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Abklrzungen

A. bidest bidestilliertes Wasser

Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A

Ax21 engl. activator of XA21-mediated immunity

cDNA engl. complementary deoxyribonucleic acid; komplementare Desoxyribonukleinsdure
DNA engl. deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

GVO gentechnisch veranderter Organismus

I-Scel-ES I-Scel-Erkennungssequenz

LB engl. lysogeny broth

ME Marker

ME Mosaik-Enden

mRNA engl. messenger ribonucleic acid; Messenger-Ribonukleinsdure

oD optische Dichte

OE-PCR engl. overlap extension polymerase chain reaction; Uberhang-Extensions-PCR
ONPG o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid

oriT engl. origin of transfer; Transferursprung

PBS engl. phosphate buffered saline; Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR engl. polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion

RNA engl. ribonucleic acid; Ribonukleinsdure

RT-gPCR engl. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction; quantitative

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

UpM Umdrehungen pro Minute
SDS engl. sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecylsulfat
SOB engl. super optimal broth

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer
Tris Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
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1. Zusammenfassung

Stenotrophomonas maltophilia ist ein Erreger nosokomialer Infektionen. Das Bakterium ist resistent
gegen ein breites Spektrum von Antibiotika und entfaltet seine Virulenz unter anderem Uber die
Bildung von Biofilm sowohl auf biotischen als auch abiotischen Oberflachen und die Ausschiittung von
verschiedenen Enzymen. In den vergangenen Jahren wurden die homologen Gene sm/t0387 und
smit0184 als potenzielle Bestandteile des Quorum Sensing, einem interbakteriellen
Kommunikationssystem, beschrieben, mit denen S. maltophilia in Abhangigkeit von der Zelldichte die

Expression seiner Virulenzfaktoren reguliert.

In dieser Arbeit wurde die Expression dieser beiden Gene mithilfe von gentechnisch hergestellten
Reporterstimmen untersucht. Hierflir wurden Fusionsprodukte des Promotors von sm/t0387 bzw.
smlt0184 mit dem fiir die B-Galactosidase kodierenden Reportergen lacZ in das Genom
entsprechender Rezipientenstimme integriert. Durch das Messen der optischen Dichte der
Bakteriensuspensionen und der zeitgleichen Durchfiihrung von B-Galactosidase-Aktivitatsassays im
Verlaufe der Kultivierung der erzeugten Stamme konnte ein Zusammenhang zwischen der
Wachstumsphase der Bakterien und der Expression des lacZ Gens hergestellt werden. Die Promotoren
Psmitoss7 bzW. Psmiro1sa Wurden so reguliert, dass die Expression von lacZ erst ab dem Ubergang in das
stationdare Wachstum stark anstieg und somit auf Genexpressionen in Abhangigkeit von der Zelldichte
hingewiesen hat. Diese Ergebnisse sollen die Basis fiir die Identifizierung und Charakterisierung von

Regulatoren der Expression der Gene sm/t0387 und sm/t0184 darstellen.



2. Einleitung

2.1. EinfUhrungin das Thema

Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia) ist ein Gram-negatives, aerobes, bewegliches
Bakterium, das als Erreger nosokomialer Infektionen gilt (Senol E, 2004). Urspriinglich wurde das
Bakterium der Gattung Pseudomonas, spater der Gattung Xanthomonas zugeordnet (Swings J et al.,
1983), bevor 1993 die neue Gattung Stenotrophomonas eingefiihrt wurde (Palleroni NJ & Bradbury JF,
1993).

Das Bakterium ist geographisch weit verbreitet. Sogar in der Antarktis konnten Stamme von
S. maltophilia nachgewiesen werden (Vazquez SC et al., 1995). Als ubiquitares Bakterium ist es in
wassriger Umgebung wie Flissen, Brunnen, Abwéssern, aber auch im Erdboden zu finden (Denton M
& Kerr KG, 1998). Diese Habitate, besonders die Rhizosphare im Erdboden, sind sehr nahrstoffreich,
sodass eine Vielzahl konkurrierender Mikroorganismen Uber die Ausschittung antibiotischer
Substanzen versucht, diese Lebensrdume zu besiedeln. Uber horizontalen Gentransfer mit Gram-
positiven Bakterien wie Staphylococcus aureus konnte S. maltophilia hier Resistenzen gegen ein

breites Spektrum von Antibiotika erlangen (Berg G et al., 2005; Alonso A et al., 2000).

Durch diese Multiresistenz gelingt es oftmals nicht, S. maltophilia in Krankenhdusern mithilfe der
gangigen Antibiotika vollstandig abzutoten, wodurch es zu Krankenhausinfektionen kommt. Das
opportunistische Bakterium wurde in und auf diversen Geraten und Oberflachen wie Dialysegeraten,
Blutdruckmessgeraten und den Handen des Krankenhauspersonals gefunden (Denton M & Kerr KG,
1998). Uber die Behandlung der Patienten gelangt es in den Kdrper und kann zu einem breiten
Spektrum an Syndromen wie z.B. Bakteriamie, Endokarditis und Atemwegsinfektionen fihren. Die
hochste Letalitat wurde bei stark geschwachten und immunsupprimierten Patienten nachgewiesen

(Berg G et al., 2005).

Um Moglichkeiten zu finden, S. maltophilia zuverlassig abzutoten, werden seit einiger Zeit die
Virulenzfaktoren des Mikroorganismus genauer erforscht. Hierzu gehéren unter anderem die Fahigkeit
des Bakteriums zur Bildung von Biofilmen, extrazellulare Enzyme, Flagellen und das sogenannte

Quorum Sensing (Adegoke AA et al., 2017).

Bei dem Quorum Sensing handelt es sich um ein interbakterielles Kommunikationssystem. Die
Bakterien schiitten spezifische Signalmolekiile aus und kénnen lGber die Konzentration dieser Molekiile

auf die Dichte ihrer Population schlieRen. Ab dem Erreichen einer bestimmten Schwellenkonzentration



werden z.B. die Expression von Virulenzgenen hochreguliert, Antibiotikaresistenzen ausgebildet und

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

PXO_03968, auch bekannt als Ax21 fiir Activator of XA21-mediated immunity, ist ein von Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo) synthetisiertes Protein (Lee SW et al., 2009). Es wurde festgestellt, dass das
194 Aminosauren lange Protein als Aktivator des pattern recognition receptors (PRR) XA21 der
Wildreis-Spezies Oryza longistaminata zu einer natirlichen Immunitat gegen den von Xoo ausgelosten
Bakterienbrand verhilft (Park CJ et al., 2010). In S. maltophilia konnten die Gene sm/t0184 und
smlt0387 als Orthologe des ax21 Gens nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 1 ersichtlich ist,
besteht eine hohe Homologie zwischen den primadren Aminosauresequenzen von PXO_03968 (Ax21)
aus Xoo und den beiden S. maltophilia Proteinen SmIt0387 und SmIt0184. SmIt0387 weist eine
60 %ige, SmIt0184 eine 56 %ige Sequenzidentitat mit PXO_03968 auf. Zwischen den beiden Ax21
Orthologen ergibt sich eine Identitdt von 63 % (Devos S et al., 2015). Daraus lieRe sich schlieRen, dass

smlt0387 und smit0184 in S. maltophilia vergleichbare Funktionen wie ax21 in Xoo erfiillen kénnten.

PX0_03968 i - MLALGLLAALPFAASAAENLSYNFVEGDYVRTPTDGRDADGWGVKASYAVAPNFH 55
Sm1t0387 1 -MKNSLIALALAAALPFTASAAENLSYNYAEADYAKTDVDGIKADGWGVKGSYGFLPNFH 59
Sm1t0184 1 MNKNSLLALGLLAALPFAASATDGLSYNYVEGGYVNTDAKGGDADGWKVKGSVAVHPNFH 60
PX0_03968 56 VFGEYSKQNADDNKNL FKNTNSDFQQWGVGVGFNHEIATSTDFVARVAYRRLDLDSPNIN 115
Sm1t0387 60 AFGEYSRQEVDH-----~~ TNIKVDQWKVGAGYNVETAPSTDFVARVAYQKFDRK-HGLD 111
Sm1t0184 61 IFGDYSAQETDK------- FKNDVDQWRIGAGYNYGIAPNTDLVARVAYQKFDMK-HGLD 112
PX0_03968 116 FDGYSVEAGLRNAFGEHFEVYALAGYEDYSKKRGIDAGNDFYGRLGAQVKLNQNWGINGD 175
Sm1t0387 112 FNGYSAEAGIRTAFGAHAEVYCGMVGYEDYAKKHGVDIDGQWYGRLGGQVKLNQNWGLNGE 171
Sm1t0184 113 FNGYSTEVGVRTAFNPYVEGYVMAGYEDYTKKHGINPDGEFYGRVGATAKFNQNWGL SGE 172
PX0_03968 176 TRMDGDGNKEWSVGPRFSW 194

Sm1t0387 172 LKMNRHGDKEYTVGPRFSW 190

Sm1t0184 173 VKLAKAGDREWFVGPRFTW 191

Abbildung 1: Vergleich der primdren Aminosduresequenzen der Proteine PXO_3968, Sm|t0387 und Smlt0184 mit
Kennzeichnung der identischen Sequenzen (gelb unterlegt) (Devos S et al., 2015)

Han SW et al. (2011) und McCarthy Y et al. (2011) beschrieben Ax21 und seine Orthologe als ein
Bestandteil des Quorum Sensing. Dabei zeigte eine Mutante des Stammes S. maltophilia K279a, bei
der das Gen smlt0387 deletiert wurde, unter anderem eine verminderte Biofilmbildung auf
Glasoberflachen und eine starkere oder abgeschwachte Expression unterschiedlicher Gene (McCarthy
Y et al., 2011). Beide Publikationen wurden allerdings wieder zuriickgezogen, da Han SW et al. (2013)
bei spateren Arbeiten feststellten, dass der verwendete Stamm Xoo PX0994ax21 (deletiertes ax21
Gen) in der Stammsammlung mit einem anderen Bakterienstamm verunreinigt war und McCarthy Y et
al. (2017) einen Abbildungsfehler in ihrer Publikation und eine damit verbundene Missinterpretation
bemerkten. Einige der Ergebnisse konnten allerdings von Qian G et al. (2013) in Xanthomonas oryzae

pv. oryzicola (Xoc) reproduziert werden.



Sollten die Ax21 Orthologe tatsachlich als Signalmolekiile bei der Zell-Zell-Kkommunikation fungieren,
wirde dies eventuell eine Mdglichkeit bieten, die Virulenz von S. maltophilia durch die Unterdriickung
der Biofilmbildung und die abgeschwachte Expression von Virulenzgenen herabzusenken. Dies kdnnte
zum Beispiel durch eine Unterdriickung der Expression der Gene smit0387 und smit0184 gelingen,

sodass die Aufklarung der Regulation der Expression der ax21 Orthologe von hohem Interesse ist.

Mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (engl. quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction; RT-gPCR) wurde die Expressionsrate der Gene sm/t0387 und
smlt0184 in S. maltophilia K279a in Relation zu der des Housekeepinggens rpoA ermittelt. Bei der
RT-gPCR wird im ersten Schritt die Umschreibung von Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid; RNA)
in komplementdre Desoxyribonukleinsdure (engl. complementary deoxyribonucleic acid; cDNA) vom
Enzym Reverse Transkriptase katalysiert. Anschliefend folgen die Vervielfaltigung der cDNA mittels
Polymerase und die Quantifizierung der Amplifikate (Mackey IM, 2007). Dabei kann die quantitative
Bestimmung der cDNA-Konzentration relativ zu einem internen Standard z.B. einem Housekeeping-
Gen erfolgen. Bei diesen handelt es sich um Gene, die fiir Proteine oder RNA kodieren, die fir
grundlegende metabolische Zellvorgange nétig sind und somit zumindest theoretisch in allen Zellen

dhnlich stark exprimiert werden sollten (Lorkowski S & Cullen PM, 2006).

Mithilfe der RT-qPCR zeigte sich, dass die normierte Konzentration der Messenger-RNA (engl.
messenger ribonucleic acid; mRNA) der beiden ax21 Orthologe lber den Verlauf der exponentiellen
Wachstumsphase nur geringfligig zunahm und erst in der stationdaren Phase auf das Doppelte bis
Achtfache anstieg. Des Weiteren war zu erkennen, dass die gemessene mRNA-Konzentration des Gens
smlt0387 weitaus hoher lag als die des Gens sm/t0184. Wahrend die Expression des Gens sm/t0387 das
110- bis 1150-fache der Expression des Housekeeping-Gens rpoA betrug, ergaben sich fiir sm/t0184

Faktoren zwischen 2 und 40 (Mamat U et al., unveroffentlichte Ergebnisse).

Ziel der vorliegenden Bachelorarbeit war es, die Expression der ax21 Orthologe sm/t0184 und smIt0387
in S. maltophilia K279a zu untersuchen. Da kein MaR zur Bestimmung der Expression der beiden
eigentlichen Gene verfligbar war, sollten sogenannte Reporterstaimme hergestellt werden, bei denen
sich das Reportergen lacZ, welches fiir die Synthese der B-Galactosidase in Escherichia coli (E. coli)

kodiert, unter der Kontrolle der Promotoren der Gene sm/t0184 und smlt0387 befindet.



2.2. Grundlagen der Reporter-Stamm-Erzeugung

Flr die Herstellung der Reporter-Stamme muss das Reportergen lacZ gezielt in das Genom integriert
werden und das Gen smlt0387 bzw. sm/t0184 ersetzen. Aubert DF et al. beschrieben 2014 eine
Methode fiir eine vergleichbare genetische Manipulation in Burkholderia cenocepacia (Abb. 2).
Demnach soll in einem ersten sogenannten Mating ein Plasmid, auf dem das einzubringende Gen
(insert) lokalisiert ist, mittels Konjugation von einem Donor in den Rezipienten libertragen werden.
Dieses Plasmid muss bestimmte zum Rezipientengenom homologe Sequenzen aufweisen, sodass es
nach dem Plasmidtransfer zu einem Enzym-vermittelten Doppelstrangaustausch, der homologen
Rekombination, zwischen den homologen Abschnitten des Plasmids und der genomischen
Desoxyribonukleinsadure (engl. deoxyribonucleic acid; DNA) kommen kann (Casali N, Preston A, 2003).

In den erzeugten Cointegraten soll das gesamte Plasmid integriert sein.

In einem anschlieBenden zweiten Mating soll das Plasmid pDAI-Scel-SacB in diese Cointegrate
transferiert werden, sodass ein Genprodukt dieses Plasmids, die Endonuklease I-Scel, im Rezipienten
eine Deletion induziert. Es sollen hierdurch alle zuvor durch homologe Rekombination integrierten
Plasmid-Sequenzen mit Ausnahme des geplanten Gens deletiert werden, sodass letztendlich im
erzeugten Stamm (gentechnisch veranderter Organismus; GVO) lediglich dieses Gen an der geplanten
Stelle lokalisiert ist. Diese Methode der genetischen Manipulation soll auf eine Vielzahl von Gram-
negativen Bakterien anwendbar sein, sodass sie auch fiir die Erzeugung der in dieser Arbeit benotigten

Stamme von S. maltophilia K279a geeignet sein sollte, welche im Folgenden beschrieben wird.

Wildtyp —{gena B nC]

|-Scel-ES

Herstellung des Cointegrats
1. homologe Rekombination

I-5cel-ES

Cointegrat —{genA J|>—1fnsen

Auflésung des Cointegrats % pDAl-Scel-5ach
2. homologe Rekombination

Wildtyp —{gena >W >< genCl=— GVO —{genA >—|.‘nserr >—< genC—

Abbildung 2: Graphische Darstellung der von Aubert DF et al. (2014) beschriebenen Methode zur genetischen
Manipulation von Gram-negativen Bakterien (I-Scel-ES = |-Scel-Erkennungssequenz)
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Im ersten Mating muss das Plasmid pUDKO049 bzw. pUDKO051 (Abb. 3 und 4) tiber Konjugation in jeweils
eine Einfach- und Doppelmutante transferiert werden. Die Verwendung der Doppelmutante
S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmlit0184 ermdglicht die Erzeugung von Stdmmen, bei denen eins
der ax21 Orthologe deletiert und das jeweils andere durch das Reportergen lacZ ersetzt ist. Sie konnen
im Vergleich mit den aus den Einfachmutanten erzeugbaren Stimmen, bei denen an der Stelle des
deletierten Gens das Reportergen eingefligt wird, Aufschluss dariiber geben, ob sich sm/t0387 und

smlt0184 gegenseitig beeinflussen.

mob Abbildung 3: Karte des Plasmids pUDK049
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Flr den horizontalen Gentransfer muss der Donor neben bestimmten Mobilisierungsgenen (mob) und
einem Transferursprung (engl. origin of transfer; oriT) auf dem zu libertragenden Plasmid sogenannte
Transfergene (tra) besitzen. Wahrend die mob Gene zum Beispiel fiir eine Relaxase, die das Plasmid
am Transferursprung schneidet, kodieren, sind die tra Gene unter anderem fiir die Ausbildung der

Sexpili verantwortlich (Smith MCM & Sockett E, 1999).

Wie den Plasmidkarten von pUDK049 und pUDKO51 zu entnehmen ist, weisen die Plasmide zwar mob
Gene und einen oriT auf, allerdings keine tra Gene. Es handelt sich bei ihnen lediglich um
mobilisierbare Plasmide, sodass fiir die Konjugation ein tra kodierendes konjugatives Helferplasmid
bendtigt wird. Das Helferplasmid pRK2013 muss zunachst selbst iber Konjugation vom Helferstamm
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in den Donor Ubertragen werden, der dadurch befahigt wird, pUDK049 bzw. pUDKO51 in den
Rezipienten zu transferieren. Als Donor und Helfer eignen sich z. B. Stimme von E. coli, die die
jeweiligen Plasmide besitzen. Da an diesem Gentransfer drei Bakterienstimme beteiligt sind, spricht

man von einem triparentalen Mating (Abb. 5).

Helfer Abbildung 5: Schematische Darstellung eines

( } triparentalen Matings
konjugatives O Rezipient Im ersten Schritt wird ein konjugatives Plasmid
Plasmid @ mobilisierbares (blau) vom Helfer auf den Donor transferiert,
Plasmid mithilfe dessen der Donor im zweiten Schritt
in den

Helfer

das mobilisierbare Plasmid (rot)
Rezipienten transferieren kann.

bonor (L

@Mﬂpient

Nach dem Gentransfer in den Rezipienten kann die gesamte Plasmidsequenz in das Genom integriert

werden (Abb. 6 und 7). Der Integrationsort wird dabei lber die Sequenzen auf den Plasmiden
bestimmt, die homolog zu den flankierenden DNA-Sequenzen des Integrationsorts sind. Das Plasmid
pUDKO049 wird an die Stelle des deletierten Gens sm/t0387 integriert, pUDKO51 an die Stelle des

deletierten Gens sml/t0184.

Die Plasmide pUDK049 und pUDKO051 sind sogenannte Suizid-Plasmide. Fiir die Replikation eines
Plasmids mit dem Replikationsursprung orirsxy Wird das m-Protein benétigt, welches vom pir-Gen
kodiert wird (Casali N & Preston A, 2003). Dieses Gen befindet sich weder auf den Plasmiden noch im
Genom von S. maltophilia. Somit sind die Plasmide in den verwendeten Stdmmen nicht
replikationsfahig und werden im Zuge der Zellteilung lediglich an eine der Tochterzellen
weitergegeben. Zellen, bei denen das Gen in das Rezipientengenom integriert wurde, kénnen das /lacZ,
die Chloramphenicol- und Trimethoprimresistenz hingegen an alle Tochterzellen weitergegeben,
sodass mithilfe dieser Marker die Cointegrate identifiziert werden kénnen.
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smIt0387 " smit0389° dhf%\’ wyrm smt0386° smit0387° smlit0389

CTT— | ) w M&

Abbildung 6: Genetische Organisation der Asm/t0387/pUDK049 Cointegrate

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia (smIt0386°, smiIt0387°, smIt0389°)
Dihydrofolatreduktase-Gen (dhfRIl) (kodiert fir Trimethoprim-Resistenz)

Chloramphenicol-Acetyltransferase (cat) Mobilisierungsgene (mob)
Transferursprung (oriT) Replikationsursprung (R6Ky ori)
B-Galactosidase-Gen (lacZ) Gene von S. maltophilia (sm/t0386, smIt0389)
smit0184 ° smlit0184° smit0185" dfhRIl, |-Scel Erkennungssequenz REKY orl_smit0183° smt0185
SEUGIE S 9 & —— | S — —"—
i oriT

Abbildung 7: Genetische Organisation der Asm/t0184/pUDK051 Cointegrate

Teilsequenzen der Gene von S. maltophilia (smlt0183°, smit0184°, smIt0185°)
Dihydrofolatreduktase-Gen (dhfRll) (kodiert fir Trimethoprim-Resistenz)

Chloramphenicol-Acetyltransferase (cat) Mobilisierungsgene (mob)
Transferursprung (oriT) Replikationsursprung (R6Ky ori)
B-Galactosidase-Gen (lacZ) Gene von S. maltophilia (smIt0183, smIt0185)

Das integrierte lacZ stammt aus E. coli und kodiert flr eine B-Galactosidase. Dieses Enzym setzt
Galactoside wie Lactose, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-b-galactopyranosid (X-Gal) und o-Nitrophenyl-B-
D-galactopyranosid (ONPG) um. X-Gal wird von der B-Galactosidase in Galactose und den blauen
Farbstoff 5,5'-Dibromo-4,4'-dichloro-indigo gespalten (Clark DP et al., 2018). Hierdurch kénnen die

Cointegrate in Anwesenheit von X-Gal als blau gefarbte Kolonien identifiziert werden.

Das Gen cat kodiert fir eine Chloramphenicol-Acetyltransferase, welche zwei Acetylgruppen vom
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) auf Chloramphenicol transferiert. Im Gegensatz zum Chloramphenicol
kann das entstandene Derivat nicht an die bakteriellen Ribosomen binden, sodass die Translation nicht
gehemmt wird (Clark DP et al., 2018). Hierdurch sind die Cointegrate resistent gegeniber

Chloramphenicol.

Klone, bei denen durch homologe Rekombination das gesamte Plasmid eingefligt wurde, kdnnen
folglich auf lysogeny broth (LB) Agar mit Chloramphenicol und X-Gal identifiziert werden. Zur
Gegenselektion der E. coli sollte dem LB Agar zudem noch das Antibiotikum Norfloxacin beigefiigt

werden (Papich MG, 2010), sodass folgende Cointegrate selektiert werden:

S. maltophilia K279a Asmlt0387/pUDK049 Cointegrat

S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmit0184/pUDKO049 Cointegrat

S. maltophilia K279a Asmlt0184/pUDKO051 Cointegrat

S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmit0184/pUDKO051 Cointegrat
13



Mithilfe des zweiten triparentalen Matings soll das Plasmid pDAI-Scel-SacB (Abb. 8) in die hergestellten
Cointegratstamme eingebracht werden. Auch dieses Plasmid besitzt wie pUDK049 und pUDKO51
lediglich Mobilisierungsgene. Aus diesem Grund wird neben dem Donor und dem Rezipienten erneut

ein Helfer mit dem konjugativen Plasmid pRK2013 bendétigt.

Abbildung 8: Karte des Plasmids pDAI-Scel-SacB

Mobilisierungsgene mit Transferursprung (mob),
I-Scel-Endonuklease-Gen (I-Scel),
Levansucrase-Gen (sacB),
Tetracyclin-Magnesium/H*-Antiporter-Gen (tetA),
Gen fiir den Repressor des tetA (tetR),

pDAl-Scel-SacB Replikationsursprung (ori)

9,635 bp |-Scetbpy

Das Plasmid pDAI-Scel-SacB verfligt Gber die Gene tetR und tetA, welche ihrer Wirtszelle zu einer
regulierten Tetracyclinresistenz verhelfen. Bei dem Protein TetA handelt es sich um einen Tetracyclin-
Magnesium/H*-Antiporter in der Cytoplasmamembran. Durch ihn wird das Tetracyclin aus der Zelle
befordert, sodass die Translation nicht durch das Binden des Antibiotikums an die Ribosomen
gehemmt wird. TetR stellt einen Repressor dar, der die Transkription des tetA Gens erst bei
Vorhandensein von Tetracyclin vermehrt ablaufen |dsst. Durch die Bindung des Antibiotikums an das
TetR-Homodimer |6st sich der Komplex von der DNA, sodass tetA transkribiert werden kann (Nelson
M et al., 2012). Mithilfe der Tetracyclinresistenz konnen diejenigen Zellen selektiert werden, in die das

pDAI-Scel-SacB Plasmid transferiert wurde.

Das Plasmid befahigt die Stamme durch das Gen /-Scel dazu, die gleichnamige Endonuklease zu
synthetisieren. Dieses Enzym erkennt eine 18 bp lange Sequenz und generiert einen
Doppelstrangbruch in der DNA (Canthomen T et al., 2016). Die I-Scel-Erkennungssequenz liegt auf den
Plasmiden pUDK049 und pUDKO51 (Abb. 3 und 4) und wird daher bei der homologen Rekombination
ebenfalls in das Genom integriert (Abb. 6 und 7). Hierbei wird die genomische DNA durchtrennt,

wodurch es zur Induktion einer weiteren homologen Rekombination kommt.

Aus den Cointegraten konnen durch die homologe Rekombination zwei unterschiedliche Stamme
entstehen. Sofern es zu einem Crossing-Over der integrierten Teilsequenz sm/t0389° bzw. smIt0185°
mit dem wirtseigenen Gen smlt0389 bzw. smi/t0185 kommt, entsteht die urspriinglich verwendete

Einfach- bzw. Doppelmutante. Da somit auch die Gene fir die P-Galactosidase und die
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Chloramphenicol-Acetyltransferase aus dem Genom entfernt werden, sind diese Klone

Chloramphenicol-sensitiv und zeigen in Anwesenheit von X-Gal keine Blaufarbung.

Die fur die weiteren Arbeiten bendtigten Stamme entstehen, sofern ein Crossing-Over zwischen der
integrierten Teilsequenz smlt0386° bzw. smlt0183° und dem wirtseigenen Gen smit0386 bzw.
smlt0183 stattfindet, sodass bis auf das lacZ keine weiteren Gene des integrierten Plasmids pUDK049
oder pUDKO51 im Genom verbleiben. Diese Klone sind dadurch ebenfalls Chloramphenicol-sensitiv,

erscheinen jedoch auf X-Gal LB Agar mit einer blauen Farbung.

Zur Herstellung markerloser Stamme muss im letzten Schritt auf Tochterzellen selektiert werden, die
wahrend der Zellteilung kein Plasmid erhalten haben. Diese Selektion ist durch das sacB Gen auf dem
Plasmid moglich, welches fir die Levansucrase kodiert. Dieses Enzym hydrolysiert im ersten Schritt
Saccharose zu Glucose und Fructose und polymerisiert im zweiten Schritt die Fructose zu Levan,
welches letal fir Gram-negative Bakterien ist. Aus diesem Grund zadhlt sacB zu den sogenannten
Suizidgenen (Howe C, 2007; Aubert DF, 2014). Lediglich diejenigen Klone, bei denen es zu einem
Verlust des pDAI-Scel-SacB kommt, synthetisieren kein toxisches Levan und kénnen somit auf 5 %igen
Saccharose-Agarplatten Kolonien bilden. Durch das Ausstreichen der auf Saccharose-Agar
gewachsenen Einzelkolonien auf LB Agar und LB Agar mit Tetracyclin kann der Verlust des

pDAI-Scel-SacB Plasmids bestatigt werden.

Somit lassen sich mit der von Aubert DF et al. (2014) beschriebenen Methode folgende Stamme

herstellen:

S. maltophilia K279a Psmioss7::lacZ
S. maltophilia K279 Psmioss7::lacZ Asmit0184
S. maltophilia K279a Psmpo1sa::lacZ
S. maltophilia K279a Psmio1s4::lacZ Asmit0387
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3. Material

3.1. Chemikalien und Reagenzien

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller sind

in der Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Bacto™ Agar

Agarose, universal (peqGOLD)

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO4 - 2H,0)
Desoxynukleosidtriphosphat (dNTP) Mix (10 mM each)
DreamTaq DNA Polymerase

10x DreamTagq Puffer

Chloramphenicol

Chloroform

Dimethylformamid

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder

Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA-Na; - 2H,0)

Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml in H,0)

Glycerol (Calbiochem)

Hefe-Extrakt

Kaliumchlorid (KCl)

Kanamycinsulfat

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl; - 6H,0)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgS0O, - 7H,0)
Natriumcarbonat (Na>COs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO, - H,0)
Norfloxacin

o-Nitrophenyl-B-p-galactopyranosid (ONPG)
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Saccharose

Tetracyclin Hydrochlorid (Calbiochem)
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan (Tris)

Bacto™ Trypton

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-p-galactopyranosid)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
VWR, Radnor, USA

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fisher Scientific, Hampton, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fisher Scientific, Hampton, USA

Alfa Aesar, Haverhill, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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3.2. Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Plasmide

Plasmid GroBe [bp]  Eigenschaften Referenz

pDAI-Scel-SacB 9635 Mobilisierungsgene, I-Scel-Endonuklease-Gen, Hamad MA et al.,
Tetracyclinresistenz-Gen, Levansucrase-Gen 2010

pRK2013 4800 Transfergene Figurski DH &

Helinski DR, 1979

pUDKO049 9897 Mobilisierungsgene, B-Galactosidase-Gen, Psmito3s7::lacZ, Mamat U
Chloramphenicol Acetyltransferase Gen, I-Scel-Erkennungsstelle  (unverdoffentlicht)

pUDKO51 9901 Mobilisierungsgene, B-Galactosidase-Gen, Psmito184::lacZ, Mamat U
Chloramphenicol Acetyltransferase Gen, I-Scel-Erkennungsstelle  (unveroffentlicht)

3.3.  Primer

Die fiur die Polymerase-Kettenreaktionen (engl. polymerase chain reaction; PCR) verwendeten Primer

sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Sie wurden mit dem DNA/Protein-Analyseprogramm Geneious

(Biomatters, Auckland, Neuseeland) entworfen und von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg,

Deutschland) synthetisiert.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Primer und deren Sequenzen

Primer

Sequenz

ECO-lacZ-Seq3
ECO-lacZ-Seq5
Smlit0184-Ctrl3
SmIit0184-Ctrl4
Smlt0387ctrll
Smlt0387ctrl2

5‘- CGCTCCACAAGGTAAACAGTTGA -3¢
5‘- GCACCATCGTCTGCTCATCC -3*

5- AGCAGGGTCTGATAGAGCAGG -3’
5‘- GAACTGCGACTGGCTGAAACG -3*
5‘- CTCCTGTTGCAATCGTCGAAGG -3’
5‘- CGTTGCATTCCTGCAGGACAG -3’

3.4. Gerate

In Tabelle 4 sind die fir die jeweilige Versuchsdurchfliihrung kritischen Gerate aufgelistet. Gerate,

deren Modell und Hersteller austauschbar sind, wie z.B. Vortexer und Magnetrihrer, werden nicht

gesondert aufgefiihrt. Dies gilt ebenso fir Verbrauchsmaterialien wie z.B. Drigalskispatel und

Impfdsen.
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Tabelle 4: Ubersicht Giber die verwendeten Gerate sowie deren Hersteller

Gerat Gerdtename Hersteller
Autoklav VX-150 Systec, Linden, Deutschland
Orbitalschittler  Innova 4230 Refrigerated Incubator Shaker  New Brunswick Scientific, Edison, USA
Zentrifugen Mikro 220R Hettich, Kirchlengern, Deutschland
Avanti®J-26 XP Beckman Coulter, Brea, USA
Thermocycler T100™ Thermal Cycler Bio-Rad, Hercules, USA
GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA
Photometer UV-1800 Shimadzu, Kyoto, Japan

4. Methoden

4.1. Kultivierung und Konservierung von Bakterien

Die Anzucht der Bakterienstimme erfolgte in zuvor autoklaviertem LB Flissigmedium oder auf LB
Agarplatten Gber Nacht. Durch die Zugabe von Antibiotika wurde gegebenenfalls ein Selektionsdruck
ausgelibt. Bei der Kultivierung in LB Flissigmedium wurde mithilfe des Orbitalschiittlers bei 220 oder
250 Umdrehungen pro Minute (UpM) fir den nétigen Lufteintrag in das Medium gesorgt. Genauere
Angaben sind der Methodenbeschreibung des triparentalen Matings zu entnehmen. Die Rezepturen

fiir die Grundmedien waren wie folgt:

LB Agar LB Medium

1 % Bacto Trypton (w/v) 1 % Bacto Trypton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v) 0,5 % Hefeextrakt (w/v)
1,5 % Bacto Agar (w/v) 0,17 M NacCl

0,17 M NacCl in A. bidest

in bidestilliertem Wasser (A. bidest)

Die Bakterienstamme wurden als Glycerolkulturen bei -80 °C konserviert. Hierflir wurden die in 5 ml
LB Medium dber Nacht bei 220UpM und 37°C auf dem Orbitalschittler angeziichteten
Bakterienkulturen fir 10 Minuten bei 4 °C und 5.524 x g abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstands wurde das Zellsediment in 1 ml LB Fliissigmedium mit 20 % Glycerol resuspendiert und

bei -80 °C gelagert.
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4.2. Triparentales Mating

4.2.1. Erstes triparentales Mating

Mithilfe des ersten triparentalen Matings wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Cointegrat-Stamme

erzeugt.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die mittels des ersten triparentalen Matings hergestellten
Bakterienstdmme

Mating-Nr. Herstellung von
1.1 S. maltophilia K279a Asmlt0387/pUDK049 Cointegrat
1.2 S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmlt0184/pUDK049 Cointegrat
1.3 S. maltophilia K279a Asmlt0184/pUDK051 Cointegrat
14 S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmlt0184/pUDKO051 Cointegrat

Die in Tabelle 6 gelisteten Donor-, Helfer- und Rezipientenstdmme wurden zunachst in je 5 ml LB
Medium mit den notigen Antibiotika iber Nacht bei 37 °C und 220 UpM auf dem Orbitalschittler
angezlichtet und im Volumenverhaltnis 3:3:1 (Helfer:Donor:Rezipient) gemischt.

Tabelle 6: Ubersicht (iber die fiir das erste Mating verwendeten Helfer-, Donor- und Rezipientenstimme mit
Angabe des Kultivierungsmediums

Nr. | Helfer Donor Rezipient
. S. maltophilia K279a Asmit0387
1.1 E. coli SY327/pUDK049 .
. LB Medium
— LB Medium —
. . S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmit0184
1.2 | E. coli DH5a/pRK2013 + 30 pg/ml Chloramphenicol ]
. LB Medium
—1 LB Medium —
. . S. maltophilia K279a Asmlit0184
1.3 | +30 pg/ml Kanamycin | E. coli SY327/pUDK051 .
. LB Medium
— LB Medium —
. S. maltophilia K279a AsmIt0387 Asmit0184
14 + 30 pg/ml Chloramphenicol .
LB Medium

Es wurden 1ml des Donor-, 1 ml des Helfer- und 330 ul des Rezipientenstamms in je ein
Mikroreaktionsgefal} Gberfiihrt und bei 4 °C und 12.840 x g abzentrifugiert. Nachdem die drei Stamme
in 1 ml LB Medium resuspendiert und vereinigt worden waren, wurde erneut bei 4 °C und 12.840 x g
zentrifugiert. Anschliefend wurde das Sediment in 100 ul super optimal broth (SOB) Medium
resuspendiert und die Zellsuspension auf eine SOB Agarplatte pipettiert. Diese wurde bei 37 °C lber

Nacht inkubiert.
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SOB Agar SOB Medium

1 % Bacto Trypton (w/v) 1 % Bacto Trypton (w/v)
0,25 % Hefeextrakt (w/v) 0,25 % Hefeextrakt (w/v)
1,5 % Bacto Agar (w/v) 5 mM NaCl

5 mM NaCl 1,25 mM KCl

1,25 mM KCl 5 mM MgCl; - 6H,0

5 mM MgCl; - 6H,0 5 mM MgSO;, - 7H,0

5 mM MgS0O, - 7H,0 in A. bidest

in A. bidest

Am nachsten Tag wurde die Biomasse von der Agarplatte abgekratzt und in 1 ml Phosphat-gepufferter
Salzlésung (engl. phosphate buffered saline; PBS) resuspendiert, sodass eine serielle Verdliinnungsreihe
der Zellsuspension bis 10* in 1 ml PBS angesetzt werden konnte. Des Weiteren wurden X-Gal LB
Agarplatten hergestellt, indem jeweils 50 pl einer 98 mM X-Gal-Lésung (gelost in Dimethylformamid)
auf LB Agarplatten mit den nétigen Antibiotika, in diesem Falle 60 pg/ml Chloramphenicol und 5 pg/ml
Norfloxacin, ausgespatelt wurden. Auf diesen wurden anschlieRend jeweils 100 pl der unverdiinnten
Zellsuspension bzw. der Verdiinnungen mit einem Drigalskispatel ausplattiert. Die Platten wurden bei

37 °C fir zwei Tage inkubiert.

Blau gefarbte Einzelkolonien wurden mit einer Impfése zur Kontrolle nochmals auf einer LB Agarplatte
mit 60 pg/ml Chloramphenicol und einer X-Gal LB Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert.

Die auf diese Weise erzeugten Stamme dienten als Rezipienten fiir das zweite triparentale Mating.

4.2.2. Zweites triparentales Mating

Mithilfe des zweiten triparentalen Matings wurden die fir die spateren Arbeiten bendtigten

Reporterstamme erzeugt (Tab. 7).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die mittels des zweiten triparentalen Matings hergestellten
Bakterienstamme

Mating-Nr. Herstellung von
2.1 S. maltophilia K279a Psmiross7::lacZ
2.2 S. maltophilia K279a Psmitoss7::lacZ Asmlit0184
2.3 S. maltophilia K279a Psmito1sa::lacZ
2.4 S. maltophilia K279a Psmiro1s4::lacZ AsmIt0387

Bei dem zweiten triparentalen Mating wurde anaolg zum ersten Mating vorgegangen. Die in Tabelle 8
aufgelisteten Donor-, Helfer- und Rezipientenstaimme wurden jeweils in 5 ml LB Medium mit den
notigen Antibiotika liber Nacht bei 37 °C und 220 UpM auf dem Orbitalschiittler angeziichtet. Das

Verhaltnis Helfer:Donor:Rezipient sollte ebenfalls 3:3:1 betragen.
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Tabelle 8: Ubersicht {iber die fiir das zweite Mating verwendeten Helfer-, Donor- und Rezipientenstimme mit
Angabe des Kultivierungsmediums

Nr. | Helfer Donor Rezipient
1 S. maltophilia K279a AsmIt0387/pUDK049 Cointegrat
’ LB Medium + 60 pg/ml Chloramphenicol
S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmlt0184/pUDK049
2.2 . . Cointegrat
E. coli DH50/pRK2013 E. coli DH5a/pDAI-Scel-SacB ) .
. . LB Medium + 60 pug/ml Chloramphenicol
—— LB Medium LB Medium

S. maltophilia K279a Asmlt0184/pUDKO051 Cointegrat
LB Medium + 60 pug/ml Chloramphenicol

S. maltophilia K279a Asmit0387 Asmlt0184/pUDK051
2.4 Cointegrat

2.3 | +30 ug/ml Kanamycin | + 20 pg/ml Tetracyclin

LB Medium + 60 pug/ml Chloramphenicol

Es wurden 1ml des Donor-, 1 ml des Helfer- und 330 ul des Rezipientenstamms in je ein
Mikroreaktionsgefal} Gberfiihrt und bei 4 °C und 12.840 x g abzentrifugiert. Nachdem die drei Stamme
in 1 ml LB Medium resuspendiert und vereinigt worden waren, wurde erneut bei 4 °C und 12.840 x g
zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Sediment in 100 ul SOB Medium resuspendiert und die

Zellsuspension auf eine SOB Agarplatte pipettiert. Diese wurde bei 30 °C Giber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Biomasse von der Agarplatte abgekratzt und in 1 ml PBS resuspendiert.
Die gesamte Zellsuspension wurde in Volumina von 150 ul oder 100 ul je Platte mit einem
Drigalskispatel auf LB Agarplatten mit 50 pg/ml Tetracyclin und 5 pg/ml Norfloxacin ausplattiert. Die

Platten wurden bei 30 °C fir zwei Tage inkubiert.

Tetracyclinresistente Einzelkolonien wurden mit einer Impfose jeweils auf einer LB Agarplatte mit
60 pg/ml Chloramphenicol und einer X-Gal LB Agarplatte oder einer X-Gal LB Agarplatte mit 50 pg/ml

Tetracyclin ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert.

4.2.3. Plasmidentfernung

Zur Herstellung der Stamme

S. maltophilia K279a Psmioss7::lacZ,

S. maltophilia K279a Psmirzs7::lacZ Asmlit0184,

S. maltophilia K279a Psmi1s4::lacZ und

S. maltophilia K279a Psmiro1s4::lacZ Asmit0387,
folgte anschlieRend eine Selektion auf Klone, welche im Zuge der Zellteilung das Plasmid pDAI-Scel-
SacB verloren hatten. Hierfir wurden Verdiinnungsausstriche der betreffenden Stamme auf
Saccharose-Agarplatten angefertigt und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert. Gewachsene Einzelkolonien
wurden zur Kontrolle jeweils auf LB Agar und LB Agar mit 50 pg/ml Tetracyclin ausgestrichen und Giber

Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Saccharose Agar

1 % Bacto Trypton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v)
1,5 % Bacto Agar (w/v)
14,6 mM Saccharose

in A. bidest

4.3. PCR

Zur Validierung der hergestellten Bakterienstamme

S. maltophilia K279a Psmitozs7::lacZ,

S. maltophilia K279a Psmirzs7::lacZ Asmit0184,

S. maltophilia K279a Psmio1s4::lacZ und

S. maltophilia K279a Psmiro1s4::lacZ Asmit0387
wurden PCR-Ansdatze mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt. Als Template wurde
Biomasse der B-Galaktosidase-positiven und Chloramphenicol-sensitiven Klone verwendet. Ein
B-Galaktosidase-negativer und Chloramphenicol-sensitiver Wildtyp-Klon des jeweiligen triparentalen

Matings wurde als Kontrolle verwendet.

Fur die Amplifikation der an die Insertionsstelle Reagenz Volumen
grenzenden Sequenzen wurde die DreamTag DNA- A bidest 7,55 Wl
| + d . belle 3 foeli 10x DreamTagq Puffer (20 mM MgCl,) 1l
Polymerase mit den in Tabelle aufgelisteten 10 uM 5*-Primer 05l
Primern verwendet. Die Zusammensetzung der PCR- 10 puM 3‘-Primer 0,5 ul
. . dNTP Mix (jeweils 10 mM 0,2 ul
Ansiatze (10 ul Gesamtvolumen) ist rechts (J ) "
DreamTaq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul

aufgelistet.

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

unterschieden sich lediglich in der Zeit fiir den Elongationsschritt am Ende jedes Zyklus.

Tabelle 9: Temperaturprogramme der PCRs

Zeitprogramm 1: S. maltophilia K279a Psmitoss7::lacZ, S. maltophilia K279a Psmitoss7::lacZ Asmit0184
Zeitprogramm 2: S. maltophilia K279a Psmito1s4::lacZ, S. maltophilia K279a Psmito1s4::lacZ AsmIt0387

Schritt Zyklen  Temperatur Zeitprogramm 1 Zeitprogramm 2
initiale Denaturierung 1 95°C 2 min 2 min

Denaturierung 95°C 20s 20s
Amplifikation Annealing 40 60 °C 30s 30s

Elongation 72 °C 1min20s 2 min
finale Elongation 1 72 °C 10 min 10 min
Kihlung 1 4°C oo oo
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4.4, Agarose-Gelelektrophorese

Flr die Analyse der PCR-Produkte wurden 0,8 %ige Tris-Borat-EDTA-(TBE-)Agarosegele verwendet.

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) (5x) Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) (1x)
0,45 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethane
0,45 M Borsaure 1 mM EDTA-Na; (pH 8,0)
10 mM EDTA-Na; (pH 8,0) in A. bidest
in A. bidest
1x TBE-Puffer: 1:5 (v/v) mit A. bidest verdiinnen GellLoad-Puffer (6x)
Glycerol
TE-Puffer

Bromphenolblau
in A. bidest

Als Laufpuffer diente ebenfalls der TBE-Puffer. Es wurde jeweils 1 ul der Proben in 4 ul 1x TE-Puffer
und 1 pl 6x GelLoad-Puffer aufgenommen und das gesamte Volumen von 6 pl in die Tasche des Gels
aufgetragen. Zur Abschatzung der GréRe der PCR-Produkte wurde stets ein GroRenmarker (DNA-
Ladder 1 kb Plus) mitgefiihrt. Fir die elektrophoretische Auftrennung der DNA wurde eine Spannung

von 110 V angelegt.

Sobald die Lauffront bis ca. 1 cm vor dem unteren Ende des Gels gelaufen war, wurde dieses in einem
6,4 mM Ethidiumbromid-Bad fiir ca. 20 Minuten angefarbt und fir weitere 20 Minuten in einem
Wasserbad entfarbt. Durch die Bestrahlung des Agarosegels mit ultraviolettem (UV) Licht wurden die
DNA-Banden sichtbar, sodass das Gel fotografiert und mit der AlphaView Software (Bio-Techne

[ProteinSimple], Minneapolis, USA) ausgewertet werden konnte.

4.5. B-Galaktosidase-Aktivitatsassay

Um den Verlauf der B-Galaktosidase-Aktivitat in den Stammen

S. maltophilia K279a Psmiross7::lacZ,

S. maltophilia K279a Psmirozs7::lacZ Asmit0184,

S. maltophilia K279a Psmito1s4::lacZ und

S. maltophilia K279a Psmito1sa::lacZ Asmit0387
von der lag-Phase bis zum Eintritt in die stationdre Phase zu ermitteln, wurde neben der Aufnahme
einer Wachstumskurve ein B-Galaktosidase-Aktivitatsassay durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Stimme
dreifach als 20 ml-Kulturen in 100 ml-Erlenmeyerkolben bei 250 UpM auf dem Orbitalschittler
kultiviert und stindlich jeweils eine Probe der Bakteriensuspensionen genommen, deren optische

Dichten bei 600 nm (ODggo) mit dem Photometer gemessen wurden. Als Leerwert diente LB Medium.
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Ab einer ODgoo von mehr als 1,2 (auRerhalb des linearen Bereichs) wurde die Bakteriensuspension
verdinnt. AnschlieBend wurde mithilfe des im Folgenden beschriebenen Assays die enzymatische

Aktivitat in Miller Units bestimmt.

Z-Puffer (pH 7,0) ONPG-L6sung (pH 7,0)

90 mM Na;HPO, - 2H,0 90 mM Na;HPO, - 2H,0
40 mM NaH;PO;4 - H,0 40 mM NaH;PO;4 - H,0

10 mM KCI 13,3 mM ONPG

1 mM MgSQ;, - 7H,0 in A. bidest

50 mM B-Mercaptoethanol

in A. bidest

Es wurden je 100 ul der Zellsuspension bzw. der jeweiligen Verdlinnung in ein 2 ml
Mikroreaktionsgefal} pipettiert, 900 ul Z-Puffer hinzugegeben und gemischt. AnschlieBend wurden
20 ul einer 10 %igen Natriumdodecylsulfat-(engl. sodium dodecyl sulfate; SDS-)Lésung, 20 ul
Chloroform und 200 pul ONPG-Lésung hinzupipettiert. Nach Durchmischen mit dem Vortexer wurde
der Ansatz fiir zehn Minuten bei 30 °C inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 500 pl 1 M
Natriumcarbonat-Losung (Na,COs) hinzupipettiert und erneut durchmischt. Nach dem Absetzen des
Chloroforms wurde die Absorption bei 420 nm (Aaz0) und 550 nm (Asso) in 1 ml des Ansatzes bestimmt.
Als Leerwert wurde der identische Ansatz mit 100 ul LB Medium verwendet. In einigen Fallen, bei
denen aufgrund der vorherigen Messwerte bei A4y ein Uber 1 liegender Wert erwartet wurde, wurde

die Inkubationszeit von 10 Minuten auf 5 Minuten herabgesenkt.

Zum Berechnen der enzymatischen Aktivitat wurde die folgende Formel verwendet.

Ag20—1,75As50

Miller Units = 1000 - (1)

T.V.ODGOO
Ao Absorption des Reaktionsansatzes bei 420 nm
Asso Absorption des Reaktionsansatzes bei 550 nm

ODeoo  optische Dichte der Zellsuspension bei 600 nm
T Reaktionszeit in Minuten

Vv Volumen der Zellsuspension bzw. der Verdiinnung, das fiir die Reaktion verwendet wurde
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5. Ergebnisse

5.1. Erzeugung der Reporterstamme

Im ersten Schritt wurde mittels eines ersten triparentalen Matings das Plasmid pUDKO049 bzw.
pUDKO51 jeweils in eine Einfach- und eine Doppelmutante des Stamms S. maltophilia K279a
eingebracht, wobei die gesamte Plasmidsequenz Uber homologe Rekombination in das Genom
integriert werden sollte. Auf X-Gal LB Agarplatten wurden nach den Klonen gescreent, bei denen die
Konjugation erfolgreich ablief. In Abbildung 9 ist das Blau-Weil3-Screening exemplarisch flr das Mating
1.1 (Erzeugung des S. maltophilia K279a AsmIt0387/pUDK049 Cointegrats) zu sehen.

Abbildung 9: Blau-WeiB-Screening zur
Identifizierung der S. maltophilia K279a
Asmlit0387/pUDK049 Cointegrate auf

X-Gal LB Agar mit 60 ug/ml Chlor-
amphenicol und 5 pg/ml Norfloxacin

Bei allen vier Matings war die Anzahl der auf den X-Gal Agarplatten gewachsenen Kolonien in der

gleichen GroRenordnung. Die Ausstriche der 100-fachen Verdiinnungen wurden wie folgt ausgezahlt:

Mating 1.1 143 Kolonien
Mating 1.2 179 Kolonien
Mating 1.3 151 Kolonien
Mating 1.4 191 Kolonien

AnschlieBend wurde mittels eines zweiten triparentalen Matings das Plasmid pDAI-Scel-SacB in die
Cointegrate eingebracht, sodass das Enzym I-Scel synthetisiert und eine weitere homologe
Rekombination induziert werden konnte. In Abbildung 10 sind exemplarisch die Ausstriche der Klone
3 bis 10 des Matings 2.1 (Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmitoss7::lacZ) auf X-Gal LB Agar mit

Tetracyclin und LB Agar mit Chloramphenicol abgebildet.

Bei dem Mating 2.1 konnten von 34 ausgestrichenen Einzelkolonien zwolf Klone identifiziert werden,

die Chloramphenicol-sensitiv waren und bei denen X-Gal eine Blaufarbung hervorbrachte. Bei dem
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Mating 2.3 waren es vier von fiinf, bei dem Mating 2.4 vier von zehn ausgestrichenen Einzelkolonien.
Da bei dem Mating 2.2 keine Kolonien gewachsen waren, musste das Mating wiederholt werden. Nach
erneuter Durchfihrung konnten auch hier vier Klone von acht ausgestrichenen Einzelkolonien

identifiziert werden, die Chloramphenicol-sensitiv waren und die erhoffte Blaufarbung zeigten.

Abbildung 10: Ausstriche der Klone 3 bis 10 des Matings 2.1 (Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmito3s7::lacZ)
auf X-Gal LB Agar mit 50 pg/ml Tetracyclin und LB Agar mit 60 pg/ml Chloramphenicol

Zur Kontrolle der identifizierten Klone wurde eine PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese
durchgefiihrt. In Abbildung 11 ist exemplarisch das 0,8 %ige Agarosegel der Klone des Matings 2.1
(Erzeugung von S. maltophilia K279a Psmiross7::lacZ) abgebildet. Ganz links und rechts wurde fir die
GréRenbestimmung der PCR Amplifikate der Marker DNA-Ladder 1 kb Plus aufgetragen. Der Klon 5
wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen Chloramphenicol-sensitiven Klon, der

keine Blaufarbung in Anwesenheit von X-Gal hervorbrachte (Abb. 10).

Alle zwolf Amplifikate der identifizierten Klone wiesen bei der ersten PCR (obere Reihe in Abb. 11) eine
dhnliche GroRe auf. Es wurden Langen von 1289 kb bis 1368 kb bestimmt. Damit wichen die
ermittelten Werte nur geringfiligig von der erwarteten GroRe von 1324 kb ab. Auch die Amplifikate der
zweiten PCR (untere Reihe in Abb. 11) wiesen mit 1145 kb bis 1289 kb dhnliche Basenpaaranzahlen
auf. Hier betrug die erwartete GroRe 1261 kb, sodass auch hier die Abweichungen gering waren. Die

Kontrolle (Klon 5) wies wie erwartet keine Banden im Agarosegel auf.
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Abbildung 11: 0,8 %iges Agarosegel mit Amplifikaten der Kontroll-PCR-Ansdtze der Chloramphenicol-
sensitiven und blau gefarbten Klone des Matings 2.1

Flr die weiteren Arbeiten wurde je einer der aus dem zweiten Mating hervorgegangenen Klone auf
Saccharose-Agar ausgestrichen. In Abbildung 12 sind exemplarisch die Ausstriche (LB Agar, LB Agar mit
50 ug/ml Tetracyclin) der auf Saccharose-Agar gewachsenen Einzelkolonien des Matings 2.1

dargestellt. Alle acht Klone sind auf dem LB Agar gewachsen und waren Tetracyclin sensitiv.

Abbildung 12: Ausstriche der auf Saccharose-Agar gewachsenen Einzelkolonien (Erzeugung von S. maltophilia
K279a Psmitoss7::lacZ) des Klons 7 aus dem Mating 2.1 auf LB Agar und LB Agar mit 50 pg/ml Tetracyclin
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5.2.  Wachstumskurven und B-Galactosidase-Aktivitatsassays

Mit den vier hergestellten Stammen von S. maltophilia K279a wurden Kultivierungen durchgefiihrt, bei
denen stiindlich Proben genommen wurden. Ziel war es, die Abhangigkeit der B-Galactosidase-
Aktivitat vom Zellwachstum zu untersuchen, wobei hauptsachlich Augenmerk auf die exponentielle
Wachstumsphase und den Eintritt in die stationare Phase gelegt wurde. Das Wachstum wurde Uber
die optische Dichte bei 600 nm der Bakteriensuspension dargestellt, die f-Galactosidase-Aktivitat in
Miller Units. Um reprdsentative Ergebnisse zu erhalten, wurden alle Kultivierungen in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt, sodass je Stamm und Messzeitpunkt das arithmetische Mittel und

die Standardabweichung abgeleitet werden konnte.

Alle vier Stdmme zeigten ein sehr dhnliches Wachstum bis zum Eintritt in die stationadre Phase (Abb. 13
bis 16), wobei sich der typische Batch-Kultivierungsverlauf bestehend aus lag-Phase, exponentieller
Phase und dem Ubergang in die stationdre Wachstumsphase erkennen lieR. Dabei stieg die optische
Dichte in den zehn Stunden nach dem Animpfen der Kulturen von ca. 0,1 auf einen Wert von knapp
unter 7. In der ersten Kultivierungsstunde zeigten alle Stdmme nur ein geringes Wachstum mit einem
Anstieg der ODggo von ca. 0,02. Darauffolgend nahm die optische Dichte bis zur flinften bzw. sechsten
Stunde exponentiell, anschlieBend bis zur neunten Stunde anndhernd linear zu. In der letzten
Kultivierungsstunde wurde mit Ausnahme des Stammes S. maltophilia K279a Psmio3s7::lacZ Asmit0184

nur noch eine geringe Zunahme der ODgoo gemessen.

Die Standardabweichungen der optischen Dichten lag bis auf wenige Ausnahmen unter 0,08 und ist in

den Diagrammen lediglich fiir die Messpunkte erkennbar, bei denen dieser Wert liberschritten wurde.

Uber die Auftragung des natiirlichen Logarithmus vom Verhiltnis der ODgoo zur ODsoo, 0 (0ptische Dichte
zum Kultivierungsbeginn) gegen die Kultivierungszeit t lasst sich die spezifische Wachstumsrate p als
Steigung der sich in der exponentiellen Phase ergebenden Gerade bestimmen. Die Verdopplungszeit
tq lasst sich mit folgender Formel aus der spezifischen Wachstumsrate berechnen (Boslaugh S, 2007):
In(2)

tg=—= 2

4=, (2)
In Tabelle 10 sind die spezifischen Wachstumsraten und Verdopplungszeiten angegeben. Fir die
Bestimmung der GroBen wurde stets der sich aus den ODgoo-Werten der drei Ansdtze ergebende

Mittelwert verwendet.
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Tabelle 10: Angabe der spezifischen Wachstumsrate p und der
Verdopplungszeit tq der vier Reporterstimme

Stamm pinht tginh
S. maltophilia K279a Psmit0387::lacZ 0,742 0,93
S. maltophilia K279a Psmit0387::lacZ Asmit0184 0,676 1,03
S. maltophilia K279a Psmit0184::lacZ 0,787 0,88
S. maltophilia K279a Psmit0184::lacZ Asmit0387 0,685 1,01

Zuletzt ist noch zu sehen, dass sich jeweils die Wachstumskurven der Stamme K279a Psmitoss7::lacZ und
K279a Psmitozs4::lacZ und die der Stamme mit deletiertem Gen sm/t0387 bzw. smlt0184 stark dhneln,
sodass zum Beispiel bei den Stammen K279a Psmiossz::lacZ Asmit0184 und K279a Psmuozsa::lacZ

Asmlt0387 die Zunahme der optischen Dichte zwischen den Stunden sieben und acht leicht abnahm.

Das arithmetische Mittel der B-Galactosidase-Aktivitdat nahm Werte von 6943 bis 27665 Miller Units
an (K279a Psmito1sa::lacZ zum Zeitpunkt tmin=4 h und tmax=10 h). Auch hier zeigte sich ein dhnlicher
Verlauf der Enzymaktivitat bei allen vier Stammen. Zunachst stieg die Aktivitat von einem Wert von ca.
8000 bis 10000 Miller Units nach der ersten Stunde auf einen Wert von 11000 bis 14000 Miller Units
nach der zweiten Kultivierungsstunde an. In den nachsten zwei bis vier Stunden sank die Aktivitat der
B-Galactosidase leicht ab. Die maximale Abnahme von ca. 3500 Miller Units zeigte sich bei dem Stamm
K279a Psmito1sa::lacZ. AnschlieRend nahm die Enzymaktivitat allgemein erst leicht und nach der achten

bis zur zehnten Stunde starker zu.

Es ergaben sich bei den vier Stdmmen Standardabweichungen von 97 (K279a Psmito1s4::lacZ AsmIt0387

zum Zeitpunkt t = 1 h) bis 3467 Miller Units (K279a Psmito1s4::lacZ zum Zeitpunkt t = 10 h).
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Abbildung 13: Optische Dichte (ODsoo) der Bakteriensuspension und B-Galactosidase-Aktivitat (Miller Units) im
Verlaufe der Kultivierung von S. maltophilia K279a Psmito3s7::lacZ
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Abbildung 14: Optische Dichte (ODsoo) der Bakteriensuspension und B-Galactosidase-Aktivitdt (Miller Units) im
Verlaufe der Kultivierung von S. maltophilia K279a Psmito1s4::lacZ
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Abbildung 15: Optische Dichte (ODsoo) der Bakteriensuspension und B-Galactosidase-Aktivitat (Miller Units) im
Verlaufe der Kultivierung von S. maltophilia K279a Psmito3s7::lacZ Asmit0184
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Abbildung 16: Optische Dichte (ODsoo) der Bakteriensuspension und B-Galactosidase-Aktivitat (Miller Units) im
Verlaufe der Kultivierung von S. maltophilia K279a Psmito1s4::lacZ AsmIt0387
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6. Diskussion

6.1. Erzeugung der Reporterstamme

Mit der von Aubert DF et al. (2014) beschriebenen Methode gelang es erfolgreich, alle vier fiir die
spateren Arbeiten bendtigten Stamme herzustellen. Vor der Selektion der pDAI-Scel-SacB-freien Klone
auf Saccharose-Agar wurde mithilfe einer PCR und anschlieRender Gelelektrophorese iberpriift, ob in
den B-Galaktosidase positiven und Chloramphenicol-sensitiven Klonen das /acZ Gen tatsachlich in den
Locus des deletierten Gens smit0387 bzw. smlt0184 integriert wurde. Je Stamm wurden zwei PCRs
durchgefiihrt, mit denen beide Enden des Integrationsortes kontrolliert werden konnten. Die Primer
wurden so gewahlt, dass Sequenzen amplifiziert wurden, die zu einem Teil aus dem integrierten lacZ
und zum anderen aus den flankierenden genomischen Sequenzen stammten. Hierflir musste pro PCR
ein Primer mit der Basenabfolge der integrierten DNA und der jeweils andere mit einer Basensequenz

der flankierenden Wirts-DNA hybridisieren.

Bei der Kontroll-PCR des Stamms S. maltophilia K279a Psmioss7::lacZ wurden fiir die erste PCR (obere
Reihe in Abb. 11) die Primer SmIt0387ctrl1l und ECO-lacZ-Seq5 verwendet. Ersterer weist eine 22
Basenpaare lange Sequenz auf, die komplementar zu einem Abschnitt der genomischen DNA von
S. maltophilia K279a ist (Abb.17). ECO-lacZ-Seqg5 hingegen besteht aus einer Abfolge von 20
Basenpaaren, die komplementar zu einem Abschnitt des /acZ ist. Sofern es in den Uberpriiften Klonen
nicht zu einer anderen ungeplanten Integration kam, hatten die PCR-Produkte eine Lange von 1324 bp
aufweisen missen. Die geringen Abweichungen der mittels AlphaView Analysesoftware bestimmten
GréRen (1289 kb bis 1368 kb) sind durch leichte Anomalien im Laufverhalten der DNA Fragmente zu
erklaren, welche durch UnregelméaRigkeiten im Agarosegel und/oder der Pufferzusammensetzung der

PCR Proben resultiert sein kdnnten.

Smlt0387\; Smlt|0389

smlt0386 lacZ i

Smit0387ctrll ECO-lacZ-Seq3

- 1 - I
ECO-lacZ-Seq5 Smit0387ctrl2

Abbildung 17: Genetische Organisation der Psmioss7::lacZ Fusion im Genom von
S. maltophilia K279a mit Angabe der Primer-Bindungsstellen

Flr die zweite Validierungs-PCR fur den Stamm S. maltophilia K279a Psmiss7::lacZ (untere Reihe in
Abb. 11) wurden die Primer SmIt0387ctrl2 und ECO-lacZ-Seq3 verwendet. Smlt0387ctrl2 hybridisierte
wahrend der PCR mit der genomischen DNA, wahrend ECO-lacZ-Seq3 an eine Sequenz des lacZ Gens

band. Die theoretische GrolRe der erwarteten PCR-Produkte betrug 1261 bp, sodass die tatsachlich
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bestimmten GrolRen von 1145 kb bis 1289 kb aus den zuvor genannten Griinden ebenfalls nur minimal

abwichen.

Als Kontrolle wurde bei beiden PCRs immer ein Chloramphenicol-sensitiver Klon mitgefiihrt, der keine
Blaufarbung in Anwesenheit von X-Gal hervorbrachte (Klon 5). Da aller Wahrscheinlichkeit nach eine
homologe Rekombination ablief, durch die der urspriinglich verwendete Stamm S. maltophilia K279a
Asmlt0387 entstand, kann davon ausgegangen werden, dass lediglich die Primer Smlt0387ctrl1 und
SmIt0387ctrl2 hybridisieren konnten. Da jedoch ohne die Anlagerung der Primer ECO-lacZ-Seq5 und
ECO-lacZ-Seq3 nicht der jeweils komplementare Strang vervielfaltigt werden konnte, fand keine
Amplifikation der definierten Sequenzen statt, sodass im Agarosegel keine Banden nachgewiesen

werden konnten.

Die angewandte Methode stellt ein vielversprechendes Verfahren zur gezielten genetischen
Manipulation Gram-negativer Bakterien dar. Durch die gezielte Anpassung der genetischen
Organisation des im ersten Mating zu verwendenden Suizid-Plasmids, in diesem Fall pUDK049 bzw.
pUDKO51, kann zumindest theoretisch in jedes nicht-essenzielle Gen des Genoms des Rezipienten eine
Mutation eingefiligt werden. Dabei kann es sich bei der Mutation um eine Insertion, einen Austausch
oder eine Deletion handeln, sodass z.B. Stimme zur Untersuchung des Effekts einer bestimmten
Punktmutation, der Notwendigkeit gewisser Gene oder eben der Regulation von Promotoren erzeugt

werden kénnen.

Die Effizienz einer Konjugation ist von vielen Faktoren wie z.B. dem pH-Wert, der
Inkubationstemperatur und -zeit, der Zelldichte, dem Verhéltnis der Matingpartner und den
Organismen selbst abhangig (Rochelle PA et al., 1989). Unter Umstanden kdnnte somit bei den Matings
das Problem einer zu geringen Plasmid-Transferrate auftreten. In diesem Fall kdnnten optimalere
Bedingungen ermittelt oder auf andere Methoden des Gentransfers zuriickgegriffen werden. Denkbar

ware ebenfalls eine Transformation durch Elektroporation kompetenter Zellen.
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6.2. Wachstumskurven und B-Galactosidase-Aktivitatsassays

Unter Verwendung der erzeugten lacZ Reporterstdmme konnten die eigentlichen Untersuchungen zur
Wachstumsphasen-abhangigen Expression der ax21 Orthologe sml/t0387 und smlit0184 in

S. maltophilia K279a durchgefiihrt werden.

Auf der Grundlage der Verlaufe der ODgoo-Werte und der fir die exponentielle Phase bestimmten
spezifischen Wachstumsraten und Verdopplungszeiten (Tab. 10) lasst sich schlieRen, dass alle vier
Stamme ein sehr ahnliches Wachstumsverhalten aufweisen. Die hochsten Abweichungen ergaben sich
fir den Vergleich der Stamme S. maltophilia K279a Psmizs7::lacZ Asmit0184 und S. maltophilia
K279a Psmio1sa::lacZ, bei dem die Abweichung der spezifischen Wachstumsrate 16 % und die der
Verdopplungszeit 17 % betrug. Da die Wachstumskurven der beiden Stamme allerdings nicht parallel
erstellt wurden, muss es sich hierbei nicht zwingend um grundlegende Unterschiede im
Wachstumsverhalten handeln. Es wurden jeweils die Wachstumskurven der aus den Einzelmutanten
hervorgegangenen Reporterstimme und die der aus den Doppelmutanten hervorgegangenen Stimme
zeitgleich aufgenommen, sodass diese Kurven aufgrund der exakt identischen Bedingungen auch

untereinander die stirkere Ahnlichkeit aufwiesen.

In der ersten Stunde nach dem Animpfen der Kolben zeigten alle Kulturen nur eine sehr geringe
Zunahme der Triibung. Da die Bakterien sich vor dem Animpfen in der stationdaren Wachstumsphase
befanden, mussten sich diese hier zunachst an das frische Medium anpassen. In dieser sogenannten
lag-Phase wurde der Metabolismus hochgefahren und eine Vielzahl an RNA und Proteinen
synthetisiert, welche fiir die Umsetzung des favorisierten Substrats und eine erhohte Zellteilung

bendtigt werden (Deepa Parvathi V et al., 2014).

Anschlieend wuchsen die Kulturen bis zur flinften bzw. sechsten Stunde exponentiell an. Im Medium
lag eine ausreichend hohe Menge des favorisierten Substrats vor, sodass es offensichtlich zu keiner
Limitierung des Wachstums kam. Die Aktivitdt der B-Galactosidase wurde deshalb ab dem Beginn des
exponentiellen Wachstums bestimmt. Der Test basiert auf der photometrischen Messung einer durch
o-Nitrophenol hervorgebrachten Gelbfarbung. Dieses entsteht neben Galactose bei der von

B-Galactosidase katalysierten Spaltung des Galactosids ONPG (Clark DP et al., 2018).

Um mithilfe der Ergebnisse des [B-Galactosidase-Aktivitatsassays eindeutige Aussagen Uber die
Expression des Reportergens und (ibertragend Schlussfolgerungen liber die Expression der ax21
Orthologe in S. maltophilia treffen zu kénnen, sind Informationen (iber die Abbaugeschwindigkeit der
B-Galactosidase, SmIt0387 und SmIt0184, aber auch der zugehorigen mRNA im Mikroorganismus

notig.
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Varshavsky A beschrieb 1997 in der von ihm benannten N-End-Rule, dass die biologische Halbwertszeit
von Proteinen unter anderem vom Organismus und der N-terminal liegenden Aminosdure abhinge.
Sofern die Aminosaure Arginin, Lysin, Phenylalanin, Leucin oder Tryptophan N-terminal lokalisiert sei,
ergdbe sich eine Halbwertszeit von zwei Minuten in E. coli und drei Minuten in Hefezellen. Handle es
sich stattdessen um die Aminosdure Cystin, Alanin, Serin, Threonin, Glycin, Valin oder Methionin,
wirde die Halbwertszeit in E. coli (iber zehn Stunden, in Hefezellen sogar mehr als 30 Stunden

betragen.

Das in die Stamme integrierte lacZ Gen weist am 5-Ende die Basensequenz Thymin-Adenin-Cytosin-
Thymin-Guanin-Guanin auf, welche fir die Aminosdaure Methionin und darauffolgend Threonin
kodiert. Da im Genom von S. maltophilia K279a das Gen smlt1410 identifiziert werden konnte, welches
eine starke Homologie zum Methionin Aminopeptidase kodierenden Gen (map) verwandter
Bakterienspezies aufweist (www.uniprot.org >> B2FUE3_STRMK), ist davon auszugehen, dass auch in
diesen eine N-terminale Methionin Prozessierung ablauft. Somit wiirde nach der Abspaltung des
Methionins von der naszierenden B-Galactosidase die Aminosdure Threonin den N-Terminus des
Enzyms bilden. Sofern die N-End-Rule auf den Proteinabbau in S. maltophilia Gbertragbar ist, misste
die B-Galactosidase aufgrund des N-terminale Threonin einen Halbwertzeit von ca. zehn Stunden

aufweisen.

Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, folgt der Start-Aminosaure Methionin (M) im Protein SmIt0387 Lysin
(K) und in SmIt0184 Asparagin (N). Nach der N-End-Rule wiirde SmIt0387 daher eine Halbwertszeit von
ca. zwei Minuten aufweisen. Flir Asparagin wurde von Varshavsky A (1997) in E. coli eine Halbwertszeit
von mehr als zehn Stunden beschrieben, in Saccharomyces cerevisiae soll allerdings schon nach drei
Minuten die Halfte der betreffenden Proteine abgebaut worden sein. Sofern die Ergebnisse von E. coli
auf S. maltophilia Gbertragen werden kdnnen, weist SmIt0184 also eine Halbwertszeit von ca. zehn

Stunden auf.

Flir die mRNA der B-Galactosidase wurde in E. coli eine Halbwertszeit von 1,5 Minuten beschrieben
(Khachatourians GG & Tipper DJ, 1974), sodass von einer dhnlichen Halbwertszeit in S. maltophilia
auszugehen ist. Folglich wird unmittelbar vor und gegebenenfalls auch noch wahrend des Anstiegs der
B-Galactosidase-Aktivitat lacZ exprimiert. Da in Prokaryoten der GroRteil der mRNA in wenige Minuten
abgebaut wird (Tropp BE, 2012), betrdgt die Halbwertszeit der zu smit0387 und smlit0184

komplementaren mRNA aller Voraussicht nach ebenfalls nur einige Sekunden bis wenige Minuten.

Da lediglich in der ersten Stunde der exponentiellen Phase die B-Galactosidase-Aktivitat anstieg, wurde
unter den getroffenen Annahmen nur zu Beginn des exponentiellen Wachstums lacZ exprimiert. Die

Abnahme der Enzymaktivitat in den nachsten zwei bis vier Kultivierungsstunden ist mit dem Abbau der
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B-Galactosidase erklarbar. Je nachdem, wie stark dieser Abbau tatsachlich war, kann es zu einer sehr
geringen Expression des lacZ Gens wahrend dieser Zeit gekommen sein, wobei der Abbau der
B-Galactosidase jedoch die Synthese Gberwog. Aus dem Anstieg der Enzymaktivitdt gegen Ende des
exponentiellen Wachstums und in der Ubergangsphase zum stationdren Wachstum ist abzuleiten, dass
hier lacZ exprimiert wurde. Kurz vor der stationdren Phase stieg die Aktivitat Gber einen Zeitraum von
ein bis zwei Stunden starker an, sodass es zudem zu einer verstirkenden Regulation der lacZ-

Expression gekommen sein muss.

Ubertragt man diese Ergebnisse auf die Expression der ax21 Orthologe in S. maltophilia, so kommt es
gegen Anfang der exponentiellen Phase zu einer geringen Expression der Gene. Im weiteren Verlauf
des exponentiellen Wachstums verringert sich zunachst die Expression von sm/t0387 und smlt0184,
bevor die Gene gegen Ende wieder starker exprimiert werden. Beim Eintritt ins stationare Wachstum
kommt es schlieflich zu einer stark erhéhten Expression. Nach der N-End-Rule wiirden sich allerdings
durch die stark abweichenden Halbwertszeiten der Ax21 Orthologe die Konzentrationen dieser in den
Zellen unterscheiden. Da das Expressionsprodukt von sm/t0387 demnach innerhalb weniger Minuten
abgebaut wird, das Gen allerdings dhnlich stark wie sm/t0184 exprimiert wird, wiirde die Konzentration

von SmIt0387 immer weit unter der von SmIt0184 liegen.

Die Ergebnisse des B-Galactosidase-Aktivitdsassays lassen sich teilweise mit jenen vereinbaren, die bei
der Expressionsanalyse von sm/t0387 und smit0184 mittels RT-gPCR gewonnen wurden. Die
Konzentration der mRNA der ax21 Orthologe nahm liber den Verlauf der exponentiellen Phase nur
geringfligig zu und stieg erst in der stationdren Phase auf das Doppelte bis Achtfache an (Mamat U et
al., unveroffentlichte Ergebnisse). Somit fiihrten beide Experimente zu dem Schluss, dass es ab dem
Eintritt in das stationdre Wachstum zu einer Expressions-verstarkenden Regulierung der beiden Gene

kommt.

Allerdings lieB sich in dieser Arbeit aufgrund der dhnlich hohen B-Galaktosidase-Aktivitat in allen vier
erzeugten Stdmmen nicht bestatigen, dass das Gen sm/t0387 weitaus starker als sm/t0184 exprimiert
wird (Mamat U et al., unveroffentlichte Ergebnisse). Die Proteinbiosynthese kann an unterschiedlichen
Schritten reguliert werden, wobei in Prokaryonten die Regulation hauptsachlich auf Ebene der
Transkription stattfindet. Ein abweichend starker Abbau von mRNA und eine unterschiedlich regulierte
Translation haben jedoch ebenfalls einen Effekt auf die spatere Proteinkonzentration (Spirin AS, 2006).
Es wdre somit z.B. moglich, dass die Translation des Transkriptionsprodukts von sm/t0387 im
Gegensatz zu der des Transkriptionsprodukts von sm/t0184 stark gehemmt wird, sodass es letztendlich

zu einer Angleichung der Proteinkonzentrationen kommt.
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Mithilfe der Ergebnisse liel§ sich ein Zusammenhang zwischen der Regulation der ax21 Orthologe und
der Wachstumsphase herstellen. Um Aussagen dariber treffen zu kénnen, inwieweit SmIt0387 und
SmIt0184 Bestandteile des Quorum Sensing darstellen kdnnten, missten bei erneuter Durchflihrung
des Experiments zudem Virulenzfaktoren wie die Biofilmbildung oder Expression von Virulenzgenen

Gberprift werden.

Fiir den Fall, dass es sich bei den beiden Ax21 Orthologen tatsachlich um Signalmolekiile des Quorum
Sensing handeln sollte, ware es von Interesse, die genaue Regulation der Expression von sm/t0387 und
smlt0184 aufzuklaren. Das Abschwachen oder eine ganzliche Hemmung der Expression der beiden
Gene konnte somit eventuell eine Moglichkeit bieten, die Virulenz von S. maltophilia durch die
Unterdriickung der Biofilmbildung und die verringerte Expression von Virulenzgenen herabzusenken.
In der vorliegenden Arbeit gelang es erfolgreich, Stamme als Modellorganismen zu erzeugen, die dazu
beitragen kdnnen, Gene zu identifizieren, deren Syntheseprodukte an der Regulation der Expression

der ax21 Orthologe beteiligt sind.

Fiir eine weiterfihrende Verwendung konnte eine sogenannte Transposonbibliothek der Stamme
S. maltophilia K279a Psmiossz::lacZ und S. maltophilia K279a Psmroisa::lacZ hergestellt werden. Bei
Transposons, auch als springende Gene bekannt, handelt es sich um mobile DNA-Sequenzen, die
innerhalb eines oder zwischen unterschiedlichen DNA-Molekilen (Chromosomen, Plasmide) frei
umherspringen kénnen. Dieser Vorgang wird als Transposition bezeichnet (Clark DP et al., 2018). Unter
einer Transposonbibliothek wird demnach eine Sammlung von Klonen eines Stamms verstanden, bei
der das Transposon in jedem Klon an einer anderen Stelle des Genoms eingefiigt wurde. Durch die

Integration innerhalb einer Gensequenz kommt es zum Funktionsverlust dieses Gens.

Durch das Ausplattieren der Transposonbibliothek auf X-Gal LB Agar sollte es moglich sein, Kolonien
zu identifizieren, bei denen das Transposon durch seine Integration Gene zerstort hat, die in
S. maltophila K279a an der Regulation der Expression von sm/t0387 und smit0184 beteiligt sind. Da in
den beiden hergestellten Stammen lacZ dem Promotor Psmitoss7 bzw. Psmro1sa unterstellt ist, hatte eine
Zerstorung der regulatorischen Gene einen Einfluss auf die Expression des lacZ Gens und somit auf die
Synthese der B-Galactosidase. Die jeweiligen Kolonien wiirden dadurch in Anwesenheit des Substrats
X-Gal theoretisch eine starkere, schwachere oder gar keine Blaufarbung aufweisen, je nachdem ob die
zerstorten Gene eine expressionshemmende, -verstarkende oder -aktivierende Funktion haben. Klone,
bei denen das Transposon in das lacZ integriert wurde, wirden ebenfalls als weiBe Kolonien

erscheinen.

Es gibt mehrere unterschiedlich effektive Moglichkeiten das Transposon und fiir die Transposition

bendtigte Komponenten in die Zellen einzubringen. Fiir das Erstellen der Transposonbibliothek ist es
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notig, die Klone selektieren zu kdnnen, die das Transposon integriert haben. Aus diesem Grund sollte
die mobile DNA-Sequenz aus einem Selektionsmarker wie einer Antibiotikaresistenz bestehen, liber
die S. maltophilia nicht bereits verfligt. Eine Moglichkeit ware z.B. das fir eine Gentamicin 3‘-N-
Acetyltransferase kodierende Gen aacC1 (Xia W et al., 2016; Lin L et al., 2017). Das Enzym transferiert
eine Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf das Antibiotikum Gentamicin, sodass das Produkt nicht mehr an
die 30S-Untereinheit der Ribosomen binden kann und der Elongationsschritt der Translation nicht

behindert wird (Liu D, 2009).

Fiir die spatere Identifikation der zerstorten Gene, in die das Transposon integriert wurde, ist es
sinnvoll, dem Antibiotikaresistenzgen den Replikationsursprung origex, anzufiigen. Dieser ermoglicht
eine sogenannte Rescue-Plasmid-Klonierung in Apir Stimmen von E. coli, mit welcher nach der
Sequenzierung der erzeugten Rescue-Plasmide auf die urspriingliche Integrationsstelle des
Transposons geschlossen werden kann (Kirby JR, 2007). An die Transposonsequenz missten zudem
sogenannte Mosaik-Enden (ME) angefiigt werden, bei denen es sich um invertierte
Sequenzwiederholungen (engl. inverted repeats) an den Strangenden handelt. Diese dienen als
Bindungsstelle fiir die Transposase, wodurch das mobile Element in die Ziel-DNA eingefligt, aber auch
herausgetrennt werden kann (Clark DP et al., 2018). Die Herstellung der Transposons kdnnte tber eine
Uberhang-Extensions-PCR (engl. overlap extension polymerase chain reaction; OE-PCR) realisiert
werden, bei der die MEs durch Uberlappende Sequenzen der Primer bei der Amplifikation der

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

Das Transposon konnte z.B. integriert in ein Plasmid, das ebenfalls das Gen fiir die bendtigte
Transposase tragt, Uber ein weiteres triparentales Mating in S. maltophilia K279a Psmioss7::lacZ bzw.
S. maltophilia K279a Psmiro1sa::lacZ eingebracht werden. Denkbar wére jedoch auch das Einbringen des
Transposon-Transposase-Komplexes in Form sogenannter Transposome. Kommerziell verfligbar ware
z.B. die EZ-Tn5 Transposase mit dazugehodrigen Puffern. Laut Herstellergebrauchsanweisung
(www.lucigen.com >> EZ-Tn5™-Transposase) sollen sich durch das Inkubieren eines Mixes aus EZ-Tn5-
Transposase, Glycerol und einer EZ-Tn5 Transposon DNA (Transposon mit EZ-Tn5 ME) in Abwesenheit
von Mg*-lonen EZ-Tn5 Transposome bilden, die anschlieRend (iber Elektroporation in
elektrokompetente Zellen von S. maltophilia K279a Psmioss7::lacZ  bzw. S. maltophilia K279a

Psmito1s4::lacZ eingebracht werden kénnen.

Durch Ausplattieren der Elektroporationsansatzes und entsprechender Verdiinnungen auf X-Gal LB
Agar mit entsprechendem Antibiotikum, dessen Auswahl sich nach der auf dem Transposon kodierten
Antibiotikaresistenz richtet, konnten alle Klone selektiert werden, bei denen es zu einer Insertion des

Transposons in das Wirtsgenom kam. Nach der Inkubation tGber Nacht sollten Kolonien identifizierbar
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sein, die eine stdrkere, schwachere oder gar keine Blaufarbung aufweisen. Mit ihnen sollte eine

Rescue-Plasmid-Klonierung durchgefihrt werden.

Bei der Rescue-Plasmid-Technik wird im ersten Schritt die genomische DNA isoliert und anschlieRend
mit diversen Endonukleasen verdaut. Durch Zugabe einer Ligase werden die DNA-Fragmente mit sich
selbst zu ringférmigen Molekilen ligiert, welche lber Elektroporation in Apir Stamme von E. coli
eingebracht werden. Idealerweise werden so Rescue-Plasmide geschaffen, die aus dem Transposon
mitsamt flankierenden genomischen Sequenzen bestehen. Mithilfe der auf dem Transposon kodierten
Antibiotikaresistenz werden diejenigen Klone selektiert, die durch die Transformation ein solches
Rescue-Plasmid erhalten haben. Der Replikationsursprung orirsxy ermoglicht die Replikation der
Plasmide, sodass diese anschliefend isoliert und sequenziert werden kénnen (Kirby JR, 2007). Durch
den Abgleich der Transposon-flankierenden genomischen Sequenzen mit dem Chromosom von
S. maltophilia K279a kénnen die Gene ausfindig gemacht werden, die an der Regulation der Expression

von smlt0387 und smlt0184 beteiligt sind.

Sofern bekannt ist, fiir welche Proteine oder RNA die identifizierten Gene kodieren, konnten Strategien
entwickelt werden, die regulierenden Syntheseprodukte zu dezimieren oder deren Konzentration zu
erhéhen. Wirde dies gelingen, konnte die Expression der ax21 Orthologe und somit die Synthese der

potenziell am Quorum Sensing beteiligten Proteine SmIt0387 und SmIt0184 gehemmt werden.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit ein wichtiger Schritt zum weiteren Verstandnis
der Expression der potentiell am Quorum Sensing beteiligten ax21 Orthologe in S. maltophilia durch
die Herstellung von Modellorganismen fiir die Regulation der Gene sm/t0387 und smlIt0184 geleistet,
welche die Grundlagen fir vertiefende Untersuchungen zur Aufklarung der Expression von

Virulenzfaktoren bilden kénnen.
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