrophomonas eingeführe wurde (Palleroni NJ & Bradbury JF, 

1993). 

Das Bakeerium ise geographisch weie verbreieee. Sogar in der snearkeis konneen Seämme von 

S. maltophilia nachgewiesen werden (Vazquez SC et al., 1995). sls ubiquieäres Bakeerium ise es in 

wässriger Umgebung wie Flüssen, Brunnen, sbwässern, aber auch im Erdboden zu finden (Deneon M 

& Kerr KG, 1998). Diese Habieaee, besonders die Rhizosphäre im Erdboden, sind sehr nährseoffreich, 

sodass eine Vielzahl konkurrierender Mikroorganismen über die susschüeeung aneibioeischer 

Subseanzen versuche, diese Lebensräume zu besiedeln. Über horizonealen Generansfer mie Gram-

posieiven Bakeerien wie Staphvlococcus aureus konnee S. maltophilia hier Resiseenzen gegen ein 

breiees Spekerum von sneibioeika erlangen (Berg G et al., 2005; slonso s et al., 2000).  

Durch diese Muleiresiseenz gelinge es ofemals niche, S. maltophilia in Krankenhäusern miehilfe der 

gängigen sneibioeika vollseändig abzueöeen, wodurch es zu Krankenhausinfekeionen komme. Das 

opporeuniseische Bakeerium wurde in und auf diversen Geräeen und Oberflächen wie Dialysegeräeen, 

Bluedruckmessgeräeen und den Händen des Krankenhauspersonals gefunden (Deneon M & Kerr KG, 

1998). Über die Behandlung der Paeieneen gelange es in den Körper und kann zu einem breieen 

Spekerum an Syndromen wie z.B. Bakeeriämie, Endokardieis und seemwegsinfekeionen führen. Die 

höchsee Leealieäe wurde bei seark geschwächeen und immunsupprimiereen Paeieneen nachgewiesen 

(Berg G et al., 2005). 

Um Möglichkeieen zu finden, S. maltophilia zuverlässig abzueöeen, werden seie einiger Zeie die 

Virulenzfakeoren des Mikroorganismus genauer erforsche. Hierzu gehören uneer anderem die Fähigkeie 

des Bakeeriums zur Bildung von Biofilmen, exerazelluläre Enzyme, Flagellen und das sogenannee 

Quorum Sensing (sdegoke ss et al., 2017).  

Bei dem Quorum Sensing handele es sich um ein ineerbakeerielles Kommunikaeionssyseem. Die 

Bakeerien schüeeen spezifische Signalmoleküle aus und können über die Konzeneraeion dieser Moleküle 

auf die Dichee ihrer Populaeion schließen. sb dem Erreichen einer beseimmeen Schwellenkonzeneraeion 
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werden z.B. die Expression von Virulenzgenen hochreguliere, sneibioeikaresiseenzen ausgebildee und 

die Biofilmbildung eingeleieee (Tay SB & Yew WS, 2013; Waeers CM & Bassler BL, 2005).  

PXO_03968, auch bekanne als sx21 für Activator of XA21-mediated immunitv, ise ein von Xanthomonas 

orvzae pv. orvzae (Xoo) syneheeisierees Proeein (Lee SW et al., 2009). Es wurde fesegeseelle, dass das 

194 sminosäuren lange Proeein als skeivaeor des pattern recognition receptors (PRR) Xs21 der 

Wildreis-Spezies Orvza longistaminata zu einer naeürlichen Immunieäe gegen den von Xoo ausgelöseen 

Bakeerienbrand verhilfe (Park CJ et al., 2010). In S. maltophilia konneen die Gene smlt0184 und 

smlt0387 als Orehologe des ax21 Gens nachgewiesen werden. Wie in sbbildung 1 ersichelich ise, 

beseehe eine hohe Homologie zwischen den primären sminosäuresequenzen von PXO_03968 (sx21) 

aus Xoo und den beiden S. maltophilia Proeeinen Smle0387 und Smle0184. Smle0387 weise eine 

60 %ige, Smle0184 eine 56 %ige Sequenzideneieäe mie PXO_03968 auf. Zwischen den beiden sx21 

Orehologen ergibe sich eine Ideneieäe von 63 % (Devos S et al., 2015). Daraus ließe sich schließen, dass 

smlt0387 und smlt0184 in S. maltophilia vergleichbare Funkeionen wie ax21 in Xoo erfüllen könneen. 

Han SW et al. (2011) und McCarehy Y et al. (2011) beschrieben sx21 und seine Orehologe als ein 

Beseandeeil des Quorum Sensing. Dabei zeigee eine Mueanee des Seammes S. maltophilia K279a, bei 

der das Gen smlt0387 deleeiere wurde, uneer anderem eine verminderee Biofilmbildung auf 

Glasoberflächen und eine seärkere oder abgeschwächee Expression uneerschiedlicher Gene (McCarehy 

Y et al., 2011). Beide Publikaeionen wurden allerdings wieder zurückgezogen, da Han SW et al. (2013) 

bei späeeren srbeieen feseseelleen, dass der verwendeee Seamm Xoo PXO99Δax21 (deleeierees ax21 

Gen) in der Seammsammlung mie einem anderen Bakeerienseamm verunreinige war und McCarehy Y et 

al. (2017) einen sbbildungsfehler in ihrer Publikaeion und eine damie verbundene Missineerpreeaeion 

bemerkeen. Einige der Ergebnisse konneen allerdings von Qian G et al. (2013) in Xanthomonas orvzae 

pv. orvzicola (Xoc) reproduziere werden. 

sbbildung 1: Vergleich der primären sminosäuresequenzen der Proeeine PXO_3968, Smle0387 und Smle0184 mie 

Kennzeichnung der ideneischen Sequenzen (gelb uneerlege) (Devos S et al., 2015) 
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Solleen die sx21 Orehologe eaesächlich als Signalmoleküle bei der Zell-Zell-Kommunikaeion fungieren, 

würde dies eveneuell eine Möglichkeie bieeen, die Virulenz von S. maltophilia durch die Uneerdrückung 

der Biofilmbildung und die abgeschwächee Expression von Virulenzgenen herabzusenken. Dies könnee 

zum Beispiel durch eine Uneerdrückung der Expression der Gene smlt0387 und smlt0184 gelingen, 

sodass die sufklärung der Regulaeion der Expression der ax21 Orehologe von hohem Ineeresse ise. 

Mieeels quaneieaeiver Reverse-Transkripease-Polymerase-Keeeenreakeion (engl. quantitative reverse 

transcription polvmerase chain reaction; RT-qPCR) wurde die Expressionsraee der Gene smlt0387 und 

smlt0184 in S. maltophilia K279a in Relaeion zu der des Housekeepinggens rpoA ermieeele. Bei der 

RT-qPCR wird im erseen Schriee die Umschreibung von Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid; RNs) 

in komplemeneäre Desoxyribonukleinsäure (engl. complementarv deoxvribonucleic acid; cDNs) vom 

Enzym Reverse Transkripease kaealysiere. snschließend folgen die Vervielfäleigung der cDNs mieeels 

Polymerase und die Quaneifizierung der smplifikaee (Mackey IM, 2007). Dabei kann die quaneieaeive 

Beseimmung der cDNs-Konzeneraeion relaeiv zu einem ineernen Seandard z.B. einem Housekeeping-

Gen erfolgen. Bei diesen handele es sich um Gene, die für Proeeine oder RNs kodieren, die für 

grundlegende meeabolische Zellvorgänge nöeig sind und somie zumindese eheoreeisch in allen Zellen 

ähnlich seark exprimiere werden solleen (Lorkowski S & Cullen PM, 2006).  

Miehilfe der RT-qPCR zeigee sich, dass die normieree Konzeneraeion der Messenger-RNs (engl. 

messenger ribonucleic acid; mRNs) der beiden ax21 Orehologe über den Verlauf der exponeneiellen 

Wachseumsphase nur geringfügig zunahm und erse in der seaeionären Phase auf das Doppelee bis 

schefache anseieg. Des Weieeren war zu erkennen, dass die gemessene mRNs-Konzeneraeion des Gens 

smlt0387 weieaus höher lag als die des Gens smlt0184. Während die Expression des Gens smlt0387 das 

110- bis 1150-fache der Expression des Housekeeping-Gens rpoA beerug, ergaben sich für smlt0184 

Fakeoren zwischen 2 und 40 (Mamae U et al., unveröffenelichee Ergebnisse). 

Ziel der vorliegenden Bachelorarbeie war es, die Expression der ax21 Orehologe smlt0184 und smlt0387 

in S. maltophilia K279a zu uneersuchen. Da kein Maß zur Beseimmung der Expression der beiden 

eigenelichen Gene verfügbar war, solleen sogenannee Reporeerseämme hergeseelle werden, bei denen 

sich das Reporeergen lacZ, welches für die Synehese der β-Galaceosidase in Escherichia coli (E. coli) 

kodiere, untur dur Kontrollu dur Promoeoren der Gene smlt0184 und smlt0387 befindee. 
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2.2. Grundlagen der Reporeer-Seamm-Erzeugung 

Für die Herseellung der Reporeer-Seämme muss das Reporeergen lacZ geziele in das Genom ineegriere 

werden und das Gen smlt0387 bzw. smlt0184 erseezen. subere DF et al. beschrieben 2014 eine 

Meehode für eine vergleichbare geneeische Manipulaeion in Burkholderia cenocepacia (sbb. 2). 

Demnach soll in einem erseen sogenanneen Maeing ein Plasmid, auf dem das einzubringende Gen 

(insert) lokalisiere ise, mieeels Konjugaeion von einem Donor in den Rezipieneen übereragen werden. 

Dieses Plasmid muss beseimmee zum Rezipieneengenom homologe Sequenzen aufweisen, sodass es 

nach dem Plasmideransfer zu einem Enzym-vermieeeleen Doppelserangauseausch, der homologen 

Rekombinaeion, zwischen den homologen sbschnieeen des Plasmids und der genomischen 

Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxvribonucleic acid; DNs) kommen kann (Casali N, Preseon s, 2003). 

In den erzeugeen Coineegraeen soll das gesamee Plasmid ineegriere sein.  

In einem anschließenden zweieen Maeing soll das Plasmid pDsI-SceI-SacB in diese Coineegraee 

eransferiere werden, sodass ein Genproduke dieses Plasmids, die Endonuklease I-SceI, im Rezipieneen 

eine Deleeion induziere. Es sollen hierdurch alle zuvor durch homologe Rekombinaeion ineegriereen 

Plasmid-Sequenzen mie susnahme des geplaneen Gens deleeiere werden, sodass leezeendlich im 

erzeugeen Seamm (geneechnisch verändereer Organismus; GVO) lediglich dieses Gen an der geplaneen 

Seelle lokalisiere ise. Diese Meehode der geneeischen Manipulaeion soll auf eine Vielzahl von Gram-

negaeiven Bakeerien anwendbar sein, sodass sie auch für die Erzeugung der in dieser srbeie benöeigeen 

Seämme von S. maltophilia K279a geeignee sein sollee, welche im Folgenden beschrieben wird.  

 

  

sbbildung 2: Graphische Darseellung der von subere DF ee al. (2014) beschriebenen Meehode zur geneeischen 

Manipulaeion von Gram-negaeiven Bakeerien (I-SceI-ES  I-SceI-Erkennungssequenz) 
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Im erseen Maeing muss das Plasmid pUDK049 bzw. pUDK051 (sbb. 3 und 4) über Konjugaeion in jeweils 

eine Einfach- und Doppelmueanee eransferiere werden. Die Verwendung der Doppelmueanee 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184 ermögliche die Erzeugung von Seämmen, bei denen eins 

der ax21 Orehologe deleeiere und das jeweils andere durch das Reporeergen lacZ erseeze ise. Sie können 

im Vergleich mie den aus den Einfachmueaneen erzeugbaren Seämmen, bei denen an der Seelle des 

deleeiereen Gens das Reporeergen eingefüge wird, sufschluss darüber geben, ob sich smlt0387 und 

smlt0184 gegenseieig beeinflussen. 

Für den horizonealen Generansfer muss der Donor neben beseimmeen Mobilisierungsgenen (mob) und 

einem Transferursprung (engl. origin of transfer; oriT) auf dem zu übereragenden Plasmid sogenannee 

Transfergene (tra) besiezen. Während die mob Gene zum Beispiel für eine Relaxase, die das Plasmid 

am Transferursprung schneidee, kodieren, sind die tra Gene uneer anderem für die susbildung der 

Sexpili veraneworelich (Smieh MCM & Sockeee E, 1999). 

Wie den Plasmidkareen von pUDK049 und pUDK051 zu enenehmen ise, weisen die Plasmide zwar mob 

Gene und einen oriT auf, allerdings keine tra Gene. Es handele sich bei ihnen lediglich um 

mobilisierbare Plasmide, sodass für die Konjugaeion ein tra kodierendes konjugaeives Helferplasmid 

benöeige wird. Das Helferplasmid pRK2013 muss zunächse selbse über Konjugaeion vom Helferseamm 

sbbildung 4: Karee des Plasmids pUDK051 

Mobilisierungsgene (mob), 

Transferursprung (oriT), 

Replikaeionsursprung (R6Kγ ori), 

β-Galaceosidase-Gen (lacZ), 

Dihydrofolaeredukease-Gen (dhfRII) 

(kodiere für Trimeehoprim-Resiseenz), 

Chloramphenicol-sceeyleransferase (cat), 

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia 

(smlt0183´, smlt0185´) 

sbbildung 3: Karee des Plasmids pUDK049 

Mobilisierungsgene (mob), 

Transferursprung (oriT), 

Replikaeionsursprung (R6Kγ ori), 

β-Galaceosidase-Gen (lacZ), 

Dihydrofolaeredukease-Gen (dhfRII) 

(kodiere für Trimeehoprim-Resiseenz), 

Chloramphenicol-sceeyleransferase (cat), 

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia 

(smlt0386´, smlt0387´, smlt0389´) 
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in den Donor übereragen werden, der dadurch befähige wird, pUDK049 bzw. pUDK051 in den 

Rezipieneen zu eransferieren. sls Donor und Helfer eignen sich z. B. Seämme von E. coli, die die 

jeweiligen Plasmide besiezen. Da an diesem Generansfer drei Bakeerienseämme beeeilige sind, spriche 

man von einem eriparenealen Maeing (sbb. 5). 

Nach dem Generansfer in den Rezipieneen kann die gesamee Plasmidsequenz in das Genom ineegriere 

werden (sbb. 6 und 7). Der Ineegraeionsore wird dabei über die Sequenzen auf den Plasmiden 

beseimme, die homolog zu den flankierenden DNs-Sequenzen des Ineegraeionsores sind. Das Plasmid 

pUDK049 wird an die Seelle des deleeiereen Gens smlt0387 ineegriere, pUDK051 an die Seelle des 

deleeiereen Gens smlt0184.  

Die Plasmide pUDK049 und pUDK051 sind sogenannee Suizid-Plasmide. Für die Replikaeion eines 

Plasmids mie dem Replikaeionsursprung oriR6Kγ wird das π-Proeein benöeige, welches vom pir-Gen 

kodiere wird (Casali N & Preseon s, 2003). Dieses Gen befindee sich weder auf den Plasmiden noch im 

Genom von S. maltophilia. Somie sind die Plasmide in den verwendeeen Seämmen niche 

replikaeionsfähig und werden im Zuge der Zelleeilung lediglich an eine der Tocheerzellen 

weieergegeben. Zellen, bei denen das Gen in das Rezipieneengenom ineegriere wurde, können das lacZ, 

die Chloramphenicol- und Trimeehoprimresiseenz hingegen an alle Tocheerzellen weieergegeben, 

sodass miehilfe dieser Marker die Coineegraee ideneifiziere werden können.  

sbbildung 5: Schemaeische Darseellung eines 

eriparenealen Maeings 

Im erseen Schriee wird ein konjugaeives Plasmid

(blau) vom Helfer auf den Donor eransferiere, 

miehilfe dessen der Donor im zweieen Schriee 

das mobilisierbare Plasmid (roe) in den 

Rezipieneen eransferieren kann. 
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Das ineegrieree lacZ seamme aus E. coli und kodiere für eine β-Galaceosidase. Dieses Enzym seeze 

Galaceoside wie Laceose, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaceopyranosid (X-Gal) und o-Nierophenyl-β-

D-galaceopyranosid (ONPG) um. X-Gal wird von der β-Galaceosidase in Galaceose und den blauen 

Farbseoff 5,5'-Dibromo-4,4'-dichloro-indigo gespaleen (Clark DP et al., 2018). Hierdurch können die 

Coineegraee in snwesenheie von X-Gal als blau gefärbee Kolonien ideneifiziere werden.  

Das Gen cat kodiere für eine Chloramphenicol-sceeyleransferase, welche zwei sceeylgruppen vom 

sceeyl-Coenzym s (sceeyl-Cos) auf Chloramphenicol eransferiere. Im Gegensaez zum Chloramphenicol 

kann das eneseandene Derivae niche an die bakeeriellen Ribosomen binden, sodass die Translaeion niche 

gehemme wird (Clark DP et al., 2018). Hierdurch sind die Coineegraee resiseene gegenüber 

Chloramphenicol.  

Klone, bei denen durch homologe Rekombinaeion das gesamee Plasmid eingefüge wurde, können 

folglich auf lvsogenv broth (LB) sgar mie Chloramphenicol und X-Gal ideneifiziere werden. Zur 

Gegenselekeion der E. coli sollee dem LB sgar zudem noch das sneibioeikum Norfloxacin beigefüge 

werden (Papich MG, 2010), sodass folgende Coineegraee selekeiere werden: 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387/pUDK049 Coineegrae 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK049 Coineegrae 

S. maltophilia K279a Δsmlt0184/pUDK051 Coineegrae 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK051 Coineegrae 

sbbildung 7: Geneeische Organisaeion der Δsmlt0184/pUDK051 Coineegraee 

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia (smlt0183´, smlt0184´, smlt0185´) 

Dihydrofolaeredukease-Gen (dhfRII) (kodiere für Trimeehoprim-Resiseenz) 

Chloramphenicol-sceeyleransferase (cat) Mobilisierungsgene (mob) 

Transferursprung (oriT) Replikaeionsursprung (R6Kγ ori) 

β-Galaceosidase-Gen (lacZ) Gene von S. maltophilia (smlt0183, smlt0185) 

sbbildung 6: Geneeische Organisaeion der Δsmlt0387/pUDK049 Coineegraee 

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia (smlt0386´, smlt0387´, smlt0389´) 

Dihydrofolaeredukease-Gen (dhfRII) (kodiere für Trimeehoprim-Resiseenz) 

Chloramphenicol-sceeyleransferase (cat) Mobilisierungsgene (mob) 

Transferursprung (oriT) Replikaeionsursprung (R6Kγ ori) 

β-Galaceosidase-Gen (lacZ) Gene von S. maltophilia (smlt0386, smlt0389) 
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Miehilfe des zweieen eriparenealen Maeings soll das Plasmid pDsI-SceI-SacB (sbb. 8) in die hergeseelleen 

Coineegraeseämme eingebrache werden. such dieses Plasmid besieze wie pUDK049 und pUDK051 

lediglich Mobilisierungsgene. sus diesem Grund wird neben dem Donor und dem Rezipieneen erneue 

ein Helfer mie dem konjugaeiven Plasmid pRK2013 benöeige. 

Das Plasmid pDsI-SceI-SacB verfüge über die Gene tetR und tetA, welche ihrer Wireszelle zu einer 

reguliereen Teeracyclinresiseenz verhelfen. Bei dem Proeein Tees handele es sich um einen Teeracyclin-

Magnesium/H+-sneiporeer in der Cyeoplasmamembran. Durch ihn wird das Teeracyclin aus der Zelle 

befördere, sodass die Translaeion niche durch das Binden des sneibioeikums an die Ribosomen 

gehemme wird. TeeR seelle einen Repressor dar, der die Transkripeion des tetA Gens erse bei 

Vorhandensein von Teeracyclin vermehre ablaufen lässe. Durch die Bindung des sneibioeikums an das 

TeeR-Homodimer löse sich der Komplex von der DNs, sodass tetA eranskribiere werden kann (Nelson 

M et al., 2012). Miehilfe der Teeracyclinresiseenz können diejenigen Zellen selekeiere werden, in die das 

pDsI-SceI-SacB Plasmid eransferiere wurde. 

Das Plasmid befähige die Seämme durch das Gen I-SceI dazu, die gleichnamige Endonuklease zu 

syneheeisieren. Dieses Enzym erkenne eine 18 bp lange Sequenz und generiere einen 

Doppelserangbruch in der DNs (Canehomen T et al., 2016). Die I-SceI-Erkennungssequenz liege auf den 

Plasmiden pUDK049 und pUDK051 (sbb. 3 und 4) und wird daher bei der homologen Rekombinaeion 

ebenfalls in das Genom ineegriere (sbb. 6 und 7). Hierbei wird die genomische DNs durcherenne, 

wodurch es zur Indukeion einer weieeren homologen Rekombinaeion komme.  

sus den Coineegraeen können durch die homologe Rekombinaeion zwei uneerschiedliche Seämme 

eneseehen. Sofern es zu einem Crossing-Over der ineegriereen Teilsequenz smlt0389´ bzw. smlt0185´ 

mie dem wireseigenen Gen smlt0389 bzw. smlt0185 komme, eneseehe die ursprünglich verwendeee 

Einfach- bzw. Doppelmueanee. Da somie auch die Gene für die β-Galaceosidase und die 

sbbildung 8: Karee des Plasmids pDsI-SceI-SacB 

Mobilisierungsgene mie Transferursprung (mob), 

I-SceI-Endonuklease-Gen (I-SceI), 

Levansucrase-Gen (sacB), 

Teeracyclin-Magnesium/H+-sneiporeer-Gen (tetA), 

Gen für den Repressor des tetA (tetR), 

Replikaeionsursprung (ori) 
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Chloramphenicol-sceeyleransferase aus dem Genom eneferne werden, sind diese Klone 

Chloramphenicol-sensieiv und zeigen in snwesenheie von X-Gal keine Blaufärbung. 

Die für die weieeren srbeieen benöeigeen Seämme eneseehen, sofern ein Crossing-Over zwischen der 

ineegriereen Teilsequenz smlt0386´ bzw. smlt0183´ und dem wireseigenen Gen smlt0386 bzw. 

smlt0183 seaeefindee, sodass bis auf das lacZ keine weieeren Gene des ineegriereen Plasmids pUDK049 

oder pUDK051 im Genom verbleiben. Diese Klone sind dadurch ebenfalls Chloramphenicol-sensieiv, 

erscheinen jedoch auf X-Gal LB sgar mie einer blauen Färbung. 

Zur Herseellung markerloser Seämme muss im leezeen Schriee auf Tocheerzellen selekeiere werden, die 

während der Zelleeilung kein Plasmid erhaleen haben. Diese Selekeion ise durch das sacB Gen auf dem 

Plasmid möglich, welches für die Levansucrase kodiere. Dieses Enzym hydrolysiere im erseen Schriee 

Saccharose zu Glucose und Fruceose und polymerisiere im zweieen Schriee die Fruceose zu Levan, 

welches leeal für Gram-negaeive Bakeerien ise. sus diesem Grund zähle sacB zu den sogenanneen 

Suizidgenen (Howe C, 2007; subere DF, 2014). Lediglich diejenigen Klone, bei denen es zu einem 

Verluse des pDsI-SceI-SacB komme, syneheeisieren kein eoxisches Levan und können somie auf 5 %igen 

Saccharose-sgarplaeeen Kolonien bilden. Durch das sussereichen der auf Saccharose-sgar 

gewachsenen Einzelkolonien auf LB sgar und LB sgar mie Teeracyclin kann der Verluse des 

pDsI-SceI-SacB Plasmids beseäeige werden.  

Somie lassen sich mie der von subere DF et al. (2014) beschriebenen Meehode folgende Seämme 

herseellen: 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ 

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 
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3. Maeerial 

3.1. Chemikalien und Reagenzien 

Die für die vorliegende srbeie verwendeeen Chemikalien und Reagenzien sowie deren Herseeller sind 

in der Tabelle 1 aufgeführe. 

Tabelle 1: Übersiche der verwendeeen Chemikalien und Reagenzien sowie deren Herseeller 

Chemikalien und Reagenzien Herseeller 

BaceoTM sgar BD Biosciences, Franklin Lakes, USs 

sgarose, universal (peqGOLD) VWR, Radnor, USs 

β-Mercapeoeehanol MP Biomedicals, Sanea sna, USs 

Borsäure Carl Roeh, Karlsruhe, Deueschland 

Bromphenolblau Serva, Heidelberg, Deueschland 

Dinaeriumhydrogenphosphae-Dihydrae (Na2HPO4 · 2H20) Merck, Darmseade, Deueschland 

Desoxynukleosideriphosphae (dNTP) Mix (10 mM each) Thermo Fisher Scieneific, Waleham, USs 

DreamTaq DNs Polymerase Thermo Fisher Scieneific, Waleham, USs 

10x DreamTaq Puffer Thermo Fisher Scieneific, Waleham, USs 

Chloramphenicol Carl Roeh, Karlsruhe, Deueschland 

Chloroform Merck, Darmseade, Deueschland 

Dimeehylformamid Merck, Darmseade, Deueschland 

Gene Ruler 1 kb Plus DNs Ladder Fisher Scieneific, Hampeon, USs 

Eehylendiamineeeraessigsäure-Dinaeriumsalz-Dihydrae (EDTs-Na2 · 2H20) Sigma-sldrich, Se. Louis, USs 

Eehidiumbromid-Lösung (10 mg/ml in H20) Sigma-sldrich, Se. Louis, USs 

Glycerol (Calbiochem) Merck, Darmseade, Deueschland 

Hefe-Exerake Fisher Scieneific, Hampeon, USs 

Kaliumchlorid (KCl) slfa sesar, Haverhill, USs 

Kanamycinsulfae Carl Roeh, Karlsruhe, Deueschland 

Magnesiumchlorid-Hexahydrae (MgCl2 · 6H20) Merck, Darmseade, Deueschland 

Magnesiumsulfae-Hepeahydrae (MgSO4 · 7H20) Merck, Darmseade, Deueschland 

Naeriumcarbonae (Na2CO3) Sigma-sldrich, Se. Louis, USs 

Naeriumchlorid (NaCl) Carl Roeh, Karlsruhe, Deueschland  

Naeriumdihydrogenphosphae-Monohydrae (NaH2PO4 · H20) Carl Roeh, Karlsruhe, Deueschland 

Norfloxacin Sigma-sldrich, Se. Louis, USs 

o-Nierophenyl-β-D-galaceopyranosid (ONPG) Sigma-sldrich, Se. Louis, USs 

Phosphae-gepuffereer Salzlösung (PBS) PsN Bioeech, sidenbach, Deueschland 

Naeriumdodecylsulfae (SDS) Bio-Rad Laboraeories, Hercules, USs 

Saccharose MP Biomedicals, Sanea sna, USs 

Teeracyclin Hydrochlorid (Calbiochem) Merck, Darmseade, Deueschland 

Tris(hydroxylmeehyl)-aminomeehan (Tris) Merck, Darmseade, Deueschland 

BaceoTM Trypeon BD Biosciences, Franklin Lakes, USs 

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaceopyranosid) sppliChem, Darmseade, Deueschland 
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3.2. Plasmide 

Die in dieser srbeie verwendeeen Plasmide sind in Tabelle 2 aufgeliseee. 

Tabelle 2: Übersiche der verwendeeen Plasmide 

 

3.3. Primer 

Die für die Polymerase-Keeeenreakeionen (engl. polvmerase chain reaction; PCR) verwendeeen Primer 

sind in Tabelle 3 aufgeführe. Sie wurden mie dem DNs/Proeein-snalyseprogramm Geneious 

(Biomaeeers, suckland, Neuseeland) eneworfen und von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, 

Deueschland) syneheeisiere. 

Tabelle 3: Übersiche der verwendeeen Primer und deren Sequenzen 

 

3.4. Geräee 

In Tabelle 4 sind die für die jeweilige Versuchsdurchführung krieischen Geräee aufgeliseee. Geräee, 

deren Modell und Herseeller auseauschbar sind, wie z.B. Voreexer und Magneerührer, werden niche 

gesondere aufgeführe. Dies gile ebenso für Verbrauchsmaeerialien wie z.B. Drigalskispaeel und 

Impfösen. 

 

 

Plasmid Größe [bp] Eigenschafeen Referenz 

pDsI-SceI-SacB 9635 Mobilisierungsgene, I-SceI-Endonuklease-Gen, 

Teeracyclinresiseenz-Gen, Levansucrase-Gen 

Hamad Ms et al., 

2010 

pRK2013 4800 Transfergene Figurski DH & 

Helinski DR, 1979 

pUDK049 9897 Mobilisierungsgene, β-Galaceosidase-Gen, Psmlt0387::lacZ, 

Chloramphenicol sceeyleransferase Gen, I-SceI-Erkennungsseelle 

Mamae U 

(unveröffeneliche) 

pUDK051 9901 Mobilisierungsgene, β-Galaceosidase-Gen, Psmlt0184::lacZ, 

Chloramphenicol sceeyleransferase Gen, I-SceI-Erkennungsseelle 

Mamae U 

(unveröffeneliche) 

Primer Sequenz 

ECO-lacZ-Seq3 5‘- CGCTCCsCssGGTsssCsGTTGs -3‘ 

ECO-lacZ-Seq5 5‘- GCsCCsTCGTCTGCTCsTCC -3‘ 

Smle0184-Cerl3 5‘- sGCsGGGTCTGsTsGsGCsGG -3‘ 

Smle0184-Cerl4 5‘- GssCTGCGsCTGGCTGsssCG -3‘ 

Smle0387cerl1 5‘- CTCCTGTTGCssTCGTCGssGG -3‘ 

Smle0387cerl2 5‘- CGTTGCsTTCCTGCsGGsCsG -3‘ 
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Tabelle 4: Übersiche über die verwendeeen Geräee sowie deren Herseeller 

Geräe Geräeename Herseeller 

sueoklav VX-150 Syseec, Linden, Deueschland 

Orbiealschüeeler Innova 4230 Refrigeraeed Incubaeor Shaker New Brunswick Scieneific, Edison, USs 

Zenerifugen Mikro 220R Heeeich, Kirchlengern, Deueschland 

 svanei®J-26 XP Beckman Couleer, Brea, USs 

Thermocycler T100TM Thermal Cycler Bio-Rad, Hercules, USs 

 Genesmp® PCR Syseem 9700 spplied Biosyseems, Foseer Ciey, USs 

Phoeomeeer UV-1800 Shimadzu, Kyōeo, Japan 

 

4. Meehoden 

4.1. Kuleivierung und Konservierung von Bakeerien 

Die snzuche der Bakeerienseämme erfolgee in zuvor aueoklaviereem LB Flüssigmedium oder auf LB 

sgarplaeeen über Nache. Durch die Zugabe von sneibioeika wurde gegebenenfalls ein Selekeionsdruck 

ausgeübe. Bei der Kuleivierung in LB Flüssigmedium wurde miehilfe des Orbiealschüeelers bei 220 oder 

250 Umdrehungen pro Minuee (UpM) für den nöeigen Lufeeinerag in das Medium gesorge. Genauere 

sngaben sind der Meehodenbeschreibung des eriparenealen Maeings zu enenehmen. Die Rezepeuren 

für die Grundmedien waren wie folge: 

 

Die Bakeerienseämme wurden als Glycerolkuleuren bei -80 °C konserviere. Hierfür wurden die in 5 ml 

LB Medium über Nache bei 220 UpM und 37 °C auf dem Orbiealschüeeler angezücheeeen 

Bakeerienkuleuren für 10 Minueen bei 4 °C und 5.524 x g abzenerifugiere. Nach dem Verwerfen des 

Überseands wurde das Zellsedimene in 1 ml LB Flüssigmedium mie 20 % Glycerol resuspendiere und 

bei -80 °C gelagere. 

LB sgar 

1 % Baceo Trypeon (w/v) 

0,5 % Hefeexerake (w/v) 

1,5 % Baceo sgar (w/v) 

0,17 M NaCl 

in bideseilliereem Wasser (s. bidese) 

LB Medium 

1 % Baceo Trypeon (w/v) 

0,5 % Hefeexerake (w/v) 

0,17 M NaCl 

in s. bidese 
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4.2. Tripareneales Maeing 

4.2.1. Ersees eripareneales Maeing 

Miehilfe des erseen eriparenealen Maeings wurden die in Tabelle 5 aufgeliseeeen Coineegrae-Seämme 

erzeuge. 

Tabelle 5: Übersiche über die mieeels des erseen eriparenealen Maeings hergeseelleen 

Bakeerienseämme 

Maeing-Nr. Herseellung von 

1.1 S. maltophilia K279a Δsmlt0387/pUDK049 Coineegrae 

1.2 S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK049 Coineegrae 

1.3 S. maltophilia K279a Δsmlt0184/pUDK051 Coineegrae 

1.4 S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK051 Coineegrae 

 

Die in Tabelle 6 geliseeeen Donor-, Helfer- und Rezipieneenseämme wurden zunächse in je 5 ml LB 

Medium mie den nöeigen sneibioeika über Nache bei 37 °C und 220 UpM auf dem Orbiealschüeeler 

angezücheee und im Volumenverhälenis 3:3:1 (Helfer:Donor:Rezipiene) gemische. 

Tabelle 6: Übersiche über die für das ersee Maeing verwendeeen Helfer-, Donor- und Rezipieneenseämme mie 

sngabe des Kuleivierungsmediums 

Es wurden 1 ml des Donor-, 1 ml des Helfer- und 330 µl des Rezipieneenseamms in je ein 

Mikroreakeionsgefäß überführe und bei 4 °C und 12.840 x g abzenerifugiere. Nachdem die drei Seämme 

in 1 ml LB Medium resuspendiere und vereinige worden waren, wurde erneue bei 4 °C und 12.840 x g 

zenerifugiere. snschließend wurde das Sedimene in 100 µl super optimal broth (SOB) Medium 

resuspendiere und die Zellsuspension auf eine SOB sgarplaeee pipeeeiere. Diese wurde bei 37 °C über 

Nache inkubiere. 

Nr. Helfer Donor Rezipiene 

1.1 

E. coli DH5α/pRK2013 

LB Medium  

+ 30 µg/ml Kanamycin 

E. coli SY327/pUDK049 

LB Medium 

+ 30 µg/ml Chloramphenicol 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 

LB Medium 

1.2 
S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184 

LB Medium 

1.3 E. coli SY327/pUDK051 

LB Medium  

+ 30 µg/ml Chloramphenicol 

S. maltophilia K279a Δsmlt0184 

LB Medium 

1.4 
S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184 

LB Medium 
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sm nächseen Tag wurde die Biomasse von der sgarplaeee abgekraeze und in 1 ml Phosphae-gepuffereer 

Salzlösung (engl. phosphate buffered saline; PBS) resuspendiere, sodass eine serielle Verdünnungsreihe 

der Zellsuspension bis 10-4 in 1 ml PBS angeseeze werden konnee. Des Weieeren wurden X-Gal LB 

sgarplaeeen hergeseelle, indem jeweils 50 µl einer 98 mM X-Gal-Lösung (gelöse in Dimeehylformamid) 

auf LB sgarplaeeen mie den nöeigen sneibioeika, in diesem Falle 60 µg/ml Chloramphenicol und 5 µg/ml 

Norfloxacin, ausgespaeele wurden. suf diesen wurden anschließend jeweils 100 µl der unverdünneen 

Zellsuspension bzw. der Verdünnungen mie einem Drigalskispaeel ausplaeeiere. Die Plaeeen wurden bei 

37 °C für zwei Tage inkubiere.  

Blau gefärbee Einzelkolonien wurden mie einer Impföse zur Konerolle nochmals auf einer LB sgarplaeee 

mie 60 µg/ml Chloramphenicol und einer X-Gal LB sgarplaeee ausgeserichen und bei 37 °C inkubiere. 

Die auf diese Weise erzeugeen Seämme dieneen als Rezipieneen für das zweiee eripareneale Maeing. 

4.2.2. Zweiees eripareneales Maeing  

Miehilfe des zweieen eriparenealen Maeings wurden die für die späeeren srbeieen benöeigeen 

Reporeerseämme erzeuge (Tab. 7). 

Tabelle 7: Übersiche über die mieeels des zweieen eriparenealen Maeings hergeseelleen 

Bakeerienseämme 

Bei dem zweieen eriparenealen Maeing wurde anaolg zum erseen Maeing vorgegangen. Die in Tabelle 8 

aufgeliseeeen Donor-, Helfer- und Rezipieneenseämme wurden jeweils in 5 ml LB Medium mie den 

nöeigen sneibioeika über Nache bei 37 °C und 220 UpM auf dem Orbiealschüeeler angezücheee. Das 

Verhälenis Helfer:Donor:Rezipiene sollee ebenfalls 3:3:1 beeragen.  

SOB sgar 

1 % Baceo Trypeon (w/v) 

0,25 % Hefeexerake (w/v) 

1,5 % Baceo sgar (w/v) 

5 mM NaCl 

1,25 mM KCl 

5 mM MgCl2 · 6H20 

5 mM MgSO4 · 7H20 

in s. bidese 

SOB Medium 

1 % Baceo Trypeon (w/v) 

0,25 % Hefeexerake (w/v) 

5 mM NaCl 

1,25 mM KCl 

5 mM MgCl2 · 6H20 

5 mM MgSO4 · 7H20 

in s. bidese 

Maeing-Nr. Herseellung von 

2.1 S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ 

2.2 S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 

2.3 S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ 

2.4 S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 
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Tabelle 8: Übersiche über die für das zweiee Maeing verwendeeen Helfer-, Donor- und Rezipieneenseämme mie 

sngabe des Kuleivierungsmediums 

Es wurden 1 ml des Donor-, 1 ml des Helfer- und 330 µl des Rezipieneenseamms in je ein 

Mikroreakeionsgefäß überführe und bei 4 °C und 12.840 x g abzenerifugiere. Nachdem die drei Seämme 

in 1 ml LB Medium resuspendiere und vereinige worden waren, wurde erneue bei 4 °C und 12.840 x g 

zenerifugiere. snschließend wurde das Sedimene in 100 µl SOB Medium resuspendiere und die 

Zellsuspension auf eine SOB sgarplaeee pipeeeiere. Diese wurde bei 30 °C über Nache inkubiere. 

sm nächseen Tag wurde die Biomasse von der sgarplaeee abgekraeze und in 1 ml PBS resuspendiere. 

Die gesamee Zellsuspension wurde in Volumina von 150 µl oder 100 µl je Plaeee mie einem 

Drigalskispaeel auf LB sgarplaeeen mie 50 µg/ml Teeracyclin und 5 µg/ml Norfloxacin ausplaeeiere. Die 

Plaeeen wurden bei 30 °C für zwei Tage inkubiere.  

Teeracyclinresiseenee Einzelkolonien wurden mie einer Impföse jeweils auf einer LB sgarplaeee mie 

60 µg/ml Chloramphenicol und einer X-Gal LB sgarplaeee oder einer X-Gal LB sgarplaeee mie 50 µg/ml 

Teeracyclin ausgeserichen und bei 37 °C inkubiere.  

4.2.3. Plasmidenefernung  

Zur Herseellung der Seämme 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ,  

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184,  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ und  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387, 

folgee anschließend eine Selekeion auf Klone, welche im Zuge der Zelleeilung das Plasmid pDsI-SceI-

SacB verloren haeeen. Hierfür wurden Verdünnungsausseriche der beereffenden Seämme auf 

Saccharose-sgarplaeeen angefereige und über Nache bei 37 °C inkubiere. Gewachsene Einzelkolonien 

wurden zur Konerolle jeweils auf LB sgar und LB sgar mie 50 µg/ml Teeracyclin ausgeserichen und über 

Nache bei 37 °C inkubiere. 

Nr. Helfer Donor Rezipiene 

2.1 

E. coli DH5α/pRK2013 

LB Medium  

+ 30 µg/ml Kanamycin 

E. coli DH5α/pDsI-SceI-SacB 

LB Medium 

+ 20 µg/ml Teeracyclin 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387/pUDK049 Coineegrae 

LB Medium + 60 µg/ml Chloramphenicol 

2.2 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK049 

Coineegrae 

LB Medium + 60 µg/ml Chloramphenicol 

2.3 
S. maltophilia K279a Δsmlt0184/pUDK051 Coineegrae 

LB Medium + 60 µg/ml Chloramphenicol 

2.4 

S. maltophilia K279a Δsmlt0387 Δsmlt0184/pUDK051 

Coineegrae 

LB Medium + 60 µg/ml Chloramphenicol 
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Saccharose sgar 

1 % Baceo Trypeon (w/v) 

0,5 % Hefeexerake (w/v) 

1,5 % Baceo sgar (w/v) 

14,6 mM Saccharose 

in s. bidese 

 

4.3. PCR 

Zur Validierung der hergeseelleen Bakeerienseämme 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ,  

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184,  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ und  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387  

wurden PCR-snsäeze mie anschließender Gelelekerophorese durchgeführe. sls Templaee wurde 

Biomasse der β-Galakeosidase-posieiven und Chloramphenicol-sensieiven Klone verwendee. Ein 

β-Galakeosidase-negaeiver und Chloramphenicol-sensieiver Wildeyp-Klon des jeweiligen eriparenealen 

Maeings wurde als Konerolle verwendee. 

Für die smplifikaeion der an die Insereionsseelle 

grenzenden Sequenzen wurde die DreamTaq DNs-

Polymerase mie den in Tabelle 3 aufgeliseeeen 

Primern verwendee. Die Zusammenseezung der PCR-

snsäeze (10 µl Gesamevolumen) ise reches 

aufgeliseee.  

Die PCRs liefen nach den in Tabelle 9 angegebenen Temperaeurprogrammen im Thermocycler ab. Sie 

uneerschieden sich lediglich in der Zeie für den Elongaeionsschriee am Ende jedes Zyklus.  

Tabelle 9:  Temperaeurprogramme der PCRs 

Zeieprogramm 1: S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ, S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 

Zeieprogramm 2: S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ, S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387  

Reagenz Volumen 

s. bidese 7,55 µl 

10x DreamTaq Puffer (20 mM MgCl2) 1 µl 

10 µM 5‘-Primer 0,5 µl 

10 µM 3‘-Primer 0,5 µl 

dNTP Mix (jeweils 10 mM) 0,2 µl 

DreamTaq DNs Polymerase (5 U/µl) 0,25 µl 

Schriee Zyklen Temperaeur Zeieprogramm 1 Zeieprogramm 2 

inieiale Denaeurierung 1 95 °C 2 min 2 min 

smplifikaeion 

Denaeurierung 

40 

95 °C 20 s 20 s 

snnealing 60 °C 30 s 30 s 

Elongaeion 72 °C 1 min 20 s 2 min 

finale Elongaeion 1 72 °C 10 min 10 min 

Kühlung 1 4 °C ∞ ∞ 
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4.4. sgarose-Gelelekerophorese 

Für die snalyse der PCR-Produkee wurden 0,8 %ige Tris-Borae-EDTs-(TBE-)sgarosegele verwendee.  

 
sls Laufpuffer dienee ebenfalls der TBE-Puffer. Es wurde jeweils 1 µl der Proben in 4 µl 1x TE-Puffer 

und 1 µl 6x GelLoad-Puffer aufgenommen und das gesamee Volumen von 6 µl in die Tasche des Gels 

aufgeeragen. Zur sbschäezung der Größe der PCR-Produkee wurde seees ein Größenmarker (DNA-

Ladder 1 kb Plus) miegeführe. Für die elekerophoreeische suferennung der DNs wurde eine Spannung 

von 110 V angelege. 

Sobald die Lauffrone bis ca. 1 cm vor dem uneeren Ende des Gels gelaufen war, wurde dieses in einem 

6,4 mM Eehidiumbromid-Bad für ca. 20 Minueen angefärbe und für weieere 20 Minueen in einem 

Wasserbad enefärbe. Durch die Beserahlung des sgarosegels mie uleravioleeeem (UV) Liche wurden die 

DNs-Banden sichebar, sodass das Gel foeografiere und mie der slphaView Sofeware (Bio-Techne 

[ProeeinSimple], Minneapolis, USs) ausgewereee werden konnee. 

4.5. β-Galakeosidase-skeivieäesassay 

Um den Verlauf der β-Galakeosidase-skeivieäe in den Seämmen 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ,  

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184,  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ und  

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387  

von der lag-Phase bis zum Eineriee in die seaeionäre Phase zu ermieeeln, wurde neben der sufnahme 

einer Wachseumskurve ein β-Galakeosidase-skeivieäesassay durchgeführe. Hierfür wurden die Seämme 

dreifach als 20 ml-Kuleuren in 100 ml-Erlenmeyerkolben bei 250 UpM auf dem Orbiealschüeeler 

kuleiviere und seündlich jeweils eine Probe der Bakeeriensuspensionen genommen, deren opeische 

Dicheen bei 600 nm (OD600) mie dem Phoeomeeer gemessen wurden. sls Leerwere dienee LB Medium. 

Tris-Borae-EDTs-Puffer (TBE-Puffer) (5x) 

0,45 M Tris(hydroxymeehyl)aminomeehane 

0,45 M Borsäure 

10 mM EDTs-Na2 (pH 8,0) 

in s. bidese 

1x TBE-Puffer: 1:5 (v/v) mie s. bidese verdünnen 

Tris-EDTs-Puffer (TE-Puffer) (1x) 

10 mM Tris(hydroxymeehyl)aminomeehane 

1 mM EDTs-Na2 (pH 8,0) 

in s. bidese 

GelLoad-Puffer (6x) 

Glycerol  

TE-Puffer  

Bromphenolblau  

in s. bidese  
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sb einer OD600 von mehr als 1,2 (außerhalb des linearen Bereichs) wurde die Bakeeriensuspension 

verdünne. snschließend wurde miehilfe des im Folgenden beschriebenen sssays die enzymaeische 

skeivieäe in Miller Unies beseimme.  

 

Es wurden je 100 µl der Zellsuspension bzw. der jeweiligen Verdünnung in ein 2 ml 

Mikroreakeionsgefäß pipeeeiere, 900 µl Z-Puffer hinzugegeben und gemische. snschließend wurden 

20 µl einer 10 %igen Naeriumdodecylsulfae-(engl. sodium dodecvl sulfate; SDS-)Lösung, 20 µl 

Chloroform und 200 µl ONPG-Lösung hinzupipeeeiere. Nach Durchmischen mie dem Voreexer wurde 

der snsaez für zehn Minueen bei 30 °C inkubiere. Zum sbseoppen der Reakeion wurden 500 µl 1 M 

Naeriumcarbonae-Lösung (Na2CO3) hinzupipeeeiere und erneue durchmische. Nach dem sbseezen des 

Chloroforms wurde die sbsorpeion bei 420 nm (s420) und 550 nm (s550) in 1 ml des snsaezes beseimme. 

sls Leerwere wurde der ideneische snsaez mie 100 µl LB Medium verwendee. In einigen Fällen, bei 

denen aufgrund der vorherigen Messweree bei s420 ein über 1 liegender Were erwareee wurde, wurde 

die Inkubaeionszeie von 10 Minueen auf 5 Minueen herabgesenke. 

Zum Berechnen der enzymaeischen skeivieäe wurde die folgende Formel verwendee. 

Miller Units = 1000 ∙
������,��∙����

�∙�∙�����
  (1) 

s420 sbsorpeion des Reakeionsansaezes bei 420 nm 

s550 sbsorpeion des Reakeionsansaezes bei 550 nm 

OD600 opeische Dichee der Zellsuspension bei 600 nm 

T Reakeionszeie in Minueen 

V Volumen der Zellsuspension bzw. der Verdünnung, das für die Reakeion verwendee wurde 

  

Z-Puffer (pH 7,0) 

90 mM Na2HPO4 · 2H20 

40 mM NaH2PO4 · H20 

10 mM KCl 

1 mM MgSO4 · 7H20 

50 mM β-Mercapeoeehanol 

in s. bidese 

ONPG-Lösung (pH 7,0) 

90 mM Na2HPO4 · 2H20 

40 mM NaH2PO4 · H20 

13,3 mM ONPG 

in s. bidese 
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5. Ergebnisse 

5.1. Erzeugung der Reporeerseämme 

Im erseen Schriee wurde mieeels eines erseen eriparenealen Maeings das Plasmid pUDK049 bzw. 

pUDK051 jeweils in eine Einfach- und eine Doppelmueanee des Seamms S. maltophilia K279a 

eingebrache, wobei die gesamee Plasmidsequenz über homologe Rekombinaeion in das Genom 

ineegriere werden sollee. suf X-Gal LB sgarplaeeen wurden nach den Klonen gescreene, bei denen die 

Konjugaeion erfolgreich ablief. In sbbildung 9 ise das Blau-Weiß-Screening exemplarisch für das Maeing 

1.1 (Erzeugung des S. maltophilia K279a Δsmlt0387/pUDK049 Coineegraes) zu sehen. 

Bei allen vier Maeings war die snzahl der auf den X-Gal sgarplaeeen gewachsenen Kolonien in der 

gleichen Größenordnung. Die susseriche der 100-fachen Verdünnungen wurden wie folge ausgezähle: 

 snschließend wurde mieeels eines zweieen eriparenealen Maeings das Plasmid pDsI-SceI-SacB in die 

Coineegraee eingebrache, sodass das Enzym I-SceI syneheeisiere und eine weieere homologe 

Rekombinaeion induziere werden konnee. In sbbildung 10 sind exemplarisch die susseriche der Klone 

3 bis 10 des Maeings 2.1 (Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ) auf X-Gal LB sgar mie 

Teeracyclin und LB sgar mie Chloramphenicol abgebildee.  

Bei dem Maeing 2.1 konneen von 34 ausgeserichenen Einzelkolonien zwölf Klone ideneifiziere werden, 

die Chloramphenicol-sensieiv waren und bei denen X-Gal eine Blaufärbung hervorbrachee. Bei dem 

Maeing 1.1 143 Kolonien 

Maeing 1.2 179 Kolonien 

Maeing 1.3 151 Kolonien 

Maeing 1.4 191 Kolonien 

sbbildung 9: Blau-Weiß-Screening zur 

Ideneifizierung der S. maltophilia K279a

Δsmlt0387/pUDK049 Coineegraee auf 

X-Gal LB sgar mie 60 µg/ml Chlor-

amphenicol und 5 µg/ml Norfloxacin 
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Maeing 2.3 waren es vier von fünf, bei dem Maeing 2.4 vier von zehn ausgeserichenen Einzelkolonien. 

Da bei dem Maeing 2.2 keine Kolonien gewachsen waren, mussee das Maeing wiederhole werden. Nach 

erneueer Durchführung konneen auch hier vier Klone von ache ausgeserichenen Einzelkolonien 

ideneifiziere werden, die Chloramphenicol-sensieiv waren und die erhoffee Blaufärbung zeigeen. 

Zur Konerolle der ideneifiziereen Klone wurde eine PCR mie anschließender Gelelekerophorese 

durchgeführe. In sbbildung 11 ise exemplarisch das 0,8 %ige sgarosegel der Klone des Maeings 2.1 

(Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ) abgebildee. Ganz links und reches wurde für die 

Größenbeseimmung der PCR smplifikaee der Marker DNA-Ladder 1 kb Plus aufgeeragen. Der Klon 5 

wurde als Konerolle miegeführe. Hierbei handele es sich um einen Chloramphenicol-sensieiven Klon, der 

keine Blaufärbung in snwesenheie von X-Gal hervorbrachee (sbb. 10).  

slle zwölf smplifikaee der ideneifiziereen Klone wiesen bei der erseen PCR (obere Reihe in sbb. 11) eine 

ähnliche Größe auf. Es wurden Längen von 1289 kb bis 1368 kb beseimme. Damie wichen die 

ermieeeleen Weree nur geringfügig von der erwareeeen Größe von 1324 kb ab. such die smplifikaee der 

zweieen PCR (uneere Reihe in sbb. 11) wiesen mie 1145 kb bis 1289 kb ähnliche Basenpaaranzahlen 

auf. Hier beerug die erwareeee Größe 1261 kb, sodass auch hier die sbweichungen gering waren. Die 

Konerolle (Klon 5) wies wie erwareee keine Banden im sgarosegel auf. 

sbbildung 10: susseriche der Klone 3 bis 10 des Maeings 2.1 (Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ) 

auf X-Gal LB sgar mie 50 µg/ml Teeracyclin und LB sgar mie 60 µg/ml Chloramphenicol 
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Für die weieeren srbeieen wurde je einer der aus dem zweieen Maeing hervorgegangenen Klone auf 

Saccharose-sgar ausgeserichen. In sbbildung 12 sind exemplarisch die susseriche (LB sgar, LB sgar mie 

50 µg/ml Teeracyclin) der auf Saccharose-sgar gewachsenen Einzelkolonien des Maeings 2.1 

dargeseelle. slle ache Klone sind auf dem LB sgar gewachsen und waren Teeracyclin sensieiv.  

sbbildung 12: susseriche der auf Saccharose-sgar gewachsenen Einzelkolonien (Erzeugung von S. maltophilia 

K279a Psmlt0387::lacZ) des Klons 7 aus dem Maeing 2.1 auf LB sgar und LB sgar mie 50 µg/ml Teeracyclin 

sbbildung 11: 0,8 %iges sgarosegel mie smplifikaeen der Koneroll-PCR-snsäeze der Chloramphenicol-

sensieiven und blau gefärbeen Klone des Maeings 2.1 
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5.2. Wachseumskurven und β-Galaceosidase-skeivieäesassays 

Mie den vier hergeseelleen Seämmen von S. maltophilia K279a wurden Kuleivierungen durchgeführe, bei 

denen seündlich Proben genommen wurden. Ziel war es, die sbhängigkeie der β-Galaceosidase-

skeivieäe vom Zellwachseum zu uneersuchen, wobei haupesächlich sugenmerk auf die exponeneielle 

Wachseumsphase und den Eineriee in die seaeionäre Phase gelege wurde. Das Wachseum wurde über 

die opeische Dichee bei 600 nm der Bakeeriensuspension dargeseelle, die β-Galaceosidase-skeivieäe in 

Miller Unies. Um repräseneaeive Ergebnisse zu erhaleen, wurden alle Kuleivierungen in 

Dreifachbeseimmung durchgeführe, sodass je Seamm und Messzeiepunke das ariehmeeische Mieeel und 

die Seandardabweichung abgeleieee werden konnee. 

slle vier Seämme zeigeen ein sehr ähnliches Wachseum bis zum Eineriee in die seaeionäre Phase (sbb. 13 

bis 16), wobei sich der eypische Baech-Kuleivierungsverlauf beseehend aus lag-Phase, exponeneieller 

Phase und dem Übergang in die seaeionäre Wachseumsphase erkennen ließ. Dabei seieg die opeische 

Dichee in den zehn Seunden nach dem snimpfen der Kuleuren von ca. 0,1 auf einen Were von knapp 

uneer 7. In der erseen Kuleivierungsseunde zeigeen alle Seämme nur ein geringes Wachseum mie einem 

snseieg der OD600 von ca. 0,02. Darauffolgend nahm die opeische Dichee bis zur fünfeen bzw. sechseen 

Seunde exponeneiell, anschließend bis zur neuneen Seunde annähernd linear zu. In der leezeen 

Kuleivierungsseunde wurde mie susnahme des Seammes S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 

nur noch eine geringe Zunahme der OD600 gemessen.  

Die Seandardabweichungen der opeischen Dicheen lag bis auf wenige susnahmen uneer 0,08 und ise in 

den Diagrammen lediglich für die Messpunkee erkennbar, bei denen dieser Were überschrieeen wurde. 

Über die suferagung des naeürlichen Logariehmus vom Verhälenis der OD600 zur OD600, 0 (opeische Dichee 

zum Kuleivierungsbeginn) gegen die Kuleivierungszeie e lässe sich die spezifische Wachseumsraee µ als 

Seeigung der sich in der exponeneiellen Phase ergebenden Gerade beseimmen. Die Verdopplungszeie 

ed lässe sich mie folgender Formel aus der spezifischen Wachseumsraee berechnen (Boslaugh S, 2007): 

 t� =
� (")

µ
  (2) 

In Tabelle 10 sind die spezifischen Wachseumsraeen und Verdopplungszeieen angegeben. Für die 

Beseimmung der Größen wurde seees der sich aus den OD600-Wereen der drei snsäeze ergebende 

Mieeelwere verwendee. 
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Tabelle 10: sngabe der spezifischen Wachseumsraee µ und der 

Verdopplungszeie ed der vier Reporeerseämme 

Zuleeze ise noch zu sehen, dass sich jeweils die Wachseumskurven der Seämme K279a Psmlt0387::lacZ und 

K279a Psmlt0184::lacZ und die der Seämme mie deleeiereem Gen smlt0387 bzw. smlt0184 seark ähneln, 

sodass zum Beispiel bei den Seämmen K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 und K279a Psmlt0184::lacZ 

Δsmlt0387 die Zunahme der opeischen Dichee zwischen den Seunden sieben und ache leiche abnahm. 

Das ariehmeeische Mieeel der β-Galaceosidase-skeivieäe nahm Weree von 6943 bis 27665 Miller Unies 

an (K279a Psmlt0184::lacZ zum Zeiepunke emin=4 h und emax=10 h). such hier zeigee sich ein ähnlicher 

Verlauf der Enzymakeivieäe bei allen vier Seämmen. Zunächse seieg die skeivieäe von einem Were von ca. 

8000 bis 10000 Miller Unies nach der erseen Seunde auf einen Were von 11000 bis 14000 Miller Unies 

nach der zweieen Kuleivierungsseunde an. In den nächseen zwei bis vier Seunden sank die skeivieäe der 

β-Galaceosidase leiche ab. Die maximale sbnahme von ca. 3500 Miller Unies zeigee sich bei dem Seamm 

K279a Psmlt0184::lacZ. snschließend nahm die Enzymakeivieäe allgemein erse leiche und nach der acheen 

bis zur zehneen Seunde seärker zu. 

Es ergaben sich bei den vier Seämmen Seandardabweichungen von 97 (K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 

zum Zeiepunke e = 1 h) bis 3467 Miller Unies (K279a Psmlt0184::lacZ zum Zeiepunke e = 10 h). 

  

Seamm µ in h-1 ed in h 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ 0,742 0,93 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 0,676 1,03 

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ 0,787 0,88 

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 0,685 1,01 
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sbbildung 13: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller Unies) im 

Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ 

sbbildung 14: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller Unies) im 

Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ 
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sbbildung 15: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller Unies) im 

Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 

sbbildung 16: Opeische Dichee (OD600) der Bakeeriensuspension und β-Galaceosidase-skeivieäe (Miller Unies) im 

Verlaufe der Kuleivierung von S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ Δsmlt0387 
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6. Diskussion 

6.1. Erzeugung der Reporeerseämme 

Mie der von subere DF et al. (2014) beschriebenen Meehode gelang es erfolgreich, alle vier für die 

späeeren srbeieen benöeigeen Seämme herzuseellen. Vor der Selekeion der pDsI-SceI-SacB-freien Klone 

auf Saccharose-sgar wurde miehilfe einer PCR und anschließender Gelelekerophorese überprüfe, ob in 

den β-Galakeosidase posieiven und Chloramphenicol-sensieiven Klonen das lacZ Gen eaesächlich in den 

Locus des deleeiereen Gens smlt0387 bzw. smlt0184 ineegriere wurde. Je Seamm wurden zwei PCRs 

durchgeführe, mie denen beide Enden des Ineegraeionsorees konerolliere werden konneen. Die Primer 

wurden so gewähle, dass Sequenzen amplifiziere wurden, die zu einem Teil aus dem ineegriereen lacZ 

und zum anderen aus den flankierenden genomischen Sequenzen seammeen. Hierfür mussee pro PCR 

ein Primer mie der Basenabfolge der ineegriereen DNs und der jeweils andere mie einer Basensequenz 

der flankierenden Wires-DNs hybridisieren. 

Bei der Koneroll-PCR des Seamms S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ wurden für die ersee PCR (obere 

Reihe in sbb. 11) die Primer Smle0387cerl1 und ECO-lacZ-Seq5 verwendee. Erseerer weise eine 22 

Basenpaare lange Sequenz auf, die komplemeneär zu einem sbschniee der genomischen DNs von 

S. maltophilia K279a ise (sbb.17). ECO-lacZ-Seq5 hingegen beseehe aus einer sbfolge von 20 

Basenpaaren, die komplemeneär zu einem sbschniee des lacZ ise. Sofern es in den überprüfeen Klonen 

niche zu einer anderen ungeplaneen Ineegraeion kam, häeeen die PCR-Produkee eine Länge von 1324 bp 

aufweisen müssen. Die geringen sbweichungen der mieeels slphaView snalysesofeware beseimmeen 

Größen (1289 kb bis 1368 kb) sind durch leichee snomalien im Laufverhaleen der DNs Fragmenee zu 

erklären, welche durch Unregelmäßigkeieen im sgarosegel und/oder der Pufferzusammenseezung der 

PCR Proben resuleiere sein könneen. 

Für die zweiee Validierungs-PCR für den Seamm S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ (uneere Reihe in 

sbb. 11) wurden die Primer Smle0387cerl2 und ECO-lacZ-Seq3 verwendee. Smle0387cerl2 hybridisieree 

während der PCR mie der genomischen DNs, während ECO-lacZ-Seq3 an eine Sequenz des lacZ Gens 

band. Die eheoreeische Größe der erwareeeen PCR-Produkee beerug 1261 bp, sodass die eaesächlich 

sbbildung 17: Geneeische Organisaeion der Psmlt0387::lacZ Fusion im Genom von 

S. maltophilia K279a mie sngabe der Primer-Bindungsseellen 
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beseimmeen Größen von 1145 kb bis 1289 kb aus den zuvor genanneen Gründen ebenfalls nur minimal 

abwichen.  

sls Konerolle wurde bei beiden PCRs immer ein Chloramphenicol-sensieiver Klon miegeführe, der keine 

Blaufärbung in snwesenheie von X-Gal hervorbrachee (Klon 5). Da aller Wahrscheinlichkeie nach eine 

homologe Rekombinaeion ablief, durch die der ursprünglich verwendeee Seamm S. maltophilia K279a 

Δsmlt0387 eneseand, kann davon ausgegangen werden, dass lediglich die Primer Smle0387cerl1 und 

Smle0387cerl2 hybridisieren konneen. Da jedoch ohne die snlagerung der Primer ECO-lacZ-Seq5 und 

ECO-lacZ-Seq3 niche der jeweils komplemeneäre Serang vervielfäleige werden konnee, fand keine 

smplifikaeion der definiereen Sequenzen seaee, sodass im sgarosegel keine Banden nachgewiesen 

werden konneen. 

Die angewandee Meehode seelle ein vielversprechendes Verfahren zur gezieleen geneeischen 

Manipulaeion Gram-negaeiver Bakeerien dar. Durch die gezielee snpassung der geneeischen 

Organisaeion des im erseen Maeing zu verwendenden Suizid-Plasmids, in diesem Fall pUDK049 bzw. 

pUDK051, kann zumindese eheoreeisch in jedes niche-essenzielle Gen des Genoms des Rezipieneen eine 

Mueaeion eingefüge werden. Dabei kann es sich bei der Mueaeion um eine Insereion, einen suseausch 

oder eine Deleeion handeln, sodass z.B. Seämme zur Uneersuchung des Effekes einer beseimmeen 

Punkemueaeion, der Noewendigkeie gewisser Gene oder eben der Regulaeion von Promoeoren erzeuge 

werden können. 

Die Effizienz einer Konjugaeion ise von vielen Fakeoren wie z.B. dem pH-Were, der 

Inkubaeionseemperaeur und -zeie, der Zelldichee, dem Verhälenis der Maeingparener und den 

Organismen selbse abhängig (Rochelle Ps et al., 1989). Uneer Umseänden könnee somie bei den Maeings 

das Problem einer zu geringen Plasmid-Transferraee aufereeen. In diesem Fall könneen opeimalere 

Bedingungen ermieeele oder auf andere Meehoden des Generansfers zurückgegriffen werden. Denkbar 

wäre ebenfalls eine Transformaeion durch Elekeroporaeion kompeeeneer Zellen.  
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6.2. Wachseumskurven und β-Galaceosidase-skeivieäesassays 

Uneer Verwendung der erzeugeen lacZ Reporeerseämme konneen die eigenelichen Uneersuchungen zur 

Wachseumsphasen-abhängigen Expression der ax21 Orehologe smlt0387 und smlt0184 in 

S. maltophilia K279a durchgeführe werden.  

suf der Grundlage der Verläufe der OD600-Weree und der für die exponeneielle Phase beseimmeen 

spezifischen Wachseumsraeen und Verdopplungszeieen (Tab. 10) lässe sich schließen, dass alle vier 

Seämme ein sehr ähnliches Wachseumsverhaleen aufweisen. Die höchseen sbweichungen ergaben sich 

für den Vergleich der Seämme S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ Δsmlt0184 und S. maltophilia 

K279a Psmlt0184::lacZ, bei dem die sbweichung der spezifischen Wachseumsraee 16 % und die der 

Verdopplungszeie 17 % beerug. Da die Wachseumskurven der beiden Seämme allerdings niche parallel 

erseelle wurden, muss es sich hierbei niche zwingend um grundlegende Uneerschiede im 

Wachseumsverhaleen handeln. Es wurden jeweils die Wachseumskurven der aus den Einzelmueaneen 

hervorgegangenen Reporeerseämme und die der aus den Doppelmueaneen hervorgegangenen Seämme 

zeiegleich aufgenommen, sodass diese Kurven aufgrund der exake ideneischen Bedingungen auch 

uneereinander die seärkere Ähnlichkeie aufwiesen. 

In der erseen Seunde nach dem snimpfen der Kolben zeigeen alle Kuleuren nur eine sehr geringe 

Zunahme der Trübung. Da die Bakeerien sich vor dem snimpfen in der seaeionären Wachseumsphase 

befanden, musseen sich diese hier zunächse an das frische Medium anpassen. In dieser sogenanneen 

lag-Phase wurde der Meeabolismus hochgefahren und eine Vielzahl an RNs und Proeeinen 

syneheeisiere, welche für die Umseezung des favorisiereen Subseraes und eine erhöhee Zelleeilung 

benöeige werden (Deepa Parvaehi V et al., 2014).  

snschließend wuchsen die Kuleuren bis zur fünfeen bzw. sechseen Seunde exponeneiell an. Im Medium 

lag eine ausreichend hohe Menge des favorisiereen Subseraes vor, sodass es offensichelich zu keiner 

Limieierung des Wachseums kam. Die skeivieäe der β-Galaceosidase wurde deshalb ab dem Beginn des 

exponeneiellen Wachseums beseimme. Der Tese basiere auf der phoeomeerischen Messung einer durch 

o-Nierophenol hervorgebracheen Gelbfärbung. Dieses eneseehe neben Galaceose bei der von 

β-Galaceosidase kaealysiereen Spaleung des Galaceosids ONPG (Clark DP et al., 2018). 

Um miehilfe der Ergebnisse des β-Galaceosidase-skeivieäesassays eindeueige sussagen über die 

Expression des Reporeergens und übereragend Schlussfolgerungen über die Expression der ax21 

Orehologe in S. maltophilia ereffen zu können, sind Informaeionen über die sbbaugeschwindigkeie der 

β-Galaceosidase, Smle0387 und Smle0184, aber auch der zugehörigen mRNs im Mikroorganismus 

nöeig.  
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Varshavsky s beschrieb 1997 in der von ihm benanneen N-End-Rule, dass die biologische Halbwereszeie 

von Proeeinen uneer anderem vom Organismus und der N-eerminal liegenden sminosäure abhinge. 

Sofern die sminosäure srginin, Lysin, Phenylalanin, Leucin oder Trypeophan N-eerminal lokalisiere sei, 

ergäbe sich eine Halbwereszeie von zwei Minueen in E. coli und drei Minueen in Hefezellen. Handle es 

sich seaeedessen um die sminosäure Cysein, slanin, Serin, Threonin, Glycin, Valin oder Meehionin, 

würde die Halbwereszeie in E. coli über zehn Seunden, in Hefezellen sogar mehr als 30 Seunden 

beeragen. 

Das in die Seämme ineegrieree lacZ Gen weise am 5‘-Ende die Basensequenz Thymin-sdenin-Cyeosin-

Thymin-Guanin-Guanin auf, welche für die sminosäure Meehionin und darauffolgend Threonin 

kodiere. Da im Genom von S. maltophilia K279a das Gen smlt1410 ideneifiziere werden konnee, welches 

eine searke Homologie zum Meehionin sminopepeidase kodierenden Gen (map) verwandeer 

Bakeerienspezies aufweise (www.uniproe.org >> B2FUE3_STRMK), ise davon auszugehen, dass auch in 

diesen eine N-eerminale Meehionin Prozessierung abläufe. Somie würde nach der sbspaleung des 

Meehionins von der naszierenden β-Galaceosidase die sminosäure Threonin den N-Terminus des 

Enzyms bilden. Sofern die N-End-Rule auf den Proeeinabbau in S. maltophilia übereragbar ise, müssee 

die β-Galaceosidase aufgrund des N-eerminale Threonin einen Halbwerezeie von ca. zehn Seunden 

aufweisen. 

Wie in sbbildung 1 zu sehen ise, folge der Seare-sminosäure Meehionin (M) im Proeein Smle0387 Lysin 

(K) und in Smle0184 ssparagin (N). Nach der N-End-Rule würde Smle0387 daher eine Halbwereszeie von 

ca. zwei Minueen aufweisen. Für ssparagin wurde von Varshavsky s (1997) in E. coli eine Halbwereszeie 

von mehr als zehn Seunden beschrieben, in Saccharomvces cerevisiae soll allerdings schon nach drei 

Minueen die Hälfee der beereffenden Proeeine abgebaue worden sein. Sofern die Ergebnisse von E. coli 

auf S. maltophilia übereragen werden können, weise Smle0184 also eine Halbwereszeie von ca. zehn 

Seunden auf. 

Für die mRNs der β-Galaceosidase wurde in E. coli eine Halbwereszeie von 1,5 Minueen beschrieben 

(Khachaeourians GG & Tipper DJ, 1974), sodass von einer ähnlichen Halbwereszeie in S. maltophilia 

auszugehen ise. Folglich wird unmieeelbar vor und gegebenenfalls auch noch während des snseiegs der 

β-Galaceosidase-skeivieäe lacZ exprimiere. Da in Prokaryoeen der Großeeil der mRNs in wenige Minueen 

abgebaue wird (Tropp BE, 2012), beeräge die Halbwereszeie der zu smlt0387 und smlt0184 

komplemeneären mRNs aller Voraussiche nach ebenfalls nur einige Sekunden bis wenige Minueen. 

Da lediglich in der erseen Seunde der exponeneiellen Phase die β-Galaceosidase-skeivieäe anseieg, wurde 

uneer den geeroffenen snnahmen nur zu Beginn des exponeneiellen Wachseums lacZ exprimiere. Die 

sbnahme der Enzymakeivieäe in den nächseen zwei bis vier Kuleivierungsseunden ise mie dem sbbau der 
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β-Galaceosidase erklärbar. Je nachdem, wie seark dieser sbbau eaesächlich war, kann es zu einer sehr 

geringen Expression des lacZ Gens während dieser Zeie gekommen sein, wobei der sbbau der 

β-Galaceosidase jedoch die Synehese überwog. sus dem snseieg der Enzymakeivieäe gegen Ende des 

exponeneiellen Wachseums und in der Übergangsphase zum seaeionären Wachseum ise abzuleieen, dass 

hier lacZ exprimiere wurde. Kurz vor der seaeionären Phase seieg die skeivieäe über einen Zeieraum von 

ein bis zwei Seunden seärker an, sodass es zudem zu einer verseärkenden Regulaeion der lacZ-

Expression gekommen sein muss. 

Übereräge man diese Ergebnisse auf die Expression der ax21 Orehologe in S. maltophilia, so komme es 

gegen snfang der exponeneiellen Phase zu einer geringen Expression der Gene. Im weieeren Verlauf 

des exponeneiellen Wachseums verringere sich zunächse die Expression von smlt0387 und smlt0184, 

bevor die Gene gegen Ende wieder seärker exprimiere werden. Beim Eineriee ins seaeionäre Wachseum 

komme es schließlich zu einer seark erhöheen Expression. Nach der N-End-Rule würden sich allerdings 

durch die seark abweichenden Halbwereszeieen der sx21 Orehologe die Konzeneraeionen dieser in den 

Zellen uneerscheiden. Da das Expressionsproduke von smlt0387 demnach innerhalb weniger Minueen 

abgebaue wird, das Gen allerdings ähnlich seark wie smlt0184 exprimiere wird, würde die Konzeneraeion 

von Smle0387 immer weie uneer der von Smle0184 liegen. 

Die Ergebnisse des β-Galaceosidase-skeivieäsassays lassen sich eeilweise mie jenen vereinbaren, die bei 

der Expressionsanalyse von smlt0387 und smlt0184 mieeels RT-qPCR gewonnen wurden. Die 

Konzeneraeion der mRNs der ax21 Orehologe nahm über den Verlauf der exponeneiellen Phase nur 

geringfügig zu und seieg erse in der seaeionären Phase auf das Doppelee bis schefache an (Mamae U et 

al., unveröffenelichee Ergebnisse). Somie führeen beide Experimenee zu dem Schluss, dass es ab dem 

Eineriee in das seaeionäre Wachseum zu einer Expressions-verseärkenden Regulierung der beiden Gene 

komme.  

sllerdings ließ sich in dieser srbeie aufgrund der ähnlich hohen β-Galakeosidase-skeivieäe in allen vier 

erzeugeen Seämmen niche beseäeigen, dass das Gen smlt0387 weieaus seärker als smlt0184 exprimiere 

wird (Mamae U et al., unveröffenelichee Ergebnisse). Die Proeeinbiosynehese kann an uneerschiedlichen 

Schrieeen reguliere werden, wobei in Prokaryoneen die Regulaeion haupesächlich auf Ebene der 

Transkripeion seaeefindee. Ein abweichend searker sbbau von mRNs und eine uneerschiedlich regulieree 

Translaeion haben jedoch ebenfalls einen Effeke auf die späeere Proeeinkonzeneraeion (Spirin sS, 2006). 

Es wäre somie z.B. möglich, dass die Translaeion des Transkripeionsprodukes von smlt0387 im 

Gegensaez zu der des Transkripeionsprodukes von smlt0184 seark gehemme wird, sodass es leezeendlich 

zu einer sngleichung der Proeeinkonzeneraeionen komme. 
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Miehilfe der Ergebnisse ließ sich ein Zusammenhang zwischen der Regulaeion der ax21 Orehologe und 

der Wachseumsphase herseellen. Um sussagen darüber ereffen zu können, inwieweie Smle0387 und 

Smle0184 Beseandeeile des Quorum Sensing darseellen könneen, müsseen bei erneueer Durchführung 

des Experimenes zudem Virulenzfakeoren wie die Biofilmbildung oder Expression von Virulenzgenen 

überprüfe werden. 

Für den Fall, dass es sich bei den beiden sx21 Orehologen eaesächlich um Signalmoleküle des Quorum 

Sensing handeln sollee, wäre es von Ineeresse, die genaue Regulaeion der Expression von smlt0387 und 

smlt0184 aufzuklären. Das sbschwächen oder eine gänzliche Hemmung der Expression der beiden 

Gene könnee somie eveneuell eine Möglichkeie bieeen, die Virulenz von S. maltophilia durch die 

Uneerdrückung der Biofilmbildung und die verringeree Expression von Virulenzgenen herabzusenken. 

In der vorliegenden srbeie gelang es erfolgreich, Seämme als Modellorganismen zu erzeugen, die dazu 

beieragen können, Gene zu ideneifizieren, deren Syneheseprodukee an der Regulaeion der Expression 

der ax21 Orehologe beeeilige sind. 

Für eine weieerführende Verwendung könnee eine sogenannee Transposonbiblioehek der Seämme 

S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ und S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ hergeseelle werden. Bei 

Transposons, auch als springende Gene bekanne, handele es sich um mobile DNs-Sequenzen, die 

innerhalb eines oder zwischen uneerschiedlichen DNs-Molekülen (Chromosomen, Plasmide) frei 

umherspringen können. Dieser Vorgang wird als Transposieion bezeichnee (Clark DP et al., 2018). Uneer 

einer Transposonbiblioehek wird demnach eine Sammlung von Klonen eines Seamms verseanden, bei 

der das Transposon in jedem Klon an einer anderen Seelle des Genoms eingefüge wurde. Durch die 

Ineegraeion innerhalb einer Gensequenz komme es zum Funkeionsverluse dieses Gens. 

Durch das susplaeeieren der Transposonbiblioehek auf X-Gal LB sgar sollee es möglich sein, Kolonien 

zu ideneifizieren, bei denen das Transposon durch seine Ineegraeion Gene zerseöre hae, die in 

S. maltophila K279a an der Regulaeion der Expression von smlt0387 und smlt0184 beeeilige sind. Da in 

den beiden hergeseelleen Seämmen lacZ dem Promoeor Psmlt0387 bzw. Psmlt0184 uneerseelle ise, häeee eine 

Zerseörung der regulaeorischen Gene einen Einfluss auf die Expression des lacZ Gens und somie auf die 

Synehese der β-Galaceosidase. Die jeweiligen Kolonien würden dadurch in snwesenheie des Subseraes 

X-Gal eheoreeisch eine seärkere, schwächere oder gar keine Blaufärbung aufweisen, je nachdem ob die 

zerseöreen Gene eine expressionshemmende, -verseärkende oder -akeivierende Funkeion haben. Klone, 

bei denen das Transposon in das lacZ ineegriere wurde, würden ebenfalls als weiße Kolonien 

erscheinen. 

Es gibe mehrere uneerschiedlich effekeive Möglichkeieen das Transposon und für die Transposieion 

benöeigee Komponeneen in die Zellen einzubringen. Für das Erseellen der Transposonbiblioehek ise es 
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nöeig, die Klone selekeieren zu können, die das Transposon ineegriere haben. sus diesem Grund sollee 

die mobile DNs-Sequenz aus einem Selekeionsmarker wie einer sneibioeikaresiseenz beseehen, über 

die S. maltophilia niche bereies verfüge. Eine Möglichkeie wäre z.B. das für eine Geneamicin 3‘-N-

sceeyleransferase kodierende Gen aacC1 (Xia W et al., 2016; Lin L et al., 2017). Das Enzym eransferiere 

eine sceeylgruppe von sceeyl-Cos auf das sneibioeikum Geneamicin, sodass das Produke niche mehr an 

die 30S-Uneereinheie der Ribosomen binden kann und der Elongaeionsschriee der Translaeion niche 

behindere wird (Liu D, 2009). 

Für die späeere Ideneifikaeion der zerseöreen Gene, in die das Transposon ineegriere wurde, ise es 

sinnvoll, dem sneibioeikaresiseenzgen den Replikaeionsursprung oriR6Kγ anzufügen. Dieser ermögliche 

eine sogenannee Rescue-Plasmid-Klonierung in λpir Seämmen von E. coli, mie welcher nach der 

Sequenzierung der erzeugeen Rescue-Plasmide auf die ursprüngliche Ineegraeionsseelle des 

Transposons geschlossen werden kann (Kirby JR, 2007). sn die Transposonsequenz müsseen zudem 

sogenannee Mosaik-Enden (ME) angefüge werden, bei denen es sich um invereieree 

Sequenzwiederholungen (engl. inverted repeats) an den Serangenden handele. Diese dienen als 

Bindungsseelle für die Transposase, wodurch das mobile Elemene in die Ziel-DNs eingefüge, aber auch 

herausgeerenne werden kann (Clark DP et al., 2018). Die Herseellung der Transposons könnee über eine 

Überhang-Exeensions-PCR (engl. overlap extension polvmerase chain reaction; OE-PCR) realisiere 

werden, bei der die MEs durch überlappende Sequenzen der Primer bei der smplifikaeion der 

Transposonsequenz an diese angefüge werden (Wilson K & Walker J, 2000).  

Das Transposon könnee z.B. ineegriere in ein Plasmid, das ebenfalls das Gen für die benöeigee 

Transposase eräge, über ein weieeres eripareneales Maeing in S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ bzw. 

S. maltophilia K279a Psmlt0184::lacZ eingebrache werden. Denkbar wäre jedoch auch das Einbringen des 

Transposon-Transposase-Komplexes in Form sogenanneer Transposome. Kommerziell verfügbar wäre 

z.B. die EZ-Tn5 Transposase mie dazugehörigen Puffern. Laue Herseellergebrauchsanweisung 

(www.lucigen.com >> EZ-Tn5TM-Transposase) sollen sich durch das Inkubieren eines Mixes aus EZ-Tn5-

Transposase, Glycerol und einer EZ-Tn5 Transposon DNs (Transposon mie EZ-Tn5 ME) in sbwesenheie 

von Mg2+-Ionen EZ-Tn5 Transposome bilden, die anschließend über Elekeroporaeion in 

elekerokompeeenee Zellen von S. maltophilia K279a Psmlt0387::lacZ bzw. S. maltophilia K279a 

Psmlt0184::lacZ eingebrache werden können. 

Durch susplaeeieren der Elekeroporaeionsansaezes und enesprechender Verdünnungen auf X-Gal LB 

sgar mie enesprechendem sneibioeikum, dessen suswahl sich nach der auf dem Transposon kodiereen 

sneibioeikaresiseenz richeee, könneen alle Klone selekeiere werden, bei denen es zu einer Insereion des 

Transposons in das Wiresgenom kam. Nach der Inkubaeion über Nache solleen Kolonien ideneifizierbar 
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sein, die eine seärkere, schwächere oder gar keine Blaufärbung aufweisen. Mie ihnen sollee eine 

Rescue-Plasmid-Klonierung durchgeführe werden. 

Bei der Rescue-Plasmid-Technik wird im erseen Schriee die genomische DNs isoliere und anschließend 

mie diversen Endonukleasen verdaue. Durch Zugabe einer Ligase werden die DNs-Fragmenee mie sich 

selbse zu ringförmigen Molekülen ligiere, welche über Elekeroporaeion in λpir Seämme von E. coli 

eingebrache werden. Idealerweise werden so Rescue-Plasmide geschaffen, die aus dem Transposon 

miesame flankierenden genomischen Sequenzen beseehen. Miehilfe der auf dem Transposon kodiereen 

sneibioeikaresiseenz werden diejenigen Klone selekeiere, die durch die Transformaeion ein solches 

Rescue-Plasmid erhaleen haben. Der Replikaeionsursprung oriR6Kγ ermögliche die Replikaeion der 

Plasmide, sodass diese anschließend isoliere und sequenziere werden können (Kirby JR, 2007). Durch 

den sbgleich der Transposon-flankierenden genomischen Sequenzen mie dem Chromosom von 

S. maltophilia K279a können die Gene ausfindig gemache werden, die an der Regulaeion der Expression 

von smlt0387 und smlt0184 beeeilige sind. 

Sofern bekanne ise, für welche Proeeine oder RNs die ideneifiziereen Gene kodieren, könneen Seraeegien 

enewickele werden, die regulierenden Syneheseprodukee zu dezimieren oder deren Konzeneraeion zu 

erhöhen. Würde dies gelingen, könnee die Expression der ax21 Orehologe und somie die Synehese der 

poeenziell am Quorum Sensing beeeiligeen Proeeine Smle0387 und Smle0184 gehemme werden. 

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden srbeie ein wicheiger Schriee zum weieeren Verseändnis 

der Expression der poeeneiell am Quorum Sensing beeeiligeen ax21 Orehologe in S. maltophilia durch 

die Herseellung von Modellorganismen für die Regulaeion der Gene smlt0387 und smlt0184 geleiseee, 

welche die Grundlagen für vereiefende Uneersuchungen zur sufklärung der Expression von 

Virulenzfakeoren bilden können.  
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