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A. Zusammenfassung

A. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die metabolische Anpassung von Pseudomonas aeruginosa
an sauerstoffarme Bedingungen der chronisch infizierten CF-Lunge untersucht (CF = “cystic
fibrosis”).

Insgesamt wurden 13 metabolische Gene, welche in P. aeruginosa Isolaten von chronisch
infizierten CF-Patienten verstarkt exprimiert werden, hinsichtlich ihrer sauerstoffabhangigen
Regulation untersucht. Fir die Gene azu (Azurin), PA1554 (Cytochrom Oxidase cbbs-1),
PA1557 (Cytochrom Oxidase cbbs-2), ccpR (Cytochrom Peroxidase c¢551), icd bzw. idh
(Isocitratdehydrogenase) und oprF (“outer membrane protein F, Porin F) war die Expression
anaerob in LB-Medium signifikant erhdht. Unter anaeroben Bedingungen in artifiziellem
Sputummedium (ASM) war zusatzlich die Expression der Gene himD (‘integration host factor”)
und nuoA (NADH Dehydrogenase) erhdht. Die gesteigerte Expression dieser Gene in P.
aeruginosa CF-Isolaten kann als Erregeranpassung an die anaeroben Wachstums-
bedingungen in der CF-Lunge gewertet werden. Die Rolle des anaeroben Transkriptionsfaktors
ANR (“anaerobic regulation of arginine deiminase and nitrate reduction”) fur die Regulation der
0.g. Gene wurde mittels Reportergentechnologie in P. aeruginosa PAO1 und der isogenen anr-
Mutante PAO6261 in Abhangigkeit einer ANR-Uberexpression bestimmt. Von den unter
anaeroben Bedingungen verstarkt exprimierten neun Genen konnte fir azu, ccpR, PA1557
(cbbs-2) und icd eine ANR-abhdngige Regulation gezeigt werden. Des Weiteren wurde eine
mogliche positive oder negative Autoregulation des ANR-Proteins unter aeroben und anaeroben
Bedingungen untersucht. Unter Sauerstoffanwesenheit konnte kein autoregulatorischer Effekt
von ANR fiir das anr-Gen festgestellt werden. Unter anaeroben Bedingungen zeigte sich
jedoch, dass die Transkription des anr-Gens im Vergleich zu aeroben Bedingungen signifikant
erhoht ist. AuRBerdem lieR sich die Aktivitat des anr-Promotors bei gleichzeitiger Uberproduktion
des ANR-Proteins anaerob steigern, was eine positive Autoregulation des anr-Gens unter
anaeroben Bedingungen bestétigt.

Die Charakterisierung der beiden Isocitratdehydrogenase-lsoenzyme IDH und ICD von
P. aeruginosa zeigte, dass beide Enzyme strikt NADP*-abhangig sind, wahrend mit NAD" im in
vitro-Enzymtest kein Umsatz zu NADH nachweisbar war. Dartber hinaus wurde die
Enzymaktivitdt vergleichend von den Transposoninsertionsmutanten PA14 Tn:idh und PA14
Tn:icd bestimmt. Es zeigte sich, dass die ICD-Aktivitat gegenuber der IDH-Aktivitat signifikant
hoher war. Die ICD-Aktivitdt in der Tn::iidh Mutante Ubertraf in allen Experimenten die IDH-
Aktivitat der Tn::icd Mutante, wahrend die Summe der Enzymaktivitaten beider Mutanten der
Aktivitat des Wildtypstammes entsprach. Die Aktivitat der ICD zeigte unter aeroben sowie
anaeroben Bedingungen in der stationaren Wachstumsphase von PA14 (Tn:idh) ein Maximum
(aerob 0,760 £ 0,109 U/mg und anaerob 0,817 + 0,052 U/mg). Die Aktivitdt der IDH blieb
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A. Zusammenfassung

dagegen aerob und anaerob Uber alle Wachstumsphasen weitgehend unverandert (0,2 - 0,3
U/mg). In den rpoS-Mutanten von P. aeruginosa PAO1 (SS24) und PA14 (Tn:rpoS) zeigte die
Reporteraktivitat fur den icd-Promoter, nicht aber fiur den idh-Promoter, eine signifikant
Zunahme in der stationdren Phase, was die RpoS-abhéngige Regulation des icd-Gens belegt.
Die Gesamtaktivitdit im Isocitratdehydrogenase-Test (Summe aus ICD und IDH) der
Transposoninsertionsmutante PA14 (Tn:aceK) war im Vergleich zum Wildtyp PA14 in der
stationaren Phase dagegen signifikant erniedrigt. In E. coli dephosphoryliert die AceK
phosphoryliertes ICD am Serin 113 und aktiviert damit die ICD. Der Aminosaure-
sequenzvergleich von PAO1/PA14 ICD mit E. coli ICD zeigt, dass die Position Serin 115 der
ICD von P. aeruginosa ebenso phosphoryliert werden sollte, nicht dagegen die IDH. Dies deutet
darauf hin, dass in P. aeruginosa die Phosphatase-Aktivitat der AceK (wahrscheinlich
gegenlber der ICD) in der stationaren Wachstumsphase uUberwiegt.

Die Etablierung und Durchfihrung des sogenannten “Isotopologue Profilings”, das den Kohlen-
stofffluss einer Zelle anhand des Einbaus '*C-markierten Kohlenstoffs in Bausteinen und
Metaboliten widerspiegelt, wurde zur Untersuchung von P. aeruginosa PAO1 bzw. PA14 und
CF-adaptierter Stamme angewandt (unter Einsatz vollmarkierter Aminosauren bzw. Fettséduren).
Trotz hoher Aminoséurekonzentrationen in ASM und Einsatz einer *C-Aminoséure-Mischung
war eine de novo Synthese fir die Aminosauren Ala, Asp, Glu, Gly, Pro, Ser, Thr und Val
nachweisbar. P. aeruginosa metabolisiert im ASM (und wahrscheinlich auch im Sputum) die
vorhandenen Aminosauren, um sie als Energiequelle bzw. Bausteine nutzen zu kénnen. Unter
Einsatz einer **C-Lipidmischung (vollmarkiertes Algenlipid) konnte die de novo Synthese von
Ala, Asp, Glu, Pro und Thr gezeigt werden. Die Auswertung der NMR-Ergebnisse belegt das
Vorhandensein und die Aktivitat aller TCA-Zyklus-Enzyme in P. aeruginosa, wobei eine
Unterscheidung von Enzymaktivitat zwischen TCA- und Glyoxylatzyklus nicht moglich war. Die
Detektion eines *C-NMR-Spektrums von Cytidin belegt die Synthese dieses Nukleosids unter
Metabolisierung (B-Oxidation) von **C-markierten Fettsauren. Mittels NMR-Studien konnte der
Biosyntheseweg des Cytidins in P. aeruginosa dargestellt werden. Im Vergleich von aeroben mit
anaeroben Wachstumsbedingungen war kein Unterschied im **C-Aminosduremuster
nachweisbar, was den Ablauf des kompletten TCA-Zyklus auch unter anaeroben Bedingungen
wahrscheinlich macht. Die Alanin- und Glycinbiosynthese war im Mutatorstamm M26 im
Vergleich zum Non-Mutatorstamm M1 erhoht, die Aspartatbiosynthese dagegen erniedrigt.
Beide Stamme zeigten eine hohe Glutamatmarkierung. Alle ubrigen **C-markierten
Aminoséauren (lle, Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr, Val) kamen in anndhernd gleichem Ausmal} im
Mutator- wie Non-Mutatorstamm vor. Damit konnte die metabolische Anpassung CF-adaptierter
P. aeruginosa-Stamme im Aminoséurestoffwechsel gezeigt werden. Durch den Einsatz von **C-
markierten Substraten konnte erstmals der zentrale Metabolismus von P. aeruginosa in vitro

unter infektionséhnlichen Bedingungen dargestellt werden.
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B. EINLEITUNG

1. Mukoviszidose

Bei der Mukoviszidose (lat.: “‘mucus” = Schleim; “viscidus” = z&h, klebrig) oder Zystischen
Fibrose (engl. “cystic fibrosis”, CF) handelt es sich mit einer Inzidenz von 1:3000 um die
haufigste autosomal-rezessiv angeborene Stoffwechselerkrankung (Herrmann et al., 2010). In
der Bundesrepublik Deutschland betragt die Heterozygotenfrequenz etwa 1:25, dies entspricht
vier Millionen Gentragern, die die Krankheit weiter vererben (http://www.mukoviszidose.de). Die
Mukoviszidose ist eine Multiorganerkrankung, da alle exokrinen Driisen des Koérpers betroffen
sind. Derzeit ist eine kausale Therapie der Krankheit nicht méglich, weshalb das Augenmerk auf
der Pravention von Infekten und der symptomatischen Behandlung liegt. Die mittlere
Lebenserwartung von CF-Patienten liegt derzeit bei etwa 38 Jahren (Cystic Fibrosis
Foundation, Patient Registry Report, 2010).

Die genetische Ursache der Erkrankung wurde Ende der 80er Jahre den Mutationen des CFTR
Gens zugeschrieben, das auf dem langen Arm des Chromosoms Nr. 7 (Lokus 7931.2) lokalisiert
(Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989) ist. Dieses aus 27 Exons
bestehende 250 kB groRe Gen kodiert fur einen cAMP-regulierten lonenkanal, den ,Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator* (CFTR). Dieser Kanal gehort zur
Superfamilie der ABC-Transportproteine, die sich durch eine sogenannte ,ATP-Binding
Cassette” auszeichnen. Nach Translation der CFTR mRNA ergibt sich ein 1480 Aminosaure
grofRes Protein (Gallati, 2003), das den transepithelialen Elektrolyttransport reguliert. Je nach
Zell- und Epitheltyp werden Chloridionen durch den CFTR-Kanal sezerniert bzw. absorbiert.
Daneben reguliert der CFTR auch die Aktivitat anderer lonenkanéle wie beispielsweise den
epithelialen Natriumkanal (ENaC) (Riordan, 2008). Dariber hinaus werden Zellvolumen und
pH-Wert der Epithelzellen beeinflusst (Treharne et al., 2006). Der CFTR-Kanal befindet sich an
der apikalen Seite polarisierter Epithelzellen und setzt sich aus zwei Membran-assoziierten
(MSD1, MSD2) und drei zytoplasmatischen (NBD1, NBD2, R) Domanen zusammen (Riordan,
2008).

Mittlerweile  sind mehr als 1900 Mutationen des CFTR Gens bekannt
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr), welche unterschiedliche Auswirkungen auf die CFTR-
Funktion haben. Generell korreliert der zugrunde liegende Gendefekt mit der Schwere des
Krankheitsverlaufs. Der Gendefekt beider Allele kann homozygot (gleiche Mutationen) oder
heterozygot (unterschiedliche Mutationen) sein. Die von einem CFTR-Defekt ausgelosten

Stérungen werden in sechs Klassen (I-VI) unterteilt (Abb. B.1.).
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Abb. B.1. CFTR-Mutationsklassen I-VI
Klasse I: fehlende mRNA-Synthese; Klasse II: fehlerhafte Reifung und frihzeitige
Degradation des CFTR-Proteins; Klasse Ill: gestérte Regulation; Klasse IV:
unzureichende Kanalfunktion; Klasse V: inkorrektes SpleiRen der CFTR-mRNA; Klasse

VI: beschleunigter CFTR-Proteinabbau von der Zelloberflache (aus Rowe et al., 2005).

Die am haufigsten vorkommende und am besten charakterisierte Mutation des CFTR Gens ist
eine Deletion der Aminoséure Phenylalanin an der Position 508 des Proteins (AF508, Klasse Il
Mutation), bei welcher die kodierende Region der NBD1-Doméne betroffen ist (Ubersicht:
Doring und Ratjen, 2005). Zwischen 60 und 80 % der CF-Patienten der kaukasischen
Bevoilkerung (Europa, USA, Kanada, Australien) weisen diese Mutation im CFTR Gen auf
(Becq, 2010). Sie beeinflusst die Struktur, Funktion und Faltung des Proteins, was zu einer
defekten Prozessierung im endoplasmatischen Retikulum und zum vorzeitigen proteolytischen
Abbau fihrt.

Zur Verbesserung der CFTR-Aktivitdt bei Mutationen der Klassen 1lI-VI werden verschiedene
Substanzen (Potentiatoren) getestet. Flavonoide galten friher als geeignet, jedoch weisen sie
eine geringe Loslichkeit und systemische Absorption auf (Sloane et al., 2010). Neuere
Forschungsansatze fokussieren sich nicht nur auf die Verbesserung der Kanalaktivitat, sondern
auch auf die endogene Regulation (z.B. durch cAMP) und den lonentransport. Klinische Studien
mit verschiedenen Potentiatoren (z.B. VX-770, VRT-532) ergaben eine Erhdéhung der

Chloridionen-Leitfahigkeit und eine signifikante Verbesserung der Lungenfunktion (Accurso et
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al., 2008). Bei Mutanten der Klasse Il wird das CFTR-Protein aufgrund seiner fehlerhaften
Faltung von Chaperonen (Calnexin, Hsp70) im endoplasmatischen Retikulum gebunden und
vorzeitig proteolytisch degradiert (Rubenstein et al., 1997). Chemische Substanzen wie z.B. 4-
Phenylbutyrat regulieren diese Chaperone herunter und férdern somit den Transport des CFTR-
Proteins an die Zelloberflache (Rubenstein et al., 1997). Weitere Ansatze zur Erh6hung von
CFTR-Molekilen auf der Zelloberflache sind der Einsatz von Inhibitoren der Phosphodiesterase
(z.B. Sildenafil) (Robert et al.,, 2008; Lubamba et al., 2008; 2011). Diese erhdéhen den
intrazellularen cAMP-Spiegel, was zu einer erhéhten Aktivitat der Proteinkinase PKA fihrt. Das
CFTR-Protein wird wiederum durch die cAMP-abhangige Proteinkinase PKA phosphoryliert und
damit aktiviert. Ebenso wird der Einsatz von Inhibitoren von Histon-Deacetylasen (HDACS)
diskutiert. HDACs (de-) acetylieren nicht nur Histone, sondern auch Transkriptionsfaktoren und
andere zytosolische Proteine (z.B. Hsp9010). Der Einsatz von Inhibitoren der HDACs flhrt zu
einer Erhéhung von CFTR-Molekllen auf der Zelloberflache (Hutt et al., 2010).

2. Pathophysiologie der CF-Lunge

Mukoviszidose manifestiert sich vor allem im Respirations- und Gastrointestinaltrakt der
Patienten. Die Beeintrachtigung bzw. der Verlust der CFTR-Aktivitat fahrt zu einer
Elektrolyttransportstérung der Epithelzellen aller exokrinen Driisen. Der CFTR-Kanal ist u.a. an
der Regulation des epithelialen ENaC-Kanals (Natriumtransporter) beteiligt. Fallt diese
Regulation aus, fuhrt dies zu einer Uberaktivitait der ENaC-Kan&le. Die massiv erhohte
Reabsorption von Natriumionen bewirkt einen passiven Influx von Chloridionen und Wasser. Die
exzessive Absorption von Wasser flihrt wiederum zu einer Abnahme des “airway surface liquid”
(ASL), ein Flussigkeitsfilm auf der apikalen Epitheloberflache. Erschwerend kommt hinzu, dass
die zwischen dem Epithel liegenden Becherzellen im gro3en Umfang Schleim absondern, der
aufgrund des extrazellularen Wassermangels eindickt und die Aktivitat der respiratorischen
Ziliarzellen zum Erliegen bringt (Boucher, 2007). Dadurch ist die mukoziliare Reinigung des
Respirationstraktes von Fremdkorpern beeintrdchtigt. Der Sekretstau fuhrt im betroffenen
Epithelium zu entziindlichen Reaktionen, in Folge dessen das betroffene Gewebe allméhlich
abstirbt und durch zystendhnliches Bindegewebe ersetzt wird (daher der Name Zystische
Fibrose). Die veranderten Bedingungen im Respirationstrakt von CF-Patienten stellen eine
Pradisposition fur chronische Pneumonien dar, ausgeldst durch virale, fungale und vor allem
bakterielle Infektionen. Daher ist die chronische Pneumonie der Hauptgrund fur die reduzierte
Lebenserwartung von CF-Patienten. Die progressive Zerstorung des Lungengewebes und die
daraus resultierende respiratorische Insuffizienz sind mit tiber 95 % die h&ufigste Todesursache
von CF-Patienten (Dodge et al., 2007).
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Neben der chronischen Pneumonie ist die Malabsorption von Nahrungsbestandteilen ein
weiteres charakteristisches Symptom der Mukoviszidose. Durch verminderte Produktion von
Enzymen des Pankreas kann die Nahrung nicht optimal aufgespalten werden, eine
ausreichende Absorption von Fetten, Proteinen und Kohlenhydraten ist somit nicht maoglich.
Dem Patienten drohen Gewichtsverlust und Untererndhrung, was vor einigen Jahren noch oft
zum Tod fuhrte. Durch entsprechende Substitutionstherapien mit Enzymen kann eine
Mangelernahrung heutzutage ausgeglichen werden (Sikkens et al., 2010).

Die moglichen Mechanismen, die zu chronischen Entziindungen und defekten Immunabwehr
der CF-Lunge fuhren, werden kontrovers diskutiert. Der eingedickte Mukus von CF-Patienten
beginstigt die Kolonisation mit Bakterien, vor allem mit P. aeruginosa. Die unteren Atemwege
sind bei gesunden Menschen normalerweise keimfrei, die oberen sind mit verschiedenen
Mikroorganismen (Normalflora) besiedelt. Bei CF-Patienten jedoch wird der untere
Respirationstrakt schon in frihester Kindheit mit pathogenen Keimen kolonisiert, da das
Lungenmilieu eine ideale Umgebung fir die Keime darstellt. Der bakterielle Befall ist
altersabhangig (Abb. B.2.): in den ersten Lebensjahren sind Bakterien wie Staphylococcus
aureus und Haemophilus influenzae vorherrschend, spater etabliert sich vor allem
P. aeruginosa.
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— P aeruginosasl1.2% — MDR-PA* 9.8% — B cepaciacomplex 2.5%
—H. influenzal7.2% — S maltophilial38% — Achromobacter xylosoxidans 6.2%
S. aureus 67.0% — MRSAL 257%

Abb. B.2. Altersabhangige Préavalenz CF-typischer Erreger
MDR-PA = multi-drug resistant P. aeruginosa; MRSA = Methicillin resistenter S. aureus

(modifiziert nach “Patients Registry Annual Data Report, 20107)
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Uber 90% der CF-Patienten sind im Alter von ca. 20 Jahren mit P. aeruginosa besiedelt
(Tdmmler und Kiewitz, 1999; Reinhardt et al., 2001), dartiber hinaus lassen sich nicht selten
Erreger des Burkholderia-cepacia-Komplexes (BCC), Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans und gelegentlich auch Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, Proteus spp., Serratia spp. und andere Keime nachweisen.

Neben der bakteriellen Besiedelung der CF-Lunge spielt die Fehlfunktion des CFTR-Kanals fir
die Entstehung von chronischen Entziindungsprozessen eine weitere wichtige Rolle. Eine
erhdhte Expression von Entziindungsmediatoren sowie eine Erhéhung des NFkB-"Signallings’
bei CF-Foten mit steriler Lunge deuten auf eine intrinsische Entziindungsneigung der CF-Lunge
hin (Khan et al., 1995; Verhaeghe et al., 2007; Belcher und Vij, 2010). Dies bedeutet, dass das
Lungengewebe von CF-Patienten auch ohne Besiedelung von pathogenen Keimen eine
Entzindungsneigung zeigt (Machen, 2006). Diverse Studien konnten eine erhéhte Produktion
von u.a. proinflammatorischem Interleukin 8 (IL-8) wund eine erhdohte Anzahl
entziindungsférdernder Zellen zeigen (Bonfield et al., 1995, 1999; Rosenfeld et al. 2001), des
Weiteren ist die Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-10) und Lipoxinen
reduziert (Bonfield et al., 1995, 1999; Karp et al., 2004). AuRerdem zeigte sich eine konstitutive
Expression von NF-kB und eine erhohte Expression bzw. Sekretion von IL-8 oder anderen
Entzindungsmediatoren in CF-Epithelzellen (Machen, 2006).

Daruiber hinaus konnte ein bedeutender Zusammenhang zwischen Ceramid-reichen Doméanen
in epithelialen Membranen und Entzindungsreaktionen der CF-Lunge gezeigt werden. Durch
die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase (acid sphingomyelinase; ASM) wird Sphingomyelin zu
Ceramid umgesetzt, welches sich in sog. "'membrane rafts” zusammen schliet und Ceramid-
reiche Domé&nen in der Membran bildet. Bei einer bakteriellen Infektion fihrt dies zur
Internalisation der Keime mit nachfolgender Apoptose der Zelle (Becker et al., 2010). Ebenso
wichtig ist die Tatsache, dass das CFTR-Protein eine Internalisation von P. aeruginosa direkt
vermitteln kann (Pier et al, 1997, Grassmé et al., 2003). Ferner scheinen die Ceramid-reichen
Domanen an einer kontrollierten Ausschittung von Zytokinen beteiligt zu sein (Grassmé et al.,
2003).

Studien an CF-Mausen sowie an bronchialen Epithelzellen von CF-Patienten zeigten eine
anormale Akkumulation an Ceramid, was zum Absterben epithelialer Zellen und damit zur
Freisetzung von viskoser DNA fihrt (Teichgraber et al., 2008). Dies kann die mukoziliare
Reinigung beeintrdchtigen und eine Infektion mit P. aeruginosa begunstigen (Becker et al.,
2010). Zudem zeigten Studien an CFTR-defizienten Mausen Kkeine Aktivitat der
Sphingomyelinase bzw. keine Bildung der ‘'membrane rafts” (Yu et al., 2009), welches sich
ebenso fir eine bakterielle Infektion beglnstigend auswirken kdénnte. Andere Studien belegen,
dass Ceramid Transkriptionsfaktoren wie NF-kB aktiviert (Boland und O’Neil, 1998; Gill und

Windebank, 2000) und damit eine entztindungsférdernde Wirkung erzielen kann.

23



B. Einleitung

Neben dem direkten Einfluss des CFTR-Proteins auf bakterielle Erreger fihrt ein Defekt des
lonenkanals zu hoch viskosen Sekreten in der Lunge. Dies kann den Transport von
antibakteriellen Oligopeptiden im Bereich des ASL verringern und die Migration von
neutrophilen Granulozyten negativ beeinflussen (Déring et al., 2011). Im eingedickten Mukus
entstehen mikro-aerobe bzw. anaerobe Bereiche (Worlitzsch et al., 2002), da Bakterien wie
P. aeruginosa oder auch eingewanderte Neutrophile den Sauerstoff schnell verbrauchen. Daher
kann die Bildung sog. ‘reactive oxygen species” (ROS) sehr vermindert sein und bakterielle

Keime kdnnen nicht effizient genug abgetétet werden (Déring et al., 2011).

3. Pseudomonas aeruginosa

3.1. Taxonomie und allgemeine Eigenschaften

Erstmals wurde die Gattung Pseudomonas (griech. “pseudo” = falsch, ‘monas” = Einheit) 1894
von Walter Migula benannt. Urspriinglich wurden dieser Gattung viele verschiedene
Bakterienarten zugeordnet und erst die Analyse der 16S rRNA erlaubte eine genauere
phylogenetische Einordnung. Die Gattung Pseudomonas umfasst Uber 85 Spezies
(http://www.bergeys.org/outlines.html), bei der die bekanntesten Arten P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida und P. stutzeri sind.

Pseudomonas aeruginosa ist ein ubiquitar vorkommendes Gram-negatives Bakterium, das vor
allem als Boden- und Nasskeim bekannt ist. Es gehdrt zu den y-Proteobakterien, ist
stabchenférmig und monotrich begeil3elt. Die GroRe betragt etwa 0,5-0,8 um x 1,5-3,0 um. Den
Namen (‘aerugo” = lat. fir Grinspan) erhielt die Spezies durch die charakteristischen
Farbpigmente Pyocyanin (blaugriin) und Pyoverdin (griingelb). Dartiber hinaus kommt auch die
seltenere Pigmentierung durch Pyorubin (rétlich) und Pyomelanin (braunlich) vor. Ein weiteres
Merkmal ist der siRlich-aromatische (,lindenblutenartige“) Geruch durch Bildung von o-
Aminoacetophenon.

Genomsequenzen von verschiedenen Pseudomonas-Spezies sind bereits Uber eine Datenbank
zuganglich (http://www.pseudomonas.com). Aufgrund seiner metabolischen Vielseitigkeit kann
P. aeruginosa mehr als 100 verschiedene organische Kohlenstoffverbindungen als
Energiequelle nutzen, hierzu gehéren Mono-, Di- und Tricarbonsduren, Zucker, Fettsduren,
(Poly-) Alkohole, Glykole, Amine und Aminosduren sowie aromatische Verbindungen. Generell
hat P. aeruginosa eine ausgepragte Fahigkeit sich an verschiedenste Umweltbedingungen
anzupassen. Selbst in destilliertem Wasser kann der Keim Uberleben, sofern Spuren von

organischen Substanzen enthalten sind (Favero et al., 1971).

24



B. Einleitung

P. aeruginosa gilt als opportunistischer Krankheitserreger, da der Keim bei immunsupprimierten
Patienten (z.B. Diabetes-, Krebs-, HIV-Patienten) schwere Infektionen verursachen kann.
Problematisch ist auch eine fehlende mechanische Abwehrbarriere wie nach grof3flachigen
Verbrennungen der Haut. Bei solchen Patienten sowie auch bei Diabetespatienten entwickeln
sich oft chronische Entziindungen der Wunde, die nur schwer beherrschbar sind. Infektionen
der Lunge, der Harnwege oder auch Besiedelung von Kathetern treten vielfach in
Krankenhausern auf, so dass P. aeruginosa zu einem der haufigsten nosokomialen Erreger
zahlt. Eine zentrale Rolle spielt P. aeruginosa auch bei CF-Patienten, die schon in jungen
Jahren infiziert werden und in Folge dessen an einer friih letal verlaufenden chronischen

Pneumonie leiden.

3.2. Zellgebundene und extrazellulare Virulenzfaktoren

Zu den zellassoziierten Virulenzfaktoren von P. aeruginosa gehdren Lipopolysaccharide (LPS),
Alginat, GeilReln, Fimbrien, Pili und verschiedene Protein-Sekretionssysteme. LPS ist
Bestandteil der auReren Membran von Gram-negativen Bakterien und weist eine heterogene,
dreiteilige Struktur auf (O-Antigen, Kernpolysaccharid, Lipid A). Die Freisetzung des LPS durch
eine bakterielle Infektion kann zu Ubelkeit, Erbrechen und Fieber filhren, im schlimmsten Fall
zum tddlich verlaufenden Endotoxinschock (Lipid A: Endotoxinaktivitat).

Alginat ist ein Exopolysaccharid, welches aus 1,4-B-glykosidisch verknipfter D-Mannuronsaure,
L-Guluronsdure und 2,3-O-Acetyl-Mannuronsaure besteht. Alginat bietet Schutz vor
Phagozytose und fordert die Biofilmbildung auf Oberflachen (z.B. in Kathetern). Vor allem
mukoide P. aeruginosa Varianten, die sich wahrend der chronischen Infektion der Lunge
entwickeln, zeigen eine Uberexpression von Genen fur die Alginatsynthese (Ryder et al., 2007).
Weitere zellgebundene Virulenzfaktoren sind GeilReln, Fimbrien und Typ IV Pili. Sie sind neben
der Motilitat auch fir die Adhasion des Bakteriums an die Wirtszelle nétig und somit essentiell
fur die Etablierung einer Infektion (Sadikot et al., 2005).

P. aeruginosa besitzt vier Typen von Protein-Sekretionssystemen (T1SS, T2SS, T3SS, T6SS):
das Typ I-Sekretionssystem mit den Substanzen alkalische Protease, Lipase A und "Heme
Aquisition Protein” (Ma et al., 2003), das Typ lI-Sekretionssystem (T2SS) mit den Substanzen
Elastase, Exotoxin A, alkalische Phosphatase, Phospholipase C und Hamolysine, das Typ llI-
Sekretionssystem (ExoS, ExoT, ExoU und ExoY) und das Typ VI-Sekretionssystem (Filloux et
al., 2008). Das T3SS ist fur die Injektion von Effektorproteinen (Exotoxine) in die Wirtszelle
verantwortlich. ExoS und ExoT sind GTPase-aktivierende Proteine und ExoS zusatzlich eine
ADP-Ribosyltransferase, ExoY wirkt als Adenylatzyklase und ExoU als Phospholipase A2. Die
T3SS-Exotoxine fuhren zur Zerstérung des Aktin-Zytoskeletts, Inhibition der DNA-Synthese
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sowie zur ErhOéhung des intrazellularen cAMP-Spiegels und damit zu unterschiedlicher
Expression mehrerer cAMP-regulierter Gene. Die Wirkung von Phospholipasen kann sehr
schnell zur Nekrose der eukaryotischen Zelle fuhren (Pederson und Barbieri, 1998; Barbieri et
al., 2001; Rocha et al., 2003; Hauser, 2009).

P. aeruginosa bildet auch Siderophore (Pyochelin, Pyoverdin), die fir die Eisenaufnahme und
somit auch fir metabolische Aktivitdten des Bakteriums (Katalasen, Cytochrome, Enzyme des
TCA-Zyklus, etc.) von grof3er Bedeutung sind (Andrews et al., 2003). Das farbige Pigment
Pyocyanin als redoxaktives Molekll kann durch die Bildung von Hydroxylradikalen zur

Gewebeschadigung beitragen (Lau et al., 2004).

3.3. Biofilmbildung und Quorum Sensing

Ein weitere wichtige zur Pathogenitat beitragende Féhigkeit von P. aeruginosa ist die
Biofilmbildung. Biofilme stellen strukturierte und organisierte Verb&nde von Bakterien dar, die
eingeschlossen in einer extrazellularen Matrix an einer inerten oder organischen Oberflache
haften. Diese Matrix besteht aus Exopolysacchariden, DNA- und Proteinmolekilen (Matsukawa
et al., 2004). In der CF-Lunge entsteht ein komplexer Biofilm, der nachhaltig zur Chronifizierung
von P. aeruginosa beitragt. Bei der Entstehung von Biofilmen unterscheidet man funf
verschiedene Phasen: Die Bildung eines Biofilms beginnt mit der Anheftung von planktonischen
Bakterien an eine Oberflache (z.B. Lungenepithel) (1), worauf die zunachst reversible Adh&sion
in eine irreversible Ubergeht (I1). Durch Vermehrung der sessilen Bakterien entstehen
Mikrokolonien (lll), die sich zu pilzartigen Strukturen weiterentwickeln und vermehrt
Exopolysaccharide sowie Alginat produzieren (1V). Diese Biofilmmatrix schlie3t grof3e bakterielle
Verbande (Makrokolonien) ein, von denen sich gelegentlich einzelne Bakterien
(Schwarmerzellen) oder grof3ere Assoziationen ldsen und einen neuen Bereich besiedeln
kénnen (V) (Wagner und Iglewski, 2008; Davies und Bilton, 2009). Die Bildung von Biofilmen ist
fur Bakterien auf3erordentlich wichtig. Zum einen bietet der Biofilm aufgrund seiner polymeren
Matrix einen ausgezeichneten Schutz gegen das Immunsystem des Wirtes und gegen
Antibiotika, zum anderen koénnen Dbereits angepasste Keime durch konstante
Umweltbedingungen eines Biofilms effektiv Uberleben. In der fortgeschrittenen Erkrankung der
CF-Lunge findet man P. aeruginosa in den stark geschadigten Bereichen der Lunge, wo er im
Mukus in Form von Makrokolonien persistiert (Worlitzsch et al., 2002).

Die Expression vieler Virulenzfaktoren sowie die Bildung eines Biofilms unterliegen der
Kontrolle des zelldichteabhangigen Zell-Zell-Kommunikationssystems (Quorum Sensing, QS).
Uber kleine frei diffundierbare Molekiile, sog. Autoinducer, kénnen Bakterien untereinander

kommunizieren und koordiniert agieren (Greenberg, 1997; Reading und Sperandio, 2006). In
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Gram-positiven Bakterien sind dies meist Aminoséauren und kurze Peptide, in Gram-negativen
vorwiegend N-Acyl-L-Homoserinlaktone (AHLs) (Hgiby et al. 2010). QS-Systeme bei Gram-
negativen Bakterien basieren auf der AHL-Synthase und dem AHL-Rezeptor (vermittelt
Signaltransduktion). Steigt die Zelldichte, so steigt auch die Konzentration der AHL-Molekdile,
die frei durch die bakterielle Zellmembran diffundieren kénnen. Ab einem bestimmten Wert
(Schwellenkonzentration) der AHL-Molekile binden diese an den AHL-Rezeptor und aktivieren
bzw. inhibieren die Transkription von Zielgenen. Uber das QS-System konnen die Bakterien
gleichzeitig beispielsweise die Bildung von Exotoxinen anregen, was zu einer besseren
Uberwindung der Immunabwehr und zur effektiveren Invasion fiihren kann.

In P. aeruginosa existieren zwei hierarchisch angeordnete QS-Systeme, das LasR/Lasl-System
und das RhIR/RhII-System, wobei letzteres dem LasR/Lasl-System untergeordnet ist. Beide
QS-Systeme regulieren auf direkte oder indirekte Weise Uber 10 % der Gene von P. aeruginosa
(Schuster und Greenberg, 2006) und unterliegen einer Reihe von transkriptionellen Regulatoren
(z.B. GacA, Vfr und PprB, siehe Abb.B.3.).
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Abb. B.3. Quorum-Sensing-Systeme in P. aeruginosa

GacA: Regulatorprotein des GacA/GacS-2-Komponentensystems; Vfr: cAMP-abhangiger
Regulator; MvaT, Rsal, RsmA, DksA: Transkriptionsregulatoren; RpoN: alternativer
Sigmafaktor; RpoS: Sigmafaktor der stationaren Phase; VgsR, QscR: Lux-R Homologe;
PprB: Regulatorprotein des PprA/PprB-2-Komponentensystems; PQS: Pseudomonas
Quinolon Signal; Lasl/Rhll: AHL-Synthasen; LasR/RhIR: Transkriptionsfaktoren (aus
Venturi, 2006).
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Die Regulatoren beider Systeme (LasR bzw. RhIR) gehoren zur Familie der LuxR-
Transkriptionsfaktoren (Williams und Camara, 2009). Lasl ist die Synthase fur das Autoinducer-
Molekil N-3-oxododecanoyl-Homoserinlakton 3-oxo-C12-HSL, Rhll bildet das N-butanoyl-
Homoserinlakton C4-HSL. Die Homoserinlaktone aktivieren den die Regulatoren RhIR bzw.
LasR durch Bindung, wobei der entstehende Komplex u.a. flr die Transkription weiterer
Homoserinlaktone (daher der Name Autoinducer), sowie etlicher Virulenzfaktoren (Elastase,
alkalische Protease, Exotoxin A, Hamolysine, Pyocyanin, Biofilm, etc.) sorgt. Manche QS-
abhangige Gene werden von beiden Systemen reguliert, andere wiederum stehen unter der
Kontrolle nur eines Systems (Venturi, 2006).

Neben den oben beschriebenen Autoinducer-Molekilen wurde 1999 von Pesci und Kollegen
ein drittes Signalmolekul identifiziert, welches mit den QS-Systemen LasR/Lasl bzw. RhIR/RhlI
interagiert. Das Molekil gehdort der Gruppe der 2-Alkyl-4-Quinolone (AQs) an und wird als
.,Pseudomonas Quinolon Signal“ (PQS) bezeichnet. Das pqsABCDE-Operon kodiert fur die
Synthese von PQS. Anthranillat ist hierbei der zentrale Ausgangspunkt, welches mit 3-Keto-
Dekansaure kondensiert und zur biologisch inaktiven Vorstufe 2-Heptyl-4-Quinolon (HHQ)
umgesetzt wird. Die FAD'-abhangige Monooxygenase PqsH Kkatalysiert schlieRlich die
Umsetzung von HHQ zu PQS (Dubern und Diggle, 2008). PQS reguliert verschiedene Gene
von Virulenzfaktoren wie Pyocyanin, Elastase und Lektin (LecA), beeinflusst die Verfligbarkeit
von Eisen (Fe®") und ist an der Regulation des eigenen Syntheseoperons sowie an der
Transkription des rhIR-Gens beteiligt (Dubern und Diggle, 2008).

3.4. Mutatorstamme

Hypermutierende Bakterienstamme (Mutatorstamme) besitzen im Vergleich zu Non-
Mutatorstammen eine um bis zu 1000-fach erhdhte spontane Mutationsrate (Hogardt et al.,
2006; Oliver und Mena, 2010). Die Bakterien muissen sich fortlaufend den speziellen
Bedingungen wie der Beeintrachtigung durch Leukozyten, dem antibiotischen Stress oder dem
spezifischen Nahrstoffmangel der CF-Lunge anpassen (Oliver et al., 2000). Viele solcher
Mutationen filhren zum Absterben des Keims, sofern sich die Mutation auf lebenswichtige Gene
bezieht und diese durch die Mutation negativ beeinflusst werden. Erwirbt ein Keim jedoch eine
nutzliche Eigenschaft (z.B. Resistenz gegen Antibiotika), so kann er sich in seinem Habitat
durchsetzen und sich dort etablieren. Die am haufigsten vorkommenden Mutationen betreffen
DNA-Reparatursysteme, wobei das “mismatch’-Reparatursystem (MMR) das wichtigste ist.
Mutationen in den Genen des MMR (mutS, mutL, mutH, uvrD, mutU) — bei Pseudomonas vor
allem im mutS-Gen (Oliver et al., 2002) — fiihren zu Basenfehlpaarungen und zu einer erhdhten

Rekombination von weniger strikt homologen DNA-Sequenzen. Mutationen des MMR sind der
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haufigste Grund fur die Entstehung von hypermutablen Stdmmen einer nattrlichen
Bakterienpopulation. Die Prévalenz von P. aeruginosa Mutatorstammen aus Sputen von CF-
Patienten betragt bis zu 20 %, wohingegen Patienten mit nosokomialer akuter Pseudomonas
Infektion keine Mutatorstamme aufweisen (Oliver et al., 2000).

Die Etablierung einer chronischen Infektion der Atemwege ist ein komplexer, adaptiver Prozess,
der sowohl physiologische als auch genotypische Verénderungen betrifft. Nachteile fir den CF-
Patienten, die sich mit der Entwicklung zum Mutatorstamm ergeben, sind neben der
verschlechterten Lungenfunktion die Differenzierung eines mukoiden Phanotyps (Waine et al.,
2008; Ferroni et al.,, 2009), haufigere Mutationen in Genen, die wahrscheinlich fur die
Lungenadaptation eine grol3e Rolle spielen (Mena et al., 2008) und vor allem die Resistenz
gegen Antibiotika (Oliver et al.,, 2000; Hogardt et al., 2006; Henrichfreise et al., 2007).
Hypermutierende Stamme besitzen eine besondere klinische Relevanz, da sie fur eine erhdhte
Morbiditat und Mortalitat von CF-Patienten verantwortlich sind (Carmeli et al. 1999).

In der CF-Lunge zeichnen sich Mutator- und Non-Mutator-Stamme durch eine Koexistenz aus,
Revertanten von Mutatorstammen konnen durch eine weitere spontane Mutation des
betreffenden Genes entstehen (Ciofu et al., 2008). Aufgrund des sehr heterogenen Habitats der
CF-Lunge werden solche Bakterien begunstigt, die sich schnell an wechselnde Bedingungen
anpassen konnen. Klone, die sich durch Mutationen heraus selektionieren, scheinen einen
Uberlebensvorteil darin zu haben. Haufig sind CF-Patienten mit nur einem P. aeruginosa Klon
besiedelt, der sich Uber Jahre genetisch und physiologisch verdndert. Interessanterweise
entsteht kein einheitlicher Typ, vielmehr existieren gemeinsame Entwicklungstendenzen: Verlust
oder Abschwachung von Virulenz-assoziierten Merkmalen, reduzierte Zytotoxizitét,
Multiresistenz und Adaptation des Stoffwechsels an Sauerstoff- und Na&hrstoffbedingungen
(Hogardt et al., 2007; Foweraker, 2009).

4. Phano- und genotypische Anpassungen

Bereits in jungen Jahren infizieren sich die meisten CF-Patienten mit einem P. aeruginosa
Stamm, der aus verschiedenen Reservoirs der Umwelt entstammen kann (Foweraker, 2009).
Unabhéngig voneinander entwickelt sich im Verlauf der Krankheit jeweils ein dominierender
Klon, der sich an das Milieu der CF-Lunge optimal anpasst. Uber Jahre hinweg differenzieren
sich verschiedene Varianten heraus, die sich hinsichtlich morphologischer Eigenschaften z.T.
erheblich unterscheiden. So sind beispielsweise haufig mukoide Varianten beschrieben worden,
aber auch Unterscheidungsmerkmale bezuglich der GréRe (“small colony variants’), Autolyse
oder autoaggregativem Wachstum konnten gezeigt werden (Haussler et al., 1999; Hogardt et

al., 2007; Mena et al. 2008). Die Eigenschaften dieser Varianten unterscheiden sich erheblich
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von den Klonen, die zu Beginn einer Infektion vorherrschend waren. Derzeit geht man davon
aus, dass die klonale Diversitat von P. aeruginosa wahrend der Infektion durch sog. “loss-of-
function”-Mutationen in verschiedenen Genen entsteht (Hogardt und Heesemann, 2010).

Es ist bekannt, dass die Entwicklung eines mukoiden Ph&notyps mit einer schlechten Prognose
des Krankheitsverlaufes bzw. mit einer verminderten Lungenfunktion einher geht (Hogardt und
Heesemann, 2010). Diese phanotypische Anpassung ist durch eine Uberproduktion von Alginat
gekennzeichnet. Die Biosynthese des Alginat-Operons algD-algA wird in P. aeruginosa tber den
Sigmafaktor AlgT positiv reguliert. Uber den Anti-Sigmafaktor MucA wird die Expression von
algD negativ reguliert, da MucA an AIgT bindet und somit die Alginatsynthese negativ
beeinflusst wird. In P. aeruginosa treten Mutationen haufig im mucA-Gen auf, dies kann zur
Umwandlung vom non-mukoiden zum mukoiden Phanotyp filhren (Govan und Deretic, 1996).
Da die Uberproduktion von Alginat die Entstehung von Biofilmen begunstigt, fordert dies die
Persistenz von P. aeruginosa in der CF-Lunge. In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass mukoide sowie non-mukoide Phanotypen von P. aeruginosa gleichzeitig im
Sputum vom CF-Patienten vorkommen. AuRerdem kénnen non-mukoide Stamme wieder durch
Reversion der mucA-Mutation aus mukoiden Varianten entstehen.

Die Anpassung von P. aeruginosa an das spezielle Habitat der CF-Lunge ist auch durch
Mutationen von Virulenz-assoziierten Genen gekennzeichnet. Patientenisolate aus dem
chronischen Stadium der Pneumonie zeigen beispielsweise weder “Twitching’- noch
“Swimming’-Verhalten, was auf den Verlust von Pili und Flagellen zurick zu fihren ist.
Verantwortlich fir den Verlust der Pili kann entweder eine Mutation im pilB- oder im pilQ-Gen
sein (Chang et al., 2007). Des Weiteren zeigen spate CF-Isolate eine ,raue” Kolonieform (R-
Form), die auf ein verandertes Lipid-A-Molekil zurtick zu fuhren ist. Dies resultiert in einer
erhdhten proinflammatorischen Immunantwort und einer erhéhten IL-8-Expression (Hajjar et al.,
2002). Weitere Virulenzfaktoren wie Pyoverdin und Pyocyanin sowie die Elastase werden von
spaten CF-Isolaten nicht mehr produziert. Grund hierfirr ist die Inaktivierung des lasR-Gens,
wodurch die Expression dieser Virulenzfaktoren geschwacht ist.

Fur eine akute Infektion nutzt P. aeruginosa das Typ llI-Sekretionssystem, um Exotoxine in die
Wirtszelle zu translozieren. CF-Isolate im chronischen Stadium besitzen kein funktionelles T3SS
mehr, was sich in einer deutlich geringeren Zytotoxizitat widerspiegelt (Hogardt et al., 2007). Es
wird spekuliert, dass der Wechsel von der planktonischen Lebensweise hin zur Biofilm-
assoziierten Persistenz die Selektion von T3SS-negativen Varianten begtinstigt (Hogardt et al.,
2004).

Insgesamt lasst sich sagen, dass wahrend der Entwicklung vom Non-Mutator- zum
Mutatorstamm die Produktion von verschiedenen Virulenzfaktoren durch “loss-of-function’-

Mutationen ausbleibt oder vermindert wird (Abb. B.4.).
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Initialer Geno-/Phanotyp
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Abb. B .4. Adaptationsmechanismen von P. aeruginosa

AHL: N-Acetyl-Homoserinlakton; T2SS/T3SS: Typ ll/lll-Sekretionssystem; ExoS, EXxoT,
ExoY: T3SS-Exotoxine; OprF: Nitrataufnahme-Proteine; LasR: QS-Regulator; NO;™:
Nitrat; NO,™: Nitrit; OprD: Porin fiar Imipenem; ImipenemR: Imipenem-Resistenz
(modifiziert nach Hogardt und Heesemann, 2010).

Aufgrund des groRen Genoms und der Redundanz zahlreicher Enzyme ist P. aeruginosa in der
Lage, verschiedenste Habitate erfolgreich zu besiedeln. Die hohe Variabilitat und metabolische
Vielseitigkeit ermoglicht es dem Keim, unterschiedlichste Nischen des heterogenen Milieus der
CF-Lunge zu besiedeln. Somit ist die metabolische Anpassung ein weiteres charakteristisches
Merkmal spater Mutatorstamme.

Sputen von CF-Patienten weisen eine hohe Verfligbarkeit verschiedenster Nahrstoffe auf, dazu
gehoren insbesondere Muzin, DNA, Aminosauren, Lipide und Proteine. Spate Mutatorstamme
sind haufig auxotroph fur Aminosauren, in besonderem Falle fur Methionin (Barth et al., 1998).
Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass P. aeruginosa bestimmte Aminosduren bevorzugt
metabolisiert (Palmer et al., 2007; Max Schobert, personliche Mitteilung), Nahrstoffe wie
beispielsweise Glukose und Laktat werden weniger verstoffwechselt. Diese Daten zeigen, wie
wichtig der Aminoséaure-Metabolismus flr die Adaptation von P. aeruginosa ist.

Prinzipiell lasst sich aus Transkriptom- und Proteomanalysen sagen, dass die Expression von
Genen des intermediaren Stoffwechsels in adaptierten CF-Isolaten deutlich erhéht ist (Hoboth et
al., 2009). Die Hochregulierung des Glyoxylatzyklus (aceA und glcB) deutet auf einen

verstarkten Lipidstoffwechsel hin. Membranteile von absterbenden Zellen des Lungenepithels
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stellen eine gute Lipidquelle dar, so dass es aufgrund der Hochregulierung zum vermehrten
Lipidabbau durch p-Oxidation kommt. Generell ist auch die Expression von Genen des TCA-
Zyklus in Mutatorstammen erhoht (Abb. B.5.). Es ist bekannt, dass P. aeruginosa
Dicarbonséduren wie z.B. Succinat als Kohlenstoff- und Energiequelle bevorzugt. Eine
vorangegangene Dissertation der Pseudomonas Gruppe konnte die Hochregulierung des
Dicarbonséure-Transporters PA0119 in angepassten CF-lsolaten zeigen (Henke, Dissertation
2009), was einen weiteren Adaptationsmechanismus auf Ebene des intermediaren

Stoffwechsels von P. aeruginosa darstellt.

acetyl-CoA
PA1252 Z
MgyoB oxalacetate —
Myod ~\
PA34TIT _—» Pyruvate Gh.-’g )
B 4
malate —— Prp rate
Acetyl- ci
FumClT — Coa AenB \
PA4333 AcnAT '-.||
FumC2  gpger succinate PAOTS4 |
fum‘ante cis-aconitate
FADH | glyoxylate \
“\'\ SIhBT,4,D, C |
ruccinale PA2634 s
A iso-citrate
ATP \ SucD?, T /
'!Sur CRT Teat/
~ K
succinyl-CoA w-ketoglutarate
»
NADH <+—=—__ SucAT SucB7, Lpde"TJ”_,_/

Abb. B.5. TCA-Zyklus von P. aeruginosa Mutatorstammen
In rot ist die erhdhte Expression der entsprechenden Gene dargestellt, in grin eine
erniedrigte Expression. T = Transkriptomdaten; P = Proteomdaten (aus Hoboth et al.,
2009).

Intraluminale Messungen des respiratorischen Mukus haben einen Sauerstoffgradienten
nachgewiesen (Worlitzsch et al., 2002). P. aeruginosa adhériert zunachst an der Oberflache,
wandert in den mikro-aeroben Bereich ein und passt sich durch eine erhéhte Alginatsynthese,
Biofilmbildung und Formierung von Makrokolonien den verminderten Sauerstoffbedingungen
an. Daher ist es nicht verwunderlich, dass einige Marker fiir die anaerobe Adaptation in spaten
Mutatorstammen erhoht sind. Dazu gehort u.a. der globale Transkriptionsfaktor ANR (engl.
“anaerobic regulation of arginine deiminase and nitrate reduction”), der Gene fiir den anaeroben
Metabolismus kontrolliert. Real-time-PCR-Experimente mit frihen und spaten CF-Isolaten
ergaben einen signifikanten Anstieg der anr mRNA in den spéaten Patientenisolaten (Hoboth et
al., 2009), was auf einen anaeroben Anpassungs-mechanismus von P. aeruginosa in der CF-
Lunge hindeutet.
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5. Aerober und anaerober Energiemetabolismus

Fur die erfolgreiche Besiedelung eines Wirts ist eine ausreichende Energiegewinnung bzw. die
Aufnahme energiereicher Verbindungen von entscheidender Bedeutung. Viele Bakterien nutzen
den aeroben Abbau von Glukose, um daraus Reduktionsaquivalente, ATP und Pyruvat zu
gewinnen. P. aeruginosa besitzt einen effizienten aeroben Energiestoffwechsel und kann sehr
viele verschiedene Kohlenstoffquellen nutzen. Fur den Abbau von Glukose nutzt das Bakterium
den Entner-Doudoroff-Weg, der wegen des charakteristischen Zwischenprodukts 2-Keto-3-
Desoxy-6-Phosphogluconat auch KPDG-Weg genannt wird. Im Vergleich zum Embden-
Meyerhoff-Weg (Glykolyse), den Enterobakterien bevorzugt nutzen, ergibt sich aus dem KPDG-
Weg 50% weniger ATP-Ausbeute. Trotz der besseren Energiebilanz unter sauerstoffreichen
Wachstumsbedingungen scheint P. aeruginosa eher mikro-aerobe Verhaltnisse zu bevorzugen.
Hohe Sauerstoffraten fiihrten in Untersuchungen zu vermindertem Wachstum und zu einer
langeren “lag-Phase”, wohingegen niedrige Sauerstoffwerte (1%-ige Sauerstoffsattigung) zur
grolten Wachstumsrate (Sabra et al., 2002) fuhrten. AulRerdem sind mikro-aerobe Bedingungen

fir das Wachstum mit Kohlenwasserstoffen optimal (Chayabutra et al., 2000).

Neben der oxidativen Carboxylierung von Glukose kann P. aeruginosa Energie durch
Fermentation generieren. Obwohl Pseudomonaden allgemein nicht in der Lage zur Garung
sind, konnte die Fermentation von Arginin und Pyruvat in P. aeruginosa gezeigt werden
(Eschbach et al., 2004). Als alternative Elektronenrezeptoren fungieren dann Nitrat bzw. Nitrit.
Unter anoxischen Bedingungen kann P. aeruginosa Elektronen auf Nitrat Ubertragen, ein
Prozess, der als Denitrifikation bezeichnet wird. Die Denitrifikation ist der wichtigste
Mechanismus ohne Sauerstoff ATP zu generieren und wird der dissimilatorischen
Nitratreduktion zugeordnet, d.h. Nitrat wird als alternativer Elektronenakzeptor fir die
Energiekonservierung genutzt kann hochstens als Stickstoffquelle genutzt werden. An der
schrittweisen Umsetzung von Nitrat zu gasformigem Stickstoff sind insgesamt vier Enzyme
beteiligt (Abb. B.6.).
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Abb. B.6. Schema der Denitrifikation
NOs: Nitrat; NO,": Nitrit; NO: Stickstoffmonoxid; N,O: Distickstoffmonoxid (Lachgas); N,:
Stickstoff; H": Proton; H,O: Wasser; NarKG: Nitrat-Reduktase; NirS: Nitrit-Reduktase;

NorCB: Stickstoffmonoxid-Reduktase; NosZ: Distickstoffmonoxid-Reduktase.

P. aeruginosa besitzt insgesamt drei Nitrat-reduzierende Systeme (Nar, Nap, Nas), eine
periplasmatische Nitrit-Reduktase (Nir), eine Stickstoffmonoxid-Reduktase (Nor) und eine
Distickstoffmonoxid-Reduktase (Nos) (Williams et al., 2007). Die Expression der Gene fir die
Denitrifikation hangt u.a. von zwei Transkriptionsfaktoren ab, ANR und DNR (engl. “dissimilative
nitrate respiration”). Beide gehotren der FNR-Transkriptionsfamilie (engl. “fumarate nitrate
reduction”) an. ANR weist 51% Ahnlichkeit zur Sequenz von FNR von E. coli auf (Sawers,
1991) und ist ein Einkomponentensystem, d.h. das Protein ist sowohl Sensorkinase als auch
Transkriptionsfaktor. Uber den Redoxzustand der Zelle kann das Bakterium den
Sauerstoffgehalt in der Umgebung wahrnehmen. Der N-Terminus von FNR wie von ANR enthalt
vier konservierte Cystein-Reste, die an der Bildung eines Eisen-Schwefel-Zentrums beteiligt
sind. Uber dessen Integritat wird der Redoxzustand der Zelle gemessen. Unter anoxischen
Bedingungen liegt das Zentrum als [4Fe-4S]-Cluster vor, bei Anwesenheit von Sauerstoff zerfallt
dieses in ein [2Fe-2S]-Cluster oder wird abgebaut. Nur mit einem intakten Eisen-Schwefel-
Zentrum, also unter Sauerstoffausschluss, bildet FNR bzw. ANR ein Dimer und kann somit an
Promotorbereiche von FNR/ANR-regulierten Genen binden (Yoon et al., 2007; Lazazzera et al.,
1996). Unter oxidierenden Bedingungen bzw. bei Vorliegen von Stickstoffmonoxid (NO) liegt
FNR/ANR als inaktives Monomer vor (Yoon et al., 2007). Erstmals im Jahr 2003 konnte eine
Konsensussequenz fur ANR beschrieben werden (Miunch et al., 2003), die der FNR Sequenz
aus E. coli dhnelt (TTGAT NNNN ATCAA; Winteler und Haas, 1996; Yoon et al., 2007). Die
Konsensussequenz fir ANR wurde aus bereits in der Literatur beschriebenen Bindemotiven von
ANR abgeleitet (Abb. B.7.).
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Abb. B.7.: Konsensussequenz von ANR in P. aeruginosa

T = Thymin; A = Adenin; C = Cytosin; G = Guanin; die Gré3e der Buchstaben gibt die
Haufigkeit der Nukleotide an der entsprechenden Position wieder (aus Trunk et al., 2010).

Die Transkription von DNR ist von ANR abhé&ngig. Auf Aminosaureebene besteht eine 25%ige
Ahnlichkeit zu ANR. Die DNA-Bindemotive fir ANR und DNR sind nicht voneinander zu
unterscheiden (Trunk et al., 2010), auch eine Studie aus dem Jahre 2005 konnte keine
Unterschiede im Bindemotiv von ANR und DNR nachweisen (Rodionov et al., 2005). Dennoch
aktivieren beide Proteine unterschiedliche Promotoren mit sehr hoher Spezifitat. DNR aktiviert
beispielsweise die Transkription von Denitrifikationsgenen wie nirS, norCB und nosZ (Arai et al.,
1997; 2003). Mittlerweile sind etwa 170 verschiedene Gene bekannt, die direkt von ANR
reguliert werden, dagegen sind nur vier Gene strikt DNR-abhéngig (Trunk et al., 2010). Darlber
hinaus existiert eine Reihe von Genen, die sowohl durch ANR als auch durch DNR reguliert
werden.

Neben ANR und DNR existieren noch zwei weitere Faktoren, die fir die Aktivierung der
Denitrifikationsgene wichtig sind: ein Zweikomponenten-System NarXL (Varughese, 2002) und
das Protein NirQ (Arai et al., 1994; Hayashi et al., 1998; Abb. B.8.). NarX ist eine Sensorkinase,
die sich bei Anwesenheit von Nitrat autophosphoryliert (van Alst et al., 2009). NarX tbertragt
seine Phosphatgruppe auf den Transkriptionsfaktor NarL, der dadurch aktiviert wird und
spezifisch an die DNA binden kann (Stewart und Bledsoe, 2003). Das derzeit angenommene
regulatorische Netzwerk der Denitrifikation in P. aeruginosa ist schematisch in Abbildung B.8.
dargestellt.
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Abb. B.8.: Regulation der Denitrifikation (aus Schreiber et al., 2007)

Das Hauptsignal fur die Induktion der Denitrifikation ist die geringe Konzentration an Sauerstoff.
Dieses Signal wird Uber das Eisen-Schwefel-Zentrum von ANR wahrgenommen. ANR erhéht
die Transkription des narXL-Operons, welches selbst auch durch das Vorhandensein von Nitrat
stimuliert wird. ANR und NarL zusammen aktivieren das dnr-Gen, dessen Transkription auch
durch Stickstoffmonoxid beeinflusst wird (Arai et al., 1997). Fur die Aktivierung der vierten
Regulationseinheit NirQ wird DNR und NarL benétigt (Arai et al., 1994).

Die Initiation der Denitrifikation setzt ein, sobald sauerstoffarme und nitratreiche Verhéltnisse
vorherrschen. Die Transkription des narK1K2GHJI-Operons (Nitratreduktase, Transportproteine
fur Nitrat/Nitrit) wird durch ANR und NarL, in Verbindung mit IHF (engl. “integration host factor”)
aktiviert. Sowohl die genannten Transkriptionsfaktoren als auch Umweltsignale wie Nitrat, Nitrit
und Stickstoffmonoxid fihren zur verstarkten Transkription aller an der Denitrifikation beteiligten
Gene. Dies flhrt letztendlich zur Umsetzung von Nitrat zu molekularem Stickstoff (Schreiber et
al., 2007).

6. Ziele dieser Arbeit

Grundlage aller Untersuchungen war die detaillierte Charakterisierung isogener,
hypermutierender P. aeruginosa Stdmme von CF-Patienten in der Arbeitsgruppe von PD Dr.
Michael Hogardt am Max von Pettenkofer Institut, Miinchen.

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren die von Christina Hoboth in ihrer Doktorarbeit (2007)
erzielten Ergebnisse zur Charakterisierung von mutS-negativen P. aeruginosa Stammen mittels
Transkriptom- und Proteomanalysen. Die Ergebnisse weisen auf einen verdnderten

Metabolismus in den Mutatorstammen hin. Besonders die Expression von Genen des
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intermedidren Stoffwechsels war im Vergleich zum Wildtypstamm signifikant erhoht. Darlber
hinaus wurde in den Mutatorstammen mittels RT-PCR-Analysen eine erhthte Transkription von
ANR festgestellt. ANR als globaler Transkriptionsfaktor fur mikro-aerobes bzw. anaerobes
Wachstum ist nur unter sauerstoffarmen Bedingungen aktiv. Somit kénnte ein Zusammenhang
zwischen ANR und der Uberexpression “metabolischer” Gene existieren, da das Milieu der CF-
Lunge im eingedickten Mukus sauerstoffarm ist. Putative Bindestellen des ANR-Proteins im
Promotorbereich von Genen der Atmungskette (ccpR, coxB, cbbs-1- und cbbs-2-Oxidasen, azu,
nuoA), des intermediaren Stoffwechsels (icd, idh, IpdG, accB, atuA), sowie der Nitrataufnahme
(oprF) und der p-Untereinheit des IHF (himD) kdnnten auf eine anaerobe, moglicherweise ANR-
abhangige Regulation hindeuten.

Das Vorhandensein von zwei Genen fir die Isocitratdehydrogenase (icd und idh) ist bei
Bakterien eher selten. Lediglich wenige Bakterienspezies wie z.B. Ralstonia eutropha, Colwellia
spp., Pseudomonas spp. besitzen Gene fir beide Isoenzyme. Die Gene der
Isocitratdehydrogenase in P. aeruginosa unterscheiden sich auf Sequenz- und Proteinebene.
Die Isocitratdehydrogenase der Verzweigungspunkt zwischen TCA- und Glyoxylatzyklus dar
und wurde bereits u.a. in E. coli, C. glutamicum und H. pylori charakterisiert. Die Umsetzung
von Isocitrat zu a-Ketoglutarat (TCA-Zyklus) oder Glyoxylat/Succinat (Glyoxylat-Zyklus) ist eine
wichtige Schlusselstelle im Metabolismus, da sich hier entscheidet, wie Acetyl-CoA oxidiert wird.
Bei E. coli ist dies z.B. bei Wachstum mit Acetat und Fettsauren wichtig, weil Intermediate wie
Oxalacetat und a-Ketoglutarat durch anaplerotische Reaktionen wieder aufgefillt werden
missen, um in z.B. Aminosaurebiosynthesen eingespeist zu werden. Da bei P. aeruginosa
wenig uUber die Isocitratdehydrogenasen bekannt ist, soll in dieser Arbeit die Regulation beider
Isoenzyme analysiert werden.

Des Weiteren soll der Kohlenstoffmetabolismus durch metabolische Flussanalysen von
P. aeruginosa untersucht werden. Durch die neue Methode des “Isotopologue profilings”™ soll
das Aminosauremuster der Referenzstamme PAOL und PA14, der CF-Isolate M1(Non-Mutator)
und M26 (Mutator) sowie von Mutanten der Isocitratdehydrogenase analysiert werden. Die
Experimente sollen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen durchgefiihrt werden, u.a.
durch die Verwendung des artifiziellen Sputummediums (ASM), das die Bedingungen der CF-
Lunge in vitro simuliert.

Bisher ist wenig Uber die genaue Anpassung des Stoffwechsels von P. aeruginosa bekannt,
daher soll diese Arbeit ein detaillierten Einblick in den aeroben / anaeroben Stoffwechsel geben

und damit zum besseren Verstandnis der Adaptationsprozesse an die CF-Lunge beitragen.
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C. Materialien

C. MATERIALIEN

1. Patientenisolate

Bei Patient M (mannlich, geboren 1967) war seit 1997 eine chronische Pneumonie mit
P. aeruginosa Besiedelung dokumentiert, frihere Daten waren nicht verfugbar. 2001 verstarb er
im Alter von 34 Jahren. Wahrend der letzten sieben Lebensmonate wurde zusétzlich eine
Koinfektion mit Stenotrophomonas maltophilia nachgewiesen. Die in dieser Arbeit verwendeten
Patientenisolate sind der Stamm M1 (Non-Mutator) und M26 (mutS-Mutator) (Hogardt et al.,
2007).

2. Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in den Tabellen C.1. bzw. C.2.

angefihrt.

Tab. C.1. Pseudomonas aeruginosa Stamme

Stamm Geno-/Phanotyp Referenz

P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm Suh et al., 1999

P. aeruginosa PA14 Referenzstamm Rahme et al., 1995
P. aeruginosa PAO6261 anr Deletionsmutante von PAO1 Ye et al., 1995

P. aeruginosa SS24 rpoS Deletionsmutante von PAO1, Gm®  Suh et al., 1999

P. aeruginosa PA14 Transposoninsertionsmutante von PA14, Liberati et al., 2006
Tn::icd GmR, Tn:icd

P. aeruginosa PA14 Transposoninsertionsmutante von PA14, Liberati et al., 2006
Tn::idh GmR, Tn::idh

P. aeruginosa PA14 Transposoninsertionsmutante von PA14  Liberati et al., 2006
Tn::rpoS GmR, Tn:rpoS
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P. aeruginosa PA14
Tn:raceK

P. aeruginosa M1

P. aeruginosa M26

Transposoninsertionsmutante von PA14

GmR, Tn::aceK

Sequenzielles CF-Isolat von Patient M

(1998)

Sequenzielles CF-Isolat von Patient M

(2001)

Liberati et al., 2006

Hogardt et al., 2007

Hogardt et al., 2007

GmR~:  Gentamicin-Resistenz

Tab. C.2.

Escherichia coli Stamme

Stamm

Geno-/Phanotyp

Referenz

E. coli DH 5a

E. coli TOP10

E. coli IM109

E. coli M15

E. coli XL1-blue

E. coli HB101

E. coli BL21 (DE3)

F-, @80dlacZAM15,
A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl,
endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA,
SUpE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl

F-, mcrA, A(mrr-hsd RMS-mcrBC),
@80lacZ, AM15, AlacX74, recAl,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL (Sm®), endAl, nupG

endAl, recAl, gyrA96, thi,
hsdR17 (rk-, mk+), relAl, supE44,
A( lac-proAB),

[F" traD36, proAB, laglqZAM15]

Nal®, str®, RifS, Thi', Lac’, Ara”,
Gal", Mt-, F, RecA", Uvr", Lon*

recAl, endAl, gyrA96, thi-1 hsdR17,
SupE44, relAl, lac

recA, thi, pro, leu, hsdR-M+, Cm~

F-, ompT, gal, dcm, lon,
hsdSg (rs” mg’), A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5])

Hanahan, 1983

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Stratagene,
La Jolla, USA

Boyer und
Roulland-Dussoix,
1969

New England
Biolabs, Frankfurt
am Main
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E. coli BL21 (DE3) F-, ompT, hsdSB (rB-, mB-), dcm, Promega, Mannheim
pLysS gal, A(DE3), pLysS, Cm~

cm®: Chloramphenicol-Resistenz; SmR: Streptomycin-Resistenz

3. Plasmide und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide, Oligonukleotide und DNA-Sonden sind in den
Tabellen C.3., C.4. bzw. C.5. gelistet.

Oligonukleotide und DNA-Sonden wurden von der Fa. Metabion (Martinsried, Deutschland)
synthetisiert. Die lyophylisierten Oligonukleotide wurden in destilliertem Wasser aufgenommen,
um eine Konzentration von 100 pmol/pl zu erhalten. Wenn nicht anders vermerkt, wurde mit

einer Konzentration von 20 pmol/ul gearbeitet.

Tab. C.3. Plasmide

Plasmid Geno-/Phéanotyp GroRRe (kB) Referenz

pRK2013 Carb®, KmR, tra+, mob+, 4,8 Figurski und
ColE1-oriR (Helferplasmid) Helinski, 1979

pCR® 2.1-TOPO®  Carb®, Km~, lacZa, pUC ori, 3,9 Invitrogen, Karlsruhe
f1 ori

pMP220 TcR, oriT+, IncP (3-5 Kopien/Zelle) 10,5 Spaink et al., 1987

pBBR1MCS CcmR, rep, mob 47 Kovach et al., 1994

midcopy (50 Kopien/Zelle)

pQE30 AmpR, ColE1-Replikon, lacO, PT5, 3,5 Qiagen, Hilden
6x histag

pET21b Amp®, f1 und pMB1 ori, lacl, T7 54 Novagen (Merck,
Promotor, 6x histag Darmstadt)

pMB1-Derivat

Amp®:  Ampicillin-Resistenz; Carb®: Carbenicillin-Resistenz; Cm": Chloramphenicol-Resistenz

Gm":  Gentamicin-Resistenz; Km®: Kanamycin-Resistenz; Tc": Tetrazyklin-Resistenz
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Tab. C.4. Rekombinante Plasmide mit klonierter P. aeruginosa DNA

Plasmid Geno-/Phéanotyp GroRRe (kB) Referenz

Plasmide zur Analyse von Promotorregionen *

paccBlacZ

panrlacZ

patuAlacZ

pazulacZ

pcbbs-1llacZ

pcbbs-2lacZ

pccpRlacZ

pcoxBlacZ

phimDlacZ

picdlacZz

pidhlacz

plpdGlacz

TcR, 227 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von accB

TcR, 256 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von anr

TcR, 272 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von atuA

TcR, 216 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von azu

TcR, 321 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von cbbs-1

TcR, 146 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von cbbs-2

TcR, 246 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von ccpR

TcR, 313 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von coxB

TcR, 280 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von himD

Tc®, 424 Bp-Xbal/Kpnl-Fragment
stromaufwarts von icd

TcR, 424 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von idh

TcR, 181 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment
stromaufwarts von IpdG

10,7

10,7

10,8

10,7

10,8

10,6

10,7

10,8

10,8

10,9

10,9

10,7

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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poprFlacZ TcR, 103 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment 10,6 diese Arbeit
stromaufwarts von oprF

pnuoAlacZ Tc®, 667 Bp-Kpnl/Xbal-Fragment 11,2 diese Arbeit
stromaufwarts von IpdG

Plasmide fiir die Uberproduktion von rekombinanten Proteinen

pQE30_anr AmpR,732 Bp-BamHI/HindllI- 4,1 diese Arbeit
Fragment von anr 2

pQE30_anr_ AmpR, 732 Bp-BamHI/HindllI- 4,1 diese Arbeit
D149A Fragment von anr ?;
Mutation D149A

pET21b_anr AmpF, 729 Bp-Ndel/Xhol- 6,1 diese Arbeit
Fragment von anr 2

pET21b_anr_ AmpF, 729 Bp-Ndel/Xhol- 6,1 diese Arbeit
D149A Fragment von anr ?;
Mutation D149A

Plasmide fiir die Uberproduktion von ANR

panrs0 CmR, 1155 Bp-Kpnl/BamHI- 5,9 diese Arbeit
(PBBR1MCS) Fragment von anr 2
panr50_D149A CmR, 1155 Bp-Kpnl/BamHI- 5,9 diese Arbeit
(PBBR1MCS) Fragment von anr ;

Mutation D149A

! Basisplasmid: pMP220; klonierte DNA stammt aus P. aeruginosa PAO1
Z Klonierte DNA stammt aus P. aeruginosa PAO1

Amp":  Ampicillin-Resistenz

Cm®:  Chloramphenicol-Resistenz

Tc™: Tetrazyklin-Resistenz
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Tab. C.5.

Oligonukleotide und DNA-Sonden

Oligonukleotid

Zielgen

Schnittstelle

Sequenz (5°- 3")

Primer fur Reportergenklonierungen

accB-for

accB-rev

atuA-for

atuA-rev

azu-for

azu-rev

cbbs-1-for

cbbs-1-rev

cbbs-2-for

cbbs-2-rev

ccpR-for

CccpR-rev

coxB-for

coxB-rev

himD-for

PA 4847

PA 4847

PA 2886

PA 2886

PA 4922

PA 4922

PA 1554

PA 1554

PA 1557

PA 1557

PA 4587

PA 4587

PA 0105

PA 0105

PA 3161

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

Xbal

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

Kpnl

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

Kpnl

TGATAAGGTACCCCATAC
CAGCGTCGCGTTAC
AAGGCTTCTAGAAGCGCT
AGCACTCCCAGTGA
TGATAAGGTACCGGGCTT
TCTGATCGTCCAAC
AAGGCTTCTAGATTGTTC
TTGACCCGTGACGG
TGATAATCTAGACAGCCT
CCTAGGCAGGTT
AAGGCTGGTACCTCGACC
AAGCCGTGCGAA
TGATAATCTAGAAGGGGT
TCCACGGTTAAT
AAGGCTGGTACCCCCCGG
TCTCAGACCTTA
TGATAATCTAGATTCCGG
CAGTTGGGATGC
AAGGCTGGTACCGCCACA
CCTCGTATGCAG
TGATAAGGTACCACGGCT
TCGAGCAATGCC
AAGGCTTCTAGAACAACC
GGTCCTGTGAGG
TGATAAGGTACCCCGGC
TAAGACGCGATTGT
AAGGCTTCTAGATTCGGG
TTCCCCTTATCGTT
TGATAAGGTACCCGCGTC
ATCAGCCTCTCC
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himD-rev

icd-for

icd-rev

idh-for

idh-rev

IpdG-for

IpdG-rev

nuoA-for

NUOA-rev

oprF-for

oprF-rev

PA 3161

PA 2623

PA 2623

PA 2624

PA 2624

PA 1587

PA 1587

PA 2637

PA 2637

PA 1777

PA 1777

Primer flr Sequenzierungen

icd-1-Fw
icd-1-Rv
icd-2-Fw
icd-2-Rv
idh-1-Fw
idh-1-Rv
idh-2-Fw
idh-2-Rv
idh-3-Fw
idh-3-Rv
icd/idh-ir-for

icd/idh-ir-rev

PA 2623

PA 2623

PA 2623

PA 2623

PA 2624

PA 2624

PA 2624

PA 2624

PA 2624

PA 2624
intergen. Bereich
icd/idh

intergen. Bereich
icd/idh

Xbal

Xbal

Kpnl

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

Kpnl

Xbal

AAGGCTTCTAGAGGTTTT
CCCTTCTTTTTCAAG
TGATAATCTAGATCCGTG
TTGTGGTTAAAAC
AAGGCTGGTACCTACGGT
AACTCTCTTTTTTG
TGATAAGGTACCACATGT
CGGCATTCACAG
AAGGCTTCTAGAATCTAC
GGTAACTCTCTTTT
TGATAAGGTACCATGTAT
CTGGCGCTGTCCT
AAGGCTTCTAGACAATCC
TTATTCGGGTGAAAC
TGATAAGGTACCCGCCTG
CGAAATGGTCT
AAGGCTTCTAGATGCTGA
TACTCCTTCTGTA
TGATAAGGTACCCTCTCT
ATGCGGGAAGTTC
AAGGCTTCTAGATCAGTT
TCATCCGTTAAATCC

AGCGCGGATGCGGAAATGA
GAAGATCCGCTTCACCGAG
TGTTGCCCTTGTGCACCAG
CCTAGAAGGCTGCAACAG
GCGTATCGAGACTCTGTGC
GCATGTCCGAAGACGATCG
CAAGCTGCGCGACTTCTTC
GACCGGTCAGGTCGTGGT
GTCAAGCTGGCCGTCACC
GGTACGGAAAAGGCCTCG
CATCACCCTCGATGAACGG

CGAGGTCGTCTTCGATACG
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pQE-promotor pQE - CCCGAAAAGTGCCACCTG
region-seq-for

pQE-seq-rev pQE - GTTCTGAGGTCATTACTGG
T7 promotor pET21b - TAATACGACTCACTATAGG
T7 terminator pET21b - GCTAGTTATTGCTCAGCGG
pBBR1MCS pBBR1MCS - ACAATTTCACACAGGAAAC
-seq-for

pBBR1MCS pBBR1MCS - GTTGTAAAACGACGGCCAG
-seq-rev

pMP220-for pMP220 -

pMP220-rev pMP220 -

Primer fur Klonierungen bzw. Mutagenese von anr

D149A PA1544 - GGGAAATCCGCGATGCC
CAGCAGATGATGCT ®
D149A-antisense  PA1544 - AGCATCATCTGCTGGGC
ATCGCGGATTTCCC®
anr-pQE30-Fw PA1544 BamHI TGATAAGGATCCATGGCC
GAAACCATCAAG
anr-pQE30-Rv PA1544 Kpnl AAGGCTGGTACCGCCTTC
CAGCTGGCC
anr-pET21b-Fw PA1544 Ndel TGATAACATATGGCCGAA
ACCATCAAGGTG
anr-pET21b-Rv PA1544 Xhol AAGGCTCTCGAGGCCTTC
CAGCTGGCCG
anr-pBBR1MCS PA1544 Kpnl TGATAAGGTACCTGCCTG
-Fw GGAAAGCTGTACATG
anr-pBBR1MCS PA1544 BamHI AAGGCTGGATCCTCAGCC
-Rv TTCCAGCTGGCCG

DNA-Sonden fur Gelretadierungsexperimente

azu-Sonde + PA 4922 - GTCCGGTTCGGGTTTGACC
TGAATCAGTGGAACTCGGT
C
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azu-Sonde - PA 4922
ccpR-Sonde + PA 4587
ccpR-Sonde - PA 4587

cbb;-2-Sonde + PA 1557

cbbs;-2-Sonde - PA1577

GCACCGAGTTCCACTGATT
CAGGTCAAACCCGAACCGC
GATCCCGGTGCGCTTGATC
CACGTCAAGCCGGGCAGC
GCG
CGCGCTGCCCGGCTTGAC
GTGGATCAAGCGCACCGG
GATC
GTCGGGAAGCCAATTGATC
CCGATCAATATTTCATAACG
C
GCGTTATGAAATATTGATCG
GGATCAATTGGCTTCCCGA
C

% In blau dargestellt ist die Mutagenese (GAC — GCC; Alanin — Asparaginsaure)

Schnittstellen sind unterstrichen

4, Nahrmedien, Antibiotika und andere Zusatze

4.1. Medien und Puffer

Die verwendeten E. coli bzw. P. aeruginosa Stamme wurden in folgenden Medien kultiviert:

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

Trypton 10 g/l
Hefeextrakt 54l
NacCl 10 g/l
pH 7,4

Artifizielles Sputum-Medium (ASM) (modifiziert nach Sriramulu et al., 2005)

Albumin 25 mg/ml
Muzin 5 mg/mi

DNA 2,7 mg/ml
Glukose 0,8 mg/ml

Aminosauren (20) 0,25 mg/ml (je)
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NacCl 69 mM
CaCl, 3mM
Hepes 20 mM
Harnstoff 0,5 mM
Serum 1%
Eigelb (Egg Yolk) 0,5%
pH 6,9

Frisch angesetztes ASM wurde bei 4°C fir maximal 4 Wochen gelagert.

SOC-Medium (Hanahan, 1983)

Trypton 2 % [wiv]
Hefeextrakt 0,5 % [wiV]
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgSO, x 7 H,O 10 mM
MgCl, x 6 H,O 10 mM
Glukose 20 mM

pH 7,0

Pseudomonas Isolationsagar (PIA)
PIA (Difco ™, Becton Dickinson, USA)
Glycerol

NZY*- Broth

Casein Hydrolysat (Casamino acids)
Hefeextrakt

NaCl

pH 7,5

Nach dem Autoklavieren folgende Substanzen steril zugeben (Endkonzentration):

45 g/l
20 ml/

10 g/l
59/
59/

12,5 mM MgCl,, 12,5 mM MgS0O4, 20 mM Glukose.
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M9-Minimalmedium 10x M9-Puffer

M9-Puffer 1x Na,HPO, 609/l

MgSO, 2mM KH,PO, 30g/l

C-Quelle 40 mM NH,CI 10g/I
NacCl 5g/l
pH 7,4

10 x Phosphat-Puffer (PBS) (Sambrook et al., 1989)

Na,HPO, x 7 H,O 26,5 g/l
KH,PO, 2,4 gll
NacCl 80 g/l
KCI 29/l
pH 7,4

M9-Minimalmedium: Magnesiumsulfat sowie die Kohlenstoffquelle wurden als 1 M
Stammlésungen angesetzt, steril filtriert und dem autoklavierten Medium entsprechend der

gewunschten Endkonzentrationen zugesetzt.
Alle Medien und Puffer wurden fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fir die Herstellung von

Agarplatten wurde dem jeweiligen Medium (au3er PIA) vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v)

Bacto-Agar zugesetzt.

4.2. Antibiotika und andere Zusatze

Zur Selektion von plasmidtragenden Stammen wurden dem jeweiligen Medium nach dem
Autoklavieren bei einer Temperatur < 60 °C folgende steril filtrierte Antibiotikaldsungen

zugesetzt:
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Tab. C.6. Antibiotika und andere Zusatze

Substanz Stammldsung Lésungsmittel Endkonzentration [ug/mi]
E. coli P. aeruginosa

Ampicillin 50 mg/ml H50 gest 100 -

Carbenicillin 500 mg/ml H50 gest 100 500

Chloramphenicol 50 mg/ml EtOH s 20 200

Gentamicin 100 mg/ml H>O4qest. 15 150-300

Kanamycin 10 mg/ml H5O4qest. 20 -

Tetrazyklin 50 mg/ml EtOH 70% 15 150

X-Gal 20 mg/ml Dimethylformamid

IPTG® 1M H2Odest.

NaNO; 5M H2Ogest.

* X-Gal = 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-Galaktopyranosid
>IPTG = Isopropyl-B-D-Galaktopyranosid

Die IPTG und X-Gal-Stammlésungen wurden steril filtriert und bis zur Verwendung bei — 20°C
gelagert. Zur Herstellung von IPTG- und X-Gal-haltiger Nahrbdden wurden 20 ul bzw. 40 pl eine

halbe Stunde vor Inokulation ausplattiert.

5. Chemikalien, Gerate und Labormaterialien

5.1. Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind nachfolgend alphabetisch aufgelistet:

Aceton Merck AG, Darmstadt

Acrylamid-Mix Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
(37,5 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid)

Agarose NEEO Ultra-Qualitat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

L-Alanin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Albumin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Algal Aminoacid Mixture [U-**C]
Algal Lipid Mixture [U-"*C]
Ampicillin-Na*-Salz
Ammoniumpersulfat

Ampuwa

L-Arginin

L-Asparagin

L-Asparaginsaure

Bacillol

Bacto-Agar
Bacto-Trypton

BioRed Mix

Bovine Serum Albumin
Brij® 58
Bromphenolblau

Carbenicillin

Chloramphenicol

Chloroform
Coomassie-Brilliantblau G250
L-Cystein

Desoxynukleotidtriphosphat-Mix

DIG Gel Shift Kit, 2nd generation

Dimethylsulfoxid

Dimethylformamid

Egg Yolk Emulsion
Essigsaure 100%
Ethanol abs., unvergallt
Ethanol abs., vergallt
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure

Foetal Bovine Serum
Formaldehyd, 37%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Euriso-Top GmbH, Saarbriicken

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Fresenius, Bad Homburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bode Chemie, Hamburg

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg
Becton, Dickinson and Company, Heidelberg
Bioline GmbH, Luckenwalde

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Applied Science, Mannheim
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck AG, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Apotheke Universitat Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Gibco BRL Life Technologies, Inc., Eggenstein
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Gentamicin

D-(+)-Glukose

L-Glutamin
L-Glutaminsaure

Glycerin (99 %, wasserfrei)
Glycin

GrolRenstandards

- 1 kB-DNA-Ladder

-100 Bp-DNA-Ladder

- Proteinmarker “Page Ruler’

Harnstoff
Hefeextrakt

Hepes
Heringssperma-DNA
L-Histidin

Ds-(+)-threo-lsocitrat, Kaliumsalz

L-Isoleucin

Isopropylthiogalaktopyranosid (IPTG)

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kalziumchlorid

Kanamycin

L-Leucin

L-Lysin

Magnesiumchlorid x 6 H,O
Magnesiumsulfat x7 H,O
Mangan-(ll)-chlorid x4 H,O
Mangan-(ll)-sulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
MP Biomedicals Europe, Frankreich
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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B-Mercaptoethanol

Methanol

L-Methionin
Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)

Muzin

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenphosphat

di-Natriumhydrogenphosphat

di-Natriumhydrogenphosphat x 2 H,O

Natriumhydroxidlésung (5N)

Natriumhydroxidplatzchen

Natriumnitrat

Natriumpyruvat

Natriumthiosulfat x 5 H,O

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD)

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADP)

Nucleobond Kit AX 100

Osen (Plastik, steril)
Oligonukleotid-Primer
O-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid
(ONPG)

Paraformaldehyd

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I+ 11
Pfu-Polymerase

L-Phenylalanin

Phosphorséaure (85%)
Pseudomonas-Isolationsagar (PIA)
L-Prolin

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roth GmbH & Co. KG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Merck AG, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Gibco BRL Life Technologies, Inc. Eggenstein
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Macherey-Nagel, Diiren

Diagonal GmbH & Co. KG, Minster
Metabion AG, Martinsried
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck AG, Darmstadt

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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QIAquick PCR Purification Kit
QuikChange Il Mutagenese Kit

Rontgen-Entwicklerkonzentration

Rontgen-Fixierkonzentrat
Rubidiumchlorid

Salzsdure (1N)
Salzsaure (25%, 37%)
L-Serin

Tag-Polymerase (Gold-Taq)
Temed

Tetrazyklin

TOPO TA Cloning Kit
L-Threonin

Trichloressigsaure
Tris[hydroxymethyl]aminoethan
L-Tryptophan

Tween20

L-Tyrosin

UltraClean GelSpin
DNA Purification Kit

ultraPURE distilled water

L-Valin

Wizard SV Gel and PCR CleanUp

Qiagen, Hilden
Stratagene (Agilent Technologies, Waldbronn)

Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach
Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck AG, Darmstadt
Merck AG, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Applied Science, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
MP Biomedicals

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

MoBio Laboratories, Inc., Kanada
(Deutschland: Dianova, Hamburg)
Gibco (zu beziehen lber Invitrogen GmbH)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Promega, Madison, WI, USA
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5.2. Gerate und Labormaterialien

Alle in dieser Arbeit benutzten Gerate und Labormaterialien sind nachfolgend alphabetisch

geordnet aufgefihrt:

Agarose-Gelkammer
(Modell 40-1214)

Autoklav

Brutschrank (37°C)
Brutschrank (30 °C)

Ceranheizplatte
DNA Speed Vac.

Einmalkanilen Microlance 3 No.20
Einmalspritzen (5 ml, 25 ml)
Eppendorf Reaktionsgefalle

Falcon R6hrchen Nr. 352059

Fotodokumentationsanlage

Gasbrenner “gasprofi 2 5%

Heizblock

Heizofen

Inkubationsschuttler
- Certomat HK (Haube)
- Certomat R (Schttler)

Klvetten
- Quarzkivetten

- Einmalkivetten (1,5 ml halbmikro)

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Schott Gerate GmbH, Hofheim

Savant Instruments Inc., NY, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

B. Braun Biotech International, Melsungen
Eppendorf AG, Hamburg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

WLD Tec GmbH, Gdttingen

Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG, Bielefeld

Heraeus Holding GmbH, Hanau

B. Braun Biotech International, Melsungen

Sartorius AG, Gottingen

Hellma GmbH & Co. KG, Millheim
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
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Magnetrthrer IKA RCT basic
Mikroskop Leitz Aristoplan
Mikrowellengerat

Nylonmembran (positiv geladen)

(Zeta-Probe Blotting Membrane)

Pasteurpipetten (Glas)
Pasteurpipetten (Plastik)

PCR - Mastercycler 5330

PCR - Reaktionsgefalle
Petrischalen

pH - Meter (PB-11)

Pipetten (Plastik, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Pipetus

Power Pac 200/300

Ruhr - und Heizplatte (IKAMAG RCT)

Sauerstoffmessgerat OXY-4-mini
(Sensortyp PSt3)

Sensorkolben fir Sauerstoffgerat
Spitzen (weil3, gelb, blau)

Spitzen (steril, gesteckt)

Sterilfilter

- Stericup (Vacuum Filtration System)
- Millex GP / HV (0,22 um/0,45 pm)

Sterilwerkbank

Thermomixer, kompakt
Tiefkuhltruhe - 80 °C

Ultraschallgerat “Branson Sonifier 250°

UV Stratalinker 2400
UV-/Visible Spektrometer
Ultrospec 3100 pro

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Samsung Electronics GmbH, Schwalbach/Ts.

BioRad Laboratories GmbH, 80901 Miinchen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster
Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Sartorius AG, Goéttingen

Labor Schubert und Weiss GmbH, Mlinchen
Gilson Inc., Middleton, WI, USA
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

BioRad Laboratories GmbH, Minchen

IKA® - Labortechnik, Staufen

Presens GmbH, Regensburg

Presens GmbH, Regensburg
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf

Millipore Corporation, USA
Millipore, Ireland

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Eppendorf, D-22339 Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Branson Inc., Danbury, CT, USA
Stratagene (Agilent Technologies, Waldbronn)
Amersham Biosciences (GE Healthcare,

Munchen)
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UV-/Visible Spektrometer
GeneQuant 1300

Vakuumpumpe ME2S
Vortexer (Vortex-Genie 2)

Waagen

- Sartorius PT3100

- Kern PCB

- Feinwaage Sartorius PB-11
Whatmanpapier

Wasserbad

Zentrifugen
- Mikrozentrifuge DW-41
- Zentrifuge 5417 R
(Rotor F45-30-11)
- Sigma 3K30
(Rotor 19776)
- Sigma 1K15
(Rotor 12024)
- Sorvall Super T21
(Rotor ST-H750)
Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml)

GE Healthcare, Minchen

Vacuubrand GmbH, Wertheim
Scientific Industries Inc., NY, USA

As Wagetechnik GmbH, Freising
Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Sartorius AG, Goéttingen

Whatman International Ltd. Maidstone, England

Kottermann GmbH & Co KG, Uetze/Hanigsen

Quialitron, Inc.

Eppendorf AG, Hamburg

Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz

Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Belgien
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1. Kultivierung und Stammhaltung von Mikroorganismen

P. aeruginosa und E. coli wurden aerob in Erlenmeyerkolben mit Schikanen (100, 250, 500,
1000 ml), anaerob in Schottglasflaschen (25, 50, 100 ml) angezogen. Die Menge an Medium
entsprach unter aeroben Bedingungen 10 — 25 %, unter anaeroben Bedingungen 100 % des
Fassungsvermogens (in ml) der verwendeten Glasmaterialien. Vorkulturen wurden in
Reagenzglasern mit 5 ml Medium kultiviert.

In Flussigmedium erfolgte die Inkubation bei 37 °C auf einem Rotationsschittler mit einer
Frequenz von 200 Upm. Die Kultivierung fester Medien erfolgte tber Nacht im Brutschrank bei
37 °C.

Fur die Dauerkonservierung wurden Stammkulturen angelegt. In einem sterilen Reaktionsgefald
(1-2 ml Fassungsvermdgen) wurden die Kulturen in steril filtriertes LB-Medium mit 30 % [v/V]

Glycerin eingerieben. Die Aufbewahrung der Stammsammlung erfolgte bei — 80 °C.

2. Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der Zelldichte einer Flissigkultur wurde bei einer Wellenldnge von 600 nm
(ODggo) im Spektralphotometer (Ultrospec 3100pro, Amersham Biosciences GE Healthcare,
Munchen) durchgefihrt. Als Leerwert diente das jeweilige Losungsmittel der zu messenden
Kultur. Zur Wahrung der Messgenauigkeit wurden die Proben bei einer ODgy > 0,3 ent-

sprechend verdinnt.

3. Arbeiten mit Nukleinsauren

3.1. Isolierung bakterieller DNA

Einige Kolonien einer frischen Bakterienkultur wurden mit einer sterilen Impfése in 1 ml HyOgest,
eingerieben und die Suspension bei 100 °C im Heizblock fir 10 min erhitzt. Danach wurde bei
8000 Upm und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand mit H,Oges; 1:10 verdiinnt. Die

Ldsung kann anschlielend als Template fir eine PCR-Reaktion verwendet werden.
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3.2. Isolierung von Plasmid-DNA

Je nach Verwendungszweck und bendtigter Menge, wurde die Plasmid-DNA mit dem peqGold-
Plasmid Mini prep Kit I® bzw. Kit 1I® (peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen) oder mit dem
Nucleobond AX® (Macherey-Nagel, Diiren) gemaR Herstellerangaben isoliert. Die

Aufbewahrung der Plasmide erfolgte bei — 20 °C.

3.3. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entsprechenden mit
Ethidiumbromid angefarbten Banden unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution
fand gemaR den Herstellerangaben mit dem “Wizard® SV Gel & PCR CleanUp~ System
(Promega GmbH, Madison, WI, USA) statt.

3.4. Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte durch Agowa (Gesellschaft fir molekularbiologische
Technologie GmbH Berlin) auf Grundlage der Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode nach
Sanger (Sanger et al., 1977).

3.5. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird eingesetzt, um DNA-Molekiile anhand ihrer Grofl3e in einem
elektrisch geladenen Feld aufzutrennen. Agarose besteht aus glykosidisch verbundener D-
Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktose. DNA-Molekile wandern aufgrund negativ geladener
Phosphatgruppen von der Kathode zur Anode. Die Geschwindigkeit mit der die Molekile durch
das Gel laufen hangt von Molekilgrof3e, Konformationszustand, Agarosekonzentration und der
angelegten Spannung ab. Lineare, doppelstrangige DNA Fragmente bewegen sich im Gel

indirekt proportional zum dekadischen Logarithmus ihrer Molekilmasse.

50x TAE-Puffer, pH 8,0 1x Auftragepuffer

Tris 242 gl Glycerin 50 %
EDTA 9,3 g/l EDTA 02M
Eisessig (100%) 0,057 % Bromphenolblau (w/v) 0,05 %
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Die in dieser Arbeit verwendete DNA wurde in 0,8 bis 2 %-igen [w/v] Agarosegelen aufgetrennt.
Zur GroRenbestimmung der DNA diente der Langenstandard “MassRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use” (Fermentas, St. Leon-Rot). Der 1x TAE-Puffer wurde sowohl zum Lésen der
Agarose (Aufkochen in der Mikrowelle) als auch als Laufpuffer verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte fur 60 min bei 100 V.

Zur Farbung der aufgetrennten DNA-Fragmente nach der Elektrophorese wurden die Gele mit
einer Ethidiumbromid-L6ésung (4 pg/ml) etwa 30 min gefarbt und anschlieRend kurz im Wasser
entfarbt. Ethidiumbromid lagert sich interkalierend in die DNA ein und fluoresziert nach
Anregung mit UV-Licht (A = 254 nm). Dadurch kénnen DNA-Banden sichtbar gemacht und

mittels einer Fotodokumentationsanlage abgebildet werden.

3.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren in Agarosegelen erfolgte visuell anhand
der Bandenintensitat. Als definierter Standard in Agarosegelen wurde eine 1 kB grof3e DNA-
Leiter (MassRuler™ DNA Ladder Mix, ready to use, Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.
Exakte Konzentrationsbestimmungen wurden photometrisch bestimmt. In einer Quarzkivette
(Schichtdicke 1 cm) wurde die Extinktion der DNA bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.
Dabei entspricht AE260 = 1 fir doppelstrangige DNA einer Konzentration von 50 pg/ml (Ausubel
et al., 1987).

3.7. Prazipitation von DNA

DNA wurde entweder mit Ethanol oder Isopropanol geféllt. Fir die Ethanolfallung wurden 0,1
Vol 3M Na-Acetat (pH 4,8) und 2,5 Vol absoluter Ethanol (— 20 °C) zugegeben. Fir die
Prazipitation mit Isopropanol wurden 0,7 Vol Isopropanol zugegeben. Danach wurde die DNA-
Losung fur 2 Stunden bei — 20 °C gelagert und anschliel3end durch Zentrifugation bei 14000
Upm und 4 °C pelletiert. Danach wurde das Pellet 2 x mit 70 % EtOH gewaschen, unter dem

Abzug getrocknet und im gewiinschten Endvolumen in A. bidest gelost.

3.8. In-vitro-Amplifikation durch Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht eine einfache und schnelle exponentielle Amplifikation von DNA-

Fragmenten durch hitzestabile DNA-Polymerasen.
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Diese Methode wurde von Kary B. Mullis (1986) entwickelt und von Saiki et al. (1988) durch den
Einsatz einer thermostabilen DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus
optimiert. Voraussetzung fur die Anwendung sind Sequenzkenntnisse Uber die flankierenden
Bereiche des gewiinschten DNA-Abschnitts (Template).

Fur die PCR werden synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Primer) (Fa. Metabion,
Martinsried) verwendet, die homolog zu den flankierenden Bereichen des gewiinschten DNA-
Abschnitts sind. Nach einer Inkubation bei 95 °C liegt die DNA einzelstrangig vor
(Denaturierung), so dass sich im anschlieRenden Schritt die Primer an das Template anlagern
kénnen (Annealing). Die Annealing-Temperatur hangt vom GC-Gehalt der Primer ab, sie liegt
aber meist zwischen 50 und 60 °C. Die Verlangerung (Elongation) der Primer wird von der
DNA-Polymerase bei 72 °C durchgefihrt. Durch mehrfache Wiederholung dieses Zyklus kann

ein DNA-Template im Idealfall bei n Zyklen in 2" Kopien vervielfaltigt werden.

Standard PCR

5ul 10x PCR Puffer

0,25 pl 2 mM dNTP Mix

0,5 pl Primer 1 (20 pmol/pul)

0,5 pl Primer 2 (20 pmol/pul)
2,5u DMSO (100 %)

2,5ul 40 mM MgSO,

0,25 pl Gold-Tag-Polymerase °
5l 50-500 ng DNA Template
ad 50 pl A. bidest

BioRed Mix PCR

10 pl 2x BioRed Mix ’

0,2 ul 50 mM MgCl,

0,5 ul Primer 1 (20 pmol/pul)

0,5 ul Primer 2 (20 pmol/ul)

0,6 ul 100 % DMSO

5ul 50-500 ng DNA-Template
ad 25 pl A. bidest

® Roche Applied Science, Mannheim

" Bioline GmbH, Luckenwalde
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PCR Programm fur Standard und BioRed Mix PCR

Vorabdenaturierung 95 °C 10 min

Denaturierung 95 °C 45 s

Annealing 50-60 °C 45 s 35X
Elongation 72 °C 60s/1kB

Endextension 72 °C 7 min

Kihlung 8°C 0

PCR mit “proof-reading” Taq-Polymerase
Um einem fehlerhaften Einbau von dNTPs in ein Amplifikat zu vermeiden, wurde fur
Klonierungen in Expressionsplasmiden eine Tag-Polymerase mit 3' — 5' -Exonukleaseaktivitat

("proof reading”-Aktivitat) der Fa. Fermentas, St. Leon-Rot verwendet.

Pfu-PCR

5ul 10x Pfu-Puffer

5 pl dNTPs, jeweils 2 mM

5 pl Primer 1 (20 pmol/pul)

5 pl Primer 2 (20 pmol/pul)
2,5u 100% DMSO

5 pl 50-500 ng Template-DNA
0,5 pl Pfu Polymerase (2,5 U/ul)
ad 50 pl A. bidest

PCR Programm fur Pfu-PCR

Vorabdenaturierung 95 °C 10 min

Denaturierung 95 °C 1 min

Annealing 50-60 °C 1 min 35 x
Elongation 72 °C 2min/1kB

Endextension 72 °C 7 min

Kihlung 8°C 0

3.9. Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen der Fa.
Fermentas bzw. Invitrogen nach Herstellerangaben. Fir alle verwendeten Enzyme wurden die

vom Hersteller empfohlenen Puffer und Inkubationstemperaturen angewendet. Fir den Fall
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eines Doppelverdaus wurde ein Puffer verwendet, in dem beide Enzyme zu mindestens 50 %
aktiv sind. Fir einen Ansatz wurde maximal 1/10 Vol des Gesamtansatzes an
Restriktionsenzym zugegeben, da eine zu groRe Menge an Glycerin, in welchen die Enzyme
gelagert werden, die DNA-Spaltung beeintrachtigen kann. Wenn maoglich, wurde das Enzym
nach dem Verdau nach Herstellerangaben hitzeinaktiviert. Die anschlieiende Kontrolle des
Verdaus erfolgte durch Agarosegelelektrophorese.

Analytischer Verdau
Der analytische Verdau wurde vor allem zur Kontrolle rekombinanter Plasmide durchgefihrt.

Etwa 1 ug DNA wurde in einem Volumen von 20 pl mit dem entsprechenden Enzym Uber Nacht

inkubiert.

1ug DNA

2ul 10x Puffer
0,5 ul Enzym

ad 20 pl A. bidest

Praparativer Verdau von Plasmid-DNA
Fur praparative Restriktionen wie z.B. zur Linearisierung von Plasmid-DNA oder zum Verdau

von PCR-Fragmenten wurden grof3ere Mengen an DNA eingesetzt (8-10 ug).

8-10 ug Plasmid-DNA
5ul 10x Puffer
3ul Enzym

ad 20 ul A. bidest

3.10. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Plasmide, die nach einem Restriktionsenzymverdau in Ligationen eingesetzt werden, wurden
zur Vermeidung von Religationen an den 5'-Enden dephosphoryliert, um die Effizienz zu
erhdhen (Sambrook et al., 1989). Das eingesetzte Enzym “Calf Intestine Alkaline Phosphatase’
(CIAP) spaltet endstandige 5'-Phosphatgruppen von Nukleinsduren ab. Der Ansatz wird fur 30
min bei 37 °C inkubiert.
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10 pl 10x CIAP Puffer
2u CIAP (0,1 U/pl)
x ul Plasmid 0,2 pmol

ad 100 pl A. dest

AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen, die gewiinschte
Bande ausgeschnitten und aufgereinigt (UltraClean™ GelSpin DNA Purification Kit, Dianova,

Hamburg).

3.11. Ligation von DNA-Fragmenten

Alle Ligationen wurden mit dem Enzym T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Fermentas, St. Leon-Rot)
durchgefuhrt. Das Enzym verknupft unter ATP-Verbrauch doppelstrangige DNA-Molekile tber
Phosphordiesterbindungen mit dem geschnittenen Plasmid. Verdaute DNA-Fragmente wurde
im Verhaltnis von 3:1 bis 6:1 mit der gewiinschten dephosphorylierten Plasmid-DNA gemischt
und UN bei 16 °C inkubiert.

2ul 10x Ligasepuffer
1,5 pl T4-DNA-Ligase
X ul Insert

y ul Plasmid

ad 20 ul A. bidest

3.12. Transfer von DNA

Fur den Transfer von fremder DNA in E. coli mussen die Zellen speziell vorbereitet werden, da

sie keine naturliche Kompetenz zur Aufnahme von DNA besitzen.

3.12.1. Herstellung Kalzium-kompetenter Zellen

Vorkultur: 5 ml LB UGN bei 37 °C im Inkubator schiitteln

Hauptkultur 1:100 animpfen und bis zu einer ODgqo von 0,4 bis 0,5 wachsen lassen.

Zellen 10 min auf Eis kihlen

In vorher gespulten und sterilen Zentrifugenrdhrchen (bei kleineren Mengen Falcon-
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Ro6hrchen) bei 4 °C und 3000 Upm fir 10 min zentrifugieren

= Zellen auf Eis sorgfaltig in 30 ml (pro 100 ml Ausgangskultur) eiskalter TFB1-L6sung
resuspendieren und in vorgekihlte Falcon-Rohrchen Uberfiihren

= Bei 4 °C und 3000 Upm fiir 10 min zentrifugieren

= Pelletin 4 ml (pro 100 ml Ausgangskultur) eiskalter TFB2-LOsung vorsichtig resuspendieren

= Je 200 pl der Zellsuspension in vorgekihlte Reaktionsgefal3e pipettieren und sofort mit
flussigem Stickstoff einfrieren

= Lagerung bei —80 °C

TFB1

K*-Acetat 30 mM
MnCl, x 4 H,O 50 mM
RbCl, 100 mM
CaCl, - 2 H,0O 10 mM
Glycerin 15 %

= pH mit Essigsaure auf 5,8 einstellen
= auf 200 ml mit A. bidest auffullen und steril filtrieren
= Lagerung: 4 °C

TBF2

MOPS (pH 7,0) 10 mM
CaCl, x 2 H,O 75 mM
RbCl, 10 mM
Glycerin 15 %

= pH mit konzentrierter Salzsaure auf 7,0 einstellen
= auf 100 ml mit A. bidest auffillen und steril filtrieren

= lLagerung: 4 °C

3.12.2. Transformation von Plasmid-DNA

Plasmide wurden nach der modifizierten Methode nach Hanahan (1983) in E. coli wie folgt

transformiert:
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= Ca®*-kompetente E. coli Zellen etwa 30 min auf Eis auftauen lassen

= Maximal 10 pl Ligationsansatz zugeben, gut mischen und Ansatz 30 min auf Eis inkubieren

= Hitzeschock bei 42 °C fur 90 sec, Ansatz danach sofort wieder auf Eis stellen

= je Ansatz 800 pl SOC-Medium zuftigen und 1 Std. bei 37 °C schittelnd inkubieren

= 100 pl des Ansatzes auf eine entsprechende Antibiotikum-Agarplatte (AB-Platte)
ausplattieren und UN bei 37 °C inkubieren

= restlicher Ansatz kurz abzentrifugieren, in 100 ul SOC-Medium resuspendieren, auf eine

zweite AB-Platte ausplattieren und ebenfalls (N bei 37 °C inkubieren

3.12.3. Blau-WeiRR-Test

Neben der Selektion rekombinanter Klone auf Antibiotika-Resistenz kann bei bestimmten E. coli
Stammen (z. B. DH5a) nach Transformation der sog. Blau-Weil3-Test angewendet werden.
Solche Wirtsstdmme tragen eine aminoterminale Deletion im (B-Galaktosidase-Gen. Nach der
Induktion durch IPTG wird eine verklrzte, enzymatisch inaktive (B-Galaktosidase gebildet.
Plasmide, die das lacZ-Gen besitzen, das flr die ersten 146 Aminosauren der B-Galaktosidase
kodiert, kbnnen mit der verkurzten (-Galaktosidase des Wirtsstammes zu aktivem Enzym
assoziieren (sog. a-Komplementierung). Die multiple Klonierungsstelle des Plasmids befindet
sich innerhalb des lacZ-Gens, so dass bei erfolgreicher Klonierung eines Inserts das lacZ-Gen
unterbrochen wird. Somit kdnnen nur Klone ohne Insert die aktive Form der B-Galaktosidase
bilden. Das Enzym setzt ein zuvor auf die Platte gebrachtes Substrat (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
B-D-Galactopyranosid, X-Gal) zu einem blauen Indigo-Derivat (5-Brom-4-Chlor-Indigo) um.

Kolonien mit Insert im Plasmid bleiben dagegen weil3.

Etwa 30 min vor dem Ausplattieren folgende Volumina ausplattieren:

= 40 ul X-Gal (20 mg/ml in Dimethylformamid)
= 8 ullIPTG (0,2 M in Wasser)

3.12.4. Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation

Der Transfer von Plasmiden von Donor- auf Rezipienten-Stamme wurde Uber die triparentale
Konjugation erreicht (Figurski und Helinski, 1979). Als Donor-Stamm diente E. coli DH5a mit
den jeweiligen konjugierbaren Plasmiden, als Rezipient fungiert P. aeruginosa. Da die zu

konjugierenden Plasmide nur einen oriT, jedoch keine tra-Gene besitzen, wurde ein E. coli
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Stamm mit dem Helferplasmid pRK2013 (tragt tra-Gene) fur die Konjugation bendétigt.

= Vorkultur: Donor- und der Helferstamm N bei 37 °C in LB-Medium (+ Antibiotikum),
Rezipientenstamm UN bei 43 °C in LB-Medium inkubieren

= 2 ml 4N Kultur 5 min bei RT und 6000 Upm abzentrifugieren

= Pelletin 1 ml LB-Medium waschen und erneut zentrifugieren

= Pelletin 400 pl LB-Medium aufnehmen

= 100 pl des Donor- und Helferstammes mischen und 30 min ohne Erschitterungen bei RT
inkubieren

= 200 ul vom Rezipientenstamm in ein frisches Reaktionsgefal® geben und mit Donor- und
Helferstamm mischen.

= 50 ul Aliquots auf eine vorgewarmte LB-Platte tropfen, Inkubation fur mind. 4 Std. bei 37 °C.

= Spots mit einem sterilen Tupfer von der Platte nehmen und in 1 ml steriler 0,9 %-iger NaCl-
Ldsung resuspendieren.

= Je 100 pl von geeigneten Verdunnungsstufen der Konjugation auf AB-PIA-Agarplatten

ausplattieren und UN bei 37 °C inkubieren.

4.  Zielgerichtete Mutagenese

Durch die ortsspezifische Mutagenese (engl. “site-directed mutagenesis’) ist eine gezielte
Veranderung einer DNA mdoglich. Durch Verwendung eines mutagenisierten Primerpaares wird
die Veranderung, die ein Basenaustausch, eine Deletion oder Insertion sein kann, an der
gewunschten Stelle der DNA eingefiihrt (Abb. D.1.).

In dieser Arbeit wurde das 'QuikChange® Site-directed Mutagenesis Kit' der Fa. Stratagene
verwendet. Besonderheit hierbei ist, dass als Template ein komplettes Plasmid mit
gewiinschtem Insert eingesetzt wird. Wichtig ist, dass das entsprechende Plasmid von einem
Dam-positiven E. coli Stamm isoliert wurde (Grund: Methylierung der eingesetzten Plasmid-
DNA).
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1. Amplifikation des gewtinschten Plasmids mit Insert
durch PCR mit modifizierten Primern

Q 2. Verdau der 'elterlichen’ (methylierten) DNA
:'-J“
:s H 3. Transformation der neu synthetisierten,

mutagenisierten DNA

O-0-0-©

Abb. D.1. Prinzip der zielgerichteten Mutagenese
(http://users.drew.edu/jliu3/Docs/Stratagene%20Quikchange%20mutagenesis.pdf)

Kontroll-PCR

5ul 10x Reaktionspuffer

2ul pWhitescript Kontrollplasmid (5 ng/ul)
1,25 ul Kontrollprimer 1 [34mer (100 ng/ul)]
1,25 ul Kontrollprimer 2 [34mer (100 ng/ul)]
1ul dNTP Mix

38,5 ul A. bidest

1l PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5U/ul)
Proben-PCR

5 pl 10x Reaktionspuffer

1l dsDNA Template (Plasmid), 50 ng/pl
1l Primer 1 (125 ng)

1l Primer 2 (125 ng)

1l dNTP Mix

40 ul A. bidest

1l PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/pul)

PCR-Programm

95 °C 30 sec Vorabdenaturierung

95 °C 30 sec

55°C 1 min 12x Probe / 18x Kontrolle
68 °C 1 min / kB Plasmidgrélie

AnschlieBend mussen die Proben sofort auf Eis gestellt werden.
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Verdau der methylierten DNA

= 1pl Dpnl (10 U/pl) direkt zu jeder Reaktion geben.

= Vorsichtig mischen (auf- und abpipettieren), kurz abzentrifugieren (1 min) und Reaktionen
fur 1 Stunde bei 37 °C inkubieren.

Transformation
= 50 pl E. coli XL1-blue vorsichtig auf Eis auftauen, in ein vorgekihltes 15 ml Falcon-
Rohrchen tberfuhren (Falcon Réhrchen Nr. 352059).
= 1 ul der Dpnil-behandelten DNA (Kontrolle bzw. Probe) zugeben, vorsichtig mischen und
Ansatz fur 30 min auf Eis inkubieren. Kontrolle der Transformationseffizienz: 1 pl pUC18
Kontrollplasmid (0,1 ng/ul) zu 50 pl XL1-blue Zellen geben und mischen.
= Hitzeschock fir 45 sec bei 42 °C (Wasserbad), danach den Ansatz fir 2 min auf Eis stellen.
= Auf 42 °C vorgewarmtes NZY*-Medium (500 pl) zugeben, Transformanten fir eine Std. bei
37 °C schuttelnd inkubieren.
= Folgende Volumina auf LB-Selektivplatten ausplattieren:
o pWhitescript mutagenesis control: 250 pl (Blau-Weil3-Selektion)
o pUC18 transformation control: 5 pl (Blau-Weil3-Selektion)
o Probe: 250 pl je Platte (2 Platten)
= Inkubation der Platten GN bei 37 °C

Auswertung der Transformation

= pWhitescript-Kontrolle: 50-800 Kolonien/Platte, mindestens 80 % der Kolonien missen die
Mutation tragen und als blaue Klone sichtbar sein.

= pUC18 Transformationskontrolle: > 250 Kolonien/Platte, mindestens 98 % blaue Klone
(Transformationseffizienz: > 10° cfu/ug)

= Probe: 10-1000 Kolonien/Platte

5. Proteinchemische Arbeiten

5.1. Herstellung rekombinanter Proteine

Die Uberproduktion von ANR erfolgte als Hexabhistidin-Fusionsprotein tber diverse Plasmide
(siehe Tabelle B.4.) unter aeroben Bedingungen in E. coli. Expressionsstamme wie z.B. BL21
DE3 tragen chromosomal das Gen fur die T7-DNA-Polymerase, welches unter transkriptioneller
Kontrolle des lac-Repressors steht. Durch Zugabe des kinstlichen Induktors IPTG wird die

Repression des Gens fir die Polymerase aufgehoben und diese entsprechend gebildet.
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= (UN-Kultur: 5 ml LB + entsprechendes Antibiotikum, einmal mit 1x PBS waschen

= Hauptkultur: 200 ml LB + Antibiotikum, 1:50 mit UN-Kultur animpfen und bis ODgy ~ 0,6
wachsen lassen (Rotationsschuttler: 200 Upm, 37 °C)

= 2 ml Kultur abnehmen, zentrifugieren bei 8000 Upm fir 5 min (RT), Pellet in 100 pl 1x SDS-
Laufpuffer aufnehmen, mit 4x Probenpuffer mischen und bei — 20 °C einfrieren

= restliche Kultur mit ImM Endkonzentration IPTG induzieren, 3-4 Std. wachsen lassen.

= 2 ml Kultur abnehmen, zentrifugieren bei 8000 Upm fir 5 min (RT), Pellet in 200 pl 1x SDS-
Laufpuffer aufnehmen, mit Auftragspuffer mischen und bei - 20 °C einfrieren

= restliche Hauptkultur abzentrifugieren (8000 Upm, 10 min, RT) und mit 1x PBS waschen.
Pellet bei — 20 °C bis zur Aufreinigung lagern

Die Aufreinigung der Fusionsproteine erfolgte in der hauseigenen Biotech-Abteilung Uber eine
HisTrap-Séaule sowie Uber das AKTAexplorer-System™ (GE Healthcare, Miinchen). Zur
besseren Reinigung wurde anschlielend eine GroRentrennung der Proteine Uber eine
Gelfiltration (Superdex S75-Saule, Trennungsbereich 5-70 kDa) vorgenommen. Die erhaltenen
Fraktionen wurden Uber eine SDS-PAGE kontrolliert.

5.2. Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test (Bradford, 1976) ist eine photometrische Methode zur quantitativen
Bestimmung von Proteinkonzentrationen. Der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250 liegt im
sauren pH-Bereich als Anion vor und kann daher mit kationischen und unpolaren Seitenketten
von Proteinen blaue Farbkomplexe bilden. Das Absorptionsmaximum dieser Farbkomplexe liegt
bei 595 nm, wobei die Zunahme der Absorption direkt proportional zur Proteinkonzentration ist.

Die Bestimmung der Konzentration einer unbekannten Proteinldsung erfolgt durch die
Eichgerade einer mit BSA erstellten Eichlosung. Jeder Wert der Eichgeraden wurde mindestens

drei Mal unabhangig voneinander bestimmt.

Eichlésung BSA (Stammlésung)
0,5 mg/ mlin HyOgest.

Farbereagenz

20 mg Coomassie-Brilliantblau G250, in 25 ml EtOH,y,s. [6sen
50 ml o-Phosphorséaure (85 %) zugeben

ad 500 ml HyOyest.
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LAsung durch einen Faltenfilter filtrieren
Aufbewahrung: 4 °C (dunkel)

Reaktionsansatz
100 pl Proteinldésung + 1 ml Farbereagenz
Referenzwert 100 pl Wasser/Puffer

Die Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte fir 5 min bei RT, anschlieBend wurde die
Absorption bei 595 nm gegen den Referenzwert gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand

der aus der Eichgeraden ermittelten Steigung m.

5.3. Bestimmung der Isocitratdehydrogenase-Aktivitat

Fur die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat der Isocitratdehydrogenase aus
P. aeruginosa wurde 25 ml LB Medium mit einer optischen Dichte von ODgy 0,01 angeimpft.
Die Zellernte erfolgte durch Abzentrifugieren bei 4 °C und 6000 Upm fur 10 min. Das Pellet
wurde 1-2 x in 1x PBS gewaschen, in 1-3 ml H;O4 aufgenommen und UN bei - 80 °C
eingefroren. Der Zellaufschluss erfolgte mit Ultraschall (Branson Sonifier, Duty Circle 50 %,
Output Control 3, mind. 1 min, 1-2 Durchlaufe). Anschlieend wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation (6000 Upm, 15 min, 4 °C) beseitigt und der Uberstand als Zellextrakt in die

Reaktion eingesetzt.

Reaktionsansatz (1 ml)

0,1M Tris-HCI, pH 7,5

0,66 mM Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP")
1 mM MnSO,

1mM Ds-(+)-threo-Isocitrat, Kaliumsalz

Die Reaktion wurde mit 25-300 ul Zellextrakt gestartet, die Zunahme des gebildeten NADPHs
wurde bei einem Absorptionsmaximum von 340 nm gegen die Zeit (3 min) gemessen. Die
Bestimmung der Konzentration Cyappy Wurde mit dem Lambert-Beerschen Gesetz wie folgt

bestimmt;

AE /min
g-d

CnaopH =
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AE/min = Extinktions&nderung pro Minute (im linearen Bereich)
3 = Extinktionskoeffizient fiir NADPH = 6,22 mmol™® - cm™ - L
d = Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

Ein Unit (U) entspricht 1 pmol umgesetztes Substrat pro Minute. Die spezifische Enzymaktivitat
Es lasst sich wie folgt errechnen:

U/ml U

mg/ ml Gesamtprotein mg Gesamtprotein

5.4. Bestimmung der B-Galaktosidase Aktivitat

Die Aktivitat der B-Galaktosidase (LacZ) wurde photometrisch bei 420 nm durch die Umsetzung
von o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG) zum gelben o-Nitrophenyl ermittelt (Abb.
D.2)).

CH,OH CH,OH
NO,
HO — O HO — O
OH B-Gal OH
OH
ONPG Galaktose o-Nitrophenyl

Abb. D.2. Umsetzung von ONPG zu Galaktose und o-Nitrophenyl

Zum Zeitpunkt der Probennahme wurde die ODggo ermittelt. Der Zellaufschluss erfolgte durch
Zugabe von SDS und Chloroform bei 28 °C fir 5 min. Sobald eine erkennbare Gelbfarbung
auftritt, wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 pl Na,CO; gestoppt. Vorhandene
Zelltrimmer wurden bei RT fur 10 min bei 14000 Upm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die

OD bei 420 nm und 550 nm im Spektralphotometer bestimmt.

Reaktionsansatz

250 pl Zellprobe
750 pl Z-Puffer
10 pl Chloroform
5 pl 0,1 % SDS
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Reaktionsstart
Zugabe von 200 pl ONPG (4 mg/ml in Phosphat-Puffer)

Reaktionsstopp
Zugabe von 500 pl 1 M Na,CO;

Die ONPG-Umsatzrate wurde nach Miller J.H. (1972) durch folgende Formel berechnet:
(t = Reaktionszeit [min], V = Zellprobe [ml]).

Miller Units = 1000 x (ODgoy AL- V)
Z-Puffer, pH 7 0,1 M Phosphat-Puffer
60 mM Na,HPO, 60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO, 40 mM NaH,PO,
10 mM KCI
1mM MgSO,
50 mM B-Mercaptoethanol

5.5. Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970)
lassen sich Proteine unter denaturierenden Bedingungen ihrer molaren Masse nach auftrennen.
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) lagert sich an Proteine an und bestimmt deren Eigenladung
proportional zur Masse, so dass alle zu trennenden Proteine negativ geladen sind. Demnach
wandern die Proteine im elektrischen Feld in Abhangigkeit ihrer molaren Masse und der
PorengrofRe des Polyacrylamid-Gels zur Anode. Die Porengrof3e eines Gels lasst sich durch die
Konzentration an Acrylamid beeinflussen. Die Elektrophorese wurde bei 200 V Spannung und
RT fur 60-70 min mit dem Mini-Protean 2 System (Biorad) durchgefiihrt. Die GroRRe eines Gels
betrug 10 x 7 x 0,75 cm.
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Tab. D.1. Pipettierschema fir SDS-Gele

Trenngel Sammelgel

4 Mini-Gele 10% 12% 14% 5%
30% Acrylamid (37,5:1) 51 ml 6,1 ml 7,1 ml 1,3 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml
H50 gest 4,3 ml 3,3 ml 2,2 ml 45 ml
10% SDS 150 pl 150 pl 150 pl 100 pl
10% APS 110 pl 110 pl 110 pl 30 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 25 ul
SDS-Laufpuffer (10x) Probenpuffer (4x)
1,92 M Glycin 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,25 M Tris 04M B-Mercaptoethanol
1% SDS 8% SDS

0,4% Bromphenolblau

40% Glycerin (v/v)

5.6. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Form der Polyacrylamid-Gelelektrophorese, bei der die zu trennenden Proteine nicht
durch SDS oder ein anderes Detergenz negativ geladen werden, wird beim sog.
Gelretardierungsexperiment eingesetzt (siehe auch Kapitel 6).

Das Gel besteht im Gegensatz zur SDS-PAGE aus nur einem Stiick und enthalt meist zwischen
6 % und 8 % Acrylamid. Die Porengrt3e wird aufgrund des zu trennenden Komplexes aus DNA
und Protein gréRer gewahlt. Die Vorelektrophorese dient der korrekten Ausrichtung aller lonen
im Gel und wurde bei 80 V fiur 10 min ausgefihrt. Die Hauptelektrophorese wurde bei 150 V
und RT fur 30 min mit dem Mini-Protean 2 System (Biorad Laboratories, Muinchen)

durchgefunhrt.
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Tab. D.2. Pipettierschema fir native Gele

2 Mini-Gele 6% 7% 8%
30% Acrylamid (37,5:1) 2ml 2,3 ml 2,6 ml
H20 gest. 7,4 ml 7,1 ml 6,8 ml
10x TBE Puffer 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
10% APS 70 ul 70 ul 70 ul
TEMED 10 10 10

10x TBE Puffer
890 mM Tris

890 mM Borsaure
20 mM EDTA

pH 8,0

5.7. Farbung von Proteingelen

Um Proteine in Polyacrylamidgelen zu visualisieren, wurden die Gele fur 30 min mit ca. 50 mli
Coomassie-Farbelésung Uberschichtet. Nach AbgieRRen der Uberschissigen Losung wurde das
tief blau gefarbte Gel entweder UN mit Wasser oder mit Entfarbelésung entfarbt, bis die
gewiinschte Farbintensitdt der Banden erreicht war. Die Nachweisgrenze fur Coomassie-
Brilliantblau G250 liegt bei etwa 0,5 ug Protein.

Coomassie-Féarbeldsung Entfarbeldosung
0,125 % Coomassie-Brilliantblau G250 40 % EtOH
50 % Methanol 10 % Eisessig

10 % Eisessig

6. Gelretardierungsexperimente

Gelretardierungsexperimente wurden mit dem DIG Gel Shift Kit (2nd generation) der Fa. Roche
Applied Science, Mannheim durchgefuhrt. DNA-Sonden wurden von der Fa. Metabion,

Martinsried synthetisiert.
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6.1. Markierung der DNA-Sonden

= |nkubation der DNA bei 95 °C fir 10 min, anschlieBend schrittweise Abkihlung auf RT
= 100 ng DNA mit sterilem A. bidest auf 10 pl auffillen (fir die Kontrollreaktion: 1 pl
Kontroll-DNA (Cup 6) und 9 ul A. bidest)
= Zugabe von 4 pl 5x Labeling Puffer (Cup 1, Endkonzentration 1x)
4 ul CoCl, (Cup 2, Endkonzentration 5 mM)
1 pl DIG-ddUTP (Cup 3, Endkonzentration 0,05 mM)
1 pl Transferase (Cup 4), 20 U/ul
= Ansatze mischen und kurz abzentrifugieren
= Inkubation bei 37 °C fur 15 min
= Reaktionsstopp: Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0), kurz mischen
= Zugabe von 3 pul A. bidest., dies entspricht einem Finalvolumen von 25 pl und einer
Finalkonzentration von 4 ng/ul

6.2. Uberpriifung der DNA-Markierung

Zuerst muss die markierte DNA mit einer Ausgangskonzentration von 4 ng/ul wie folgt verdiinnt
werden (Tab. D.3.):

Tab. D.3. Verdlinnungsreihe fir markierte DNA-Sonden

Nr. ul markierte DNA bzw. TEN-Puffer Verdiinnung Finalkonzentration
Kontroll-DNA [l ng/ul

1 1 0 0 4

2 1 1:10 0,4

3 1 99 1:100 0,04

4 1 999 1:1000 0,004

5 0 1 0 0

= Je 1 pljeden Ansatzes (Nr. 1-5) auf eine Nylonmembran spotten

= Fixieren der markierten DNA durch Crosslinking mit UV-Licht (0,5 - 1 min, 120 mJ),
Membran dabei auf ein mit 2x SSC Puffer getranktes Whatmanpapier legen

= Membran schwenkend in 20 ml Waschpuffer fir 2 min bei RT inkubieren

= Inkubation fiir 30 min in 10 ml 1x Blockingreagenz
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= Inkubation fir 30 min in 10 ml AK-Lésung (1 pl AK auf 10 ml 1x Blockingreagenz)
= Membran 2 x 15 min in 10 ml Waschpuffer waschen

= Membran 2-5 min in 10 ml Detektionspuffer equilibrieren

= 100 pl CSPD-L6sung auf die Membran pipettieren

= 10 Minuten bei 37 °C inkubieren

= Membran auf einen Rontgenfilm auflegen und entwickeln

Durch Vergleich der Verdiinnungsreihen der markierten DNA mit der Kontroll-DNA kann man
nun auf die Quantitat der markierten DNA schlie3en. Der Spot Nr. 1 (4 ng/ul) sollte auf jeden

Fall sichtbar sein.

Waschpuffer Maleinséurepuffer Detektionspuffer
0,1 M Maleinsaure 0,1 M Maleinsaure 0,1 M Tris

0,15 M NacCl 0,15 M NacCl 0,1 M NaCl

0,3% Tween20 pH 7,5 pH 9,5

pH 7,5

TEN Puffer 2x SSC Puffer

10 mM Tris 0,3 M NacCl

0,1 M NacCl 0,03 M Trinatriumcitrat

1 mMEDTA pH 7,0

pH 8,0

10x Blockingreagenz

10 % (w/v) Blockingpulver in Maleinsaurepuffer l6sen, bei 65 °C rithrend auf der Heizplatte
I6sen. Aliquotieren und steril filtrieren und bei — 20 °C einfrieren. Die Ldsung ist 4 Wochen bei
4 °C haltbar.

1x Blockingreagenz

Stets frisch in Maleinsdurepuffer verdiinnen.

Antikorper-Losung
Antikorper (AK) fur 5 min bei 10000 Upm und 4 °C abzentrifugieren. Bendétigte Menge an AK
vorsichtig von der Oberflache pipettieren und in 1x Blockingreagenz 1:10000 verdinnen

(entspricht 75 mU/ml). Die Losung ist fur zwdlf Stunden bei 4 °C haltbar.
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CSPD-LOsung
Bendotigte Menge an CSPD entnehmen und 1:100 in Detektionspuffer verdiinnen. Die Losung ist
lichtempfindlich, die Lagerung erfolgt bei 4 °C.

6.3. Band Shift Reaktion

Fur die Band Shift Reaktion sowie fir die Kontrollreaktion missen je 3 Ansatze angefertigt
werden. Ansatz 1 enthalt die markierte DNA ohne Protein, Ansatz 2 die markierte DNA mit
Protein und Ansatz 3 die markierte DNA mit Protein und einem 125-fachen Uberschuss an
unmarkierter DNA (spezifische Kompetition).

Alle Ansétze missen auf Eis angesetzt werden. Tabelle D.4. zeigt das Pipettierschema fir die
Band Shift Reaktion.

Tab. D.4. Pipettierschema der Band Shift Reaktion

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
4 ul 4 ul 4 ul
Bindepuffer H H H
1ul 1ul 1l
Poly-[d(I-C)] H H H
1ul 1ul 1l
Poly-L-Lysin H H H
12 ul 11 pl 10 ul
A. bidest H H H
Markierte DNA bzw. Kontroll-DNA
2ul 2ul 2ul
(4 ng/ul]
Unmarkierte DNA bzw. Lul
Kontroll-DNA [0,1 pg/pl] H
Gereinigtes Protein [25-75 ng/ul
inig I_ [ g/ul] ) 1y 1yl
bzw. Kontrollprotein

77



D. Methoden

= Ansatze vorsichtig mischen und fir 15 min bei RT inkubieren, anschlielend Ansatze
sofort auf Eis stellen

= Zujedem Ansatz 5 pl Ladepuffer (Cup 13) zugeben und kurz mischen

= Anséatze sofort auf ein natives Polyacrylamid-Gel laden und auftrennen (siehe auch
Kapitel 5.6.)

6.4. Chemilumineszente Detektion

= Zwei Lagen Whatmanpapier sowie die Membran auf die Grof3e des Gels zuschneiden
und fur 2-5 min in Transferpuffer (0,5 x TBE) equilibrieren.

= Der Blot wird folgendermaf3en zusammen geflgt (luftblasenfrei):
Kathode nasses Schwammchen

Whatman Papier

Gel

Membran

Whatman Papier

Anode v nhasses Schwammchen

= Der Transfer erfolgt fir 30 min bei 400 mA.

= Die Fixierung der DNA auf der Membran erfolgt durch Crosslinking bei 120 mJ fir 0,5
min-1 min. Die Membran dazu auf ein mit 2x SSC Puffer getrdnktes Whatman Papier
legen.

=  Membran fir 2 min in Waschpuffer spiilen

=  Membran fir 30 min in 100 ml 1x Blockingreagenz schwenken

=  Membran fir 30 min in 20 ml Antikdrperlésung schwenken

= Membran 2 x 10 min in 100 ml Waschpuffer spilen

= Membran 5 min in 20 ml Detektionspuffer equilibrieren

= Membran im dunklen Gefal? mit 1 ml CSPD-Ldsung uberschichten und fir 10 min bei
37 °C inkubieren

= Membran auf einen Rontgenfilm auflegen und entwickeln

7. Isotopolog-Experimente

Isotopologe sind alle Molekiile einer Art, die sich nur durch ihre atomaren Isotopologe (z.B. **C,
3¢, C) im Molekiil unterscheiden. Am Beispiel des Laktats (= Molekiil mit 3 C-Atomen) soll die

Isotopolog-Schreibweise erlautert werden:
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= [1-'3C] Laktat: C-1 ist ein *C-Atom, C-2 und C-3 jeweils ein *?C-Atom
= [2-C] Laktat: C-2 ist ein *C-Atom, C-1 und C-3 jeweils ein **C-Atom
= [1,2-'*C] Laktat: C-1 und C-2 sind **C-Atome, C-3 ist ein **C-Atom

Die Anzahl aller moglichen Isotope eines Molekiils berechnet sich aus 2", wobei n die Anzahl
der C-Atome des Molekills ist. Natiirlicherweise kommen '*C-Isotopologe selten vor. Die
Haufigkeit beispielsweise von vollmarkiertem Laktat [1,2,3-*C] liegt bei nur 0,00011%.
Markierungsexperimente mit universellen/vollstandig **C-markierten Vorstufen (in unseren
Experimenten Aminosaure-Mischung oder Algenlipide) fuhren zu spezifischen Mischungen von
Isotopologen fiir jeden neu synthetisierten Metaboliten, d.h. fir die metabolische
Lvorgeschichte® existiert ein authentisches Muster, welches mit Hilfe der o.g. Verfahren
detektiert werden kann.

Fur die Messung von Molekilen durch die Massenspektroskopie muss der zu detektierende
Stoff i.d.R. gasférmig vorliegen. Hierfir ist oft eine Derivatisierung der Molekile notwendig. Da
13C-markierte Molekiile bzw. Derivate im Vergleich zu unmarkierten Molekiilen bzw. Derivaten
eine um mindestens 1 erhdhte Masse (m+1) haben, kdénnen diese eindeutig durch die
Massenspektroskopie voneinander getrennt und detektiert werden. Uber die Markierungsmuster
der Derivate konnen dann Rickschlisse Uber die Isotopologverteilung und den
Entstehungsweg des Metaboliten gezogen werden.

Bei der NMR-Spektroskopie wird die Kernspinresonanzenergie im Einfluss eines starken
auRReren Magnetfeldes aufgezeichnet. Die Kernspinresonanzenergie ist die Energie, die fur die
Umdrehung des Kernspins eines Molekils notwendig ist und wird als Frequenz gemessen. Da
die Resonanzfrequenz auch von der Umgebung der Kerne abhangt, erhdlt man so
Informationen Uber die Position eines Isotops. Dies ist ein wesentlicher Vorteil der NMR
gegentber der GC/MS, welche nur die Haufigkeit der Isotope eines Molekils wieder geben
kann. Nachteil der NMR-Technologie sind die oft sehr langen Messzeiten (bis zu mehreren
Tagen) und die bendtigte Bakterienmasse (im Grammbereich). Die Kombination beider
Techniken dagegen liefert einen hervorragenden Einblick in den Metabolismus. Die Rohdaten
der lIsotopologbestimmung werden tabellarisch zusammengefasst. Um die Haufigkeit jedes
vorkommenden Isotops eines Molekils bzw. Derivats aufzeigen zu koénnen werden die
Isotopologe mit Hilfe eines bindren Codes dargestellt (siehe auch Abschnitt H.). Die
Schreibweise besteht aus insgesamt zwei Buchstaben (X und Y), zwei Ziffern (0 und 1) und

geschweiften Klammern.
= Die Anzahl der Buchstaben und/oder Zahlen in der geschweiften Klammer gibt an, wie viele

C-Atome sich im betreffenden Molekuil/Derivat befinden (Bsp.: {000}, {XYY} oder {011}
bedeutet, das Derivat besteht aus jeweils drei C-Atomen, {1111}, {XYYY} oder {OYYY}
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bedeutet, das Derivat besteht aus jeweils vier C-Atomen. etc. Die erste Ziffer bzw. der erste
Buchstabe steht fur das erste C-Atom, die zweite Ziffer bzw. der zweite Buchstabe fur das
zweite C-Atom, etc.).

= Die ,0° steht fiir ein **C (unmarkiert), die ,1“ steht fiir ein **C (markiert) und ,X* steht fiir **C
oder *C (unbekannt).

= Der Buchstabe ,Y* steht fiir **C oder '*C, hier gibt die Zahl auRerhalb der geschweiften
Klammer die Gesamtanzahl an **C-Atomen im Molekil an, wobei aber die Position der
markierten C-Atome nicht bekannt (Bsp.: {0YY}1 = ein C-Atom von insgesamt drei C-Atomen
ist ein *C-Atom, entweder das C-2 oder das C-3, das erste C-Atom ist unmarkiert). Diese
Isotopologe bezeichnet man auch als m+1 (im Molekiil ist ein **C vorhanden), m+2, m+3,

usw., wobei m fir die Masse des Molekiils steht.

Die Vorbereitungen der Bakterienproben sowie alle Messungen am
Gaschromatographen/Massenspektrometer und am NMR-Spektrometer wurden durch Dr. Eva
Eylert und PD Dr. Wolfgang Eisenreich an der Technischen Universitat Minchen, Abteilung flr

Biochemie, durchgefihrt.

7.1. [U-**C]-markierte Aminosaure-Mischung

Fur Isotopolog-Experimente mit markierten Aminosduren wurde zunéchst das ASM
folgendermaf3en modifiziert:

= Alle gelésten Aminosauren (je 0,25 mg/ml) in einem grol3en Becherglas mischen und

den pH-Wert von 6,9 mit 5M NaOH einstellen

= 0,5 mM Urea und 0,8 mg/ml Glukose zugeben

= Zugabe der markierten [U-*C] Aminos&ure-Mischung (0,5 mg/ml, geldst in A. bidest)

= pH Wert kontrollieren

= mit A. bidest bis zur Halfte des gewlnschten Gesamtvolumens auffillen

= Ldsung steril filtrieren

Anschlielend wurden unter sterilen Bedingungen folgende Lésungen zugesetzt:
= 125 mg/ml Albumin
= 20 mg/ml Muzin
= 67,5 mg/ml DNA-LOsung
= 1/100 des Gesamtvolumens an FBS (HI)

= 10x Sputumpuffer-Fettsaure-Mix
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Um die Sterilitat des fertigen Mediums zu gewahrleisten, wurden Reinheitskontrollen auf LB-
Agarplatten ausgestrichen und UN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Anzucht der
Bakterien in ASM erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37 °C auf einem Rotationsschuttler
(200 Upm), die Anzucht der UN-Kultur erfolgte stets in 25 ml modifiziertem ASM in einem 100 ml
Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Fur jeden Stamm wurden ca. 5 g Feuchtgewicht generiert,
d.h. jeder Stamm wurde in 1 L ASM angezogen (4 x 250 ml ASM in 1 L Erlenmeyerkolben mit

Schikanen).

=  Animpfen der Hauptkultur mit ODggo 0,01

= Wachstum bis zur spaten logarithmischen Wachstumsphase

= Zellernte erfolgt bei 4 °C, 4300 Upm, 15 min zentrifugieren

= Waschschritt 1: Pellet in 300 ml kaltem PBS resuspendieren und bei 4 °C und 4300 Upm fir
15 min zentrifugieren

= Waschschritt 2 und 3: analog Waschritt 1, evtl. noch weitere Waschschritte durchfihren, bis
der Uberstand klar ist

= Bakteriensedimente sammeln

= Abtoten der Bakterien: Sediment in 4% Paraformaldehyd (PFA) resuspendieren, UN bei 4°C
lagern oder Pellet autoklavieren

= Am nachsten Morgen: PFA-Bakterienlosung mind. 15 min bei 4 °C und 14000 Upm
zentrifugieren, Uberstand gesondert entsorgen (Sondermdill!)

= Anfertigen von Sterilitatskontrollen: Ausstreichen einer Spatelprobe auf einer LB-Agarplatte

» Bis zur Ubergabe des Pellets an Dr. Eva Eylert wurde es bei — 20 °C aufbewahrt

7.2. [U-C]-markiertes Algenlipid

Fur diese Experimente wurde das im ASM enthaltene Egg Yolk durch die Fettsauren
Palmitinsaure, Palmitoleinsaure, Linolsaure und Olsaure in der Konzentration von insgesamt 1
g/L ersetzt (0,1 g/L Isotop, 0,9 g/L unmarkierte Fettsdauren). Die unmarkierten Fettsduren
wurden zusammen mit dem Sputumpuffer dem ASM beigemischt. Fir die Herstellung der 10x
Sputumpuffer-Fettsaure-Mischung wurde 53,24 % Palmitinsaure, 9,15 % Palmitoleinsdure, 6 %
Linolsaure und 28,2 % Olsaure verwendet. Um die Fettsauren in Losung zu bringen wurde 10x
Sputumpuffer mit 1 % Brij®58 (Detergenz) versetzt. AnschlieRend wurden der Puffer-Brij®58-
Ldsung die entsprechenden Fettsduren zugesetzt und mindestens UN auf einem Magnetrihrer
geruhrt, bis eine Emulsion entstand.

Am Versuchstag wurde 0,1 g/L [U-**C] markiertes Algenlipid in Aceton vollstandig gelést (1 %

Aceton, bezogen auf das Gesamtvolumen des Mediums) und anschlieBend vorsichtig der
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Sputumpuffer-Fettsaure-Mischung zugegeben. Die Herstellung des modifizierten Mediums

sowie die Zellernte erfolgte analog Kapitel 7.1., mit folgenden Ausnahmen:

= Bakterienpellets mit markiertem Algenlipid wurden ausschlie3lich durch 4 % PFA
abgetotet,

= dem ASM wurden keine markierten Aminoséuren zugesetzt.

Unter aeroben Bedingungen wurde der zu testende Stamm in insgesamt 1 L ASM (4 x 250 ml
in je 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen) angezogen, unter anaeroben Bedingungen wurden
die Bakterien direkt in 1 L ASM (1 L Schottglasflasche) + 100 mM NaNO; (Schittelbedingung:
120 Upm, 37 °C) geziichtet.

7.3. Probenaufbereitung GC/MS

(aus Bachelorarbeit Pamina Andra, Lehrstuhl fir Biochemie, TU Miinchen)

Gaschromatographie

Mobile Phase: Helium, stationére Phase: 5 % Phenyl-95 % Dimethylsiloxan)

Prinzip einer Gaschromatographie bzw. Massenspektroskopie siehe auch: http://www.biotic-
interactions.de/ausstattung/analytische_verfahren/GCMS_analytik.

Probenaufbereitung

= Ca. 5 mg Probe mit 500 ul 6 N Salzsaure versetzen, im verschlossenen Gefafld 24 Std.
bei 105 °C inkubieren

= Probe mit Stickstoff trocknen (Heizblock 70 °C, unter N,-Zufuhr)

= 200 ul Eisessig (50 %) zugeben und im Ultraschallbad I6sen (1 min)

= Aufreinigung der Aminosauren Uber eine selbst hergestellte Mikrosaule +
[Kationenaustauscher Dowex 50WX8, 200 - 400mesh (= 37-74um), H*-Form), 300 pl]

= Saule mit 1 ml 70 % Methanol vorbereiten, Sptlen mit 1 ml H,O pigest.

= Probe auf die Saule geben und einsickern lassen

=  Waschen mit 2 x 1000 pl H,0 yigest., Eluate verwerfen

= Aminosauren mit 1 ml 2 M NH; eluieren und im N,-Luftstrom bis zur Trockene
eindampfen

= FuUr die Derivatisierung wird zur trockenen Probe 50 pl Acetonitril und 50 pl N-
(Tertbutyldimethylsilyl)-N-methyl-trifluoroacetamid zugegeben und fir 30 min bei 70 °C

inkubiert
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7.4. Probenaufbereitung NMR

(aus Bachelorarbeit Pamina Andrd, Lehrstuhl fir Biochemie, TU Minchen)

Methanolextrakt (hydrophile Fraktion)
= Bestimmung des Trockengewichts (TG) der Probe (Lyophylle)
= Zugabe von 70 % Methanol gemalf} der Formel 10 ml/ 100 mg TG
= Extraktion fir 20 min bei 50 °C unter Rickfluss
= Probe abfiltrieren, am Rotationsverdampfer einengen und lyophylisieren
= Probe in 880 pl D,O aufnehmen, 100 yl KPO-Puffer (pH 7,2) und 20 pl TSP-Standard
zugeben (KPO-Puffer: 68,05 mg KH,PO, + 87,09 mg K,HPO, in ca. 5 ml D,O ldsen)

= Probe zentrifugieren, 560 pl Uberstand als NMR-Probe verwenden

Dichlormethanextrakt (lipophile Fraktion)

= Zugabe von 70 % Methanol gemanR der Formel 10 ml/ 100 mg TG

= Extraktion fir 60 min bei 38 °C unter Rickfluss

= Probe abfiltrieren, am Rotationsverdampfer einengen und lyophylisieren

= Probe in deuteriertem Chloroform aufnehmen, in NMR-R6hrchen tberfiihren
(Fullhéhe 4 cm)

Saure Hydrolyse
- Dichlormethanextrakt mit 25 ml 6 N HCIl und 2 ml Thioglykol versetzen
- Erhitzen der Probe unter N,-Zufuhr auf 120 °C
- Suspension 24 Std ohne N,-Zufuhr unter Ruckfluss kochen
Abklihlphase: N,-Zufuhr

- Suspension filtrieren, am Rotationsverdampfer einengen und 10x mit H,O pigest. Waschen,

schlieBlich in 5 ml H,0 piges:. @aufnehmen

Reinigung der Aminosauren
- Kationenaustauscher Dowex 50 Wx8 (mesh 200 — 400 H*-Form): 60 g in eine Saule
packen (d = 2,5 cm)
- Saule mit 250 ml H,O vorbereiten
- Sauregradient: 2L 0—-3 N HCI, dann 1 L 3 N HCI
- Tropfgeschwindigkeit: 1 Tropfen / 3 Sek
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Dinnschichtchromatographie

Cellulose-Platten: TCL Cellulose F (Fa. Merck, Darmstadt)

Aminoséaurefraktionen aus der Auftrennung auf Cellulose-Platten pipettieren
Entwicklung 2 Std in DC-Kammer: Laufmittel: 50 % n-Butanol, 30 % H,0, 20 % Eisessig
Platten trocken fohnen

Cellulose-Platten mit Ninhydrin-Reagenz gleichmafiig bespriihen, trockenen lassen, im
Trockenschrank bei 120 °C entwickeln (Ninhydrin-Reagenz: 300 mg Ninhydrin in 100 ml
n-Butanol)

Platten trocken fohnen und anschliel3end einscannen

AS-Fraktionen vereinigen, unter Vakuum einengen und lyophilisieren

Probe in 1 ml D,O aufnehmen und abzentrifugieren

560 pl fir NMR-Probe verwenden
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E. ERGEBNISSE

1. Sauerstoffabhangige Regulation metabolischer Gene von

P. aeruginosa

In Vorarbeiten konnte in mutS-defekten P. aeruginosa CF-Isolaten des Endstadiums der
Lungeninfektion eine signifikante Erhohung vor allem in der Expression metabolischer Gene
gezeigt werden. Diese Anderungen deuteten auf eine Anpassung von P. aeruginosa an die
speziellen Bedingungen in den Atemwegssekreten der CF-Lunge, z.B. hinsichtlich Nahrstoff-
und Sauerstoffangebot hin. Ursache hierfir sind wahrscheinlich  Mutationsereignisse in
regulatorischen Genen und Proteinen, welche eine veranderte Genexpression in verschiedenen
Stoffwechselwegen wie beispielsweise der anaeroben Argininfermentation und Denitrifikation
zur Folge haben. In Ubereinstimmung hierzu stellt die Umgebung des dehydrierten CF-Mukus
ein sauerstoffarmes Milieu dar. Sauerstoffmessungen in der Tiefe des CF-Mukus zeigen einen
Sauerstoffgradienten zu mikro-aeroben bzw. anaeroben Bedingungen hin. Ein wesentlicher Teil
der in den vorangegangenen Microarray- und Proteomanalysen positiv selektionierten Gene in
chronischen CF-lIsolaten kdnnte somit direkt oder indirekt einer O,-abhédngigen Regulation
unterliegen. Ob die in den spaten Mutatorstammen erhdhte Expression metabolischer Gene im
Zusammenhang mit einer mikro-aeroben oder anaeroben Anpassung von P. aeruginosa steht,
sollte zunadchst durch vergleichende Expressionsanalysen der entsprechenden Gene unter

aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht werden.

1.1. In silico Analyse metabolischer Gene

Der anaerobe Energiestoffwechsel in P. aeruginosa wird durch das Protein ANR kontrolliert. Als
globaler Transkriptionsfaktor und Sauerstoffsensor reguliert ANR die Anpassung verschiedener
Stoffwechselwege unter Sauerstoffmangel. Als Ein-Komponenten-System nimmt ANR den
Sauerstoffgehalt tUber den Redoxzustand der Zelle wahr und agiert in Abwesenheit von
Sauerstoff als Transkriptionsfaktor. Anhand der Konsensussequenz des Bindemotivs von ANR
sollte zunachst nach putativen Bindestellen im Promotorbereich auf Basis der in den
vorangegangenen Microarray- und Proteomanalysen differentiell exprimierten Gene gesucht
werden. Eine in silico Analyse zeigte ein mogliches ANR-Bindemotiv im Promotorbereich
folgender Gene (Tab. E.1.): PA4922 (azu), PA4847 (accB), PA2886 (atuA), PA1554 (cbbs-1
Oxidase), PA1557 (cbbs-2 Oxidase), PA4587 (ccpR), PA0105 (coxB), PA3161 (himD), PA2623
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(icd), PA2624 (idh), PA1587 (IpdG), PA1777 (oprF) und PA2637 (nuoA) aus P. aeruginosa PAO1
(http//www.pseudomonas.com).

Tab. E.1. In silico Analyse potenziell ANR-regulierter Gene
: Region [Bp] |, .
Putative ANR- Fold Change i
Gen ) stromaufwarts ) 5 Funktion
Bindestelle Microarray
vom ATG
cbbsz-1 TTTTTTAGGGACAA 25 2,80 1 Cytochrom Oxidase cbbs-1
cbbhs-2 TTGATCGGGATCAA 130 1,07 1 Cytochrom Oxidase cbb;-2
ccpR TGGATCCACGTCAA 70 1,56 1 Cytochrom Peroxidase c551
coxB TTGTTATGTCGCAG 160 0,10 | Cytochrom ¢ Oxidase
NUuoA TTGAAGCCTTGCAA 280 4,80 1 NADH-Dehydrogenase
azu CTGATTCAGGTCAA 70 1,10 1 Redox-aktives Protein Azurin
icd TCGATTCAACCCGA 260 2,331 Isocitratdehydrogenase
idh TTGAGCGAAGGCAT 60 10,23 1 Isocitratdehydrogenase
IpdG CTGGTGGCGATCAA 110 3,121 a-Ketoglutaratdehydrogenase
accB TTGAACAACTTCAA 30 2,821 Fettsdure Metabolismus
atuA TTGTCGGCATTCAT 130 3,98 1 Citronellol Katabolismus
oprF TTGTTGGACAACTA 28 1,26 1 Nitrat Aufnahme
himD TTGGACCTGTTCAA 60 1,801 IHF B-Untereinheit

Die in der putativen Bindestelle rot markierten Basen stimmen mit den an dieser Stelle am

haufigsten vorkommenden Basen der ANR-Konsensussequenz tberein. Die ANR-Bindestelle

befindet sich bei P. aeruginosa meist im unmittelbaren Bereich vor dem Startkodon der

Transkription. Die dargestellten

putativen Bindestellen befinden sich in Ubereinstimmung

hiermit zwischen 25 bis 280 Bp vor dem Startkodon des jeweiligen Gens. Der "Fold Change’

entspricht der Zunahme der Expression der Gene in den spaten Mutatorstdmmen M25 und M26

im Vergleich zum friihen Non-Mutatorstamm M1 (Hoboth et al., 2009).

® Hoboth et al., 2009
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Fur diese Gene kann aufgrund des Vorhandenseins einer putativen ANR-Bindestelle zun&chst
angenommen werden, dass sie unter sauerstoffarmen Bedingungen durch ANR reguliert und
wahrscheinlich verstarkt exprimiert werden. Um diese Annahme zu uberprifen, wurde mittels
Reportergenstudien die Expressionshdhe der Gene unter aeroben und anaeroben Bedingungen
miteinander verglichen.

Als erstes wurde hierfir exemplarisch der Reporterstamm P. aeruginosa PAO1 picdlacZ
ausgewahlt, um die Bedingungen ,aerob“ (25 ml Medium in 100 ml Erlenmeyerkolben mit
Schikanen) und ,anaerob® (25 ml Medium in 25 ml Schottglasflasche) zu kontrollieren. Mittels
einer nicht-invasiven Sauerstoffsonde (Oxy4-mini, Sensortyp PSt3, Fa. Presens, Regensburg)
wurde der Sauerstoffgehalt einer wachsenden Bakterienkultur in vitro gemessen. Unter
anaeroben Wachstumsbedingungen zeigten Messungen mit der Sauerstoffsonde, dass es
bereits innerhalb der ersten zwei Stunden des Wachstums zu einem steilen Abfall der
Sauerstoffkonzentration von 18 % auf < 0,03 % (Messgrenze) Sauerstoff kommt. Der Verbrauch
des Restsauerstoffs im Medium &ndert sich wahrend des anaeroben Bakterienwachstums nicht
mehr. Unter aeroben Bedingungen bleibt die Sauerstoffkonzentration nicht konstant, sondern
fallt in der exponentiellen Wachstumsphase stetig bis auf < 0,03 % ab und erreicht in der
stationdren Phase wieder ein Niveau von etwa 18 % Sauerstoff (Abb. E.1.).

R P
S e
Ty /  araers

Sauerstoffkonzentration [%]

0 5 10 15 20
Zeit [Std.]
Abb. E.1. Sauerstoffkurven von P. aeruginosa PAO1l picdlacZ unter aeroben und

anaeorben Wachstumsbedingungen.
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1.2. Anaerobe Expression in LB-Medium

Fur die Reportergenstudien wurden 103-667 Bp lange Bereiche (Tab. E.2.) vor dem Startkodon
der Transkription der jeweiligen Gene per PCR amplifiziert und Uber die Schnittstellen Kpnl/Xbal
bzw. Xbal/Kpnl (je nach Leserichtung im PAOl1 Genom) in das promotorlose lacZ-
Reporterplasmid pMP220 kloniert (Abb. E.2., Tab. E.2.).

H Bg E K Xo P Sp H

Ia>
[ TetR

pMP220
(10,5 kB)

Abb. E.2. Reporterplasmid pMP220 (Spaink et al., 1987)
H: Hindlll; Bg: Bglll; E: EcoRlI; K: Kpnl; Xb: Xbal; P: Pstl; Sp: Sphl
Tet™: Tetrazyklin-Resistenz-Gen; lacZ: B-Galaktosidase-Gen
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Tab. E.2. Promotorbereiche der zu untersuchenden Gene
- Klonierter |
Promotorbereich [Bp] Schnittstellen Reporterplasmide
accB 227 Kpnl/Xbal paccBlacz
atuA 130 Kpnl/Xbal patuAlacZ
azu 216 Xbal/Kpnl pazulacZ
cbbs-1 321 Xbal/Kpnl pcbbs-1lacZ
cbbs-2 146 Xbal/Kpnl pcbbs-2lacz
ccpR 246 Kpnl/Xbal pccpRlacz
coxB 313 Kpnl/Xbal pcoxBlacZ
himD 280 Xbal/Kpnl phimDlacz
icd 424 Xbal/Kpnl picdlacZz
idh 424 Kpnl/Xbal pidhlacz
IpdG 247 Kpnl/Xbal plpdGlacz
oprF 103 Kpnl/Xbal poprFlacZ
NUOA 667 Kpnl/Xbal pnuoAlacZ

Durch eine Sequenzierung der MCS-Region der Reporterplasmide wurde die korrekte
Klonierung der Promotorbereiche bestatigt. AnschlieBend wurden die Plasmide sowie das
promotorlose Plasmid pMP220 (Kontrolle) in den Wildtypstamm PAOL1 konjugiert. Die Selektion
von Transkonjuganten erfolgte Uber Tetrazyklin-haltige PIl-Agarplatten (150 pg/ul). Ob die
Transkonjuganten das Reporterplasmid tatsachlich aufgenommen haben, wurde mittels PCR
und plasmidspezifischen Primern (pMP220-for bzw. pMP220-rev) uUberprift. Fir den -
Galaktosidasetest wurden alle Reporterplasmid-positiven Klone der jeweiligen Gene (Tab. E.1.)
sowohl in LB-Medium als auch in ASM bei 37 °C und 200 Upm UN angezogen. Zur aeroben
Anzucht wurden die Klone in 25 ml Medium in 100 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen und
unter anaeroben Bedingungen in 25 ml Medium (+ 50 mM Nitrat) in einer 25 ml Schottglas-
flasche kultiviert. Nach dem Zellaufschluss wurde die Aktivitat der B-Galaktosidase (lacZ-Assay)

gemessen.
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Abb. E.3. B-Galaktosidase-Aktivitat in LB-Medium unter aeroben und anaeroben

Wachstumsbedingungen.

Dargestellt sind die Mittelwerte von mind. drei unabhdngigen Experimenten.

*** p < 0,001; ** p<0,01; * p<0,05, die Signifikanzwerte wurden mittels T-Test der
Software ,SigmaStat® (Fa. Systat GmbH, Erkrath) ermittelt.

Alle getesteten Reportergenkonstrukte auf3er paccBlacZ, patuAlacZ, pcoxBlacZ, phimDlacZ und
plpdGlacZ zeigen unter Sauerstoffausschluss in LB-Medium eine héhere Promotoraktivitat als
unter aeroben Bedingungen (Abb. E.3.). Fiur die Gene accB, atuA und IpdG konnte weder aerob
noch anaerob eine messbare Expression festgestellt werden. Die Hohe der B-Galaktosidase-
Aktivitat entspricht lediglich der des promotorlosen Kontrollplasmids pMP220, obwohl durch die
Sequenzierungen eine korrekte Klonierung dieser Konstrukte bestatigt werden konnte.

Eine signifikante Zunahme der Expression unter anaeroben Bedingungen konnte fir die Gene
azu (p < 0,001), cbbs-1 (p < 0,001), cbbs-2 (p < 0,001), ccpR (p < 0,01), icd (p < 0,001), idh
(p = 0,001) und oprF (p < 0,001) gezeigt werden. Offenbar spielen diese Gene bei der

Anpassung von P. aeruginosa an sauerstoffarme Verhaltnisse eine Rolle.
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1.3. Anaerobe Expression im artifiziellen Sputummedium (ASM)

Das artifizielle Sputummedium soll die Wachstumsbedingungen der CF-Lunge in vitro
simulieren. Die metabolische Anpassung von P. aeruginosa an die CF-Lunge wird sehr
wabhrscheinlich nicht allein vom Sauerstoffgehalt im Mukus beeinflusst, sondern hangt auch
von dessen speziellen Nahrstoffangebot ab. Die Kombination von Sauerstoffmangel und
Nahrstoffangebot kénnte die Expression gerade metabolischer Gene in besonderem Malie
beeinflussen. AuRerdem ist die Tendenz zur Makrokoloniebildung bzw. zur Bildung Biofilm-
ahnlicher Zellaggregate von P. aeruginosa in ASM ebenfalls ausgepragter als in LB-Medium.
Daher wurde die Expression der oben genannten Gene in ASM unter aeroben sowie anaeroben
Bedingungen durchgefiihrt (Abb. E.4.), um eine evtl. Erh6hung der Genexpression im Vergleich

zum LB-Medium zu erreichen.
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Abb. E.4. B-Galaktosidase-Aktivitat in ASM unter aeroben und anaeroben

Wachstumsbedingungen.

Dargestellt sind die Mittelwerte von mind. drei unabhangigen Experimenten.

**x p < 0,001;%** p <0,01; % p < 0,05, die Signifikanzwerte wurden mittels T-Test der
Software ,SigmaStat* (Fa. Systat GmbH, Erkrath) ermittelt.

Wie bereits in LB-Medium zeigt sich in ASM ebenfalls eine signifikante Erh6éhung der
Genexpression unter anaeroben Bedingungen von azu (p < 0,01), cbbz-1 p < 0,05), cbbs-2 (p <
0,001), ccpR (p = 0,05), icd (p = 0,01), idh (p < 0,01) und oprF (p < 0,05), was die

91



E. Ergebnisse

sauerstoffabhéngige Regulation dieser Gene bestétigt. Zusétzlich wurden in ASM noch die
Gene himD (p < 0,05) und nuoA (p < 0,001) unter anaeroben Bedingungen verstarkt exprimiert.
Diese Daten sprechen dafir, dass diese neun Gene an der Anpassung von P. aeruginosa an
die sauerstoffarmen Bedingungen in der CF-Lunge beteiligt sein durften. Ob diese Erh6hung
der Expression unter Sauerstoffmangel von ANR als zentralem Regulator des anaeroben
Stoffwechsels in P. aeruginosa abhangt, sollte im Folgenden geklart werden

2. ANR-abhangige Regulation metabolischer Gene in

P. aeruginosa

Um die Abhangigkeit der Regulation der betreffenden Gene von ANR zu untersuchen, sollten
sog. Gelretardierungsexperimente ("Band Shift Assays”) etabliert und durchgefiihrt werden. Bei
einem "Band Shift” Experiment wird das zu untersuchende Bindeprotein und dessen potentielle
DNA-Bindesequenz zusammen gegeben. Als Bindeprotein wird i.d.R. ein aufgereinigtes und
rekombinant hergestelltes Protein verwendet. Als DNA-Bindesequenz wird eine synthetisch
hergestellte und markierte DNA-Sonde eingesetzt. Bindet das Protein an die DNA, so entsteht
ein Protein-DNA-Komplex, der aufgrund seiner GroBe in einem nativen Polyacrylamidgel
langsamer lauft als die ungebundene DNA-Sonde. Durch den GréRenunterschied von Protein-
DNA-Komplex und DNA-Sonde alleine erkennt man im Gel zwei unterschiedliche Banden, was
als "Band Shift" bezeichnet wird. Zur Detektion der DNA-Sonde wurde diese am 3"-Ende mit
Digoxigenin-Didesoxy-UTP (ddUTP) markiert und Uber einen spezifischen Antikorper

nachgewiesen.

2.1. Rekombinante ANR-Proteine

Die Herstellung von rekombinanten ANR-Proteinen erfolgte Uber eine Klonierung in
verschiedene Uberexpressionsplasmide, die entweder N- oder C-terminal eine Sequenz aus
sechs hintereinander liegenden Kodons fiir die Aminosaure Histidin tragen. Uber diesen sog.
“6x-Histag” kénnen die in E. coli generierten Proteine durch eine Ni**-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt werden. Abbildung E.5. zeigt die fiir die ANR-Uberproduktion verwendeten
Plasmide.
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Abb. E.5. Plasmide fiir die Uberproduktion von ANR-Fusionsproteinen

A: pQE30; N-terminaler 6x-Histag (modifiziert nach http://www.giagen.com/products/)
B: pET21b; C-terminaler 6x-Histag (modifiziert nach http://www.merck-chemicals.de/life-

science-research/vector-table-novagen-pet-vector-table/). Schwarzer Pfeil = MCS

Das ANR-Protein fungiert als Sauerstoffsensor, der bekanntermafen empfindlich gegeniber
einer Exposition mit Sauerstoff ist, d.h. bei Anwesenheit von Sauerstoff liegt ANR in seiner
inaktiven monomeren Form vor. Erst unter mikro-aeroben bzw. anaeroben Bedingungen bildet
sich Uber ein Eisen-Schwefel-Zentrum die aktive dimere Form. Die Herstellung von
rekombinantem ANR unter anaeroben Bedingungen ware methodisch sehr aufwendig, weshalb
hier ANR unter aeroben Bedingungen in E. coli Uberproduziert und aufgereinigt wurde. Um das
Protein in seinen aktiven dimeren Zustand zu udberfihren, wurde die anschlieRende
Bindereaktion zundchst unter Sauerstoffabschluss durchgefiihrt, was eine Dimerisierung von
ANR in vitro aufgrund der anoxischen Bedingungen zur Folge haben sollte. Band Shift
Experimente unter diesen Bedingungen waren nicht erfolgreich, weshalb eine alternative
Methode gewahlt wurde. Durch eine zielgerichtete Mutation sollte ein unter Sauerstoff
funktionelles ANR-Protein hergestellt werden. Das Vorgehen wurde bereits bei E. coli
beschrieben.

In E. coli wurde durch eine gezielte Mutagenese des FNR-Proteins die Aminosaure
Asparaginséure an der Stelle 154 durch Alanin ausgetauscht (D154A), was in einer erhdhten
Aktivitdt von FNR unter sauerstoffreichen Bedingungen, einer vermehrten Dimerisierung des
FNR-Proteins und einer 40 bis 250-fach erhohten Affinitdt zum FNR-Bindemotiv resultierte
(Ziegelhoffer und Kiley, 1995). Dieses Vorgehen wurde vor kurzem auch bei P. putida

angewandt. Experimente mit einem mutagenisierten ANR-Protein (D149A) zeigten die
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Funktionalitat des Proteins in DNase | Footprinting Assays unter aeroben Bedingungen (Ugidos
et al., 2008).

Fur die Experimente mit P. aeruginosa wurde daher dieselbe Strategie gewahlt. Die Aminoséure
Asparaginsaure an Stelle 149 des ANR-Proteins aus P. aeruginosa PAO1 wurde durch eine
zielgerichtete Mutagenese durch die Aminosaure Alanin ersetzt. Mit Hilfe des
sauerstofftoleranten ANR-Proteins konnen die Band Shift Experimente unter aeroben
Bedingungen ausgefuihrt werden. Es wurden sowohl N-terminal als auch C-terminal mit Histidin
markierte und rekombinant hergestellte ANR-Proteine verwendet. Die Wildtyp-Proteine wurden
dann wie oben beschrieben mutagenisiert, so dass insgesamt vier Varianten des rekombinanten
ANR-Proteins zur Verfligung standen (Abb. E.6.).

A B
1 2 3 4 1 2 3 4

kDa kDa
72 . 2 _
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34

— . A 34
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Abb. E.6. ANR-Histag-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel
A: natives Gel (12 %); B: SDS-PAGE (12 %).
Spuren: 1: N-terminale Klonierung, Wildtyp-ANR; 2: N-terminale Klonierung,
mutagenisiertes ANR (D149A); 3: C-terminale Klonierung, Wildtyp-ANR; 4: C-terminale

Klonierung, mutagenisiertes ANR (D149A). Aufgetragen wurden gereinigte Proteine.

Die N-terminale (His)s-Variante des ANR-Proteins weist als Monomer eine Masse von 30,2 kDa
auf, die C-terminale (His)s-ANR-Variante belauft sich auf 28,1 kDa. Die Molekiilmassen sind im
Vergleich zum ,naturlichen ANR (27,1 kDa als Monomer) etwas groRer, da die jeweiligen
Klonierungen die verwendeten Schnittstellen und den 6x-Histag berticksichtigen.

Abbildung E.6., A zeigt ein natives Polyacrylamidgel, welches mit Coomassie angeféarbt wurde.
Das Gel sowie der Auftragepuffer enthielten keine Detergenzien, um die Proteine in ihrer
nativen Form darzustellen. Abbildung E.6., B zeigt ein SDS-Gel mit denselben Proteinen. Die
Spuren 2 und 4 beider Abbildungen enthalten jeweils das mutagenisierte ANR-Konstrukt (N-

terminale bzw. C-terminale Variante), die Spuren 1 und 3 enthalten die nicht mutagenisierte
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Variante.

In Abbildung E.6., A, Spuren 2 und 4 ist jeweils eine zweite Bande oberhalb der Hauptbande
(ca. 26-28 kDa) zu sehen, welche in Abbildung E.6., B nicht zu sehen ist. Bei diesen beiden
schwach ausgepragten Banden (ca. 58-60 kDa) handelt es sich vermutlich jeweils um die
aktive, dimere Form des ANR-Proteins, da die héheren Banden etwa der doppelten Grolie der
Hauptbanden entsprechen. Im Vergleich zu den Spuren 1 und 3 (Wildtyp-ANR) sind die
Proteine in den Spuren 2 und 4 trotz Mutagenese hauptséchlich als inaktive Monomere zu
erkennen. Offensichtlich erfolgt eine Dimerisierung trotz Mutagenese nur zu einem geringen
Teil, der gréRere Proteinanteil verbleibt in der monomeren Form. Obwohl die Proteine in den
Spuren 1 und 3 keine Mutagenese tragen, kann man jeweils eine schwache Bande Uber den
Hauptbanden (ca. 26 kDa) sehen, die ebenfalls in etwa die doppelte Grol3e wie die Hauptbande
hat. Im Vergleich zu den Spuren 2 und 4 fallt die Dimerisierung aber geringer aus. Daher ist
anzunehmen, dass die Mutation D149A im ANR-Protein von P. aeruginosa PAOLl zu einer
verstarkten Dimerisierung unter aeroben Verhaltnissen flhrt.

In Abbildung E.6., B ist ein Coomassie-gefarbtes SDS-Gel dargestellt. Die Reihenfolge der
aufgetragenen Proben der Spuren 1-4 entspricht dem des nativen Gels (Abb. E.6., A). Die ANR-
Proteine der Spuren 1 und 2 (N-terminale Klonierung, 30,2 kDa) bzw. 3 und 4 (C-terminale
Klonierung, 28,1 kDa) unterscheiden sich jeweils nur durch das Vorhandensein der Mutation
D149A (Spuren 2 und 4), d.h. die Molekilmassen sind somit nahezu identisch. Trotzdem lasst
sich hinsichtlich der Laufeigenschaften ein Unterschied zwischen den einzelnen Konstrukten
feststellen.

Die nachfolgenden Band Shift Experimente mit markierten DNA-Sonden der Gene azu, ccpR
und cbbs-2 und rekombinanten ANR-Protein (mutagenisiert oder unmutagenisiert) wurden mit
dem 'DIG Gel Shift Kit, 2nd generation” der Fa. Roche Applied Science, Mannheim
durchgefuhrt. Das Gen azu diente hierbei als Positivkontrolle, da die ANR-abhangige
Regulation fur dieses Gen bereits beschrieben wurde (Vijgenboom et al., 1997). Auch bei
diesem Ansatz und durch Austestung von verschiedenen Variationen der Testbedingungen (z.B.
Protein- und Sondenkonzentration, Reaktionstemperatur und -dauer, Salzkonzentration, etc.)
war kein Band Shift nachweisbar weder mit der DNA-Sonde von azu, ccpR oder cbbs-2.
Lediglich die Detektionskontrolle [Kontrolloligonukleotid, 39mer und Kontrollprotein Oct2A
(Transkriptionsfaktor)] des Kits erbrachte ein positives Ergebnis, was zeigt, dass der Aufbau des
Experiments mit dem Kit grundsétzlich funktioniert. Daher wurde nochmals ein neuer
experimenteller Ansatz verfolgt, die um die ANR-abhéngige Regulation der genannten Gene zu

untersuchen.
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2.2. Uberexpression von anr in Reporterstammen

Hierfir wurde jeweils das Reporterplasmid der zu untersuchenden Gene und ein
Uberexpressionsplasmid fiir das ANR-Protein in die Stamme P. aeruginosa PAO1 (Wildtyp) und
PAO6261 (isogene anr-Mutante; Ye et al., 1995) durch Konjugation eingebracht. Die
Uberexpression von anr unter aeroben Bedingungen sollte dann zur Aktivierung ANR-
abhangiger Promotoren und einer deutlichen B-Galaktosidasebildung flhren. Durch die
Anwesenheit von Sauerstoff liegen zwar viele ANR-Proteine als Monomere vor, jedoch kann die
Uberproduktion von ANR vorhandene Sauerstoffmolekiile wahrscheinlich effizient abfangen.
Der verbleibende Rest an ANR-Molekilen kdnnte dann die entsprechenden Promotorbereiche
des Reporterplasmids aktivieren. D.h. bei der Uberproduktion von ANR unter sauerstoffreichen
Bedingungen sollte sich das Gleichgewicht von Monomer und Dimer zu Gunsten der dimeren
Form verschieben und dadurch eine Aktivierung der zu untersuchenden Promotorbereiche
ermaoglichen.

Als Kontrolle diente ein Stamm, der nur das Reporterplasmid pMP220 ohne Insert enthielt.
Vergleichende Experimente unter anaeroben Bedingungen waren nicht moglich, da die anr-
Mutante ohne Sauerstoff nicht wachsen kann. Die Zunahme der B-Galaktosidase Aktivitat lasst
keinen Rickschluss dariiber zu, ob eine direkte oder indirekte Regulation der untersuchten
Gene durch ANR vorliegt. Die Aktivierung eines Reporterplasmids weist jedoch auf eine ANR-
abhangige Regulation des jeweiligen Gens hin. Als Uberexpressionsplasmid wurde das Plasmid
pBBR1MCS verwendet, welches etwa 50 Kopien pro Zelle besitzt. Der plasmideigene T3-
Promotor kann in P. aeruginosa problemlos abgelesen werden. Spate Mutatorstamme von P.
aeruginosa zeigen vermehrte anaerobe Stoffwechselreaktionen und auch eine Uberexpression
von anr (Hoboth et al.,, 2009), was den Mechanismus der anaeroben Anpassung von CF-
Isolaten erklaren kénnte. Die Expression von anr war in den spaten Mutatorstammen M25 bzw.
M26 im Vergleich zum frilhen Non-Mutatorstamm M1 um das ca. sechsfache erhéht (Hoboth et
al., 2009). Eine zu starke Uberexpression von anr in den geplanten Experimenten sollte durch
die geringe Kopienzahl des Plasmids pBBR1MCS vermieden werden, um die in vivo Situation in
der Bakterienzelle so genau wie mdglich zu simulieren.

Neben dem plasmideigenen Promotor wurden 420 Bp vor dem Startkodon des anr-Gens mit in
das Uberexpressionsplasmid kloniert, um regulatorische Sequenzen mit einzubeziehen und
eine gesichterte Expression von anr zu erzielen. Abbildung E.7. stellt anschaulich die gewahlte

Strategie zur Uberprifung der ANR-abhangigen Regulation dar.
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Abb. E.7. Vorgehen zur Untersuchung der ANR-abhangigen Regulation

P: zu testender Promotorbereich; P,,: Promotorbereich (420 Bp) des anr-Gens; lacZ: -
Galaktosidase-Gen; pMP220: Reporterplasmid; pBBRIMCS: Uberexpressionsplasmid;
PAO1: Wildtypstamm; PAO6261 isogene anr-Mutante von PAOL.

Die folgenden LacZ-Experimente wurden in 25 ml LB-Medium und 100 ml Erlenmeyerkolben

mit Schikanen unter aeroben Standardbedingungen (37 °C, 200 Upm, Inkubation UN)

durchgefuhrt. Fur diese Experimente wurden diejenigen Reporterstdmme ausgewahlt, die eine

erhdhte Expression unter anaeroben Bedingungen gezeigt hatten (azu, cbbs-1, cbbs-2, ccpR,

himD, icd, idh, nuoA, oprF). Zundchst wurde das Reporterplasmid des azu-Gens (pazulacZ),

dessen ANR-abhangige Regulation bekannt ist, verwendet. Damit sollte die gewdahlte Strategie

zunachst auf ihre Funktionalitat getestet werden (Abb. E.8.).

Abb. E.8.
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ANR-abhéngige Regulation des azu-Gens unter aeroben

Wachstumsbedingungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte von mind. drei unabhangigen Experimenten.
***x p < 0,001;%*% p <0,01;% p =< 0,05, die Signfikanzwerte wurden mittels T-Test der

Software ,SigmaStat® (Fa. Systat GmbH, Erkrath) ermittelt.

97



E. Ergebnisse

Unter aeroben Bedingungen ist eine Promotoraktivitdt des azu-Gens sowohl im Wildtyp-Stamm
PAO1 als auch in der isogenen anr-Mutante PAO6261 nachweisbar (Abb. E.8., gelbe S&ulen),
wobei diese in der Mutante etwas hoher ausfallt als im Wildtyp. Da in der Mutante kein ANR-
Protein vorhanden ist, deutet die Aktivierung des azu-Promotors auf einen ANR-unabhangigen
Effekt durch andere Transkriptionsfaktoren bestimmt sein kann (z.B. durch RpoS, Vijgenboom
et al., 1997). Durch das Einbringen des Uberexpressionsplasmids konnte die Promotoraktivitat
des azu-Gens im Wildtyp und in der Mutante signifikant gesteigert werden (Abb. E.8., graue
Saulen). Die vermehrte Expression des azu-Gens resultiert aus einer gesteigerten ANR-
Produktion Uber das Expressionsplasmid panr50. Wie in der Literatur beschrieben, wird das
azu-Gen durch das ANR-Protein reguliert, was in diesem Experiment nochmals belegt werden
konnte. Somit ist sichergestellt, dass die gewdhlte Strategie zur Uberpriifung der ANR-
abhangigen Regulation der betreffenden Promotorbereiche funktioniert.

Von den getesteten Reporterstammen der Gene cbbs-1, cbbs-2, ccpR, himD, icd, idh, nuoA und
oprF konnten drei weitere als ANR-abhéngig identifiziert werden (Abb. E.9., A, B, C). Das
Kontrollplasmid pMP220 zeigte wie zu erwarten zu keiner Zeit eine relevante B-Galaktosidase-
Aktivitat.
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Abb. E.Q.
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ANR-abhéngige Regulation der Gene ccpR (A), cbbs-2 (B) und icd (C) unter
aeroben Wachstumsbedingungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte von mind. drei unabhé@ngigen Experimenten.

***x p < 0,001; %k p <0,01; * p <0,05, die Signifikanzwerte wurden mittels T-Test der

Software ,SigmaStat* (Fa. Systat GmbH, Erkrath) ermittelt.
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Das ccpR-Gen kann als weitere Positivkontrolle gewertet werden, da auch hier die ANR-
abhéngige Regulation bereits beschrieben wurde (Trunk et al., 2010). Die Aktivitat des ccpR-
Promotorbereichs im Reporterstamm liegt nur geringfiigig Uber der des Kontrollplasmids
pMP220 (Abb. E.9., A, gelbe Saulen). Daraus lasst sich schlieRen, dass unter den gewahlten
Bedingungen keine nennenswerte Expression bzw. positive Regulation von ccpR vorliegt. Erst
durch einen ANR-Uberschuss steigt die Promotoraktivitit des ccpR-Gens deutlich an (Abb.
E.9., B, graue Saulen). Offenbar ist die ccpR Expression unter aeroben Versuchs-bedingungen
vernachlassigbar gering und wird erst unter anaeroben Bedingungen durch ANR kontrolliert.
Eine Regulation durch einen anderen Transkriptionsfaktor scheint diesen Daten zur Folge keine
nennswerte Rolle zu spielen. Die Expression des azu-Gens hingegen wird auch durch einen
anderen Faktor beeinflusst und bereits unter aeroben Bedingungen exprimiert.

Uber die cbbs-Oxidasen aus P. aeruginosa PAO1 ist bisher wenig bekannt. Es gibt Hinweise,
dass die cbbz-2 Oxidase bei sauerstoffarmen Bedingungen eine Rolle spielt (Comolli und
Donohue, 2004). Die Promotoraktivitait des Konstruktes cbbs-2lacZ ist unter aeroben
Bedingungen in der anr-Mutante mit der des Leerplasmids pMP220 vergleichbar, im Wildtyp
PAO1 scheint eine geringfiigige Expression vorzuliegen.

Gemessen an der relativ hohen Standardabweichung im Falle von PAOL liegt fur das cbbs-2-
Gen unter diesen Bedingungen im Vergleich zum Leerplasmid keine statistisch signifikante
Expression vor (Abb. E.9., B, gelbe Saulen). Eine ANR-abhéngige Regulation des cbbs-2-Gens
zeigt sich eindeutig durch die deutliche Zunahme der Reporteraktivitat bei gleichzeitiger
Uberexpression des anr-Gens, d.h. sowohl das Reporterplasmid als auch das
Uberexpressionsplasmid wurden in den Wildtyp PAO1 bzw. in die isogene anr-Mutante
konjugiert. Der Anstieg des Expressionssignals in Gegenwart erhohter ANR-Konzentration ist
flr beide Stamme ist mit p < 0,001 hoch signifikant (Abb. E.9., B, graue Saulen).

In ahnlicher Weise stellen sich die Ergebnisse fur das icd-Gen dar. Unter aeroben Bedingungen
ist die Promotoraktivitat des icd-Gens im Wildtyp und der anr-Mutante im Vergleich zum
Kontrollplasmid pMP220 deutlich erhoht (Abb. E.9., C, gelbe Saulen). Dies zeigt eine
Expression des 