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EINLEITUNG

A. EINLEITUNG

A.1Zdl-Zdl Kommunikation bei gram-negativen Bakterien

Die Etablierung biochemischer und genetischer Methoden im Zuge der modernen Biotech-
nologie hat seit den 70er Jahren entscheidend zur Aufklarung der molekularen Mechanismen,
die dem Phidnomen des multizelluldiren Verhaltens von Bakterien zugrundeliegen, beigetra-
gen. Intensive Forschungsarbeit auf diesem Gebiet hat gezeigt, dal3 viele Bakterien ausge-
kligelte interzellulire Kommunikationssysteme benutzen, die auf kleinen Signalmolekiilen
beruhen und dazu dienen, die Expression bestimmter Zielgene zu kontrollieren. In gram-
negativen Bakterien sind die am besten untersuchten Signalmolekiile N-Acyl-L-homoserin-
lactone (AHLs), die sich vor allem durch die Lange und Modifikation der Acyl-Seitenkette
unterscheiden. Bisher wurden AHL-Molekiile mit einer Seitenkettenlinge von vier bis
vierzehn Kohlenstoffatomen beschrieben, die entweder keinen Substituenten oder eine Oxo-

bzw. Hydroxygruppe an der C3-Position tragt (Abb. A.1).

i SWE SWa
R/\/\Nj o BN Ny o RJ\/\N o
HH HH ||
0

HH ||
0

Abb. A.1: Typische Strukturformeln der bisher identifizierten N-Acyl-L-homoserinlactone (AHLs).

Die oftmals auch ,,Autoinducer genannten Signalmolekiile werden von den Bakterien ein-
gesetzt, um die eigene Populationsdichte zu erkennen, wobei dieser Prozefl als ,,Quorum
Sensing® bezeichnet wird. Die kleinste Einheit, die in Abhdngigkeit von der Zelldichte inter-
zelluldre Reaktionen ausldsen kann, stellt per Definition das ,,Quorum® dar (Fuqua et al.,
1994). Das erste AHL-abhingige ,,Quorum Sensing“ System wurde fir Vibrio fischeri
beschrieben, wo es den Phédnotyp der Biolumineszenz kontrolliert (Nealson et al., 1970;
Nealson, 1977). Bei geringer Populationsdichte produzieren die Zellen durch die konstitutive
Aktivitdit der AHL-Synthase LuxI einen niedrigen Basalwert an N-(3-Oxohexanoyl)-L-
homoserinlacton (3-Oxo0-C6-HSL). Da 3-Ox0-C6-HSL durch die Zellmembran frei diffun-
dieren kann, ist es in gleicher Konzentration innerhalb und auBlerhalb der Zellen vorhanden
(Kaplan und Greenberg, 1985), was somit bei ansteigender Zelldichte zur Akkumulation von
AHL-Molekiilen im Wachstumsmedium fithrt. Wenn ein bestimmter Schwellenwert erreicht
ist, bindet 3-Ox0-C6-HSL an das zugehorige Rezeptorprotein LuxR. Der Komplex aus LuxR

und 3-Ox0-C6-HSL bindet darauthin an einen 20 bp groB3en ,,inverted repeat®, die sogenannte

1



EINLEITUNG

lux Box. Diese regulatorische Erkennungssequenz befindet sich in der Promotorregion von
luxI und kontrolliert die transkriptionelle Aktivierung des gesamten /ux Operons. Da /ux/ fir
die AHL-Synthase kodiert und das erste Gen in dem Operon darstellt, findet ein positiver
Riickkoppelungseffekt statt, der in einer sehr rasch ansteigenden Biolumineszenz resultiert.
Als Konsequenz der Zelldichte-abhdngigen Regulation ist der biolumineszente Phéanotyp bei
V. fischeri nur im Lichtorgan bestimmter Meeresfische anzutreffen, wo die Bakterienzellen in
einer grolen Dichte vorliegen. Bei freilebenden Zellen im Meerwasser dagegen findet
aufgrund der geringen Zelldichte nur eine schwache Lichtemission statt. Ein vereinfachtes,

allgemeines Schema des ,,Quorum Sensing® Prozesses ist in Abb. A.2 wiedergegeben.

O o
50 © O

O
O @)
O AmL O
Schwellenwert

Induktion
S

Repression

Abb. A.2: Schematische Darstellung des ,,Quorum Sensing* Prozesses.

In den letzten Jahren wurden AHL-abhédngige ,,Quorum Sensing® Systeme, die auf
LuxI/LuxR Homologen basieren, in einer Vielzahl von gram-negativen Bakterien
identifiziert, wo sie ein breites Spektrum an unterschiedlichen Funktionen regulieren (Swift et
al., 1994; Salmond et al., 1995; Fuqua et al., 1996; Hardman et al., 1998; Eberl, 1999). Zu
den Zelldichte-abhéngigen, AHL-kontrollierten Phénotypen zdhlen neben der Biolumineszenz
in Vibrio sp. (Nealson et al., 1970; Nealson, 1977; Cao und Meighen, 1989; Martin et al.,
1989; Bassler et al., 1993) z.B. der konjugative Plasmidtransfer in Agrobacterium
tumefaciens (Piper et al., 1993; Zhang et al., 1993), die Synthese von Antibiotika in Erwinia
carotovora und Pseudomonas aureofaciens (Bainton et al., 1992; Pierson et al., 1994),
Motilitét in Serratia liquefaciens und P. aeruginosa (Eberl et al., 1996; Lindum et al., 1998;

Glessner et al., 1999), Biofilmformation in P. aeruginosa und Burkholderia cepacia (Davies

2



EINLEITUNG

et al., 1998; O’Toole und Kolter, 1998; Huber et al., 2001) und Synthese verschiedenartiger
Virulenzfaktoren in P. aeruginosa, B. cepacia und Erwinia sp. (Passador et al., 1993;
Lewenza et al., 1999; Jones et al., 1993).

Dariiberhinaus ist es aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der AHLs, der genetischen
Konservierung der regulatorischen Elemente und der Kolonisierung gemeinsamer Habitate
wahrscheinlich, da8 die Mdglichkeit zu intergenerischer Kommunikation besteht. Tatsdchlich
hiufen sich die Indizien fur AHL-vermittelten ,.cross-talk zwischen verschiedenen
Bakterienspezies, z.B. in der Rhizosphiare (Pierson und Pierson, 1996; Steidle,
unverdffentlicht). Ein weiteres Beispiel, das auf intergenerische Kommunikation mittels
AHL-Molekiile hinweist, stellen die Beobachtungen von McKenney et al. (1995) dar, wonach
zellfreie Kulturiiberstinde von P. aeruginosa die AHL-regulierte Virulenzfaktor-Produktion
in B. cepacia verstirken. Neueste Ergebnisse von Riedel et al. (2001, unverdffentlicht)
erbrachten auch einen direkten Nachweis fiir AHL-vermittelten ,,cross-talk in gemischten
Biofilmen von P. aeruginosa und B. cepacia sowohl in artifiziellen DurchfluBkammern als
auch im Lungengewebe der Maus. Vor kurzem konnte auBerdem gezeigt werden, daf
bakterielle AHL-Molekiile wahrscheinlich sogar Interaktionen mit Eukaryoten ermdglichen.
Arbeiten von Telford et al. (1998) beschreiben, da3 ein von P. aeruginosa produziertes AHL-
Molekiil (3-Oxo0-C12-HSL) starke immunomodulatorische Wirkung besitzt, indem es sowohl
die Makrophagen- als auch die T-Zell-Antwort durch Reprimierung der Cytokin-Aus-
schiittung beeinfluft.

Die intensive Forschungsarbeit insbesondere der letzten Jahre hat deutlich gemacht, daf} eine
Vielzahl der AHL-abhingigen Regulationssysteme eine betrdchtliche Komplexitdt hinsicht-
lich der involvierten Komponenten aufweisen. Das am besten untersuchte Beispiel ist die
hierarchische Autoinduktionskaskade in P. aeruginosa, die basierend auf zwei inter-
agierenden ,,Quorum Sensing® Systemen zahlreiche Phédnotypen reguliert. Wihrend beide
Systeme an der Regulation von Elastase, alkalischer Protease und dem Xcp Sekretionsapparat
beteiligt sind, werden andere Phénotypen ausschlieBlich von einem der beiden Systeme
kontrolliert. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dal das las ,,Quorum Sensing* System fiir die
Expression von rhlR nétig ist und somit in der Signal-Hierarchie iiber dem 74/ System plaziert
ist (Latifi et al., 1996; Pesci und Iglewski, 1997). Auch in einer Reihe anderer Vertreter,
darunter Rhizobium sp., E. chrysanthemi und V. anguillarum, wird das Vorhandensein von
mindestens zwei verschiedenen AHL-Synthasen bzw. ,,Quorum Sensing® Systemen vermutet
(Rosemeyer et al., 1998; Lithgow et al., 2000; Nasser et al., 1998; Milton et al., 1997). Neben

der Anwesenheit mehrerer LuxI-homologer AHL-Synthasen mit liberlappenden Aktivititen in
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einem Organismus wurde iiberdies bereits die Existenz einer zweiten und dritten Familie von
AHL-Synthasen beschrieben, die keine Homologie zur LuxI Proteinfamilie aufweisen, und zu
denen AinS von V. fischeri und LuxM von V. harveyi bzw. HAtS von P. fluorescens gezihlt
werden (Gilson et al., 1995; Laue et al., 2000).

Ferner wird angenommen, da3 AHL-abhingige Regulationssysteme oftmals Bestandteil
komplexer regulatorischer Netzwerke sind und innerhalb dieser auf einer niederen Ebene
plaziert sind. Es wurden bereits einige regulatorische Faktoren identifiziert, die entweder die
Expression oder die Aktivitit der LuxI/LuxR Homologen beeinflussen. Beispielsweise ist fiir
Agrobacterium tumefaciens und Ralstonia solanacearum bekannt, daB3 eine Aktivierung der
AHL-Synthese zusitzliche externe Signale aus der Umwelt bendtigt (Fuqua und Winans,
1994; Flavier et al., 1997a und b). Bei diesen Faktoren handelt es sich um ein pflanzliches
Opin bzw. ein Fettsdurederivat, welches jeweils die Stimulierung eines {iibergeordneten
Transkriptionsregulators bewirkt und auf diesem Weg die AHL-vermittelte Genregulation
beeinflufit. Der Sinn derartiger zusétzlicher Regulationsmechanismen ist wohl darin zu sehen,
daB3 ,,Quorum Sensing* Kaskaden somit nur unter ganz bestimmten Umweltbedingungen aus-

gelost werden.

A.2 ,Quorum Sensing* in Burkholderia cepacia

Kiirzlich wurde ein luxIR homologes ,,Quorum Sensing“-System, ceplIR, fiir B. cepacia
Genomovar III K56-2 (LMG 18863) beschrieben, das die Synthese einer extrazelluldren
Protease und des Siderophors Ornibactin kontrolliert (Lewenza et al., 1999). Mit der
Konstruktion von gerichteten cepl und cepR Mutanten konnte in einer weiterfithrenden Arbeit
gezeigt werden, dal cepl fiir die Synthese von N-Octanoyl-L-homoserinlacton (C8-HSL) und
N-Hexanoyl-L-homoserinlacton (C6-HSL) verantwortlich ist und einer positiven Regulation
durch CepR unterliegt (Lewenza und Sokol, 2001). AuBBerdem wurde ein positiver regula-
torischer Effekt von CepR auf die Produktion von extrazellulirer Protease deutlich, ein
negativer regulatorischer Effekt dagegen auf Ornibactin und CepR selbst. Ein Einfluf} auf die
Synthese der Siderophore Pyochelin und Salicylsdure konnte nicht nachgewiesen werden.
Transkriptionelle Fusionen der Gene pvdA, pvdD (diese Gene sind in die Synthese von
Ornibactin involviert), cepl und cepR mit lacZ bewiesen, da3 cepR die Expression von pvdA
und ceplR auf der Transkriptionsebene reguliert. Ein definitiver Beweis dafiir, dal CepR
diese Gene direkt kontrolliert, konnte jedoch nicht erbracht werden. Es wird angenommen,
daB3 ein Komplex aus C8-HSL und CepR durch Bindung an eine /ux Box dhnliche Sequenz in

der Promotorregion der Zielgene die Transkription induziert bzw. reprimiert (Lewenza ef al.,
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1999; Abb. A.3). Eine derartige 20 bp umfassende regulatorische Erkennungssequenz konnte
bisher nur strangaufwérts von cepl/ identifiziert werden, wo sie mit der -35 Region des
Promotors teilweise iiberlappt. In anderen, potentiell CepR-regulierten Zielgenen wurden

bisher keine weiteren /ux Box-dhnlichen Sequenzen aufgefunden.

lux Box
f— — qﬂ/
/ cepl ) cepR /
Induktion
/ CepR
+ Protease

—>

- Ornibactin

Cepl

Abb. A.3: Schematische Darstellung des ,,Quorum Sensing™ Systems in B. cepacia Genomovar III K56-2
(LMG 18863) nach Lewenza ef al. (1999).

A.3 Taxonomische Differenzierung von Burkholderia cepacia-ahnlichen Bakterien

Zahlreiche Studien der letzten Jahre belegen, dal die korrekte Identifizierung von
Burkholderia sp., besonders in der Mukoviszidose-Diagnostik, ein groBes Problem darstellt
(Henry et al., 1997; Van Pelt et al., 1999; Shelly et al., 2000). Konventionelle, kommerziell
erhéltliche Identifizierungssysteme wie API 20 NE, RapID NF Plus, Vitek, Microscan, u.a.
konnen in der Regel eine sichere Identifizierung von Isolaten aus der Sputumkultur nicht
gewihrleisten (Van Pelt et al., 1999; Shelly et al., 2000). Die Resultate derartiger Testsysteme
miissen durch zusétzliche Methoden wie z.B. biochemische oder molekulare Tests abgesichert
werden, da eine Identifizierung von B. cepacia aufgrund rein phanotypischer Merkmale
haufig zu sowohl positiv- als auch negativ-falschen Ergebnissen fiihren kann (Shelly et al.,
2000; Henry et al., 2001). Zum Einen liegt dies an der Existenz phénotypisch sehr dhnlicher
Spezies wie Ralstonia sp., Alcaligenes sp. oder Pandoraea sp., die ebenfalls die Lunge von
Mukoviszidose-Patienten besiedeln konnen (Vandamme et al., 1999; Coenye et al., 1999a;
2000). Andererseits haben ausfiihrliche taxonomische Studien zu B. cepacia-dhnlichen
Bakterien offenbart, da3 es sich dabei um eine sehr heterogene Gruppe von Organismen
handelt, die nun unter dem Begriff ,,B. cepacia Komplex* zusammengefasst wird (Vandamme
et al., 1997). Dieser Komplex umfasst mindestens sieben eng verwandte genomische Spezies

bzw. sogenannte ,,Genomovare* (Gillis et al., 1995; Vandamme et al., 1997, Vandamme et

5
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al., 2000; Coenye et al., 2001; Coenye et al., in Druck). Der Begriff Genomovar (Gv.) wurde
von Ursing et al. (1995) eingefiihrt, um phénotypisch &hnliche aber genotypisch
unterschiedliche Gruppen von Stidmmen zu beschreiben. Aufgrund von phéanotypischen
Differenzierungskriterien konnten kiirzlich eigene Speziesnamen fiir die Genomovare II, IV,
V und VII als B. multivorans, B. stabilis (Vandamme et al., 1997; 2000), B. vietnamiensis
(Gillis et al., 1995) und B. ambifaria (Coenye et al., in Druck) eingefiihrt werden (Tab. A.1).
Die Moglichkeit einfacher differenzierender Tests beziiglich der B. cepacia Genomovare I, 111
und VI steht noch aus, so daB fiir diese eine Identifizierung des Genomovar-Status derzeit nur
mit Hilfe eines komplexen Ansatzes durchfiihrbar ist, der phéno- und genotypische Tests wie
Proteinprofil- und Fettsdureanalyse, physiologische Tests, DNS-DNS-Hybridisierung
(Vandamme et al., 1997), RAPD , fingerprinting*“ (Mahenthiralingam et al., 1996), AFLP
(Coenye et al., 1999b), RFLP des 16S rRNS PCR-Produkts und rec4 PCR (Mahenthira-
lingam et al., 2000a) einbezieht. Da Genomovar I den Typstamm LMG 1222" beinhaltet, ist

der Speziesname B. cepacia diesem Genomovar vorbehalten.

Burkholderia cepacia Komplex

Genomovar (Gv.) Speziesname
I B. cepacia (mit Typstamm LMG 1222")
I B. multivorans
III (-A/-B) B. cepacia
v B. stabilis
\Y B. vietnamiensis
VI B. cepacia
VII B. ambifaria

Tab. A.L: Derzeitige Einteilung des Burkholderia cepacia Komplexes in Genomovare bzw. Spezies . Die
Bezeichnung III (-A/-B) bezeichnet die mogliche Unterteilung von B. cepacia Gv. 111 in zwei Subgruppen
aufgrund der Taxonomie von recA.

Die Zuverlidssigkeit der Identifizierung von Burkholderia sp. sowie der Differenzierung inner-
halb der verschiedenen Genomovare erscheint duflerst wichtig im Hinblick auf Patienten-
management und Infektionskontrolle bei Mukoviszidose (LiPuma ef al., 1998), da man einen
Zusammenhang zwischen Genomovar-Status und pathogenem Potential vermutet

(Vandamme et al., 1997; Mahenthiralingam et al., 2000a und b).
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A.4 Pathogenitat innerhalb des Burkholderia cepacia Komplexes

Urspriinglich wurde B. cepacia als ubiquitir in Boden und Wasser vorkommendes
pflanzenpathogenes Bakterium beschrieben, das Weichfaule in Zwiebeln hervorruft
(Burkholder, 1950). Seit den 80er Jahren jedoch haben Vertreter des B. cepacia Komplexes
als opportunistisch humanpathogene Organismen in immunsupprimierten Patienten und
Personen mit Mukoviszidose oder progressiver septischer Granulomatose an Bedeutung
gewonnen (Govan und Deretic, 1996; Govan et al., 1996; Govan und Vandamme, 1998). Fiir
Mukoviszidose-Patienten, die an einer genetisch bedingten Dysfunktion der exokrinen Driisen
leiden und durch den daraus folgenden Sekretstau in den Bronchien besonders anfillig fiir
chronische bakterielle Infektionen der Lunge sind, stellt B. cepacia inzwischen neben
P. aeruginosa den wichtigsten Keim dar. Es ist auffillig, dal B. cepacia fast ausschlieBlich
als Co-Infektion zu bereits mit P. aeruginosa kolonisierten Patienten auftritt, und tatséchlich
hiufen sich Hinweise auf eine synergistische Wechselwirkung zwischen den beiden Organis-
men (Saiman et al., 1990; McKenney et al., 1995; Riedel et al., unverdffentlicht). Eine
Kolonisierung mit B. cepacia kann zu unterschiedlichen Krankheitsverldufen fiihren: zu einer
chronischen Infektion ohne bzw. mit lediglich einer langsamen Verschlechterung der Lungen-
funktion oder in ca. 20 % der Fille zu einem rapiden Verfall, dem sogenannten ,,B. cepacia
Syndrom* mit todlichem Verlauf (Isles et al., 1984). Aufgrund der durch einen aktiven Efflux
hervorgerufenen Multiresistenz der meisten Vertreter des B. cepacia Komplexes gegeniiber
den iiblichen Antibiotika (Burns et al., 1996) ist eine effektive antimikrobielle Therapie fast
unmoglich. Zusammen mit der Tatsache, dall hochst infektiose Stimme wie die ET12-Linie
(Johnson et al., 1994) existieren und eine Ubertragung durch nosokomiale oder soziale Kon-
takte bewiesen ist (Govan et al., 1996; Sun et al., 1995), hat dies zu stringenten Maflnahmen -
wie z.B. die Abtrennung B. cepacia-infizierter Patienten in Rehabilitationszentren -
hinsichtlich einer Infektionskontrolle gefiihrt (LiPuma et al., 1998). Alle bisher beschriebenen
Genomovare des B. cepacia Komplexes vermdgen Infektionen in Mukoviszidose-Patienten
hervorzurufen (Vandamme et al., 1997; Mahenthiralingam et al., 2000a), wobei bisherige
Untersuchungen umfassender Sammlungen von Isolaten implizieren, daBl bevorzugt
B. cepacia Genomovar Il aus Mukoviszidose-Patienten isoliert wird und B. multivorans
(Gv.Il) der zweithdufigste Vertreter ist (Vandamme et al., 1997; Mahenthiralingam et al.,
2000a). Im Gegensatz dazu scheinen B. cepacia Genomovar I und VI, sowie B. vietnamiensis
und B. ambifaria weniger typisch fiir Infektionen in Patienten mit Mukoviszidose zu sein
(Mahenthiralingam et al., 1996; Vandamme et al., 1997; Coenye et al., 2001 und in Druck).

Allerdings wurde die Abundanz jedes Genomovars noch nicht ausreichend bestimmt und es



EINLEITUNG

mufl bedacht werden, daBl moglicherweise Variationen innerhalb verschiedener Patienten-
populationen bestehen. Epidemiologische Studien der letzten Jahre haben gezeigt, daf3
ebenfalls in erster Linie B. cepacia Genomovar Il und B. multivorans fiir Epidemie-dhnliche
Verbreitungen bei Mukoviszidose-Patienten verantwortlich sind (Vandamme et al., 1997,
Mabhenthiralingam et al., 2000a und b). Auf der Suche nach molekularen Anhaltspunkten fiir
eine leichte Ubertragbarkeit konnte bisher nur ,,BCESM* (B. cepacia epidemic strain marker)
als mutmaBlicher DNS-Marker in B. cepacia Genomovar III identifiziert werden (Mahenthira-
lingam et al., 1997; Henry et al., 2001), der im Gegensatz zu anderen postulierten genetischen
Markern wie dem ,.cable pilus“ Gen cbl4A (Sajjan et al., 1995; Sun et al., 1995) und
bestimmten Insertionselementen (Tyler et al., 1996) tatsdchlich spezifisch und konserviert in
epidemischen B. cepacia Stimmen vorhanden zu sein scheint.

Zu den mutmaBlichen Pathogenititsfaktoren, die von Vertretern des B. cepacia Komplexes
synthetisiert werden konnen, zdhlen Siderophore (Ornibactin, Cepabactin, Pyochelin und
Salicylséure), Lipase, Protease und verschiedene andere Exoenzyme (Darling et al., 1998;
Lonon et al., 1988; McKevitt et al., 1989; Gessner und Mortensen, 1990; Yohalem und
Lorbeer, 1994). Die genauen pathogenen Mechanismen, die zur Virulenz von B. cepacia
beitragen, sind bisher nicht charakterisiert. Es wurde jedoch beschrieben, da3 B. cepacia z.B.
die Apoptose von Phagozyten und die Ausschiittung von Cytokinen induzieren kann
(Hutchison et al., 1998; 2000; Palfreyman et al., 1997), sowie die Fahigkeit zur Zellinvasion
besitzt (Burns et al., 1996; Martin und Mohr, 2000).

Im starken Kontrast zu der dargelegten pathogenen Relevanz steht der potentielle Einsatz von
Vertretern des B. cepacia Komplexes zum Abbau von Herbiziden und Pestiziden oder die
Verwendung als biologisches Fungizid (,,biocontrol agent™). Die Tatsache, dal} der B. cepacia
Komplex ein grofles gesundheitliches Risiko fiir Personen mit Mukoviszidose birgt, aber
andererseits von wirtschaftlichem Interesse ist, stellt ein schwerwiegendes Problem dar, das
kontrovers diskutiert wird (Govan und Vandamme, 1998; Holmes et al., 1998; Govan et al.,

2000).
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A5 Zieleder Arbeit

Um Aufschlu} iiber die Verbreitung der AHL-Produktion innerhalb der verschiedenen B.
cepacia Genomovare zu erlangen, sollten Vertreter des B. cepacia Komplexes unterschied-
licher Herkunft hinsichtlich ihrer AHL-Synthese untersucht werden. Dartliberhinaus sollte die
phénotypische Charakterisierung der Stimme beziiglich Protease-, Lipase-, Chitinase-, und
Siderophor-Synthese eine mogliche Korrelation zwischen AHL-Produktion und Synthese von
extrazelluldren Produkten aufzeigen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sowie die Kon-
struktion einer definierten, AHL-defizienten cep/ Mutante sollten zur Identifizierung AHL-
regulierter Phidnotypen in B. cepacia beitragen.

Ferner sollte eine genetische Analyse der cepIR Loci aufzeigen, ob Genomovar-spezifische
Phanotypen innerhalb des B. cepacia Komplexes genotypisch determiniert sind. Dazu sollte
in einem ersten Schritt der Nachweis vorhandener cep/R-homologer Gene mittels Southern-
Blot-Hybridisierung erfolgen. In einem weiteren Schritt sollten cep/ und cepR je eines
reprasentativen Vertreters pro Genomovar einer vergleichenden Sequenzanalyse und cepl

zusétzlich einer funktionellen Analyse unterzogen werden.
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B. MATERIAL UND METHODEN

B.1 Bakterien und Plasmide

Tab. B.1: Verwendete Bakterien

Stammbezeichnung

Eigenschaften

Herkunft / Referenz®

Burkholderia cepacia Gv.1
LMG 6963
LMG 12227
LMG 14087
LMG 14095
LMG 16663 / C1963
LMG 18821 / CEP509

Burkholderia multivorans, Gv.11

LMG 130107
LMG 16660/ C1576

LMG 16665 / C1962
LMG 17588 / CEP144

Boden-Isolat

Allium cepa-Isolat
Wundabstrich-Isolat
CF-Isolat

CF-Isolat

CF-Isolat

CF-Isolat

CF-Isolat, Epidemie-Referenz
Glasgow

Hirnabszess-Isolat
Boden-Isolat

LMG 18822/ C5393 CF-Isolat
LMG 18824 / FC0147 CGD-Isolat
LMG 18825/ CF-Al-1 CF-Isolat, epidemisch
LMG 18945 /97/35 CF-Isolat
R-139/C1524 CF-Isolat
R-654 / C4297 CF-Isolat
R-1914/C1991 CF-Isolat
R-6268 / H59 CF-Isolat
R-6269 / H115 CF-Isolat
R-6275/HI158 CF-Isolat
R-6278 / H174 CF-Isolat
R-6284 /H191 CF-Isolat

Burkholderia cepacia Gv 111

LMG 6981 Bronchiallavage-Isolat

LMG 6988 Beinwunde-Isolat

LMG 6993 Boden-Isolat

LMG 12615/ 81/92 CF-Isolat, epidemisch, ET12 Linie

LMG 14271 / A3P CF-Isolat

LMG 16654 / J415 CF-Isolat

LMG 16655/ C1335 CF-Isolat

LMG 16657 / C1340 CF-Isolat

LMG 16659 / C1394 CF-Isolat, Epidemie-Referenz
Manchester

LMG 18826 / BC7
LMG 18827/ C5424
LMG 18863 / K56-2
R-651/C1257
R-6108 / AD0979

CF-Isolat, epidemisch, ET12-Linie
CF-Isolat, epidemisch, ET12-Linie
CF-Isolat, epidemisch, ET12-Linie
CF-Isolat, epidemisch

CF-Isolat, epidemisch, ET12 Linie

R-6274 / H147 CF-Isolat

R-6282 /H111 CF-Isolat

HI11-1 Km®; cepl::Km Mutante von H111
HI11-R Km®; cepR::Km Mutante von H111
R-6285/ BC2a CF-Isolat

Burkholderia stabilis, Gv.IV

LMG 6997 Ohr-Isolat

LMG 7000 Blut-Isolat

LMG 14291 / B4P CF-Isolat

LMG 18138/ E20 CF-Isolat

R-136/J1750 CF-Isolat

R-3338 /M71-40 CF-Isolat

R-6270/H118 CF-Isolat

Australien, 1968; Palleroni et al., 1981

USA, 1948; Palleroni et al., 1981

GB, 1988; Vandamme et al., 1997

GB, 1974; Vandamme et al., 1997

GB, Hardman

Australien, 1997; Mahenthiralingam et al., 2000

Belgien, 1992; Revets et al., 1996
GB, 1995; Whiteford et al., 1995

GB, 1995; Hobson et al., 1995
USA,; Stanier et al., 1966

Kanada, 1996; Mahenthiralingam et al., 1996
Kanada; Speert ef al., 1994

GB, 1998; Millar-Jones et al., 1998
GB, 1998, Vandamme

GB, Vandamme

Kanada, Vandamme

GB, Vandamme

Tummler, MHH

Timmler, MHH

Timmler, MHH

Timmler, MHH

Tiimmler, MHH, 1996

1985; Vandamme et al., 1997

Schweden, 1972; Vandamme et al., 1997
Trinidad, 1960, Vandamme

GB, 1992; Vandamme et al., 1997
Belgien, 1993; Vandamme ef al., 1997
GB, 1984; Glass et al., 1986

GB, 1988, Vandamme

GB, Vandamme

GB; Simpson et al., 1994

Kanada, 1997; Sajjan et al., 1995

Kanada, 1996; Mahenthiralingam et al., 1996
Kanada, 1999; Lewenza ef al., 1999

Kanada, Vandamme

Neuseeland, Vandamme

Tiimmler, MHH

Tiimmler, MHH, 1993

diese Arbeit

Huber et al., 2001

GB, Hardman

Schweden, 1974; Vandamme ez al., 2000
Schweden, 1983; Vandamme et al., 2000
Belgien, 1993; Vandamme et al., 1997
Belgien, 1995; Vandamme et al., 2000
USA; Vandamme et al., 2000

Deutschland, 1997; Vandamme et al., 2000
Tummler, MHH

10
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Stammbezeichnung Eigenschaften Herkunft / Referenz”
R-6273 / H145 CF-Isolat Tiimmler, MHH
R-6276 / H162 CF-Isolat Tiimmler, MHH
R-6277 / H173 CF-Isolat Tiimmler, MHH
R-6279/H177 CF-Isolat Tummler, MHH
R-6280/H193 CF-Isolat Tummler, MHH
R-6281/HI177E Wasserabfluss-Isolat Tummler, MHH
R-10033 /H175 CF-Isolat Timmler, MHH, 1996
Burkholderia vietnamiensis, Gv.V
LMG 6998 Blut-Isolat Schweden, 1978; Vandamme et al., 1997
LMG 6999 Nackenabszess-Isolat Schweden, 1980; Vandamme ez al., 1997
LMG 109297 Reisrhizosphére-Isolat Vietnam, 1990; Gillis et al., 1995
LMG 16232 CF-Isolat Schweden, 1993; Vandamme et al., 1997
LMG 18835 / CEP40 CF-Isolat USA; Larsen et al., 1993
LMG 18836/ FC0441 CGD-Isolat Kanada, 1997; Mahenthiralingam ef al., 2000
R-128/1J1697 CF-Isolat USA, Vandamme
R-723 /PC30 CF-Isolat USA, Vandamme
R-921 CF-Isolat Schweden, Vandamme

Burkholderia cepacia Gv.VI1

LMG 18941 / FC348 CF-Isolat USA, 1996, Vandamme
LMG 18942 / PC534 CF-Isolat USA, 1997, Vandamme
LMG 18943 / AU0645 CF-Isolat USA, 1998, Vandamme
LMG 18944 / PC688 CF-Isolat USA, 1997, Vandamme
LMG 18946 / AU0018 CF-Isolat USA, 1997, Vandamme
Burkholderia cepacia, neues Gv.
LMG 16670 /J2552 C. palmata-Rhizosphire-Isolat GB, Hardman
R-3976/ J2863 Boden-Isolat GB, Hardman
Escherichia coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Stratagene, La Jolla, USA
supE44 reldl lac [F'proAB lacl®
ZAM15 Tnl0 (TetY)]
Escherichia coli TOP10 F mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) @ Invitrogen, Carlsbad, USA

80lacZAM15 AlacX 74 recAl deoR
araD139 A (ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str™) endAl nupG
Escherichia coli HB101 recA thi pro leu hsdR°M" Sm® Kessler et al., 1992

Escherichia coli MT102 F thi araD139, ara-leulA7697 T. Hansen, Novo Nordisk A/S
A(laclOPZY) galU gal’K r m" Sm®

MHH: Medizinische Hochschule Hannover, Hannover, Deutschland

LMG: Laboratorium Microbiologie Gent Culture Collection, Universiteit Gent, Ghent, Belgien
R: “Research collection”, Peter Vandamme, Belgien

CF: Zystische Fibrose, Mukoviszidose

CGD: progressive septische Granulomatose

Gv.: Genomovar

T Typstamm

11
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Tab. B.2: Verwendete Plasmide

Plasmid

Eigenschaften

Herkunft / Referenz®

pCR*2.1-TOPO
pRK600

pSB403
pSB1075
pAS-C8

pBBRIMCS-5
pEX18Gm

pEX19Gm

pCarol
pBAH33
pQE-32

pCR- ceplyin
pCR- ceplis660

pBBR-cepli
pBBR-ceplig660
pEX-igR
pEX-igR-cepl’
pEX-ko-ceply

pCR-cepIR o7
pCR-ceplR 30101
pCR-ceplR 4291
pCR-cepIR; 6660
pCR-ceplR, 7555
pCR-ceplR 552,
pPCR-ceplR 5943
pCR-celeH1 11
pCR-celeHm
pCR-celeR_13g
pCR-celeR_921
PCR-ceplRgg
pCR-cepl* 6660
pCR-cepl* 7553
pCR-cepl* 532
pCR-cepl*g.139
pCR-cepl*u191
pCR-cepl* 130101
pPQE-cepl*ui
pPQE-cepl*r.g1
PQE-cepl* 6660
pQE-cepl* 30101
pQE-cep!'nin
pCR-Aceplio;
PCR-AcepRui,

ApR, Km®; lacZa; Klonierungsvektor

Cm®; ColE1 oriV RP4 tra’ RP4 oriT *; Helfer-Plasmid fiir
konjugativen Transfer

Tc®; luxRI’::luxCDABE transkriptionelle Fusion;
biolumineszentes AHL-Sensorplasmid

TcR; lasRI’: :luxCDABE transkriptionelle Fusion;
biolumineszentes AHL-Sensorplasmid

Gm"; cepRI’::gfp(ASV) transkriptionelle Fusion;
fluoreszierendes AHL-Sensorplasmid

Gm®; mob", lacZa; Klonierungsvektor

GmR; oriT ", sacB™; “gene replacement” Vektor mit MCS
von pUCI18

GmR; oriT ", sacB™; “gene replacement” Vektor mit MCS
von pUC19

Km®; npt-Kassette als BamHI-Fragment in pGEM-3Zf(+)
Gm®, Km®; pEX19Gm-Derivat; cepR knock-out Vektor
Ap®; His-Tag, T5 Expressionsvektor

Ap®, Km®; cepl mit lux box aus H111 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km®; cepl mit lux box aus LMG 16660 in pCR"2.1-
TOPO

Gm"; cepl mit lux box aus H111 als EcoRI-Fragment in
pBBRIMC-5

Gm"; cepl mit lux box aus LMG 16660 als EcoRI-Fragment

in pPBBRIMC-5

Gm"; intergenerische Region mit cepR’ aus H111 als
Sacl/EcoRI-Fragment in pEX18Gm

Gm®; cepl’ aus H111 als HindI1l/BamHI-Fragment in
pEX-igR

Gm®, Km®; npt-Kassette als BamHI-Fragment in
pEX-igR-cepl; cepl knock-out Vektor fir H111

Ap®, Km"; cepIR aus LMG 12227 in pCR®2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepIR aus LMG 13010" in pCR"2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepIR aus LMG 14291 in pCR"2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepIR aus LMG 16660 in pCR"2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepIR aus LMG 17588 in pCR"2.1-TOPO
Ap", Km®; cepIR aus LMG 18822 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km®; cepIR aus LMG 18943 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km®; cepIR aus H111 in pCR*2.1-TOPO

Ap®, Km®; cepIR aus H191 in pCR*2.1-TOPO

Ap®, Km®; cepIR aus R-139 in pCR®2.1-TOPO

Ap®, Km®; cepIR aus R-921 in pCR®2.1-TOPO

Ap®, Km"; cepIR aus B. pseudomallei E8 in pCR*2.1-TOPO

Ap®, Km"; cepl aus LMG 16660 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepl aus LMG 17588 in pCR®2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepl aus LMG 18822 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km"; cepl aus R-139 in pCR"2.1-TOPO

Ap", Km®; cepl aus H191 in pCR*2.1-TOPO

Ap®, Km®; cepl aus LMG 13010" in pCR*2.1-TOPO
Ap®; cepl aus H111 in pQE-32

Ap®; cepl aus R-921 in pQE-32

Ap®; cepl aus LMG 16660 in pQE-32

Ap®; cepl aus LMG 13010" in pQE-32

Ap®; artifiziell verkiirztes cepl aus H111 in pQE-32
Ap®, Km®; Acepl mit lux box aus H193 in pCR*2.1-TOPO
Ap®, Km®; AcepR aus H111 in pCR*2.1-TOPO
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B.2 Nahrmedien, Anzucht und Stammbhaltung

B.2.1 Nahrmedien

Es wurden ausschlieBlich durch Autoklavieren sterilisierte Nidhrmedien verwendet. Die
Sterilisation erfolgte in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven bei 121 °C und 1,2 bar
Uberdruck fiir 20 min. Hitzelabile Substanzen, wie Hemm- und Zusatzstoffe, wurden
sterilfiltriert (Porengrofe 0.22 pm, Millipore, Eschborn, D) und anschlieBend den
autoklavierten Losungen zugegeben. Die eingesetzten Chemikalien wurden, soweit nicht
anders angegeben, in p.a. Qualitit bezogen. Alle Ndhrmedien wurden mit destilliertem
Wasser zubereitet, zur Verfestigung enthielten sie gegebenenfalls 16 g/l Agar (Gibco BRL,
Eggenstein, D).

Luria-Bertani-(L B)-Medium (Sambrook et al., 1989), modifiziert

Caseinhydrolysat 10g
Hefeextrakt 5¢

NaCl 4g

H20dest. ad 1000 ml
pH 74

SOC-Medium (Sambrook et al., 1989), modifiziert

Caseinhydrolysat 2g
Hefeextrakt 0,5¢g
MgCl, x 6 H,O 0,2¢g
MgSO4 x 6 H,O 0,25 ¢g
Glukose 0,36 g
H20dest. ad 100 ml
pH 7,0
Soft-Agar
Caseinhydrolysat I,5¢g
Hefeextrakt 0,75 ¢g
NaCl 0,75 ¢
Agar lg
H20dest_ ad 150 ml
pH 7,4

AB-Minimalmedium (Clark et al., 1967), modifiziert

Ajo: (NHy),SO,4 20¢g
Na,HPO, 60 g
KH,PO,4 30g
NacCl 30g
H,O4est. ad 1000 ml

B: 1 M MgCl, x 6 H,O 2 ml
0.5 M CaCl, x 2 H,O 0.2 ml
0.01 M FeCl; x 6 H,O 0.3 ml
Hzodest_ ad 900 ml
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Kohlenstoffquelle:
C: Natriumcitrat x 2 H,O (Stammlsg. 1 M) 10 mM
G: Glukose (Stammlsg. 20 %) 0,2 %

Die einzelnen Bestandteile des AB-Minimalmediums wurden separat sterilisiert und nach
dem Autoklavieren vereinigt. Fiir die Herstellung von 1000 ml AB-Minimalmedium wurden
100 ml Ajo-Losung mit 900 ml B-Losung gemischt und als Kohlenstoffquelle -jeweils
sterilfiltriert- Natriumcitrat- (Burkholderia sp.) oder Glukose (Escherichia coli) in der
angegebenen Endkonzentration zugegeben.

B.2.2 Indikator medien

Um Burkholderia sp. auf die Synthese bestimmter Exoenzyme und Siderophore zu iiber-
priifen, wurden die Stimme auf entsprechenden Indikatorplatten angeziichtet.

M ager milch-Agar

Caseinhydrolysat 10g
Hefeextrakt 5¢

NaCl 4¢
H504est. ad 500 ml
Magermilch 20¢g
H20dest_ ad 500 ml
pH 6,8

Die beiden Einzelkomponenten wurden getrennt voneinander sterilisiert, da die Magermilch-
Komponente nur einer Sterilisation bei max. 1 bar fiir 10 min unterzogen werden darf. Die
Vereinigung der Komponenten erfolgte nach dem Autoklavieren. Proteaseaktivitit der zu
testenden Stimme wird nach Anzucht bei 30 °C fiir 48 h durch die Bildung eines klaren Hofes
um die Bakterienkolonie angezeigt.

Tributyrin-Agar

Tributyrin-Fertigagar 20¢g
Glyzerintributyrat 10 ml
H504est. ad 1000 ml

Vor dem Autoklavieren wurde der Fertigagar (Merck, Darmstadt, D) zuerst in einem
siedenden Wasserbad geldst und dann das Glyzerintributyrat (Merck KgaA, Darmstadt, D)
zugegeben. Das sterilisierte Medium wurde vor dem PlattengieBen unter haufigem
Schwenken auf ca. 50 °C abgekiihlt. Lipaseaktivitidt der zu testenden Stdmme wird nach
Anzucht bei 30 °C fiir 24 h durch die Bildung eines klaren Hofes um die Bakterienkolonie
angezeigt.
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Chitin-Agar (Connell et al., 1998), modifiziert

Caseinhydrolysat 10g
Hefeextrakt 5¢g

NaCl 4¢g

H;04e:. ad 1000 ml
pH 74
Ethylenglycolchitin (Stammlsg. 1 %) 0,0375 %
Trypanblau (Stammlsg. 1 %) 0,01 %

Nach dem Autoklavieren wurde dem LB-Medium Ethylenglycolchitin (gelost in HyOpigest
sterilfiltriert) und Trypanblau (gelost in H,Opiges) in den angegebenen Endkonzentrationen
zugefiigt. Beide Zusdtze wurden von der Fa. Sigma (Deisenhofen, D) bezogen. Chitinase-
aktivitdt der zu testenden Stimme wird nach Anzucht bei 30 °C fiir 24 h durch die Bildung
eines klaren Hofes um die Bakterienkolonie angezeigt.

Chromazurol S(CAS)-Agar (Schwyn und Neilands, 1987), modifiziert

Zuerst werden die folgenden Einzelkomponenten hergestellt:

10 x LB: Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 5¢g
H20dest. ad 100 ml
pH 74

10 x MMO: NH,Cl lg
KH,PO, 03¢
NaCl 0,5¢g
HZOdest. ad 100 ml

CAS-Stammlsg.: Chromazurol S 60,5 mg
H2Odest. 50 ml
1 mM FeCl; x 6 H,O 10 ml
Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid (HDTMA) 72,9 mg
H,0 gest. 40 ml

Herstellung der CAS-Stammlsg.: Chromazurol S in H,Og. 16sen, FeCl; x 6 H,0O-Lsg
zugeben und mischen, in HDTMA-Lsg einriihren und autoklavieren. 10 x LB und 10 x MM9
ebenfalls getrennt autoklavieren.
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PIPES-Agar: 10 x MM9 100 ml
H2Odest. 500 ml
Piperazindiethan-
sulfonsdure (PIPES) 31,1 g
4 N NaOH pH 6,8
HyOgest. ad 850 ml
Agar 16 g

Herstellung des PIPES-Agar: 10 x MM9 mit H,Og.,; mischen, unter stindigem Riihren PIPES
zugeben und pH auf 6,8 einstellen durch langsame Zugabe von 4 N NaOH (PIPES I6st sich
schwer!), mit H,Oge auf 850 ml auffiillen. Nach Zugabe von 16 g Agar autoklaviere und auf
ca. 50 °C abkiihlen lassen.

Folgende Komponenten zugeben und sofort Platten gief3en:

10 x LB (vorgewérmt) 30 ml
Glukose 20 % 10 ml
1 M Na,SO, 2 ml
0,1 M CaCl, 1 ml
CAS-Stammlsg. (vorgewérmt) 100 ml

Die Platten miissen einen blauen Farbton aufweisen. Die Produktion von Siderophoren der zu
testenden Stimme wird nach Anzucht bei 30 °C fiir 24 h durch einen Farbumschlag nach rot-
orange um die Bakterienkolonie herum angezeigt.

B.2.3 Hemm- und Zusatzstoffe

Zur Herstellung von Selektivmedien und zur Plasmidstabilisierung bei der Kultivierung
plasmidhaltiger Stimme wurden die in Tab. B.3 aufgefiihrten Antibiotika (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, D) in den entsprechenden Endkonzentrationen verwendet. Um
eine blau/wei3 Farbselektion von Rekombinanten in Anwesenheit des LacZa Peptids zu
ermoglichen, wurde das Festmedium mit X-Gal (Merck KGaA, Darmstadt, D) in einer End-
konzentration von 40 pg/ml versetzt.

Fir die heterologe Expression von Proteinen in E. coli wurde der induzierbare
Expressionsvektor QIAexpress® pQE-32 (QIAGEN, Hilden) verwendet. Die Induktion des
iiber lac-Operator-Sequenzen regulierten T5-Promotors erfolgte in der logarithmischen
Wachstumsphase bei ODgpp von ca. 0,2 durch Zugabe von 2 mM IPTG Endkonzentration
(Merck KGaA, Darmstadt, D). Die Kulturen wurden weiterinkubiert und nach ca. 4 h
geerntet.
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Tab. B.3: Hemm- und Zusatzstoffe

M edienzusatz Abk. Endkonzentration L dsungsmittel
E. coli Burkholderia sp.
Ampicillin Ap 100 pg/ml H>Opidest.
Chloramphenicol Cm 10 pg/ml Methanol
Gentamycin Gm 20 pg/ml 25-50 H>Opidest.
Kanamycin Km 50 pg/ml 50-100 HyOpidest.
Tetracyclin Tc 10-20 pg/ml Methanol
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-8-D- X-Gal 40 pg/ml N,N-Dimethylformamid
galaktosid
1-Isopropyl-6-D-1-thiogalactosid IPTG 0,2-2 mM H>Op;dest.

Die sterilfiltrierten Hemm- oder Zusatzstoffe wurden den autoklavierten Ndhrmedien nach
deren Abkiihlung auf ca. 45 °C (Festmedien) oder kurz vor Inokulation (Fliissigmedien)
zugegeben. Die Aufbewahrung dieser Medien erfolgte lichtgeschiitzt und nicht langer als
sechs Wochen.

B.2.4 Kultivierung, Zellernte und Bestimmung der Optischen Dichte

Die Anzucht der aeroben Mikroorganismen erfolgte entweder auf agarhaltigen Nahrboden in
Petrischalen oder als Fliissigkultur auf einem Rundschiittler in Reagenzgldsern bzw. in
Erlenmeyerkolben. Alle Burkholderia sp. wurden bei 30 °C kultiviert, E. coli Stimme bei
37 °C.

Zur Herstellung zellfreier Kulturiiberstinde wurden die Fliissigkulturen bei 7500 x g fiir
20 min zentrifugiert. Die photometrische Bestimmung der Zelldichte erfolgte mit einem
Pharmacia LKB Ultrospec Plus Spektrophotometer (Freiburg, D) bei einer Wellenldnge von
450 nm oder 600 nm gegen Nahrmedium.

B.2.5 Stammhaltung

Auf festen Ndhrmedien kultivierte Burkholderia sp. wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt
und jede Woche iiberimpft, E. coli Stimme bei 4 °C bis zu sechs Wochen gelagert. Als
Schutz vor Austrocknung und Sekundérinfektion diente ein VerschluB3 der Petrischalen mit
Parafilm.

Die Reinheitsiiberpriifung erfolgte durch Verdiinnungsausstriche und mikroskopische
Kontrolle im Phasenkontrast. Fiir eine langfristige Stammhaltung wurden die Bakterien-
stimme in Form von Glyzerinkulturen archiviert. Dazu wurde 1 ml UN-Kultur mit 500 ul
Glycerin (50 %) in einem Schraubdeckel-Reaktionsgefdll (Nunc, Roskilde, DK) gemischt und
bei -80 °C aufbewahrt (Sambrook et al., 1989).
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B.3 Nachweis von N-Acyl-L -homoserinlactonen mit bakteriellen Reportersystemen

B.3.1 Bakterielle Reporter systeme

Die Produktion von AHL-Molekiilen durch Stimme des B. cepacia Komplexes wurde
mithilfe verschiedener Biosensoren untersucht. Diese Sensoren sind derartig konstruiert, daf3
die Anwesenheit von AHL-Molekiilen eine sichtbare Reaktion induziert. Als Reportergene
dienen entweder die Biolumineszenzgene luxCDABE oder das gfp-Gen fir die Expression des
griin fluoreszierenden Proteins ,,Gfp“. Jeder der Sensoren besitzt die Féhigkeit, aufgrund der
entsprechenen Spezifitidt des LuxR Homologen, bestimmte AHL-Molekiile zu detektieren.

B. 3.1.1 Sensorplasmide pSB403 und pSB1075 (Winson et al., 1998)

Die Reporterfunktion der Sensorplasmide pSB403 und pSB1075 basiert auf der Anwesenheit
der Biolumineszenzgene [uxCDABE von Photorhabdus I[uminescens. Die bakterielle
Luziferase wird aufgrund ihrer nicht-invasiven und nicht-destruktiven Eigenschaften gerne als
Reportersystem fiir Genexpressionsstudien verwendet. Sie besteht aus zwei ungleichen Unter-
einheiten o und (3, die von den Genen /uxA und luxB kodiert werden. Die Gene [uxC, luxD
und /uxE kodieren fiir Proteine, welche Tetradekansduren aus dem Fettsdurebiosyntheseweg
abzweigen und in langkettige Aldehyde umwandeln, die bei der Lumineszenzreaktion als
Substrat dienen (Meighen et al., 1994). Die Luziferase oxidiert diese Substrate zusammen mit
FMNH; in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und es entsteht dabei ein angeregtes,
instabiles Zwischenprodukt (4a-Hydroxyflavin), das seine Anregungsenergie durch die
Emission von Photonen abbaut (Wilson et al., 1998).

Das Sensorplasmid pSB403 enthélt das /uxR Gen von Vibrio fischeri zusammen mit der lux/
Promotorregion als transkriptionelle Fusion zu den Genen luxCDABE von P. luminescens. Da
das Quorum Sensing System von V. fischeri auf N-(3-Oxohexanoyl)-L-HSL (3-Oxo0-C6-HSL)
beruht, zeigt das Sensorplasmid die hochste Sensitivitit gegeniiber diesem AHL-Molekiil und
nahe verwandten AHLs wie z.B. N-Hexanoyl-L-HSL (C6-HSL).

In Analogie liegt bei dem Sensorplasmid pSB1075 eine transkriptionelle Fusion der
relevanten Komponenten des /as/R Operons von P. aeruginosa mit luxCDABE vor. Somit
besitzt dieser Sensor die hdchste Sensitivitit gegeniiber N-(3-Oxododecanoyl)-L-HSL
(3-Ox0-12-HSL), spricht aber auch spezifisch auf AHL-Molekiile mit einer Acyl-Seiten-
kettenlinge von C10 und C14 an. Es handelt sich hierbei also um einen Sensor fiir
ausschlieBlich ,langkettige® AHLs. Da jedoch pSB1075 nicht deutlich sensitiver auf diese
langkettigen AHLs reagiert als pSB403 (Geisenberger et al., 2000), wurde letzterer fiir die
Routine-Analyse eingesetzt.

B.3.1.2 Sensorplasmid pAS-C8 (Steidle, 2000)

Bei dem Sensorlasmid pAS-C8 handelt es sich um ein Derivat des Plasmids pBBR1-MCSS5.
Im Gegensatz zu den Sensorplasmiden der pSB-Reihe beruht die Reporterfunktion hier auf
dem griin fluoreszierenden Protein (Gfp) aus Aequorea victoria. Bei dem verwendeten Gfp
handelt es sich um eine sogenannte ‘red-shifted’ Gfp-Variante (RS-Gfp), die mit einem
Absorptionsmaximum von 500 nm und einem Emissionsmaximum von 511 nm ein etwa
20-fach stirkeres Fluoreszenzsignal im Vergleich zum Wildtyp-Gfp aufweist. Um fiir Gen-
expressionsstudien eine moglichst sensitive AHL-Nachweisempfindlichkeit zu gewihrleisten,
wurde bei der Konstruktion des Sensors zudem eine spezielle, instabile RS-Gfp-Modifikation
gewihlt, die durch Verdnderungen am C-Terminus des Proteins Bindungsstellen fiir endogen
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vorhandene Proteasen aufweist. Dies fiihrt in E. coli zu einer Verringerung der Halbwertszeit
des Gfp-Proteins von urspriinglich mehr als 24 h auf ungefdhr 45 min (Andersen ef al., 1998).
Fiir die Erlangung der AHL-Sensorfunktion liegt cepR in Verbindung mit der translationalen
Fusionseinheit cep/ Promotor - gfp Gen vor. Als Konsequenz besitzt der Sensor die hochste
Sensitivitidt gegeniiber N-Octanoyl-L-HSL (C8-HSL), da es sich dabei um die Haupt-
komponente des ,,Quorum Sensing* Systems von B. cepacia handelt.

B.3.2 Identifizierung AHL -produzierender Bakterien mittels Kreuzstrich-Assay

Mit dieser Technik wurden Stidmme des B. cepacia Komplexes durch senkrechtes Aus-
streichen gegen einen der biolumineszenten AHL-Sensoren auf einer LB-Agarplatte
hinsichtlich AHL-Produktion getestet. Dies ist moglich, da AHL-Molekiile frei durch den
Agar diffundieren und somit den Biosensor aktivieren kdnnen. Um ein homogenes Wachstum
des Sensorstamms zu erreichen, wurde die Spitze einer sterilen 1 ml Glaspipette mit einer
exponentiell gewachsenen Fliissigkultur benetzt und die anhaftende Fliissigkeit auf einem ca.
1 cm breiten Streifen iiber die Mitte einer Agarplatte verteilt. Sobald die aufgetragene
Fliissigkeit vollstindig angetrocknet war, wurden die zu testenden Bakterienstimme mit einer
Impfose rechtwinklig zum  Sensorstamm ausgestrichen. Um eine gegenseitige
Wachstumsbehinderung der Stimme auszuschlielen, wurde darauf geachtet, die Teststimme
zwar in unmittelbarer Nihe, aber ohne direkten Kontakt zum Sensorstamm aufzubringen. Bei
dem Assay konnte auf die Zugabe von entsprechenden Antibiotika fiir die Reportersysteme in
die LB-Agarplatten verzichtet werden, da die jeweiligen Plasmide ausreichend stabil sind.

Die Agarplatten wurden bei 30 °C inkubiert und nach 24 h und 48 h ausgewertet. Zur
Detektion der Biolumineszenzsignale wurde eine ultrasensitive Photonenkamera verwendet.
Dieses zweiteilige Detektionssystem besteht aus einem Photomultiplier und der CCD-Kamera
C2400-40 (Hamamatsu, Herrsching, D). Im Photomultiplier erfolgt die Erfassung einzelner
Photonen an einer Photokathode, deren Signale nach Verstirkung tiber eine Anode zur CCD-
Kamera weitergeleitet werden. Uber diese Kamera ist es moglich, mit Hilfe des Bild-
verarbeitungsprogramms ARGUS20/HPD-CP (Version 5.1) Aufnahmen in digitalisierter
Form zu erhalten. Das Kamerasystem wurde auf eine lichtdichte 'Darkbox’ (Unitl, DK)
montiert, um storendes Licht aus der Umgebung auszuschlief3en.

B.3.3 Nachweisvon AHL-Molektlen mittels Mikrotiter platten-Assay

Der Mikrotiterplatten-Assay eignet sich zum schnellen Nachweis von AHL-Molekiilen in
Uberstinden von stationdr gewachsenen Bakterienkulturen. Der entsprechende Sensorstamm
wurde in LB-Medium unter Selektionsdruck bis zu einer ODgyy von 0,4 kultiviert und je
100 ul der Bakteriensuspension in die Kavitdten einer Mikrotiterplatte (Nunc, Roskilde, DK)
vorgelegt. In die erste Kavitit einer Reihe wurden dann 100 pl des zu testenden steril-
filtrierten Uberstandes pipettiert, griindlich gemischt und 100 pl davon in die jeweils nichste
Kavitit weitergegeben. Auf diese Weise wurde eine Verdiinnungsreihe der Probe angefertigt.

Die Platten wurden, je nach verwendetem Sensor, 3-4 h (/ux-Sensor) bzw. 6 h (gfp-Sensor)
bei 30 °C inkubiert. Zur Detektion der induzierten Biolumineszenz wurde die Photonen-
kamera verwendet (vgl. B.3.2). Durch Vergleich mit der Lichtemission von parallel mit-
gefiihrten synthetischen AHLs bekannter Konzentration war zusdtzlich optisch eine
quantitative Einschitzung moglich. Die Detektion der induzierten Fluoreszenz, abgegeben
von den Sensorzellen bei 515 nm, erfolgte mit dem Mikrotiterplatten-Lesegerdt Lambda
fluoro 320 Plus (MWG Biotech, Ebersberg) bei einer Anregungswellenldnge von A=474 nm.
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Dieses Verfahren ermoglichte durch die quantitative Auswertung der emittierten relativen
Fluoreszenz (RFL) eine vergleichende Quantifizierung der AHL-Produktion.

B.3.4 Identifizierung von AHL -Molektlen mittels Dunnschicht-Chromatographie (DC)

Bei dieser Technik ist eine genauere Charakterisierung bzw. Identifizierung der vorhandenen
AHLs moglich, da die AHL-Molekiile vor der Detektion entsprechend ihrem Molekular-
gewicht aufgetrennt werden. Zu diesem Zweck werden die AHLs aus zellfreiem Kultur-
iberstand extrahiert und aufkonzentriert, mittels DC aufgetrennt und schlieBlich auf der DC-
Platte mithilfe von Sensorbakterien visualisiert.

B.3.4.1 1solierung von AHL-Molekilen aus Zellkultur Gber stand

Die AHL-Extrakte der zu untersuchenden Bakterienstimme wurden aus 250 ml Zellkultur-
iiberstand gewonnen. Der zellfreie Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren in einen
1000 ml Scheidetrichter {iiberfithrt und 100 ml Dichlormethan (Merck, Darmstadt, D)
zugegeben. Beide Fliissigkeiten wurden durch kréftiges Schiitteln ca. 2 min lang griindlich
durchmischt. Aus Sicherheitsgriinden (Explosionsgefahr!) wurde der Schiittelkolben nach
jeweils ca. 20 sec beliiftet, um einen ausreichenden Druckausgleich zu gewéhrleisten. Sobald
sich beide Phasen deutlich voneinander getrennt hatten, wurde die untere Dichlormethan-
Phase in einem 500 ml Erlenmeyerkolben aufgefangen. Die obere, wissrige Phase wurde
erneut mit Dichlormethan gemischt, wie oben beschrieben behandelt, und schlieBlich wurden
beide Extrakte vereinigt. Verschlepptes Wasser konnte durch Zugabe von wasserfreiem
Magnesiumsulfat (Sigma, Steinheim, D) aus der organischen Phase entfernt werden. Dazu
wurde der Dichlormethan-Wasser-Emulsion unter kriaftigem Riihren soviel Trockenmittel
zugegeben (einige EBl6ffel), bis sich die organische Phase vollstandig klérte. Die iiber 3 MM
Whatman-Papier (Whatman, Maidstone, GB) gefilterten Extrakte wurden dann im Rotations-
evaporator (Heidolph, D) bei einer Wasserbadtemperatur von 42 °C ohne Anlegen eines
Vakuums eingedampft und der Riickstand in 250 pl Ethylacetat (Merck, Darmstadt, D) aufge-
nommen.

B. 3.4.2 Auftrennung von AHL -Molekllen mittelsDC

Die Diinnschicht- oder Planarchromatographie stellt ein chromatographisches Verfahren dar,
bei dem ein Sorptionsmittel als stationdre Phase, ein Losungsmittel oder auch Losungsmittel-
gemisch (hdufig Laufmittel genannt) als mobile Phase und die Probenmolekiile beteiligt sind.
Die stationdre Phase befindet sich bei der beschriebenen Adsorptionschromatographie als
diinne Schicht auf einem geeigneten Triager, wie z.B. Glas. An dieser Schicht erfolgt die
Trennung durch Elution der Probe mit dem Laufmittel. Fiir eine verbesserte Auftrennung
hydrophober Substanzen wird die sogenannte Umkehrphasen-Chromatographie verwendet, da
hier unpolare Substanzen stirker zuriickgehalten werden. Bei dieser Modifikation kommt
folglich im Gegensatz zur iiblichen Adsorptionschromatographie eine unpolare stationire
Phase zum Einsatz. Die mobile Phase dagegen ist polar.

Zur Auftrennung der extrahierten AHLs wurden Umkehrphasen-DC-Platten (RP-18 Fjs4s,
20x20 cm, Merck, Darmstadt, D) verwendet. Entlang einer Auftragslinie wurden 1,5 cm
entfernt vom unteren Rand und von den beiden Seitenrdndern der DC-Platte im Abstand von
ca. 2 cm zwischen 0,3 pl und 30 pl der Proben aufgetropft und mit einem kalten Luftstrom
getrocknet. Die Auftrennung der unterschiedlichen AHL-Molekiile fand bei Kammersittigung
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in einer DC-Trogkammer statt. Die Seitenwidnde der Kammer wurden dazu mit 1 MM
Whatman-Papier (Whatman, Maidstone, GB) ausgekleidet und der Boden max. 1 cm hoch
mit dem Laufmittel, bestehend aus 60 % Methanol und 40 % H,Oge, bedeckt. Die abge-
schlossene Sittigung der Kammer mit Losungsmitteldampf konnte am Auftreten von
Kondensattropfen am Kammerdeckel erkannt werden. Die DC-Platte konnte nun in die
Kammer gestellt werden, wobei zu beachten war, dall die Auftragslinie der Proben deutlich
iiber dem Fliissigkeitsspiegel lag. Die hier beschriebene Kombination von DC-Platte und
Laufmittel bendtigte ca. 4 h bis die Losungsmittelfront den oberen Rand der DC-Platte in ca.
2 cm Entfernung erreicht hatte. Die Platte wurde dann aus der Kammer genommen, die exakte
Hohe der Losungsmittelfront markiert und anschlieBend mit kalter Luft getrocknet. Die
beschickte DC-Platte konnte gegebenenfalls in Frischhaltefolie eingewickelt bei —20 °C
gelagert werden. Da die chemisch modifizierte Schicht der verwendeten DC-Platten eine
fluoreszierende Substanz enthilt, ist es moglich, die erfolgreiche Auftrennung der UV-Licht
absorbierenden AHL-Molekiile mit Hilfe einer UV-Handlampe (A=254 nm) zu iiberpriifen.

B.3.4.3 Detektion von AHL-M olekillen mit Sensorbakterien

Zur Visualisierung der Position der unterschiedlichen AHL-Molekiile auf der DC-Platte
wurde diese mit einer diinnen Schicht aus Softagar, beimpft mit dem Sensorstamm E. coli
MT102 (pSB403), tberlagert. Die DC-Platte wurde dazu in einen speziell angefertigten
Plexiglasrahmen, der zuvor mit Kiichenfolie ausgelegt worden war, eingesetzt und mit Hilfe
einer nivellierbaren Unterlage horizontal ausbalanciert. AnschlieBend wurden 10 ml der
exponentiell gewachsenen Sensorkultur dem max. 45 °C warmen Softagar zugegeben und
gemischt, ohne dabei Luftblasen zu erzeugen. Es wurde dann gerade soviel von dem fliissigen
Agar lber die DC-Platte gegossen, dall ein ca. 3 mm dicker Film die gesamte Platten-
oberfliche bedeckte. Beim Uberschichten war darauf zu achten, kein Kieselgel von der
Plattenoberflache abzulosen. Das AusgieBen des Agars erfolgte daher stets vom Rand der
DC-Platte her aus moglichst geringer Hohe. Kleinere Luftblasen konnten durch kurzes Ab-
flammen mit der Bunsenbrennerflamme entfernt werden. Sobald sich der Agar verfestigt
hatte, wurde die DC-Platte aus dem Rahmen genommen und in einer Kunststoffbox, die mit
befeuchtetem Kiichenpapier ausgelegt worden war, bei 30 °C inkubiert.

Das Sensorplasmid pSB403 zeigte nach ca. 12 h Inkubation bei 30 °C die stirkste Licht-
emission. Bei ldngerer Kultivierung wurden die Signale zunehmend diffuser und somit
schwieriger zu unterscheiden. Zur Dokumentation der biolumineszenten Flecken wurde die
DC-Platte luftblasenfrei in Kiichenfolie eingewickelt und fiir ca. 5 min ein Rontgenfilm (X-
Ray-90, AGFA-Gevaert, Miinchen, D) aufgelegt. Der belichtete Rontgenfilm wurde dann -
gemill den Herstellerangaben auf den verwendeten Chemikalien- (Adefo-Chemie, Niirnberg,
D) entwickelt und fixiert.

Fiir eine Identifizierung der detektierten AHL-Molekiille wurde der jeweilige Re-Wert
(,,vetention factor) der Signale auf der DC-Platte bzw. dem Rontgenfilm ermittelt. Der
Re-Wert ist definiert als das Verhéltnis der Wanderungsgeschwindigkeit v einer Substanz i zur
Wanderungsgeschwindigkeit des Laufmittels vy bzw. das ihrer Laufstrecke z; zur Laufstrecke
des Laufmittels (= Abstand Start - Laufmittelfront). Da selbst unter konstanten Bedingungen
die R-Werte bei der konventionellen DC leicht schwanken koénnen, wurden zum Vergleich
stets synthetische Referenz-AHLs mit bekanntem ReWert und Konzentration mitgefiihrt.
Somit war zusétzlich eine quantitative Abschédtzung moglich.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten synthetischen AHLs wurden tiberwiegend von der
Arbeitsgruppe Williams (University of Nottingham, UK) nach der von Chhabra et al. (1993)
beschriebenen Methode hergestellt. AuBerdem wurden die AHLs mittels semipriparativer
HPLC aufgereinigt und ihre Struktur durch Massenspektroskopie und NMR-Spektroskopie
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bestétigt. Einige der Pheromonanaloga konnen seit kurzem iiber die Firma Fluka Chemie AG
(Buchs, CH) bezogen werden.

B.4 Nachweis von Biofilmfor mation

Das Vermogen von Burkholderia Stimmen, einen Biofilm auszubilden, wurde mit leichten
Modifizierungen so untersucht wie kiirzlich von O’Toole und Kolter (1998) bzw. Pratt und
Kolter (1998) beschrieben. Fiir den Assay wurden die Stimme in Polystyrol-Mikrotiterplatten
(Greiner, Frickenhausen, D) in 100 pl ABC-Medium angeimpft und 48 h bei 30 °C inkubiert.
Die Mikrotiterplatten wurden gegen Verunreinigungen und Austrocknung mit Kiichenfolie
oder Parafilm geschiitzt. Vorhandene Biofilmformation konnte durch Anfiarben der in den
Kavitdten adhdsierten Zellen mit Kristallviolett nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck
wurde zuerst das Medium vorsichtig abpipettiert und dann 100 pl einer 1 % (w/v) wissrigen
Losung von Kristallviolett zugefiigt. Nach einer Farbezeit von ca. 20 min bei RT wurde die
Farblosung entfernt und die Mikrotiterplatten vorsichtig und sorgfaltig mit H,04.; gewaschen.
Da die auftretende Farbintensitit der Stirke an gebildetem Biofilm entspricht, ging
normalerweise bereits optisch aus dem Assay hervor, ob ein Biofilm gebildet worden war.
Die Mikrotiterplatten konnen lichtgeschiitzt gelagert werden.

Fiir eine anschlieBende quantitative Auswertung der Biofilmformation wurde das in den Zell-
aggregaten angereicherte Kristallviolett mit einem 80:20 (v/v) Ethanol/Aceton Gemisch in
Losung gebracht und die Absorption bei einer ODs7¢ ny photometrisch vermessen. Der Wert
der optischen Dichte korreliert mit der Menge des geldsten Farbstoffs und folglich mit der
Starke des gebildeten Biofilms.
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B.5 Molekulargenetische M ethoden

Alle wissrigen Losungen fiir molekulargenetische Anwendungen wurden mit Wasser aus
einer Milli-Q-Plus-Anlage (Millipore, Bradford, Mass., USA) hergestellt. Enzymlosungen
wurden stets frisch zubereitet. Weitere Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, vor
ihrer Verwendung autoklaviert.

B.5.1 Isolierung von DNS

B.5.1.1 Schnelltest zur Isolierung chromosomaler DNS

Das Prinzip dieser schnellen Priparation kleiner Mengen an chromosomaler DNS ist der
ZellaufschluBB durch alkalische Lyse in Gegenwart von Detergenz. Die chromosomale DNS
(sowie die RNS) wird von den vorhandenen Zellresten und denaturierten Proteinen mittels
organischer Extraktion und anschlieBender Ethanolfillung abgetrennt. Die auf diese Weise
isolierte DNS ist qualitativ nicht hochwertig, da sie oftmals Verunreinigungen enthdlt. Um die
Ausbeute bei der Isolierung von chromosomaler DNS aus Burkholderia sp. zu optimieren,
war darauf zu achten, da3 die verwendeten Kulturen bei einer ODgo von 0,5-0,7 geerntet
wurden.

Losungen:
Saline-EDTA-Puffer 0,15 M NaCl
0,01 M EDTA
pH 8,0
Natriumacetat-L dsung 5 M Natriumacetat
SDS-L 6sung 25 % (w/v) Natriumdodecylsulfat
nicht autoklaviert
Chisom Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v)
Chloroform/Phenol 1:1 (v/v)
Ethanol 70 % EtOH und EtOH,;, jeweils eiskalt
L ysozym-Puffer 100 mM Tris/HC1
50 mM EDTA
pH 8,0
L ysozym-L 6sung 10 mg/ml Hiihnerei-Lysozym
ad 1 ml Lysozym-Puffer
Proteinase K-L 6sung 20 mg/ml Proteinase K
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RNase-L 6sung RNace-It™ Cocktail 1000 U/ml (Stratagene, Heidelberg)

Durchfiihrung:

e 2-10 ml Flissigkultur 10 min bei 8000 rpm zentrifugieren

e Pellet in 500 pl Saline-EDTA resuspendieren

* 40 pl Lysozym- und 2 pl Proteinase K-Losung zugeben und 45 min bei 37 °C inkubieren

e 40 pl SDS-Losung (25 % ig) zufiigen und bei 60 °C inkubieren bis deutliche Lyse erfolgt
(mind. 10 min)

e mit 190 pl Na-Acetat und 750 pl Chisom mischen und 30 min bei 14000 rpm
(Kiihlzentrifuge, 4 °C) zur Phasentrennung zentrifugieren

» obere, wissrige Phase vorsichtig (mit abgeschnittener gelber Pipettenspitze) in neues ERG
tiberfithren und mit 2 Vol. eiskaltem EtOH,;, versetzen

e chromosomale DNS mind. 10-60 min bei —20 °C fillen

« DNS 15 min bei 14000 rpm (4 °C) abzentrifugieren, US verwerfen

* Pellet mit 500 ul 70 %igem EtOH waschen, erneut zentrifugieren (s. 0.), US verwerfen

» Pellet trocknen (z.B. 10 min in der Sterilbank)

* DNSin 100 pl HyOpjigest. aufnehmen

* 1.5 pul RNase zusetzen und 45 min bei 37 °C inkubieren

e mit 100 pl Chloroform/Phenol ausschiitteln, 15 min bei 14000 rpm zur Phasentrennung
zentrifugieren

* obere Phase vorsichtig abheben, mit 1/9 Vol. Na-Acetat und 2.5 Vol. EtOH,s. versetzen

e chromosomale DNS mind. 10-60 min bei —20 °C fillen, abzentrifugieren und mit 70
%igem EtOH waschen (s. 0.)

* Pellet trocknen (s. 0.)

* in 50-100 pl HyOpigest. autnehmen und bei 4 °C lagern

B.5.1.2 I solierung chromosomaler DNS mit dem DNeasy™ Tissue Kit

Fiir die Gewinnung hochwertiger chromosomaler DNS wurde das kommerziell verfiigbare
Isolierungskit DNeasy™ Tissue Kit der Fa. QIAGEN (Hilden, D) verwendet. Alle benotigten
Puffer und Losungen werden vom Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert. Prinzip der
Isolierungsmethode ist der Zellaufschluf3 durch alkalische Lyse und eine anschlieBende DNS-
Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie an einer Silica-Gel-Membran. Eine organische
Extraktion oder Ethanolfdllung der DNS ist nicht ndtig. Die Prdparation erfolgte nach
Herstellerangaben geméaf beigefligtem Handbuch.

B.5.1.3 I solierung von Plasmid-DNS nach Zhou et al. (1990, modifiziert)

Diese schnelle Priaparation kleiner DNS-Mengen fiir analytische Zwecke beruht auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse. Zellreste, denaturierte Proteine und chromosomale DNS werden
durch Zentrifugation pelletiert. Die Plasmid-DNS (sowie die RNS) wird anschlieBend mit
Ethanol gefillt und ist qualitativ nicht hochwertig.

Losungen:

TENS-L 6sung 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
100 mM NaOH
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0,5 % (w/v) SDS

NaCl-L dsung 0,9 % (w/v) NaCl
Natriumacetat-L dsung 5 M Natriumacetat
pH 5.2
Ethanol 70 % EtOH und EtOH,;, jeweils eiskalt
Durchfiihrung:

+ dicke Spatelspitze UN gewachsener Bakterien von Selektivplatte abnehmen und in 100 pl
NaCl-Losung in ERG resuspendieren

* 300 pl TENS-Losung zugeben und kurz vortexen

e 150 pl Natriumacetat-Losung zugeben und kurz vortexen

« 2 min bei 14.000 rpm zentrifugieren, US in neues ERG iiberfithren

* 900 pl eiskalten EtOH,ps zugeben und gut mischen

e 2 min bei 14.000 rpm zentrifugieren, US verwerfen

* Pellet mit eiskaltem 70 %igen EtOH zweimal waschen, zentrifugieren (s. 0.), US jeweils
verwerfen

* Pellet trocknen (z.B. 10 min in Sterilbank)

e in 20-40 pl HyOpjgest. resuspendieren

e ca. 1/10 des Gesamtvolumens fiir Analyse einsetzen

B.5.1.4 I solierung von Plasmid-DNS mit QI Aprep Spin I solierungskits

Fir die Gewinnung hochwertiger Plasmid-DNS fiir préparative Zwecke (DNS-
Sequenzierung, Klonierung) wurden die kommerziell verfiigbaren Plasmid-Isolierungskits
QlAprep Spin Miniprep bzw. Midiprep der Fa. QIAGEN (Hilden, D) verwendet. Alle
benotigten Puffer und Losungen werden vom Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert. Prinzip
der Isolierungsmethode ist der ZellaufschluB8 durch alkalische Lyse und eine anschlieBende
DNS-Aufreinigung mittels Sadulenchromatographie. Die Préiparation erfolgte nach den
Vorgaben des Herstellers gemal beigefiigtem Handbuch.

B.5.2 Aufreinigung, Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNS

B.5.2.1 Reinigung von DNS durch Tropfendialyse

Zur Entfernung storender Salze aus DNS-Losungen geringer Volumina (bis 30 pl) wurde
diese fiir ca. 20 min auf einer Membran (Porendurchmesser 0,025 pum; Millipore) gegen
H,Opigest. dialysiert. Die aufgetropfte DNS-Losung verliert die enthaltenen Salze und nimmt
Wassermolekiile auf, d. h. es kommt zu keiner Konzentrierung der DNS.
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B.5.2.2 Reinigung und Konzentrierung von DNS durch Ethanolfallung

Zur Konzentrierung von DNS-Losungen bzw. zur Entfernung unerwiinschter Salze diente
eine Fillung der DNS mit EtOH und anschlieBende Aufnahme in gewiinschtem Puffer.

Durchfiihrung:

* DNS-Losung mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH = 4,5) aufsalzen und vortexen

e 2 -3 Vol eiskalten EtOH,s zugeben, mischen, bei -20 °C ca. 30 min inkubieren (je ldnger
die Inkubationszeit, desto mehr Koprazipitation von Salzen)

* 30 min zentrifugieren (14000 rpm, 4 °C)

« US vorsichtig abheben, Pellet mit 0,5 ml eiskaltem 70 %igen EtOH waschen (14000 rpm,
4 °C, 5 min)

* Pellet ca. 10 min in der Vakuumzentrifuge oder linger bei RT trocknen

* Pellet fiir langere Aufbewahrung in TE oder fiir anschlieBende Ligation, Transformation
0.4. 1n HyOp;gest. 10sen

B.5.2.3 Reinigung von DNS dur ch Phenolextraktion

Zur Entfernung stoérender Proteine wurden DNS-Ldsungen einer Phenolbehandlung unter-
zogen. Die anschlieBende Extraktion mit einer Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol
im Verhiltnis 24:1 ("Chisom") diente zur Entfernung der Phenolreste aus der wissrigen DNS-
Losung.

Durchfiihrung:

* DNS-Losung falls nétig ad 50 pl auffiillen, um Verluste gering zu halten

« mit 1 Vol. einer Mischung aus Phenol (ist zur Aquilibrierung mit TE, pH = 8,0 iiber-
schichtet) und Chisom im Verhéltnis 1:1 versetzen und gut vortexen

* 5 min bei 14000 rpm zentrifugieren zur Phasentrennung

* untere, organische Phenolphase komplett in frisches ERG iiberfithren und evtl. ver-
schleppte DNS-Reste mit 1 Vol. TE extrahieren (vortexen, zentrifugieren s. o0.)

* Phenolphase abziehen und verwerfen, Oberphase mit der wissrigen Phase der ersten
Extraktion vereinigen

* vereinigte wassrige Phasen mit 1 Vol. Chisom versetzen, vortexen, zentrifugieren (s. 0.)

* untere, organische Phase abziehen und verwerfen

* Chisombehandlung wiederholen

* EtOH-Fillung zur Gewinnung der DNS aus der wéssrigen Phase (s. B.5.2.2)

B.5.2.4 Reinigung von DNS dur ch pré&par ative Agar ose-Gelelektr ophor ese

Die préparative Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung und anschlieBender
Aufreinigung von DNS-Fragmenten, die in weiteren molekulargenetischen Arbeitsschritten
(z.B. Ligation) eingesetzt werden sollten. Sie wurde im Prinzip wie die unter B.5.3.1
beschriebene analytische Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt, wobei folgende Punkte im
Hinblick auf eine schonende Behandlung der DNS-Probe modifiziert wurden:

* dicke Kdmme verwenden wegen groBerem Proben-FassungsVol. (40-50 ul)
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* Elektrophorese in frischem 1x TAE-Puffer bei konstanter Stromstiarke von nur ca. 80 mA
durchfiihren

* Agarosegel max. 5 min in frischer Ethidiumbromidlésung unter Zugabe von UV-Safel]
(MWG-Biotech, Ebersberg, D) farben, anschlieBend wéssern

* Agarosegel nur kurze Zeit mit UV-Licht bestrahlen und entsprechenden Gelbereich mit
sauberem Skalpell ausschneiden

+ Uberfiihrung des Agarose-Gelstiicks in frisches 1.5 ml ERG

e Elution des DNS-Fragments mit kommerziell verfiigbaren Aufreinigungskits wie
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, D) oder Prep-A-Gene® DNA Purification
Kit (BIO-RAD, Miinchen, D) nach Herstellerangaben

* Reinigungseffizienz mit analytischem Agarosegel iiberpriifen

B.5.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNS mittels Spektralphotometrie

Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von A = 260 nm. Die
zu vermessende DNS wurde in Quarzkiivetten (d = 1 cm, Hellma, Miihlheim) mit H,Opjigest.
verdiinnt und die Absorption bei einer Wellenldnge von A = 260 nm, sowie fiir eine Reinheits-
kontrolle bei A = 230 nm und A = 280 nm, gegen H;Opiges. photometrisch bestimmt
(Pharmacia LKB Ultrospec Plus Spectrophotometer, Freiburg, D). Die Berechnung der
Konzentration doppelstrangiger DNS ist iiber folgende Néherung moglich (Cryer et al.,
1975):

1 ODygo entspricht 50 pg/ml

Die Bestimmung von Verunreinigungen der DNS erfolgte durch die Bildung der Quotienten
ODy60/OD5gg bzw. OD,5/OD53p, da Verunreinigungen der DNS mit Protein oder Phenol die
Absorption bei 280 nm erhdhen, Verunreinigungen mit RNS dagegen die Absorption bei 230
nm. Fiir eine nicht verunreinigte DNS-Probe nimmt der Absorptionskoeffizient OD40/OD>go
einen Wert groBBer 2,0 und der Absorptionskoeffizient OD;¢p/OD,30 einen Wert grofer 1,8 ein
(Marmur, 1961).

B.5.3 Analyse von DNS mittels Gelelektr ophor ese

Die analytische Agarose-Gelelektrophorese dient zur Analyse der DNS beziiglich ihrer Grof3e
und Konzentration. Das zugrunde liegende Prinzip ist die Wanderung der negativ geladenen
Nukleinsduren in einem elektrischen Feld zur Anode, wobei eine Auftrennung der Fragmente
nach ihrer Grofle erfolgt. Die Migrationsgeschwindigkeit der linearen DNS-Fragmente ist
dem Logarithmus ihres Molekulargewichts invers proportional. Je nach Agarosekonzentration
und Gelldnge kann die optimale Auftrennung bestimmter Fragmentgrofen beeinfluflt werden.

B.5.3.1 Analytische Agar ose-Gelelektr ophor ese

Losungen:

50x TAE-Puffer 2 M Tris-HC1
1 M Eisessig
0.1 MEDTA

27



MATERIAL UND METHODEN

ad 1000 ml HyOyeqt
pH 8.8
bei 4 °C aufbewahren, zum Gebrauch 1:50 mit H,O . verdiinnen

10x Auftragspuffer 50 % (w/v) Glyzerin
0.25% (w/v) Bromphenolblau
0.25% (w/v) Xylencyanol
50 mM EDTA (pH 8,0)

Alternative: 6x Loading Dye Solution der Fa. MBI-Fermentas, Vilnius, Litauen

Agar osegel 1,0 - 1,2 % (w/v) Agarose in 100 ml 1x TAE
EtBr-Féarbebad 10 ml UV-Save (MWG-Biotech, Ebersberg, D)
50 ul EtBr-Losung
ad 500 ml H20dest_
Durchfiihrung:

» Herstellung des Gels: Agarose in 1x TAE-Puffer aufkochen bis klare, homogene Losung
entsteht

» Losung nach Abkiihlen auf Handwérme in abgeklebte Wanne mit Probenkdmmen gieflen
und auf ebener Unterlage bis zur Triibung verfestigen lassen

» Klebestreifen 16sen, Wanne mit dem Gel in Elektrophorese-Apparatur einsetzen und mit 1x
TAE-Puffer 1-2 mm iiberschichten

» Kamm erst kurz vor Auftragen der Proben vorsichtig ziehen

* DNS-Proben zu 1/10 mit 10x Auftragspuffer (alternativ: zu 1/6 mit 6x Loading Dye
Solution der Fa. MBI-Fermentas, Vilnius, Litauen) versetzen und in Geltaschen pipettieren

» Elektrophorese bei konstanter Stromstérke von 80-120 mA durchfiihren

* Elektrophorese beenden, wenn sich Bromphenolblaumarker etwa 1 cm vom Gelende ent-
fernt befindet (Bromphenolblau verhilt sich wie ca. 300 bp groles DNS-Fragment, Xylen-
cyanol wie ca. 4000 bp groBBes DNS-Fragment)

B.5.3.2 Gelanfarbung und Dokumentation

Mithilfe des in Nukleinsduremolekiile interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid (EtBr) ist
es moglich, DNS-Fragmente nach Auftrennung in Agarosegelen zu detektieren. Zur
Anfarbung wurde das Agarosegel 10-30 min in ein EtBr-Bad (Endkonzentration 1 mg/l
H,04c: ) gelegt und anschlieBend ca. 5 min in H,04 entfarbt. Die Detektion der DNS-Banden

erfolgte unter UV-Licht (A=302 nm) mittels Transilluminator (Bachofer, Reutlingen, D), die
Dokumentation mittels Video-Dokumentationssystem (CS-1, Cybertech, Berlin, D).

B.5.3.3 Gr6l3en- und Konzentrationsbestimmung von DNS-Fragmenten

Aufgrund des invers proportionalen Verhaltens der Wanderungsgeschwindigkeit von
linearisierten DNS-Fragmenten zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts ist es
moglich, die Grofle der Fragmente anhand der Rf-Werte von Fragmenten bekannter Grof3e zu

bestimmen. In dieser Arbeit erfolgte die GroBenbestimmung durch Vergleich mit dem im
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Agarosegel mitgefilhrten DNS-Léngenstandard GeneRuler[] 1kb DNA Ladder (MBI
Fermentas, Vilnius, Litauen). Da die Fragmente des Standards, bezogen auf 0,5 g
eingesetzte DNS-Menge, laut Herstellerangaben definierte Massen besitzen, konnten sie
auBlerdem gegebenenfalls zur Konzentrationsbestimmung herangezogen werden. Die Aus-
wertung erfolgte iiber einen optischen Vergleich der Bandenintensitéten.

B.5.4 Nachweis von DNS mittels Southern-Blot-Hybridisierung

B.5.4.1 Herstellung einer DIG-markierten Polynukleotidsonde

Zur Herstellung einer Digoxygenin-markierten Polynukleotidsonde wurde das Random
Primed DNA Labeling Kit (Boehringer, Mannheim, D) verwendet. Mit dieser Markierungs-
methode wird jedes 20. bis 25. Nukleotid durch Einbau von Digoxygenin-11-dUTP mithilfe
der Klenow-Polymerase markiert. Template-DNS mit einer Gro3e von 200 bis 1000 bp kann
auf diese Weise effizient markiert werden und somit als Sonde dienen.

Material:

DIG-High-Prime (Boehringer, Mannheim, D)
0,2 M EDTA, pH 8,0
Trockeneis-EtOH-Bad

Durchfiihrung:

e 1 pg Template-DNS (gereinigtes PCR-Produkt oder aufgereinigter, préiparativer
Restriktionsverdau) mit H;Opigest. ad 16 Pl Gesamtvolumen bringen und 10 min in
kochendem Wasserbad denaturieren

» anschlieBend sofort in Trockeneis-EtOH-Bad schockgefrieren

* 4 pl DIG-High-Prime zugeben, mischen und UN bei 37 °C inkubieren

* Reaktion mit 2 pl 0,2 M EDTA abstoppen und 10 min bei 65°C inkubieren

B.5.4.2 Southern-Blot (Southern, 1975; modifiziert)

Die in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten DNS-Fragmente werden durch auf-
einanderfolgende Sdure- und Alkalibehandlung fragmentiert und denaturiert. Die so ent-
standenen einzelstrangigen Teilstliicke werden mithilfe einer Posi-Blot Apparatur (Stratagene,
Heidelberg, D) durch Uberdruck auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert und
anschlieend fixiert, wobei das Bandenmuster des Agarosegels erhalten bleibt.

Losungen und Material:

Puffer A (Depurinierung) 0,25 N HCI

Puffer B (Denaturierung) 0,5 N NaOH
1,5 M NaCl

Puffer C (Neutralisierung) 1 M Tris/HCI
1,5 M NaCl

pH 7,5 mit konz. HCI
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20x SSC (Transferpuffer) 0,3 M Natriumacetat

3 M NaCl
pH 7,0

DNS-Ldngenstandard 11, Digoxigenin-markiert (Boehringer, Mannheim, D)
Nylonmembran Hybond/[/-N+ (Amersham, Cleveland, Ohio)

Durchfiihrung:

chromosomale DNS in priparativem MaBstab (40 pl) UN mit geeignetem Restriktions-
enzym schneiden

DNS-Proben, einschlieSlich Positiv- und Negativkontrolle und DIG-markiertem Langen-
standard (Boehringer, Mannheim, D), mittels Agarose-Gelelektrophorese auftrennen (ca.
100 mA, 1 %iges langes Gel, jeweils dulerste Spur freilassen, dicke Kimme verwenden)
Gel fotografisch dokumentieren (s. B.5.3.2), dabei nur kurz in EtBr-Bad farben

nach Dokumentation griindlich wissern und vorsichtig in Plastikwanne iiberfiihren

Gel in Plastikwanne mit Puffer A iiberschichten und 15 min schiitteln, bis sich Farbbanden
des Auftragspuffers griin bzw. gelb verfirben

Transferplatte des Posi-Blot-Gerédts in HyOpigest. €inweichen und Schwamm mehrmals in
HO4igest. Waschen

Gel 20-30 min in Puffer B schiitteln, bis Farbbanden urspriingliche Farbung wieder-
erlangen

Gel 20-30 min in Puffer C schiitteln

wéhrenddessen Blot-Apparatur auftbauen: Transferplatte mit gewolbter Seite nach oben in
Apparatur einsetzen, 3 MM Whatmanpapier zurechtschneiden, in H,Opjgest. trinken und
zentral auf Transferplatte legen

Maske zum Anzeichnen der Ecken kurz auf Membran auflegen

positiv geladene Nylonmembran (Hybond/[/-N+, Amersham, Cleveland, Ohio) auf
GelgroBe zurechtschneiden, in HyOpjigest. trinken und auf Whatmanpapier legen

Maske luftblasenfrei auflegen

Gel aus Plastikwanne in Gelwanne iiberfiihren und zentral auf Membran legen

zweites Whatmanpapier mit Transferpuffer trinken und auf Gel legen

Schwamm vollstindig in Transferpuffer trinken und auf Whatmanpapier legen

Deckel schlieBen, Pumpe einschalten, Druck auf ca. 75 mm Hg einstellen und Schlauch
anschlieen; Druck sollte auf max. 80 mm Hg ansteigen

nach 45-60 min Pumpe ausschalten, Schwamm und Whatman entfernen, Geltaschen und
Gelriander mit Bleistift auf Membran markieren

Gel abnehmen (Auftragspuffer-Farbstoffe miissen sich nun auf Membran befinden!) und
zur Kontrolle mit EtBr farben

Membran abnehmen, kurz durch H;Opigest. Ziehen, trocknen (z.B. 60 °C-Trockenschrank)
und 2 min unter UV-Licht cross-linken

Membran mit Oberseite nach innen in Hybridisierungsrohre (Linge 20 cm, Durchmesser
2,5 cm, Bachhofer, Reutlingen, D) {iberfiihren (Handschuhe!)
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B.5.4.3 Hybridisierung mit einer DI G-markierten Polynukleotidsonde

Losungen und Material:

20x SSC 0,3 M Natriumacetat
3 M NaCl
pH 7,0
SDS-L 6sung 10 % (w/v)
N-Laurylsarcosin -L dsung 10 % (W/v)

Hybridisierungsldsung

5x SSC — 12,5 ml 20x SSC
0,1 % N-Laurylsarcosin — 500 pl 10 % N-Laurylsarcosin
0,02 % SDS — 100 ul 10 % SDS
1x Blocking — 5 ml 10x Blocking
ad 50 ml HOv;est.
Eiswasser
Durchfiihrung:

* 25 ml vorgewdarmte Hybridisierungslosung zur Prahybridisierung in Hybridisierungsrohre
fiillen und Membran mind. 1 h (UN mdglich) bei 68 °C in Hybridisierungsofen
(Bachhofer, Reutlingen, D) rotierend inkubieren

* DIG-markierte Sonde 5 min in kochendem Wasserbad denaturieren, unmittelbar danach in
Eiswasser abkiihlen

* 5-25 ng der Sonde (ca. 5 pl) in verbliebene 25 ml vorgewdrmte Hybridisierungslosung
geben

* Prihybridisierungslésung abgieBen, Hybridisierungslésung mit Sonde einfiillen und UN
rotierend bei 68 °C hybridisieren

B.5.4.4 Kolorimetrische Detektion

Die Detektion der hybridisierten Sondenmolekiile erfolgte kolorimetrisch mithilfe von Anti-
DIG-Antikdrpern (Anti-DIG-AP conjugate, Boehringer, Mannheim, D), die an die DIG-
markierten Sondenmolekiile binden. Da die verwendeten Antikérper mit dem Enzym
alkalische Phosphatase gekoppelt sind, das die Umsetzung des chromogenen Substrats NBT
(Nitrotetrazoliumblau) zu einem blauen Farbstoffprézipitat katalysiert, werden die markierten
DNS-Fragmente sichtbar gemacht. Alle Losungen, die fiir die Farbreaktion benétigt werden,
sind im DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Boehringer, Mannheim, D)
enthalten.

Losungen:

Maleinsaur epuffer 0,1 M Maleinsdure
0,15 M NaCl
pH 7,5
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Waschldsung 1

2x SSC — 5 ml 20x SSC
0,1 % SDS — 500 pul 10 % SDS
ad 50 ml HyOviest.
Waschldsung 2
0,5x SSC — 1,25 ml 20x SSC
0,1 % SDS — 500 pul 10 % SDS
ad 50 ml HOp;dest.
1x Blocking — 10 ml 10x Blocking
ad 100 ml Maleinséurepuffer
Detektionspuffer 0,1 M Tris/HCI
0,1 M NaCl
pH 9,5
Farbldsung
NBT-Stammldsung 200 ul

ad 10 ml Detektionspuffer

Antikor per-Losung
150 mU/ml Anti-DIG-AP-Konjugat 4 ul

ad 20 ml 1x Blocking

Durchfiihrung:

aufler Maleinsdure- und Detektionspuffer alle Losungen frisch herstellen
Hybridisierungslosung nach Hybridisierung entfernen, Membran 2 x 5 min mit je 25 ml
Waschlosung 1 bei RT rotierend waschen

anschliefend 2 x 15 min mit je 25 ml Waschlésung 2 bei 68 °C rotierend waschen

alle folgenden Schritte erfolgen bei RT in Hybridisierungsrohre rotierend: Membran 5 min
in 20 ml Maleinsdurepuffer waschen

Membran 30 min in 100 ml 1 x Blocking-Ldsung inkubieren

Anti-DIG-AP-Konjugat in 1 x Blocking-Lésung auf 150 mU/ml verdiinnen und Membran
fiir 30 min in 20 ml Antikorper-Losung inkubieren

Membran 2 x 15 min in 100 ml Maleinsdurepuffer waschen

Membran 2-5 min in 20 ml Detektionspuffer equilibrieren

Membran in 10 ml frischer Farblosung im Dunkeln inkubieren (Membran muf3 mit Fliissig-
keit bedeckt sein, nicht schiitteln!)

nach Erreichen der gewiinschten Farbintensitit der Banden (Inkubationszeit 30 min bis
UN) Reaktion durch Waschen in 50 ml HyOjgeq. abstoppen, Membran trocknen

Ergebnis durch Einscannen der Membran dokumentieren

B.5.4.5 Stripping der Membran

Nach der kolorimetrischen Detektion mit NBT kann eine Nylonmembran - auch nach dem
Trocknen - 1 bis 2 mal mit einer anderen Sonde rehybridisiert werden. Zu diesem Zweck
miissen vorher das Farbstoffprédzipitat und die gebundenen Sondenmolekiile in einem als
»tripping® bezeichneten Vorgang entfernt werden.

32



MATERIAL UND METHODEN

Losungen:

Strippinglésung 0,2 M NaOH
0,1 % (w/v) SDS

Dimethylformamid (nur im Abzug handhaben!)

2xX SSC

Durchfiihrung:

* Membran wieder in Hybridisierungsrohre {iberfiihren

e ca. 20 ml Dimethylformamid zugeben (Abzug!) und bei max. 50 °C in Hybridisierungs-
ofen rotieren

* so lange inkubieren, bis blauer Farbstoff vollstindig entfernt ist, evtl. Dimethylformamid-
16sung einmal auswechseln

e Membran kurz in HyO;gest. Waschen

* Membran 2 x 20 min bei 37 °C in Strippinglosung waschen, um Sonde zu entfernen

* Membran kurz in 2 x SSC waschen

 anschlieBend kann wieder mit der Prahybridisierung begonnen werden (s. B.5.4.3)

B.5.5 Enzymatische M odifikation von DNS

B.5.5.1 Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Es wurden ausschlieflich Restriktionsendonukleasen der Fa. MBI Fermentas (Vilnius,
Litauen) verwendet, entsprechende Erkennungssequenzen und Reaktionsbedingungen sind
den Produktbeschreibungen zu entnehmen. Die Inkubation erfolgte hinsichtlich Puffer und
Temperatur gemall Herstellerangaben.

Durchfiihrung:

Restriktionsansatz: DNS-Losung x ul
10x Inkubationspuffer 2 ul
H;Opiest. ad 20 pl
Restriktionsenzym 3-5U
(RNase 5-10 U)

Fiir analytische Zwecke wurden pro pug DNS 3-5 U Enzym zugegeben und das Gemisch ca.
2 h bei optimaler Temperatur inkubiert. Das zugesetzte EnzymVol. darf nicht mehr als 1/10
des EndVol.s betragen, da eine zu hohe Glyzerinkonzentration (Restriktionsenzyme sind in 50
% Glyzerin aufbewahrt) die Enzymaktivitit hemmt. Einem Restriktionsverdau nach Plasmid-
schnellisolierung (s. B.5.1.3) wurde zusitzlich 5-10 U RNase (Rnace-It ™ Cocktail der Fa.
Stratagene, Heidelberg) zugesetzt. Nach dem Verdau wurde der Ansatz mit 1/6 Vol. Auftrags-
puffer (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) versetzt und typischerweise mithilfe eines 1 %igen
Agarosegels analysiert. Fiir priaparative Zwecke wurde der Ansatz in groBerem Vol. (40 pl)
angelegt und mehrere Stunden bzw. UN inkubiert. Danach erfolgte, wenn es sich bei dem
verwendeten Restriktionsenzym um ein hitzelabiles Enzym handelte, eine Hitzeinaktivierung
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bei 65 °C fir 10 min. Ansonsten muflte die DNS-Probe iiber eine priparative Agarose-
Gelelektrophorese (s. B.5.2.4) aufgereinigt werden.

B.5.5.2 Dephosphorylierung von linearen DNS-Fragmenten

Um in einem Ligationsansatz intermolekulare gegeniiber intramolekularer Ligation zu
begiinstigen (s. B.5.5.3), kann linearisierte Vektor-DNS vor Einsatz in eine Ligation mit
alkalischer Phosphatase aus Shrimps (,,SAP*, Boehringer, Mannheim, D) bei 37 °C behandelt
werden. Die daraus resultierende Dephosphorylierung der 5'-Enden verringert die Wahr-
scheinlichkeit der Religation durch intramolekulare Phosphodiesterbindung. Da die Puffer der
Restriktionsendonukleasen die Aktivitit der alkalischen Phosphatase aus Shrimps nicht
beeintrachtigen, konnte die Dephosphorylierung einem Restriktionsverdau bei 37 °C direkt
angeschlossen werden.

Durchfiihrung:

Einem Restriktionsverdau bei 37 °C werden in der letzten Stunde der Inkubation etwa
10 U SAP pro 0.5 pg linearisierter Vektor-DNS direkt zum Ansatz zugegeben. Ein Zufligen
des speziellen SAP-Puffers ist in diesem Fall nicht ndtig. Durch anschliefende Inkubation bei
65 °C fiir 15 min konnte die SAP inaktiviert werden. Die Aufreinigung des Ansatzes fiir
weitere Anwendungen erfolgte iiber eine préiparative Agarose-Gelelektrophorese (s. B.5.2.4).
Lag die optimale Inkubationstemperatur des Restriktionsverdaus nicht bei 37 °C, mulite
anders vorgegangen werden. Entweder konnte das Restriktionsenzym hitzeinaktiviert werden
oder es muBte eine Inaktivierung {iber eine priparative Agarose-Gelelektrophorese (s.
B.5.2.4) vorgenommen werden, so dal im Anschlufl daran jeweils eine Dephosphorylierung
bei 37 °C moglich war. In diesem Fall mufite dem Dephosphorylierungsansatz 1/10 Vol. 10x
konzentrierter SAP-Puffer zugegeben werden.

B.5.5.3 Ligation von DNS-Molekulen

Die T4-DNS-Ligase (Boehringer, Mannheim, D) ist in der Lage, sowohl kompatible {iber-
hingende als auch glatte Enden linearisierter DNS-Fragmente kovalent zu verkniipfen. Dabei
kommt es zur Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen den freien 3"-OH-Gruppen
und 5’-Phosphatgruppen der DNS-Enden.

Durchfiihrung:

* linearisierten Vektor und zu inserierendes DNS-Fragment im molaren Verhéltnis 1:3
mischen

* bei kohisiven Enden 10 min auf 65 °C erhitzen und anschlieend auf Eis abkiihlen, um
Effizienz der Ligation zu erhhen

e 2 ul 10x Ligasepuffer und Ligase (1 U bei iiberstehenden Enden, 2 U bei glatten Enden)
zugeben, mit H,Opgesr. ad 20 pl auffiillen

 Inkubationsbedingungen: iiberhiingende Enden 2 h bis UN bei 16 °C ligieren

glatte Enden UN bis 2 Tage bei RT ligieren

* evtl. nochmals Zugabe von Ligase und Inkubation fiir weitere 2-4 h bei RT

» Ligationsansatz vor Transformation mittels Elektroporation (s. B.5.7.1) durch Tropfen-
dialyse gegen H,Op;q4cs. vOn Salzen befreien (s. B.5.2.1)
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Zur Uberpriifung des Ligationserfolgs wurde vor und nach der Ligation jeweils ein Aliquot
aus dem Ansatz entnommen und beide nebeneinander auf ein analytisches Agarosegel
aufgetragen. Wurde eine relative Abnahme der Edukte bzw. eine Entstehung von groBeren
Produkten beobachtet, so hatte Ligation stattgefunden.

B.5.6 Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels PCR (Saiki et al.,1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein enzymatisches in vitro-Verfahren zur spezifi-
schen Vervielfiltigung definierter DNS-Regionen. Die Spezifitdt dieser Reaktion beruht auf
der Verwendung von zwei kurzen, einzelstrangigen Oligonukleotidprimern, die spezifisch an
komplementire Sequenzabschnitte der DNS-Matrize (femplate) binden (Annealing). Unter
addquaten Reaktionsbedingungen verlédngert eine thermostabile DNS-Polymerase in Gegen-
wart von Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs) die Primer entlang der einzelstringigen
denaturierten DNS-Matrize (Elongation). Am Ende dieser Reaktion liegen alle DNS-Mole-
kiile als Doppelstrange vor. Fiir eine Wiederholung der Synthese mul3 deshalb die doppel-
strangige DNS durch Hitze aufgeschmolzen werden (Denaturierung), um eine erneute Primer-
anlagerung zu ermoglichen.

Eine zyklische Wiederholung der Einzelschritte (Denaturierung, Annealing, Elongation) be-
wirkt eine exponentielle Vermehrung des von den Primerbindungsstellen flankierten DNS-
Abschnitts. Auf diese Weise lassen sich spezifische PCR-Fragmente (Amplikons) generieren,
die fiir weitere molekulargenetische Arbeiten, wie z.B. Konstruktion von Vektoren, verwen-
det werden konnen. Der gezielte Austausch von Basen bzw. der Einbau von Erkennungs-
sequenzen fiir Restriktionsendonukleasen in den Primern ermoglicht ferner die Herstellung
von spezifisch modifizierten Amplikons fiir entsprechende Aufgabenstellungen.

B.5.6.1 DNS-Polymer asen

Je nach Anforderung wurden verschiedene DNS-Polymerasen verwendet, wobei immer auf
die zugehorigen beigefiigten Puffer und dNTPs zuriickgegriffen wurde. Die optimalen Reak-
tionsbedingungen hinsichtlich MgCl,-Konzentration, Annealing-Temperatur und Elongations-
zeit wurden fiir die jeweilige ,,template*“~-DNS empirisch herausgefunden.

e Tag-Polymer ase (Promega, Wisconsin, USA)

Die Besonderheit dieser DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus ist ihre extreme Thermo-
stabilitét, denn trotz eines Temperaturoptimums von 74 °C bleibt das Enzym auch nach Inku-
bation bei 94 °C vollstindig funktionsfihig. Da die Tag-Polymerase keine 3" — 5'-Exo-
nukleaseaktivitit aufweist, erfolgt die Replikation der DNS-Matrize zwar sehr schnell, aber
mit einer vergleichsweise hohen Fehlerrate von 2.6 x 107”. Folglich eignet sich diese DNS-
Polymerase nicht fiir DNS-Sequenzierungsreaktionen, sie wurde vor allem bei Kontroll-PCRs
angewendet.

e Tag/Pwo Polymerasengemisch (Boehringer, Mannheim, D)

Das kommerziell erhéltliche Expand/[] High Fidelity PCR System (Boehringer, Mannheim, D)
enthilt ein Enzym-Gemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase. Die Kombination dieser Enzyme
gewihrleistet laut Hersteller die Amplifizierung von PCR-Fragmenten bis zu einer Grofe von
12 kb. Aufgrund der 3" - 5’-Exonukleaseaktivitit der Pwo-DNS-Polymerase verringert sich
die Fehlerrate auf 8.5 x 10°. Folglich wurde dieses Polymerasengemisch fiir Vektor-
konstruktionen (Expressionsvektoren, ,,gene replacement“-Vektoren) verwendet.
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» TaKaRa Ex Taq Polymerase (TaKaRa, Shuzo Co., Japan)

Die TaKaRa Ex Tag™ Polymerase aus Thermus aquaticus wurde fiir die Amplifikation von
groflen PCR-Produkten mit einer Lange von mehr als 4 kb entwickelt. Das Enzym weist eine
geringe 3" — 5'-Exonukleaseaktivitit auf und wurde in erster Linie fiir DNS-Sequenzierungs-
reaktionen eingesetzt.

B.5.6.2 PCR-Primer

Die verwendeten PCR-Primer wurden von der Fa. MWG-Biotech (Ebersberg, D)
synthetisiert, HPSF (High purified saltfree)-gereinigt und in lyophilisierter Form geliefert.
Die Primer-DNS wurde in einem Vol. von H;Op;q.. gelost, dal die Konzentration der so
gewonnenen Stammlosung 100 pmol/ul betrug. Die daraus hergestellte Arbeitslosung wies
eine Konzentration von 15 pmol/pul auf. Beide Primer-Losungen wurden bei —20 °C gelagert.
Eine photometrische Konzentrationsbestimmung der Primer-Losungen erfolgte nach
folgender Formel:

Vm X OD260nm — C [umol / ml]
Voxexd
Vm = MeBVol. (1000 ul)
Vp = ProbenVol. (2 ul)
d = Schichtdicke (1 cm)
e = Anzahl A x 15.0 + Anzahl C x 7.4 + Anzahl G x 13.5 +Anzahl T x 8.8

Die optimale Annealing-Temperatur der Primer ist abhdngig von der Lénge und
Basensequenz der eingesetzten Oligonukleotide und mull empirisch bestimmt werden. Als
Faustregel jedoch kann die Temperatur fiir stringentes Annealing bei 2 - 5 °C unter der
Schmelztemperatur (Ty,) des Primers angesetzt werden, fiir unstringentes Annealing weitere
10 - 15 °C unter Tyy,. Die Berechnung von Ty, erfolgte ndherungsweise nach der ,,2+4“-Regel
nach Suggs et al. (1981): Ta [°C]=2A+T)+4(G+C)

Dabei stehen A, T, G und C fiir die jeweilige Anzahl der Basen im Primer. Bei der Auswahl
der Primer wurde darauf geachtet, daf sich ein Ty, zwischen 50 und 60 °C ergibt.

Tab. B.4: Verwendete PCR-Primer

Primer Sequenz (5" - 3") Schnitt- Amplikon
stelle5’

cepl-1V CCCTGTAAGAGTTACCAGTT - Acepl + lux box
cepl-1R GATATCGATCCAGCACGCCACGAC - (0,62 kb)
cepR-3V CTGGATGGCGCACTACCAGGC - AcepR (0,45 kb)
cepR-3R ACGTGGAAGTTGACCGTCCGC - AcepR (0,45 kb)
cepIR-V GGAAACGCGCGTTCCGGCTCAGGCGGCGATAGC | - cepIR (2,16 kb)
cepIR-R CGTGAGCTGGACCGCGAAGGAAGCGGAGCC - cepIR (2,16 kb)
cepl-4V ACGACGCGCCCGTATCTGC - Acepl (0,26 kb)
cepl-4R TGCGCGTGTATGCCGATCC - Acepl (0,26 kb)
cepl-0V ATGCAGACCTTCGTTCACGAGG - cepl (0,6 kb)
cepl-OR AACGCGCGTTCCGGCTCAGG - cepl (0,6 kb)
cepl-V-Exp TGCGGATCCAGACCTTCGTTCACGAGG BamHI cepl (0,6 kb)
cepl-R-Exp CCCAAGCTTCCGGCTCAGGCGGCGATAG HindIIl | cepl (0,6 kb)
cepl-R-ExpStop | CCCTTCGAATTCTCAGACGGCGGCCG HindIIl | cepl (0,3 kb)
cepl-V-BamHI | CGGGATCCCGCCTTCGTTCACGAGGAAGGG BamHI Acepl (0,61 kb)
cepl-R-HindIlll | CCCAAGCTTGGGCGCGCGTTCCGGCTCAGG HindIIl | AceplI (0,61 kb)
igR-R-Sacl CGAGCTCGGGATGTCCTCGGATCTGTGC Sacl [ux box +igR +
igR-V-EcoRI GGAATTCCCAGTATTCGAATCCGAGCCGC EcoRI AcepR (0,84 kb)
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B.5.6.3 Kapillar-PCR

Die Kapillar-PCR-Technik (Rapid Cycler Idaho Technologies, Idaho Falls, USA) stellt eine
Alternative zu konventionellen Thermocyclern dar. Die Temperaturregulation mittels einer
starken Lichtquelle verkiirzt die Reaktionszeit im Vergleich zu konventionellen PCR-Techni-
ken signifikant aufgrund einer rascheren Warmetibertragung.

Das Reaktionsgemisch wurde in einem 1,5 ml ERG pipettiert, in eine 50 ul fassende Glas-
kapillare gesogen und die Enden iiber einer Bunsenbrennerflamme versiegelt. Nach Beendi-
gung des Programms wurden die Kapillarenenden mit einem Glasschneider aufgeschnitten
und die PCR-Losung in ein frisches ERG {iiberfiihrt. Zur Analyse wurden 5 pul PCR-Produkt
auf ein Agarosegel aufgetragen.

Reaktionsansatz Kapillar-PCR:

10x BSA S5ul
10x MgCl, (20 mM, Polymerase-Puffer) Sul
dNTP-Mix (8 mM) 5ul
Template-DNS (100 ng/ul) 1 pl
Primer (15 pmol/ul) jelul
H,Opigest. ad 50 pl
Tag-Polymerase 0,5 ul

Standardprogramm Kapillar-PCR:

Startdenaturierung: 15 sec 94 °C

30 bis 35 Zyklen:

Denaturierung: 15 sec 94 °C
Annealing: 20 sec X°C
Elongation: 30 sec 72 °C
Finale Elongation: 60 sec 72 °C

Slope = 9,0 / Dauer ca. 60 min

B.5.6.4 Gradienten-PCR

Mithilfe einer Gradienten-PCR (Mastercycler” Gradient, Eppendorf, Hamburg, D) ist es
moglich, mit wenig Zeitaufwand die optimale Annealing-Temperatur der eingesetzten Primer
auf experimentellem Weg herauszufinden. Da in diesem Thermocycler die einzelnen
Reaktionspldtze differenziert eingestellt werden konnen, besteht die Moglichkeit, wéahrend
eines Programms gleichzeitig verschiedene Annealing-Temperaturen zu testen. Der
Temperaturgradient umfafite normalerweise eine Spanne zwischen 5 °C ober- und unterhalb
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des errechneten Primer-Schmelzpunktes. Die PCR-Reaktionen wurden in diinnwandigen
200 pl-PCR-ReaktionsgefaBen (Eppendorf, Hamburg, D) angesetzt.

Standardreaktionsansatz Gradienten-PCR:

10x Polymerase-Puffer (Mg "-haltig) Sul
dNTP-Mix (je 2.5mM) 4 ul
Template-DNS (100 ng/ul) 1 pl
Primer (15 pmol/ul) je 1 ul
H;Opigest. ad 50 pl
TaKaRa Ex Tag™ Polymerase 0,3 ul

Standardprogramm Gradienten-PCR:

Startdenaturierung: 5 min 94 °C
30 bis 35 Zyklen:

Denaturierung: 25 sec 94 °C
Annealing: 30 sec X °C (+/-5°C)
Elongation: 45 sec 72 °C
pro Zyklus + 1 sec

Finale Elongation: 10 min 72 °C

Fiir die Amplifikation von DNS-Fragmenten aus Burkholderia sp. hat sich ein modifizierter
PCR-Reaktionsansatz bzw. PCR-Programm bewihrt. Es erwies sich als optimal, wenn als
Quelle chromosomaler Burkholderia-DNS lebende Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase eingesetzt wurden. Dies konnte entweder in Form von 1 pl einer Fliissig-
kultur oder einer Resuspension von Zellmaterial (abgenommen von einer Agarplatte) in NaCl
erfolgen. Der Reaktionsansatz darf nach Zugabe der Zellen keine Triibung aufweist, da in
diesem Fall die Amplifikation fehlschliagt. Die Spezifitit der Amplifikate wurden aullerdem
durch die Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) und Rinder Serum-Albumin (BSA) erreicht,
da auf diesem Wege eine Auflosung der DNS-Sekundirstrukturen, ein Abfangen von PCR-
Inhibitoren und eine Stabilisierung der DNS-Polymerase gewihrleistet wurden. Dariiber-
hinaus verminderte ein Absenken der MgCl-Konzentration im Reaktionsansatz eine un-
spezifische Primerbindung.

Reaktionsansatz Gradienten-PCR fur Burkholderia sp.:

10x Polymerase-Puffer (Mg "-frei) Sul
10x MgCl, (25 mM) 2,5 ul
dNTP-Mix (je 2.5mM) 4 ul
DMSO 3ul
BSA 3ul
Primer (15 pmol/ul) je 1 ul
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Template-DNS: Zellmaterial Il
H;Obidest. ad 50 pl
TaKaRa Ex Tag™ Polymerase 0,3 ul

Programm Gradienten-PCR fuir Burkholderia sp.:

Startdenaturierung: 10 min 94 °C

30 bis 35 Zyklen:

Denaturierung: 30 sec 94 °C
Annealing: 45 sec X °C (+/-5°C)
Elongation: 45 sec 72 °C
pro Zyklus + 1 sec

Finale Elongation: 15 min 72 °C

B.5.6.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Abtrennung von PCR-Reaktionsbestandteilen wie
Primer und Puffer erfolgte mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, D)
nach Angaben des Herstellers. Bei Auftreten von unspezifischen PCR-Nebenprodukten wurde
die Ziel-DNS {iber eine priparative Agarose-Gelelektrophorese und nachfolgende Ver-
wendung des QlAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN, Hilden, FRG) gereinigt.

B.5.6.6 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Klonierung von gereinigten PCR-Amplifikaten wurde das TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet, das auf chemokompetenten E. coli TOP 10 Zellen
und dem Klonierungsvektor pCR®2.1-TOPO basiert. Dieser spezielle Klonierungsvektor trigt
an den freien 3’-Enden Desoxythymidin, so da eine Ligation von Tag-Polymerase
generierten PCR-Produkten moglich ist. Nur diese DNS-Polymerase weist ndmlich eine
template-unabhingige terminale Transferaseaktivitit auf, durch die an die 3’-Enden des PCR-
Produkts Desoxyadenosin angehdngt wird, was die Voraussetzung fiir die Ligation durch die
kovalent an den Vektor gebundene Topoisomerase ist.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben laut beiliegendem Arbeitsprotokoll.
Verschiedene Aliquots des Transformationsansatzes (50-200 ul) wurden auf LB-Agarplatten
(100 mg/l Ampicillin) ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert. Da der verwendete Vektor
eine blau/weill Selektion von Rekombinanten ermoglicht, wurde das Festmedium mit X-Gal-
Losung (Merck KGaA, Darmstadt, D) in einer Endkonzentration von 40 pg/ml versetzt. Am
folgenden Tag wurden weille Kolonien gepickt, Plasmid-DNS prépariert (s. B.5.1.2) und der
Ligationserfolg mittels Restriktionsverdau mit EcoRI tiberpriift.
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B.5.7 Transfer von DNSin gram-negative Bakterien

B.5.7.1 DNS-Transfer in Escherichia coli durch Elektroporartion (Dower et al., 1988)

Kurze Hochspannungsimpulse bewirken eine reversible lokale Desintegration der bakteriellen
Cytoplasmamembran. Dies fiithrt zu einer kurzfristig erhohten Durchldssigkeit fiir Makro-
molekiile und kann somit einen Transfer von DNS in entsprechend elektrotransformierbare
(,,kompetente*‘) Bakterienzellen nachsichziehen. Bei E. coli liegt die Transformationseffizienz
zu den unten angegebenen Bedingungen bei etwa 10°-10'"° Transformanten pro pg DNS.

Herstellung elektrotransformierbarer Zellen (Hanahan, 1983, modifiziert):

Um E. coli Zellen fiir die Elektroporation vorzubereiten, werden sie in der logarithmischen
Wachstumsphase geerntet. AnschlieBend wird die Ionenstiarke der Bakteriensuspension durch
Waschen bei 4 °C so weit erniedrigt, da3 die Zellen fiir eine Elektroporation eingesetzt
werden konnen.

Losungen und Material:

L B-Medium 500 ml
Hzobidegt 1000 ml
Glyzerin 10 %
Trockeneis’Ethanol-Bad

Eis

Durchfiihrung:

500 ml LB-Medium in 1 I Schikanekolben aus UN-Kultur des Empfingerstammes (E. coli
MT102 oder E. coli XL1-Blue) 1:1000 beimpfen

e Inkubation bei 37 °C unter starkem Schiitteln bis zu einer ODgoo von 0,5 bis 0,7

* alle folgenden Schritte auf Eis durchfiihren: Kultur 15 min in Eis/Wasser-Bad abkiihlen

o Zellernte durch Zentrifugation fiir 15 min bei 5000 rpm und 4 °C in einem Sorvall SLA-
3000 SuperLite Rotor,

* 2x Waschen der Zellen mit je 250 ml eiskaltem H;Opjgest.

* erneute Zentrifugation flir 15 min bei 5000 rpm und 4 °C

* Waschen der Zellen mit 50 ml eiskalter 10 %iger Glyzerinldsung

* erneute Zentrifugation fiir 15 min bei 5000 rpm und 4 °C, US verwerfen

e Abschitzung des PelletVol.s und Resuspension in gleichem Vol. eiskalter 10 %iger
Glycerinldsung (ca. 2 ml)

* Portionierung der Zellsuspension in 60-80 pl Aliquots, unmittelbares Schockgefrieren in
Trockeneis/Ethanolbad und Lagerung bei -50 bis -80 °C

Elektroporation (Dower et al., 1988):

Durchfiihrung:

* DNS-Losung mit hohem Salzgehalt (z.B. Ligationsansatz) vor Elektroporation einer 20
miniitigen Tropfendialyse (Dialysemembran der Porengréfe 0.025 pm, Millipore,
Eschborn, D) gegen H;Opigest. unterziehen (s. B.5.2.1)

» Auftauen der aliquotierten elektrokompetenten E. coli-Zellen auf Eis

* Zugabe der salzfreien DNS-Losung (0.1-0.5 pg) und 15 min Inkubation auf Eis
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* DNS-Zellsuspension luftblasenfrei in vorgekiihlte Elektroporationskiivette (EquiBio,
Boughton Monchelsea Kent, UK, Elektrodenabstand 2 mm) {iberfiihren

» Kiivette sorgfiltig trocknen und mdglichst rasch in Halterung des Elektroporationsgerétes
(Gene Pulser IIL] , BIO-RAD, Miinchen, D) stellen

* Anlegen einer elektrischen Spannung (2.5 kV, Gene Pulser 25 pFD, Pulse Controller 200
Q); die Zeitkonstante bei E. coli sollte 4.5 bis 5.0 msec betragen

 unmittelbare Zugabe von 900 pl SOC-Medium (RT) und Uberfiilhrung des Elektro-
porationsansatzes in frisches ERG

* Inkubation bei 37 °C fiir 60 min auf einem Schiittler (200 rpm)

* Ausplattieren von 50-200 ul auf selektive Nihrmedien und Inkubation bei 37 °C UN

* restliche Zellen konnen bei 4 °C einen Tag gelagert und entsprechende Volumina erneut
ausplattiert werden

B.5.7.2 DNS-Transfer durch Konjugation (Kristensen et al., 1995; modifiziert)

AuBer durch Elektroporation konnen Plasmide mittels Konjugation mit einer hohen Transfer-
rate in Zielbakterien {iberfiihrt werden, wobei Art des Plasmids, Eigenschaften von Donor-
bzw. Empfingerorganismus und Reaktionsbedingungen die Ubertragungsrate entscheidend
beeinflussen (Stotzky et al., 1990; Veal et al., 1992). Auf festen Oberflaichen kann man im
Vergleich zu Fliissigmedium héufig eine zusitzliche Erhohung der Transferrate um einige
GroBenordnungen beobachten (Bradley et al., 1980).

In vorliegender Arbeit wurde der konjugative Transfer von Plasmid-DNS in einem triparenta-
len Konjugationsansatz auf einer festen Agaroberfliche durchgefiihrt (Kristensen et al., 1995,
modifiziert). Dabei kommt es in Gegenwart eines Helferplasmids pRK600 (Figurski et al.,
1979) zu einer Ubertragung der Plasmid-DNS von einem Donor- in einen Rezipientenstamm.
Mithilfe von Selektivmedien konnten Transkonjuganten auf einfache Weise gegen Donor und
Empfénger selektioniert werden.

Durchfiihrung:

 Donor, Rezipient und Helferstamm E. coli HB101 (pRK600) UN in 5 ml Selektivmedium
anziehen

e Stamme in 10 ml Selektivmedium {iberimpfen und in spéter exponentieller Wachstums-
phase (ODggo von ca. 0,9) ernten

o Zellernte (2-3x 2 ml, je nach Zelldichte) durch Zentrifugation fiir 5 min bei 6000 rpm

 vorsichtige Resuspension der Zellen in 1 ml LB-Medium (nicht vortexen!)

« erneute Zentrifugation fiir 5 min bei 6000 rpm, US verwerfen

o Zellen vorsichtig in 400-600 ul (je nach Zelldichte, Donor und Helfer sollten &hnliche
Dichte aufweisen) LB-Medium resuspendieren

* 100 pl Donor- und 100 pl Helferstamm in 1.5 ml ERG vermischen und 30 min bei Raum-
temperatur inkubieren

* 200 pl Donor/Helfer-Gemisch in frisches 1.5 ml ERG iiberfiihren, mit 200 ul Rezipienten-
kultur versetzen

* diese Endmischung in Form von Tropfen (je 50 pl) auf vorgewdarmte LB-Agarplatte auf-
bringen und mind. 4 h oder UN bei 37 °C inkubieren

* Zellmaterial mit sterilen Einmal-Impfosen von Plattenoberfliche nehmen und in 2 ml
NaCl-Losung (0.9 %ig) resuspendieren
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e 50-200 pl des Konjugationsansatzes auf Selektivmedien (Selektion auf Donor-Plasmid im
Rezipienten und Selektion gegen E. coli!) ausplattieren, UN-Inkubation bei 30 °C
(Rezipient B. cepacia) bzw. 37 °C (Rezipient E. coli)

* restllicher Konjugationsansatz kann mit 2 des Vol.s 50 %igem Glyzerin vermischt und bei
—80 °C gelagert werden

B.5.8 DNS-Sequenzanalyse nach dem ,, Cycle Sequencing® -Protokoll (Murray, 1989)

Die nicht-radioaktive DNS-Sequenzanalyse nach dem ,,Cycle Sequencing“-Protokoll stellt
eine Kombination aus enzymatischer Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) und dem
Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion mit einer thermostabilen DNS-Polymerase dar. Beim
,»Cycle Sequencing“ kommt es durch Verwendung eines einzigen Primers zur linearen
Amplifikation des gewlinschten Produkts. In vier ansonsten identischen Ansdtzen werden der
Polymerase neben den als Substrat dienenden vier Desoxynukleotiden (ANTP) zusétzlich
jeweils eine Art von Didesoxynukleotiden (ddNTP) angeboten. Das Sequenzierprodukt
besteht folglich aus unterschiedlich langen Kopien eines DNS-Stranges, wobei die Lédnge
durch den zufilligen Einbau von zum Syntheseabbruch fiihrenden Didesoxynukleotiden
bestimmt ist. Im Verlauf der Amplifikationszyklen entstehen eine Vielzahl von DNS-
Fragmenten, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Lingen durch eine hochauflésende,
denaturierende Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel bis auf eine Base genau aufgetrennt
werden konnen. Aus der Abfolge des Bandenmusters der vier Spuren kann die Nukleotid-
sequenz bestimmt werden.

Die Visualisierung der Sequenzierprodukte erfolgte durch die Verwendung von Oligo-
nukleotidprimern, die an ihren 5-Enden mit dem Infrarot-Farbstoff IRD800 markiert waren
(MWG-Biotech, Ebersberg, D). Der in dieser Arbeit zur Plasmid-DNS-Sequenzierung ver-
wendete vollautomatische Sequenzanalysator LI-COR" 4200 (LI-COR Inc., Lincoln, USA)
detektiert diese Markierung mittels Laser-Abtastung.

B.5.8.1 PCR-Standar dr eaktionsansatz

Zur DNS-Sequenzanalyse wurde das ThermoSequenase™ fluorescent labelled primer cycle
sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) verwendet. Der enthal-
tene Nukleotidmix weist alle fiir die Amplifikationsreaktion notwendigen Komponenten mit
Ausnahme der infrarotmarkierten Oligonukleotidprimer auf: Desoxynukleotide mit zuge-
horigen Didesoxynukleotiden, Puffer und die DNS-Polymerase-Thermosequenase.

Durchfiihrung:

* in die ersten vier Reihen einer V-Boden Mikrotiterplatte (Biozym, Oldendorf, D) je 2 pl
Nukleotidmix in Reihenfolge A, C, G, T vorlegen
* DNS-Mastermix mit QI4prep-isolierter Plasmid-DNS herstellen:

Plasmid-DNS 2-4 ul

Primer (1,25 pmol/pl) Sul
ad 20 pl HyOpigest.

* je 6 pl des DNS-Mastermix zu vorgelegten Nukleotidmixen pipettieren, moglichst luft-
blasenfrei mischen
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* Mikrotiterplatte mit hitzestabiler Folie (Microseal “A” Film, MJ Research, USA) sorgfal-
tig verschlieBen

» PCR-Reaktion nach folgendem Programm (Dauer 1 h) in einem PTC-100 Thermocycler
mit Mikrotiterplatteneinsatz und heizbarem Deckel (MJ Research, Watertown, USA)
durchfiihren:

Startdenaturierung: 3 min 94 °C
25 Zyklen:

Denaturierung: 30 sec 94 °C

Annealing: 30 sec 60 °C

Elongation: 1 min 72 °C

Finale Elongation: 2 min 72 °C

* nach Programmende Reaktionen sofort auf Eis stellen und durch Zugabe von 2,5 pl
Auftragspuffer abstoppen

* Reaktionen unmittelbar vor dem Auftragen auf das Polyacrylamidgel 5 min bei 94 °C
denaturieren und sofort wieder auf Eis stellen

B.5.8.2 Sequenzier primer

Fiir die Sequenzanalyse mit dem Sequenzanalysator LI-COR" 4200 (LI-COR Inc., Lincoln,
USA) wurden Oligonukleotidprimer verwendet, die an ithren 5’-Enden iiber einen Succin-
imidester mit dem Infrarot-Farbstoff IRD800 markiert waren (MWG-Biotech, Ebersberg, D).
Ein Teil der Sequenzanalyse wurde bei der Fa. SEQUISERVE (Vaterstetten, D) in Auftrag
gegeben, die mit ABIprism-Sequenzierautomaten (Perkin Elmer, USA) arbeitet. Somit war
bei den fiir diese Sequenzanalyse verwendeten Oligonukleotidprimern keine Modifikation
notig. Alle fiir diese Arbeit relevanten Primer sind in Tab. B.4 aufgefiihrt.

Tab. B.4: Verwendete Sequenzierprimer

5 |RD800-M odifikation Primersequenz (5" - 3) Zielsequenz
Universal M13 Forward (-20) | GTAAAACGACGGCCAGT Klonierungsvektor
Universal M13 Reverse (-20) | CAGGAAACAGCTATGAC Klonierungsvektor
Universal M13 Forward (-40) | GGTTTTCCCAGTCACGACG Klonierungsvektor
Universal M13 Reverse (-40) | CGGATAACAATTTCACACAGG Klonierungsvektor
ceplS-1V GCGGTGCCGATAGCGC cepl H111
cepRS-1R TCGACTGCGCGACGCC cepR H111

ohne M odifikation Primersequenz (5' - 3) Zielsequenz

cepRS-16660 CGAGTCGATCTCGATGTAG cepR LMG 16660 / H111
cepl-OR AACGCGCGTTCCGGCTCAGG cepl LMG 12227
cepIR-R CGTGAGCTGGACCGCGAAGGAAGCGGAGCC | cepR LMG 1222"
cepRS-1222 GATAGGTATCGAAGATGGC cepR LMG 1222"

ceplS- Bpsm TGAACGAAGGTCTGCATGG cepl B. pseudomallei E§
cepRS-Bpsm CAGCTCGACTGCGCGAC cepR B. pseudomallei E
cepRS-14291 CGCACCGTCGAATCGATC cepR LMG 14291
cepRS-18943 CGCACCGTCGAATCGATG cepR LMG 18943
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B.5.8.3 Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Losungen:

10x TBE-Puffer
Tris-HCI 162 ¢
Borsaure 275¢
EDTA 93¢
H;Opigest. ad 1000 ml
pH 8,3-8,7

(Lagerung bei 4 °C)

0,8x TBE-Puffer

10x TBE-Puffer 80 ml
H,O0;dest. ad 1000 ml

Gelosung fur 4,3 %iges PAA-Gel von 66 cm Lénge

Harnstoff 2l g
H;Opidest. 32 ml
Long Ranger Gel Solution 4,3 ml (FMC Bioproducts, Rockland, USA)
DMSO 500 pul
10x TBE-Puffer 5ml
APS (10 %) 350 ul
TEMED 50 ul
Silanlésung
Silan 50 ul
EtOH,ps 10 ml
Eisessig
Durchfiihrung:

Gelplatten und Spacer sorgfiltig mit SDS (10 %), Hy04est. und EtOH,5. reinigen

oberen Rand der Glasplatten (Kammbereich) silanisieren: 165 pl Silanlosung und 5 pl
Eisessig auf Platten tropfen, mit EtOH-getranktem Zellstoff verreiben und 15 min ruhen
lassen

anschliefend Platten mit EtOH-getrdnktem Zellstoff abreiben

Gelapparatur fusselfrei (Schallplattenreiniger verwenden!) zusammenbauen und im 20°-
Winkel in dafiir vorgesehene Halterung legen

Gellosung 5 min in einem Ultraschallbad entgasen, erst jetzt APS und TEMED luftblasen-
frei zugeben und sorgfiltig vermischen

Gellosung ziigig in eine 100 ml Kunstoffspritze aufziehen und durch einen Sterilfilter
(MilleX-Gs, 0,45 pm Porengrof3e, Millipore, Eschborn, D) zwischen die Glasplatten gieflen
sobald die Gelfront das Plattenende erreicht, Gelapparatur horizontal legen

Vorkamm einsetzen und Gel ca. 1 h auspolymerisieren lassen

Gelapparatur von Gelresten befreien und in das LI-COR” -Sequenziergerit einsetzen
Puffertank und unteres Pufferreservoir mit 1 1 0,8x TBE-Puffer beladen
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* Vorkamm vorsichtig ziehen und Vorlauf starten, um Gel auf vorgeschriebene Lauf-
temperatur von 45 °C zu erwarmen

e {iber die Optionen Autogain und Autofocus des Softwarepakets BaselmagelR Data
collection V4.0 (LI-COR Inc., Lincoln, USA) UnregelméaBigkeiten im Gel abgleichen und
korrekte Focusebene einstellen

» nach Beendigung des Vorlaufs Geltaschen griindlich spiilen, um Harnstoffablagerungen zu
entfernen, und anschlieBend 48-Zahn-Haifischkamm einsetzen

* je 1,5 pl der frisch denaturierten Sequenzierreaktionen auftragen und Gellauf starten
(Dauer 12 h, nach Angaben des Herstellers bei 2000 V, 20 mA und 40 W)

B.5.8.4 Detektion und Analyse von DNS-Sequenzen

Die durch den Infrarot-Farbstoff markierten Banden werden von einem Laser-Scanner
detektiert. Die Verarbeitung dieser Signale durch die Baselmage Software (LI-COR® Inc.,
Lincoln, USA) liefert ein 8-bit Graustufenbild im tif-Format (tagged image file). Dieses
konnte mit Hilfe des Programms Baselmage Image Analysis ausgewertet, korrekturgelesen
und die DNS-Sequenzen schlieflich als Text-Datei gespeichert werden. Die Suche nach
Homologien mit bekannten DNS-Abschnitten ermoglichten die frei zugénglichen Daten-
banken im World-Wide-Web. In dieser Arbeit wurde liberwiegend die vom National Center
for Biotechnology Information (NCBI) angebotene Suchmaschine BLAST verwendet (Madden
et al., 1996; Altschul et al., 1997). Mithilfe des Programms Banklt konnten Sequenzen
hinterlegt und zugehorige NCBI-GenBank-Zugangsnummern fiir Publikationszwecke erhalten
werden.

Die DNS-Sequenzanalyse wie beispielsweise die Suche nach Restriktionsschnittstellen, Uber-
setzung in Aminosduresequenz oder Alignment in international anerkannten Formaten (z.B.
Clustal V) erfolgte mit der DNAMAN Software (Lynnon BioSoft Copyright® Version 4.13,
Quebec, Kanada).

B.5.9 Auswertung von Sequenzdaten

B.5.9.1 Vergleichende Anordnung von Sequenzen

Um phylogenetische Aussagen treffen zu konnen, ist es notwendig, die erhaltenen Sequenz-
daten in ein sogenanntes Alignment bereits bekannter Sequenzen einzupassen. Die Sequenzen
wurden mit Hilfe des ARB-Programmpakets (Ludwig und Strunk, 1997) so zueinander
angeordnet, dal3 sich homologe Positionen an den gleichen Stellen befinden. In den variablen
Sequenzbereichen dienen kleinere Gruppen konservierter Basenfolgen als Orientierung bei
der Bestimmung homologer Positionen, die durch Sekundérstrukturanalysen erleichtert wird.

B.5.9.2 Rekonstr uktion von Stammbaumen

Die Stammbdume zur Darstellung von phylogenetischen Verwandtschaften wurden nach der
»parsimony“-, , neighbor-joining”, oder ,maximum likelihood“-Methode erstellt. Alle
Baumberechnungsverfahren sind Teil des ARB-Pakets (Ludwig und Strunk, 1997). Dieses
Programm erlaubt eine Auswahl der Alignmentpositionen nach den unterschiedlich stark
konservierten Bereichen, um den Einflufl3 der variablen Positionen sichtbar zu machen. Die
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Matrix der paarweisen Distanzwerte diente als Grundlage zur Stammbaumrekonstruktion
nach der ,neighbor-joining““-Methode (Saitou und Nei, 1987). Mittels ,,parsimony*- und
,maximum likelihood*“-Analysen wurde die Topologie der Stammbdume {iberpriift und
gegebenenfalls korrigiert. Referenzsequenzen wurden der NCBI-GenBank entnommen.

B.5.10 Knock-out Mutagenese mit Hilfe von homologer Rekombination

Fiir die Erzeugung einer definierten cep/ Mutante diente die von Schweizer und Hoang (1995)
beschriebene, auf pEX-Vektoren basierende ,,gene replacement Methode. Hierbei wird
mittels zweier aufeinanderfolgender Rekombinationsereignisse (,,double cross-over®) ein im
Chromosom befindliches spezifisches Gen durch Insertion einer inaktivierten Kopie ersetzt
(Abb. B.1).

WT Chromosom — Zielgen o

1. 2.
%—
pEX18Gm C
| GmR !

* 1. Rekombination: Integration
Chromosom mit

— E—-Eea

integriertemVektor

* 2. Rekombination: Exzision

mutiertes Chromosom —{ e =

Abb. B.1: Allgemeiner Mechanismus des ,,gene replacement™ Prozesses am Beispiel des Vektors pEX18Gm.
Bei einem ersten Rekombinationsereignis, hervorgerufen durch dem Zielgen homologe Nukleotidsequenzen im
Vektor, integriert der gesamte Vektor in das Chromosom. Ein zweites homologes Rekombinationsereignis
veranlafit die Exzision von Vektor-Teilabschnitten und fiihrt somit zu einer Insertionsinaktivierung des Zielgens
durch die Integration einer Fusionskassette (hier mittels Km"®).

In dieser Arbeit wurde mit dem Vektor pEX18Gm (Hoang et al., 1998) gearbeitet, der
Resistenz gegeniiber Gentamycin vermittelt. Zur Inaktivierung des Zielgens (cepl) wurde das
Kanamycin-Resistenzgen npt eingesetzt. Fiir die Konstruktion des Integrationsvektors wurde
der Km-Resistenzmarker mit zwei cep DNS-Sequenzen flankiert. Folglich wurden in den
Vektor pEX18Gm in aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten, alle durchgefiihrt in E. coli
XL1-Blue, drei Fragmente inseriert. In die dafiir generierten PCR-Amplifikate wurden iiber
die Primer Restriktionsschnittstellen integriert, um jeweils eine gerichtete Klonierung zu
ermoglichen. Um einen effizienten Verdau an den endstdndigen Restriktionsschnittstellen zu
sichern, waren einige zusitzliche Basen am 5’-Ende der Primer notwendig (Tab. B.4).

Der fertige Integrationsvektor wurde durch konjugativen Transfer (s. B.5.7.2) in das Ziel-
bakterium iiberfiihrt. Echte ,,double cross-over* Mutanten konnten anhand der entsprechenden
Antibiotika-Resistenz bzw. -Sensitivitit selektioniert werden. Die korrekte genetische
Struktur von ausgewéhlten Mutanten wurde anschlieBend mittels Southern-Blot-Hybridi-
sierung liberpriift.
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C. ERGEBNISSE

C.1 Phanotypische Charakterisierung ver schiedener Isolate des B. cepacia Komplexes

Es ist bekannt, dafl in zahlreichen gram-negativen Bakterien die Produktion von Virulenz-
faktoren iiber einen ,,Quorum Sensing‘‘-Mechanismus reguliert wird (Salmond et al., 1995;
Fuqua et al., 1996). B. cepacia ist in der Lage, mutmalliche Pathogenititsfaktoren wie
Siderophore und verschiedene Exoenzyme in Abhidngigkeit von der Zelldichte zu syn-
thetisieren (Lonon et al., 1988; McKevitt et al., 1989; Gessner und Mortensen, 1990;
Yohalem und Lorbeer, 1994; Darling et al., 1998). Erst kiirzlich wurde ein ,,Quorum
Sensing*-System, ceplR, fiir B. cepacia Gv.Ill K56-2 (LMG 18863) beschrieben, das in die
Regulation der Synthese von extrazelluldiren Enzymen und des Siderophors Ornibactin
involviert ist (Lewenza et al., 1999; Lewenza und Sokol, 2001). Es wird angenommen, daf} in
B. cepacia ein Komplex aus C8-HSL und CepR die Expression einer extrazelluldren Protease
stimuliert, die Expression von Ornibactin hingegen reprimiert. Ein Einflul3 auf die Expression
der Siderophore Pyochelin und Salicylsdure konnte nicht nachgewiesen werden (Lewenza und
Sokol, 2001). Die genaue regulatorische Rolle von cepRI beziiglich der Produktion von
extrazelluldren Pathogenitdtsdeterminanten ist jedoch noch nicht aufgekliart. Wihrend die
erste Studie von Lewenza et al. (1999) ausschlieBlich die Synthese von C8-HSL fiir
B. cepacia aufzeigte, konnte innerhalb der Arbeitsgruppe zudem die Synthese von C6-HSL
fiir Vertreter von B. cepacia nachgewiesen werden (Geisenberger, 2000).

Um Aufschlufl iiber die Verbreitung der AHL-Produktion innerhalb der verschiedenen
B. cepacia Genomovare zu erlangen, wurden 70 Vertreter des B. cepacia Komplexes unter-
schiedlicher Herkunft untersucht (Tab. B.1). Dariiberhinaus wurden die Stimme hinsichtlich
Protease-, Lipase-, Chitinase-, und Siderophor-Synthese charakterisiert, um einen moglichen
Zusammenhang zwischen AHL-Produktion und Produktion von extrazelluldren Faktoren auf-
zuzeigen. Die aus dieser phdnotypischen Charakterisierung gewonnenen Ergebnisse sollten
dazu beitragen, AHL-regulierte Phianotypen B. cepacia zu identifizieren. Aulerdem war von
Interesse, ob beziiglich der untersuchten Phédnotypen eine Homogenitdt innerhalb der ver-

schiedenen Genomovare ersichtlich ist.

C.1.1 Synthesevon AHL-Molekilen innerhalb des B. cepacia Komplexes
Um herauszufinden, wie weit die Produktion von AHL-Molekiilen innerhalb des B. cepacia
Komplexes verbreitet ist, wurden 70 Burkholderia Stimme mit Hilfe des Kreuzstrich-Assays

getestet (Abb. C.1). Als Sensorstimme dienten sowohl E. coli MT102 (pSB403) als auch
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E. coli MT102 (pSB1075), so daB aufgrund der unterschiedlichen Sensitivititen ein
»Screening™ auf die Synthese von ,kurzkettigen AHLs (Seitenkettenlinge C4-C8) und
,langkettigen* AHLs (Seitenkettenlinge C10 und ldnger) moglich war.

Abb. C.1: Exemplarische Darstellung des Kreuzstrich-Assays mit Vertretern des B. cepacia Komplexes gegen
den Sensorstamm E. coli MT102 (pSB403). Die Biolumineszenz-Reaktion des Sensorstammes (senkrecht ausge-
strichen), hervorgerufen durch anwesende AHL-Molekiile, beweist AHL-Synthese in dem iiberpriiften Stamm
(A). Fehlende Aktivierung deutet auf fehlende Produktion der entsprechenden AHLs in dem Teststamm hin (B).
Die Dokumentation (links Tageslichtaufnahme, rechts Biolumineszenzaufnahme) erfolgte mit dem CCD-
Kamerasystem C2400-40 und dem ARGUS20/HPD-CP-Softwarepaket (Hamamatsu Photonics, Herrsching).

Von den untersuchten Stimmen riefen 47 eine Aktivierung des Sensorstammes E. coli
MT102 (pSB403) hervor, was auf die Synthese von kurzkettigen AHL-Molekiilen schlie3en
1aBt. Wie aus Tabelle C.1 hervorgeht, aktivieren alle Vertreter der Genomovare 1 (6) und VI
(5) und von B. vietnamiensis (9), sowie die meisten Vertreter von B. stabilis (13/15) und beide
Vertreter des neuen Genomovars (R-3976 and LMG 16670) diesen Sensor. Im Gegensatz
dazu konnte keiner der 16 Vertreter von Genomovar Il (B. multivorans) den Sensor E. coli
MT102 (pSB403) aktivieren, was auf fehlende bzw. nicht nachweisbare AHL-Synthese
schlieBen 14Bt. Diese Beobachtung steht in Einklang mit Ergebnissen einer anderen Arbeit
(Geisenberger, 2000), die belegen, dal unabhingig von Mediumzusammensetzung und
Wachstumsphase fiir dieses Genomovar keine AHL-Produktion gezeigt werden kann.

In Anlehnung an die Untersuchungen von Tdgl (2000) und Geisenberger (2000) kann davon
ausgegangen werden, daB3 es sich bei den detektierten Molekiilen jeweils um die fiir die
Genomovare des B. cepacia Komplexes charakteristischen AHLs, ndmlich C6-HSL (HHL)
und C8-HSL (OHL), handelt (Abb. C.2).
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Abb. C.2: Analyse der AHL-Produktion von ausgewihlten Stdmmen der verschiedenen Genomovare des
B. cepacia Komplexes, angezogen in ABC-Medium.: LMG 12227, Gv.I (Spur 3); LMG 16660, Gv.II (Spur 4);
H111, Gv.III (Spur 5); LMG 18943, Gv.VI (Spur 6); LMG 14291, Gv.IV (Spur 7); LMG 10929", Gv.V (Spur 8).
Die AHLs der Extrakte aus zellfreien Kulturiiberstinden wurden mittels DC aufgetrennt und durch einen
Softagar-Overlay, angeimpft mit dem biolumineszenten Sensor E. coli MT102 (pSB403), nachgewiesen. Die
Volumen der enthaltenen Extrakte sind dquivalent zu 3 ml (Spur 5) bzw.5 ml (Spuren 3, 6, 8) bzw. 10 ml (Spur
7) bzw. 30 ml (Spur 4) Kultur. Synthetische AHL-Standards sind in den Spuren 1 (3-Oxo0-C6-HSL) und 2
(C6-HSL) aufgetragen.

Eine Aktivierung des Sensorstammes E. coli MT102 (pSB1075) konnte nur bei fiinf Stimmen
beobachtet werden (LMG 6998, LMG 6999, LMG 10929, R-128, R-921), die alle dem
Genomovar V (B. vietnamiensis) angehoren (Tab. C.1). Aufgrund der &uBerst geringen
Sensitivitidt des Sensorstammes E. coli MT102 (pSB1075) gegeniiber ,kurzkettigen AHLs
(Geisenberger, 2000) kann eine Kreuzreaktivitit des Sensors mit diesen AHL-Molekiilen
ausgeschlossen werden. Folglich deutet eine Aktivierung des Sensors auf die Produktion
mindestens eines ,,langkettigen* AHLs hin.

Um diese Annahme abzusichern, wurde mit dem AHL-Extrakt aus dem Kulturiiberstand von
B. vietnamiensis R-921 eine DC-Analyse unter Verwendung von E. coli MT102 (pSB403)
durchgefiihrt. Diese ergab - laut ermittelten Re-Werten - eindeutige Signale fiir C6-HSL
(HHL) und C8-HSL (OHL). Zusétzlich wurde ein Signal detektiert, dessen R-Wert mit dem
von C10-HSL (DHL) iibereinstimmt (vgl. Abb. C.20, Spur 7).

Um eine einwandfreie Identifizierung der von B. vietnamiensis produzierten AHLs zu
erreichen, wurde der AHL-Extrakt von B. vietnamiensis R-921 einer chemischen Analyse
unterzogen (durchgefiihrt von Dr. Andrea Hardman, University of Nottingham, GB). Mittels
Fliissig-Chromatographie in Verbindung mit Massenspektrometrie konnte nicht nur die
Anwesenheit von C6-HSL (HHL) und C8-HSL (OHL), sondern auch von C10-HSL (DHL)

im Extrakt bestétigt werden (Abb. C.3). Dariiberhinaus wurden geringere Mengen an 3-Oxo-
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C10-HSL (ODHL), C12-HSL (dDHL) und C14-HSL (tDHL) nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt).

o -
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Abb. C.3: Exemplarische Darstellung (A) des Massenspektrums von synthetischem C10-HSL und (B) des
Massenspektrums einer aus dem Kulturiiberstand von R-921 aufgereinigten Komponente [(M+H) 256 Peak], das
nicht von dem des synthetischen C10-HSL unterscheidbar ist.
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Stammbezeichnung ? Synthese von b Hybridisierungssignale
(kb)
AHLs © Protease Chitinase Lipase Siderophore cepl cepR
B. cepacia Gv.1 (6) 6 3 5 6 4
LMG 6963 + + + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 12227 + + + + + n.b. n.b.
LMG 14087 + + + + + 4.3 4.3
LMG 14095 + - + + - 43 4.3
LMG 16663 / C1963 + - - + - n.b. n.b.
LMG 18821 / CEP509 + - + + + 2.4 2.4/1.9
B. multivorans, Gv.II (16) 0 0 0 16 12
LMG 13010" - - - + + n.b. n.b.
LMG 16660/ C1576 - - - + + 2.0 2.0/1.2
LMG 16665/ C1962 - - - + - 2.0 n.b.
LMG 17588 / CEP144 - - - + + n.b. n.b.
LMG 18822 /C5393 - - - + + 2.0 2.0/1.2
LMG 18824 / FC0147 - - - + + n.b. n.b.
LMG 18825/ CF-Al-1 - - - + + n.b. n.b.
LMG 18945 /97/35 - - - + - 2.0 2.0/1.2
R-139/C1524 - - - + + 2.0 2.0/1.2
R-654 / C4297 - - - + - 2.0 2.0/1.2
R-1914/C1991 - - - + - 2.0 2.0/1.2
R-6268 / H59 - - - + + 2.0 2.0/1.2
R-6269 /H115 - - - + + 2.4 2.4
R-6275/HI158 - - - + + 2.4 n.b.
R-6278 / H174 - - - + + 2.0 n.b.
R-6284 /H191 - - - + + 2.0 2.0/1.2
B. cepacia Gv.I11 (17) 13 11 16 16 14
LMG 6981 + + + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 6988 + + + + + 3.2 3.2/1.9
LMG 6993 + - + + + 4.3 43
LMG 12615/81/92 + - + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 14271 / A3P + + + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 16654 /J415 + + - - - n.b. n.b.
LMG 16655/ C1335 - + + + 43 43
LMG 16657 / C1340 + - + + - 2.4/3.2 2.4/1.9/3.2
LMG 16659 / C1394 + - + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 18826 / BC7 - + + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 18827/ C5424 - + + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 18863 / K56-2 + + + + + 2.4 2.4/1.9
R-651/C1257 - + + + + 2.4 2.4/1.9
R-6108 / AD0979 + - + + - 2.4 2.4/1.9
R-6274 / H147 + + + + + 2.4 2.4/1.9
HI111 /R-6282 + + + + + 2.4 2.4/7.5
R-6285 /BC2a + + + + + 2.4 2.4/1.9
B. stabilis, Gv.IV (15) 13 9 15 15 4
LMG 6997 + + + + - 2.4 2.4/1.9
LMG 7000 + + + + - 2.4 2.4/1.9
LMG 14291 / B4P + - + + + 2.4 2.4/1.9
LMG 18138/ E20 - - + + + 2.4 2.4/1.9
R-136/J1750 + + + + - n.b. n.b.
R-3338 / M71-40 + - + + + 2.4/3.2 2.4/1.9/3.2
R-6270/HI118 + - + + - 2.4 2.4/1.9
R-6272 / H134 + - + + - 2.4 2.4/1.9
R-6273 / H145 + + + + - 2.4 2.4/1.9
R-6276 / H162 + + + + - 2.4 2.4/1.9
R-6277 / H173 - - + + - 2.4 2.4/1.9

9]
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Stammbezeichnung ? Synthese von b Hybridisierungssignale
(kb)
AHLs ¢ Protease Chitinase Lipase Siderophore cepl cepR
R-6279 / H177 + + + + - 2.4 2.4/1.9
R-6280/H193 + + + + - 2.4 2.4/1.9
R-6281/H177E + + + + + 2.4 2.4/1.9
R-10033 /H175 + + + + - 2.4 2.4/1.9
B. vietnamiensis, Gv.V (9) 9 0 0 8 9
LMG 6998 +4 - - - + n.b. n.b.
LMG 6999 +4 - - + + n.b. n.b.
LMG 10929" +4 - - + + 2.8 2.8/2.5
LMG 16232 + - - + + 2.1 2.1/2.5
LMG 18835 / CEP40 + - - + + n.b. n.b.
LMG 18836 / FC0441 + - - + + n.b. n.b.
R-128 /11697 +9 - - + + 2.1 2.1/2.7
R-723 /PC30 + - + + 2.1 2.1/2.7
R-921 +4 - - + + 2.1 2.12.7
B. cepacia Gv.VI (5) 5 0 5 5 5
LMG 18941 / FC348 + - + + + 2.4 2.4/2.8
LMG 18942 / PC534 + - + + + 2.4 2.4/2.8
LMG 18943 / AU0645 + - + + + 2.4 2.4/2.8
LMG 18944 / PC688 + - + + + 2.4 2.4/2.8
LMG 18946 / AU0018 + - + + + 2.4 2.4/2.8
B. cepacia, neues Gv. (2) 2 0 0 2 0
LMG 16670/ J2552 + - + - n.b. n.b.
R-3976/J2863 + - - + - n.b. n.b.

H: Medizinische Hochschule Hannover, Hannover, Deutschland

LMG: Laboratorium Microbiologie Gent Culture Collection, Universiteit Gent, Ghent, Belgien
R: “Research collection”, Peter Vandamme, Belgien

Gv.: Genomovar

T Typstamm

¢ Zahlen in Klammern geben Anzahl der untersuchten Stimme an

» Zahlen in Spalten geben Anzahl der positiven Stimme an

¢ Detektion mit Sensor pSB403

4 Stamme, die zusitzlich C10-HSL (DHL) produzieren (Detektion mit Sensor pSB1075)
+ bezeichnet positive Stimme; - bezeichnet negative Stimme

n.b.: nicht bestimmt

Tab. C.1: Aufstellung aller beziiglich Synthese von AHLs, Protease, Lipase, Chitinase und Siderophore ge-
testeten Stdmme des B. cepacia Komplexes mit den entsprechenden phénotypischen Merkmalen und den cepl-
bzw. cepR-spezifischen Southern-Blot-Hybridisierungssignalen.
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C.1.2 Synthese von extrazellulédren Produkten innerhalb des B. cepacia Komplexes

Wie bereits erwdhnt, gelten eine Reihe von extrazelluldren Produkten, die von B. cepacia
synthetisiert werden konnen, als mutmaBliche Pathogenititsfaktoren (Lonon ef al., 1988;
McKevitt et al., 1989; Gessner und Mortensen, 1990; Yohalem und Lorbeer, 1994; Darling
etal., 1998). Es handelt sich dabei in erster Linie um Exoenzyme und Siderophore, die
sowohl fiir Pflanze als auch Mensch pathogenes Potential besitzen. Von Lewenza et al. (1999;
2001) wurde kiirzlich beschrieben, da3 das Quorum Sensing System cepIR von B. cepacia
Gv.III K56-2 (LMG 18863) einen gewissen Einflul auf die Expression von Exoprodukten
hat.

Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte untersucht werden, inwiefern eine Korrelation
zwischen AHL-Produktion und Synthese von extrazelluliren Produkten innerhalb des
B. cepacia Komplexes besteht. Deshalb wurden die Stimme, nachdem sie bereits auf AHL-
Synthese tiberpriift worden waren (s. Kap. C.1.1), nun mit Hilfe entsprechender Indikator-
platten hinsichtlich Protease-, Lipase-, Chitinase- und Siderophor-Produktion getestet. Auf3er-
dem sollte aufgezeigt werden, ob - resultierend aus Genomovarzugehdrigkeit oder Isolat-
herkunft - spezifische Unterschiede beziiglich der Synthese von Pathogenitétsfaktoren vor-
handen sind. Allgemein wird ndmlich davon ausgegangen, daf} sich die Vertreter der verschie-
denen Genomovare moglicherweise stark hinsichtlich Pathogenitiit und Ubertragbarkeit unter-

scheiden (Vandamme ef al., 1997; Mahenthiralingam et al., 2000a und b).

C.1.2.1 Protease-Produktion

Alle Isolate wurden wie in B.2.2 beschrieben durch Anzucht auf Magermilchplatten auf die
Produktion von extrazelluldrer Protease liberpriift (Abb. C.4). Protease-Aktivitit konnte fiir
die meisten Stamme von B. cepacia Gv.I (3/6) und Gv.III (11/17) und B. stabilis (9/15) nach-
gewiesen werden. Dagegen zeigten alle Vertreter von B. multivorans, B. vietnamiensis und
B. cepacia Gv.V], sowie die beiden Vertreter des neuen B. cepacia Genomovars, keine

proteolytische Aktivitét (Tab. C.1).
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Abb. C.4: Exemplarische Darstellung des Nachweises von extrazelluldrer Protease-Aktivitit fiir Vertreter des
B. cepacia Komplexes. Die Bildung eines klaren Hofes um die Kolonie bei Inkubation auf einer Magermilch
enthaltenden Agarplatte zeigt proteolytische Aktivitit des Stammes B. cepacia Gv.III H111 an (A), wihrend
fehlende Protease-Produktion bei Stamm B. multivorans LMG 16660 keine Hofbildung induziert (B).

C.1.2.2 Lipase-Produktion
Zum Nachweis der Synthese von extrazellulirer Lipase wurden die Isolate, wie in B.2.2
beschrieben, auf Tributyrinplatten angeziichtet (Abb. C.5). Mit Ausnahme von zwei Stimmen
(B. vietnamiensis LMG 6998 und B. cepacia Gv.IIl LMG 16654) besa3en alle Staimme lipo-
lytische Aktivitdt (Tab. C.1).

Abb. C.5: Exemplarische Darstellung des Nachweises von extrazelluldrer Lipase-Aktivitit fiir Vertreter des
B. cepacia Komplexes. Die Bildung von einem klaren Hof um die Kolonie bei Inkubation auf einer Tributyrin
enthaltenden Agarplatte zeigt lipolytische Aktivitit des Stammes B. cepacia Gv.IIl H111 an (A), wéhrend eine

fehlende Hofbildung bei Stamm B. vietnamiensis LMG 6998 auf nicht vorhandene Lipase-Aktivitdt schliefen
1aBt (B).

C.1.2.3 Chitinase-Produktion

Die Produktion von extrazelluldrer Chitinase wurde, wie in B.2.2 beschrieben, durch Anzucht
der Stimme auf Chitinplatten nachgewiesen (Abb. C.6). Chitinolytische Aktivitdt konnte fiir
alle Vertreter von B. stabilis und B. cepacia Gv.VI gezeigt werden. Mit jeweils einer
Ausnahme (LMG 16663 bzw. LMG 16654) produzierten auch alle Stimme von B. cepacia

Gv.I und Gv.III Chitinase. Im Gegensatz dazu wurden alle Vertreter von B. multivorans und
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B. vietnamiensis, sowie die beiden Vertreter des neuen B. cepacia Genomovars, Chitinase-

negativ getestet (Tab. C.1).

Abb. C.6: Exemplarische Darstellung des Nachweises von extrazelluldrer Chitinase-Aktivitét fiir Vertreter des
B. cepacia Komplexes. Die Bildung eines klaren Hofes um die Kolonie bei Inkubation auf einer Agarplatte, die
ein Chitinderivat und einen blauen Farbstoff enthélt, zeigt chitinolytische Aktivitdt des Stammes B. cepacia
Gv.IIl H111 an (A), wihrend die Hofbildung aufgrund von fehlender Chitinase-Produktion bei Stamm
B. vietnamiensis R-921 ausbleibt (B).

C.1.2.4 Siderophor-Produktion

Als Indikatorplatten (s. B.2.2) fiir die Synthese von Siderophoren, darunter Ornibactin,
dienten sog. CAS-Platten (ohne Abb.). Siderophor-Aktivitit wurde in allen B. vietnamiensis
und B. cepacia Gv.VI zugehdrigen Stimmen, sowie in den meisten Stimmen von
B. multivorans (12/16), B. cepacia Gv.I (4/6) und Gv.III (14/17) detektiert. Dagegen
produzierten weder die Vertreter von B. cepacia Gv.VI noch die beiden Vertreter des neuen

B. cepacia Genomovars, und nur vier von 15 getesteten B. stabilis Stimmen Siderophore

(Tab. C.1).

C.2 Genotypische Charakterisierung von I solaten des B. cepacia Komplexes

Die phénotypische Charakterisierung in Kap. C.1 hat aufgezeigt, dal Genomovar-spezifische
Phénotypen innerhalb des B. cepacia Komplexes vorhanden sind. Besonders auffillig sind die
offensichtlich fehlende AHL-Produktion in allen Vertretern des Genomovars Il
(B. multivorans) und die =zusidtzliche Synthese langkettiger AHL-Molekiile in vielen
Vertretern des Genomovars V (B. vietnamiensis). Fir den Grof3teil der restlichen Vertreter
dagegen wurde die Synthese von C6-HSL und C8-HSL nachgewiesen.

Basierend auf der Identifizierung der in B. cepacia K56-2 fiir AHL-Produktion verant-
wortlichen Gene cepIR (Lewenza et al., 1999), stellt sich somit die Frage, ob die beobachteten
Genomovar-spezifischen Charakteristika durch cep/R-homologe Gene determiniert sind. Um
dies abzukldren, sollten die Burkholderia Isolate im Hinblick auf die cep Loci genotypisch
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charakterisiert werden. Zuerst sollten vorhandene cep/R-homologe Gene mittels Southern-
Blot-Hybridisierung nachgewiesen werden. Darauthin sollten stellvertretend einige
identifizierte cepl- bzw. cepR-homologe Gene einer weiterfiihrenden genetischen Analyse,

beruhend auf Sequenzanalyse und phylogenetischer Analyse, unterzogen werden.

C.2.1 Nachweisder ceplR Genein I solaten des B. cepacia Komplexes

Es sollte abgeklart werden, ob in den Vertretern des gesamten B. cepacia Komplexes in
Analogie zu B. cepacia Gv.IIl K56-2 cepIR-homologe Gene vorhanden sind. Von
besonderem Interesse war, ob die Genomovar Il (B. multivorans) Stamme, die einheitlich
keine detektierbaren Mengen an AHLs produziert hatten, cep/R-homologe Gene tragen.
AulBlerdem warf die Tatsache, da3 Vertreter von B. vietnamiensis zusdtzlich langkettige AHLs
produzierten, die Frage auf, ob in diesem Genomovar grundsitzlich cep/R-homologe Gene
oder moglicherweise zusitzliche cep/R-homologe Gene anwesend sind.

Aus diesen Griinden wurde ein GroBteil der Burkholderia Isolate einer Southern-Blot-Analyse
(s. B.5.4) unterzogen, wobei als Sonden DNS-Fragmente dienten, die Teile des cepl bzw. des
cepR Gens darstellten (Abb. C.7). Die chromosomale DNS der Bakterienstimme wurde
jeweils mit dem Restriktionsenzym PstI verdaut, da sich dieses Enzym aufgrund des
Restriktionsmusters als besonders geeignet fiir die Analyse erwies. Abb. C.7 verdeutlicht die
mutmaBlichen Bindungsstellen der Sonden cepl und cepR anhand des cep/R Operons von

LMG 18863 (Lewenza et al., 1999).

Sonden cepl cepR
V%3
Pst
Pst PsA
T luﬁc box | ’ ,: SI
cepl cepR

200 bp

Abb. C.7: Schematische Darstellung des cepIR Locus von B. cepacia Gv.II1 LMG 18863 (Lewenza et al., 1999)
mit den voraussichtlichen Bindungsstellen der Sonden cepl und cepR (schraffierte Balken), die fiir den Nachweis
von homologen cep/R Genen in Vertretern des gesamten B. cepacia Komplexes mittels Southern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt wurden. Die Position der /ux Box Sequenz in der Promotorregion von cepl ist
angegeben. Die Lage von PstI-Restriktionsschnittstellen ist gekennzeichnet.
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C.2.1.1 Nachweis des cepl Gens mittels Souther n-Blot-Hybridisierung

Fiir den Nachweis des cepl Gens in Vertretern des B. cepacia Komplexes diente die 0,62 kb
grofle, DIG-markierte Sonde cepl (B.5.4.1), die aus dem Stamm B. stabilis H193 durch PCR
mit den Primern cepl-1V/cepl-1R hervorgegangen war (B.5.6.2). Uberraschenderweise
konnte in allen untersuchten 53 Burkholderia Stimmen jeweils ein Hybridisierungssignal mit
der Sonde cepl detektiert werden, unabhingig davon, ob es sich um AHL-Produzenten
handelte oder nicht (s. Tabelle C.2). Es fiel auf, daB die Sonde innerhalb eines jeweiligen
Genomovars des B. cepacia Komplexes recht einheitlich mit einer bestimmten
FragmentgroBe hybridisierte. In B. cepacia Gv.IIl (13/17), B. stabilis (14/15) und zwei von
vier getesteten B. cepacia Gv.I Stimmen detektierte die Sonde cepl chromosomale DNA-
Fragmente mit einer GroBe von schitzungsweise 2,4 kb (Abb. C.8, Spuren 2, 4, 6). Bei je
zwei Vertretern der B. cepacia Genomovare 1 (LMG 14087 und LMG 14095) und III (LMG
6993 und LMG 16655) betrug die GroBe des detektierten Fragments 4,3 kb (Abb. C.8, Spuren
3, 5), hervorgerufen durch die fehlende Ps#I Schnittstelle innerhalb des cepR Gens, wie aus
der cepR-Hybridisierung im folgenden Kapitel hervorging (s. C.2.1.2). Fiir B. multivorans,
B. cepacia Gv.VI und B. vietnamiensis dagegen wurden FragmentgroBBen von 2 kb (10/16)
bzw. 2,4 kb (5/5) bzw. 2,1 kb (4/9) sichtbar (Abb. C.8, Spuren 7 bzw. 9 bzw. 8). Abb. C.8
zeigt diese charakteristischen Hybridisierungssignale der Sonde cepl fiir représentative
Vertreter eines jeden Genomovars des B. cepacia Komplexes. Die detaillierten Ergebnisse der
Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde cepl fiir alle untersuchten Stimme sind aus Tab.

C.1 ersichtlich.

4,4kb — e

2,3 kb —i. - e e "

2,0kb — -—

Abb. C.8: Southern-Blot-Hybridisierung PstI-verdauter chromosomaler DNS von ausgewéhlten Vertretern des
B. cepacia Komplexes mit der cepl-spezifischen Sonde. Die Spuren 2-9 zeigen die Hybridisierungsprofile der
Stdmme (Spur 2) LMG 18821, Gv.I; (Spur 3) LMG 14087, Gv.I; (Spur 4) LMG 18863, Gv.III; (Spur 5) LMG
16655, Gv.III; (Spur 6) LMG 14291, Gv.IV; (Spur 7) LMG 16660, Gv.II; (Spur 8) R-921, Gv.V und (Spur 9)
LMG 18943, Gv.VIL. Spur 1 enthélt HindllI-verdaute lambda DNS als Marker.
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C.2.1.2 Nachweis des cepR Gens mittels Souther n-Blot-Hybridisierung

Die DIG-markierte Sonde cepR (B.5.4.1), die fiir den Nachweis des cepR Gens in Vertretern
des B. cepacia Komplexes eingesetzt wurde, war mit einer Grofe von 0,45 kb mittels PCR
mit den Primern cepR-3V/cepR-3R aus dem Stamm B. cepacia Gv.IIl H111 generiert worden
(B.5.6.2). Bei der Hybridisierung mit der Sonde cepR konnten bei den meisten Stimmen
(46/53) erwartungsgemill zwei Hybridisierungssignale detektiert werden, was auf eine Pstl-
Schnittstelle innerhalb des cepR Gens (Lewenza et al., 1999; Abb. C.7) zuriickzufiihren ist.
Wie unter C.2.1.1 bereits erldutert, war in fiinf Stimmen aufgrund der fehlenden Pstl-
Schnittstelle innerhalb von cepR nur ein einziges cepR-Signal sichtbar.

Zusitzlich zu den cepl-Fragmenten, die bereits Signale mit der Sonde cepl hervorgebracht
hatten, hybridisierte die Sonde cepR aullerdem mit einem Fragment der Grofle 1,9 kb (Abb.
C.9, Spuren 2, 4, 6) in Stdmmen der B. cepacia Genomovare 1 (2/4) und III (13/16) und
B. stabilis (14/14). Im Gegensatz dazu betrug die zusétzlich detektierte Fragmentgrofie 1,2 kb
(Abb. C.9, Spur 7) fiir die Vertreter von B. multivorans (8/9), 2,7 kb (Abb. C.9, Spur 8) fiir
B. vietnamiensis (3/5) und 2,8 kb (Abb. C.9, Spur 9) fir B. cepacia Gv.VI (5/5). Aus Abb.
C.9 werden die charakteristischen Hybridisierungssignale der Sonde cepR fiir die reprisen-
tativen Vertreter eines jeden Genomovars des B. cepacia Komplexes ersichtlich. Die
detaillierten Ergebnisse der Southern-Blot-Hybridisierung mit der Sonde cepR fiir alle unter-

suchten Stimme sind ebenfalls in Tab. C.1 aufgefiihrt.

44kb— - _—

2,3 kb—
2,0 kb—

1,2kb—

Abb. C.9: Southern-Blot-Rehybridisierung der PstI-verdauten chromosomalen DNS der ausgewéhlten Vertreter
des B. cepacia Komplexes (vgl. Abb. C.8) mit der cepR-spezifischen Sonde. Die Spuren 2-9 zeigen die Hybridi-
sierungsprofile der Stimme (Spur 2) LMG 18821, Gv.I; (Spur 3) LMG 14087, Gv.I; (Spur 4) LMG 18863,
Gv.I1I; (Spur 5) LMG 16655, Gv.I1I; (Spur 6) LMG 14291, Gv.1V; (Spur 7) LMG 16660, Gv.II; (Spur 8) R-921,
Gv.V und (Spur 9) LMG 18943, Gv.VL. Spur 1 enthilt HindIlI-verdaute lambda DNS als Marker.
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Eine Besonderheit im Hybridisierungsbild zeigten zwei Stimme, ndmlich LMG 16657
(Gv.II) und R-3338 (Gv.IV, B. stabilis), da bei ihnen sowohl mit der Sonde cepl als auch mit
der Sonde cepR noch ein zusitzliches Fragment der GroB3e 3,2 kb detektiert werden konnte

(Tab. C.1), was mdoglicherweise auf einen zweiten cep/R Locus hindeutet.

C.2.2 Genetische Analyse der cepl R Gene aus Genomovar en des B. cepacia Komplexes

Da die Southern-Blot-Analyse im vorangegangenen Kapitel deutlich gemacht hat, daf3 der
Mangel an AHL-Produktion nicht auf Abwesenheit der cepIR Loci beruht, wurden die Gene
cepl und cepR einer weiterflihrenden genetischen Analyse unterzogen. Zu diesem Zweck
wurden die cep/R Gene je eines repriasentativen Vertreters pro Genomovar mittels PCR
amplifiziert und kloniert. Die anschlieende vergleichende Sequenzanalyse sollte abkldren, ob
eventuell vorhandene Mutationen im cepIR Operon von B. multivorans fiir die fehlende AHL-
Synthese verantwortlich sein konnten. AuBlerdem sollte der Sequenzvergleich mogliche
genotypische, Genomovar-spezifische Charakteristika der cep/R Gene aufdecken. Eine nach-
folgende phylogenetische Analyse sollte Hinweise auf die Verwandtschaftsverhéltnisse der

Genomovare untereinander geben.

C.2.2.1 Amplifikation des cepl R L ocus und Klonierung in pCR®2.1-TOPO

Als représentative Vertreter des jeweiligen Genomovars, deren cep Loci amplifiziert und in
den Vektor pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert werden sollten, waren die
Staimme LMG 12227 (Gv.I), LMG 16660 (Gv.IL, B. multivorans), H111 (Gv.IIT), LMG 14291
(Gv.1V, B. stabilis), R-921 (Gv.V, B. vietnamiensis) und LMG 18943 (Gv.VI) ausgewaihlt
geworden. Auflerdem sollte im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Ivo Steinmetz (MHH,
Hannover) der Stamm B. pseudomallei E8 untersucht werden. Ausgehend von der bereits
bekannten Nukleotidsequenz des cep/R Locus aus dem Gv.II Stamm B. cepacia K56-2
(Lewenza et al., 1999; Genbank-Zugangsnummer AF019654) wurden die PCR-Primer ceplIR-
V und ceplR-R abgeleitet, die den gesamten Locus in einer Lange von 2160 bp amplifizieren

(Abb. C.10).
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/L ﬁtéc box ’ /,
cepl cepR

> <
ceplR-V cepIR-R
, > < > <
Primer cepl-4R cepl-4V cepR-3V  cepR-3R

200 bp

Abb. C.10: Schematische Darstellung des cepIR Locus von B. cepacia Gv.III LMG 18863 (Lewenza et al.,
1999) mit den Bindestellen der PCR-Primer, die fiir die Klonierung der homologen cepIR Gene (cepIR-V/cepIR-
R) bzw. fiir eine Kontroll-PCR in konservierten Bereichen der Gene (cepl-4R/cepl-4V und cepR-3V/cepR-3R)
aus Vertretern des gesamten B. cepacia Komplexes verwendet wurden.

Da bei allen verwendeten Stimmen PCR-Amplifikate mit einer Groe (2,16 kb) analog zu
B. cepacia K56-2 entstanden, wurde davon ausgegangen, dal in diesen Vertretern die
identische genetische Struktur des cep Locus vorliegt. Dies wurde in der anschlieenden
Sequenzanalyse der cepIR Gene bestitigt (s. C.2.2.3 bis C.2.2.5).

Eine erfolgreiche Klonierung konnte durch Restriktionsverdau der erhaltenen Klone mit
EcoRI bzw. Pstl und einer Kontroll-PCR mit intern im Amplifikat bindenden Primerpaaren
iiberpriift werden. Diese Primerpaare (cepl-4R/cepl-4V bzw. cepR-3V/cepR-3R) wurden so
gewihlt, daB3 sie jeweils in der konservierten Region innerhalb von cepl bzw. cepR binden

(vgl. Abb. C.10).

C.2.2.2 Sequenzanalyse der cepl Gene aus Genomovaren des B. cepacia Komplexes

Nach erfolgreicher Klonierung der amplifizierten cep Loci jeweils eines représentativen
Vertreters pro Genomovar des B. cepacia Komplexes mit einer Groe von 2,16 kb wurde die
Nukleotidsequenz des cepl Gens bestimmt. Die analysierten Nukleotidsequenzen sind in der
Datenbank GenBank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) hinterlegt,
und die zugehorigen Zugangsnummern in Tab. F.1 aufgelistet. Die Grofe des cepl Gens
belief sich bei allen Vertretern auf 609 Nukleotide, was einem abgeleiteten Genprodukt von
202 Aminosduren entspricht. Die Sequenzanalyse dieser mutmaBlichen Cepl Proteine aller
Genomovare des B. cepacia Komplexes ergab eine Identitdt von ca. 72 % zueinander, da 145

der insgesamt 202 AS-Positionen in den analysierten Vertretern identisch waren (Abb. C.11).
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Abb. C.11: Vergleichendes
verschiedener Genomovare (,,Gv.”) des B. cepacia Komplexes. Aminosdurepositionen, die in allen sieben
aufgefiihrten Sequenzen identisch sind wurden mit einem Stern (*) versehen, dhnliche Positionen mit einem
Punkt (.). Entsprechend Parsek et al. (1997) sind die zehn Positionen, die in allen Mitgliedern der LuxlI-
Proteinfamilie identisch sind, durch eine schwarze Markierung hervorgehoben. Die graue Markierung
kennzeichnet die sieben Positionen, die in 90 % der Homologen konserviert sind und in den restlichen

Mitgliedern dhnlich sind.

MRTFVHEEGRLPHELAADLGR

VEQL QUAL PSANESH=

3 BRDDTVYVFARNA
HRVFVEQLQUTLPSADEG [»

MQTFVHEGRQL PMPQATELAR BHDDTVYVWARDG
MQTFVHEEGRL PHEL AADL GRY[gRRVZVEQL QAL PSANVSF(E BRDDTVYVFARNA
MQTFVHEEGRL PHEL AADL GRY[gRRVIZVEQL QAL PSANESF(a BRDDTVYVFARNA
MRTFVHEEGRL PHELAADI GR VEQL QUALPSANESF(E BRDDTVYVFARNA

MRTFVHEEGRL PSELAAEL GRYgRRV[gl EQL QJAL PSANERF=
MOTFVHEEGRLPYELAADL GRY[g VEQL QAL PSANEAF=

* k*kk k% * % * *k* **k*k *hkkkk *kk%k

DRDDTVYVFARDA
BRDDTVYVMARNA

%k *kkkk*k k%

ALLPTTRPYLLKSL{FADL| AEDVPLPQSAA
LLPTTRPYLLETL{FADL| APDLPLPRSAA
ALLPTTRPYLLKSL{FADL| AEDVPLPQSAA
2L PTTRPYLLKSL{EADL VAEDVPL PQSAA
ALLPTTRPYLLGSL{FADL| AEDVPLPQSAA
LI PTTRPYLLESL{EADL | AEDVALPCQSAA
AL LPTTQPYLLESL[§ADL VAQDVPLPKSAA

* kkkkkkhkkkhkk *kk*%x kkkkk * * *k kkkhkkkhkkhkkhkkkx * * k%

SCE

VRPMLAAVWECAAQLGARQLI GVTFASMERLFRRI G HAHRAGPPKQVDGRLVVACW DI
VRPMLAAVVACAAERGARQLI GVTFASMERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLVWACW DL
VRPMLAAVWECAAQLGARQLI GVTFASMERLFRRI G HAHRAGPPKQVDGRLVVACW DI
VRPMLAAVVECAAQL GARQLI GVTFASMERLFRRI G HAHRAGPPKQVDGRLVWACW DI
VRPMLAAVWECAAQLGARQLI GVTFASMERLFRRI G HAHRAGPPKQVDGRLVVACW DI
VRPMLAVWWECAAQL GARQLI GVTFASMERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLVWACW DI
VRPMLAAVWECAAQL GARQLI GVTFASMERL FRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLVVACW DI

kkkkkk **k (k% R R O O I R G O O

DPQTFAALG EPGQAARQAI AA
DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
DPQTFAALG EPGQAARQAI AA
DPQTFAALG EPGQAARQAI AA
DPQTFAALG EPGQASRQAI AA
DPQTFAALG TPGRAARQAI AA
DPQTFAALG EPGPAARQAI AA

*kkkkkkhkkk*k % * kk k%

CLUSTAL V Alignment der Cepl Sequenzen von reprisentativen Vertretern

AulBerdem wurde deutlich, dal} die abgeleiteten Cepl Proteine mit nur einer Ausnahme jeweils

die zehn Aminosiduren aufweisen, die in Vertretern der LuxI-Proteinfamilie als absolut

konserviert gelten (Parsek et al., 1997). Die Ausnahme stellt ein Austausch von Glutamin-

sdure gegen Asparaginsdure an Position 43 des Cepl von B. multivorans LMG 16660 dar

(Abb. C.11).
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C.2.2.3 Sequenzanalyse der cepl Gene aus B. multivorans Stéammen und

B. pseudomallel E8

Um herauszufinden, ob der vorhandene Aminosdure-Austausch an Position 43 des Cepl bei
Vertretern von Genomovar Il (B. multivorans) konserviert ist, wurde von vier weiteren
B. multivorans Stammen jeweils die cepl Nukleotidsequenz bestimmt (s. Tab. F.1). Zu diesem
Zweck wurde zuerst eine Amplifikation und Klonierung des gesamten cep Locus aus den
Stammen LMG 18822, R-139, LMG 17588 und H191 durchgefiihrt (vgl C.2.2.1). Ausgehend
von den klonierten cep Loci wurden dann die cepl Gene mit den Primern cepl-0V/cepl-OR
gesondert amplifiziert und in pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert.
AuBerdem wurde noch die bereits bekannte Nukleotidsequenz des cepl von B. multivorans
LMG 13010" (Tégl, 2000) in die vergleichende Sequenzanalyse integriert.

Es zeigte sich, daB3 der Austausch einer Glutaminsdure gegen eine Asparaginséure an Position
43 von Cepl in allen untersuchten B. multivorans Stimmen erfolgt war (Abb. C.12). Des-
weiteren wurde deutlich, daB es sich bei B. multivorans LMG 13010" beziiglich der abge-
leiteten Cepl Sequenz um einen recht ungewohnlichen Vertreter handelt. Einzig dieser Stamm
weist in seiner cepl-Nukleotidsequenz ein Stopcodon (UGA an Position 100 der Amino-
sduresequenz) auf, das jedoch den Leserahmen nicht zerstort. Bei allen anderen analysierten
Cepl Proteinen hingegen kodiert das Triplett an dieser Stelle fiir Tryptophan. AuBerdem
besitzt die Proteinsequenz einige weitere Abweichungen vom B. multivorans Konsensus, was
folglich die Identitdt der Cepl Sequenzen untereinander von 94 % auf 88 % herabsetzt (Abb.
C.12).

Erstaunlicherweise stellte sich im Zuge der Cepl Sequenzanalyse auch heraus, daB3 das cepl
homologe Gen aus B. pseudomallei E8 eine sehr hohe Ahnlichkeit mit den cepl Genen der
B. multivorans Stamme besitzt. Auf Nukleotidebene weist das cepl/ homologe Gen aus
B. pseudomallei E8 nur eine einzige Abweichung (Position 347) vom Nukleotidkonsensus der
B. multivorans cepl Gene auf. Darauf beruhend stimmt die abgeleitete AS-Sequenz des Gen-
produkts zu 100 % mit dem Cepl Konsensus von B. multivorans iiberein (Abb. C.12). Der fiir
B. multivorans charakteristische AS-Austausch ist ebenfalls vorhanden. Im Gegensatz zu
allen B. multivorans Vertretern handelt es sich bei dem involvierten B. pseudomallei Stamm
allerdings um einen AHL-Produzenten, der die fiir den B. cepacia Komplex typischen AHLs
C6-HSL und C8-HSL synthetisiert (Geisenberger, personliche Mitteilung).
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BRDAFDHDDTVYVWWARDG
BRDAFDHDDTVYVWARDG
BRDAFDHDDTVYWARDG

LM 16660 MQTFVHEGRQL PMPQATEL ARYRHRVFVEQLGAMTLPSADEG
LM 18822 MITFVHEGRQLPI AQATELARYRHRVFVEQLGAMLPSADEG
R- 139 MOTFVHEGRQLPI AQATELARYRHRVFVEQLGAM LPSADEG

LMG 17588 MQTFVHEGRQLPI AQATEL ARYRHRVFVEQL GATL PSADEG! [BRDAFDHDDTVYVWARDG
R- 6284 MQTFVHEGRQL PMPQATDVARYRHRVFVEQL GATL PSADEG! [BRDAFDHDDTVYVAARDG
B. ps.mallei MQTFVHEGRQL Pl AQATEL ARYRHRVFVEQL GATL PSADEG! [BRDAFDHDDTVYVVARDG
*********‘k**. *‘k*.. kkkkhkkhkhhkhkkkhkkhkhhhkkkhkkhkhhhkkkhkkhk k hkhkkhkkhk k kkk*x **k*k*%
LMG 13010 MQTFVHEGRQLPI AEATEL ARYRHRVFVEQL GATL PSADEGH [BRDAFDHDDTVYVI ARDG
*********‘k**. .'k*.. kkkkhkkhkhhkhkkkhkkhkhhhkkkhkkhkhhhkkkhkkhk k hkhkkhkkhkik kkk*x **k*k*%
LMG 16660 SGEMCGCARLLPTTRPYLLETLFADLI APDLPLPRSAAVWEL SREAASGADGGASGADVA
LMG 18822 SGAMCSCARL L PTTRPYLLETLFADL| APDL PL PRSAAVWEL SRFAASGADGGASGADVA
R-139 SGAMCGCARL L PTTRPYLLETLFADLI APDL PL PRSAAVWEL SRFAASGADGGASGADVA
LMG 17588 SGEMAGCARL L PTTRPYLLETLFADL| APDL PL PRSAAGAEL L RFAASDADGGASGADVA
R- 6284 SGAMCGCARL L PTTRPYLLETLFADLI APDL PL PRSAAVWEL SRFAASGADGGASGADVA
B. ps.mallei SGEMCGCARLLPTTRPYLLETLFADLI APDLPLPRSAAVWEL SREAASGADGGASGADVA
** *x khkhkhkkhkhkkhdhkhrhkhhkdhkhrhrhkhdhkhhrdrdrhdkdhrdxdx *d*x *hkdddx *hhddhxxxxdx*
LMG 13010 SGEL CGCARLLPTTRPYLLETLFADLI APDLPLPRSTAVIJEL SRFAASGPDGGATGADVA
* % . ******************************.* *k* Kk kk*k ****.*****
LMG 16660 VRPM_AAVVACAAERGARQLI GVTFASMVERL FRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
LMG 18822 VRPMLAAVVACAAERGARQLI GVTFASMERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
R-139 VRPMLAAVVACAAERGARQLI GVTFASKERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
LMG 17588 VRPMLAAVVACAAERGARQLI GVTFASMERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
R- 6284 VRPMLAAVVACAAERGARQLI GVTFASMERLFRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
B. ps.mallei VRPM_AAVVACAAERGARQLI GVTFASMERL FRRI GVHAHRAGPPKQVDGRLWACW DL
khkkkhkkhkhhhkhkkhkkhkhhhkhkhkkhkhhhhhkkhkhk hk )k k khhhkkkhk k hhkkkk k k hkhkkk,k k k kkkkk,k,k*k*x
LMG 13010 VRPMLAAVVSCAAERGARQLI GVTFASMERLFRRI GVHTHRAGPPKQVDGRQUACW DL
*****‘k***.***************** **********.************ kkkkkkk*k
LMG 16660 DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
LMG 18822 DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
R-139 DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
LMG 17588 DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
R- 6284 DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
B. ps.mallei DPQTFAALG EPERI ARPAI AA
EE R R I R I I I R
LMG 13010 DPQTFAALG EPERI AQARI AA

*hhkkhkkhkhkkkkkkkkkkk * % %

Abb. C.12: Vergleichendes CLUSTAL V Alignment der Cepl Sequenzen von sechs B. multivorans (Gv.I1) und
einem B. pseudomallei (,,B. ps.mallei”) Stamm. Aminosdurepositionen, die in den sechs bzw. sieben
aufgeflihrten Sequenzen identisch sind, wurden mit einem Stern (*) versehen, dhnliche Positionen mit einem
Punkt (.). Die schwarze Markierung kennzeichnet einen fiir B. multivorans charakteristischen Aminoséiure-
Austausch (E - D: Glutaminsidure gegen Asparaginsdure) an Position 43. Das ungewdhnliche ,,in frame* Stop-
codon in der Sequenz des B. multivorans Typstamms an Position 100 ist durch rote Markierung hervorgehoben.
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C.2.2.4 Sequenzanalyse der cepR Gene aus Genomovaren desB. cepacia Komplexes

Da jeweils der gesamte cep Locus aus je einem reprisentativen Vertreter pro Genomovar des
B. cepacia Komplexes kloniert worden war, konnte auch eine vergleichende cepR Sequenz-
analyse durchgefiihrt werden. Die GroBe des cepR Gens betrug in allen Vertretern 720
Nukleotide (s. Tab. F.1). Die Analyse der abgeleiteten CepR Proteine ergab mit 211 identi-
schen Positionen von insgesamt 239 Aminoséduren eine noch hohere Identitét (88 %) als fiir
die ermittelten Cepl Proteine (Abb. C.13).

Von Fuqua et al. (1996) wurden sieben vollig konservierte Aminosduren in Vertretern der
LuxR-Proteinfamilie identifiziert. Wie auch schon vor kurzem fiir B. cepacia Gv.Ill K56-2
gezeigt wurde (Lewenza et al., 1999), befindet sich an einer dieser konservierten Positionen
ein Austausch in den CepR Sequenzen aller Genomovare. Es handelt sich dabei um einen
Austausch von Prolin gegen Serin an Position 77. Der Austausch der konservierten Glutamin-
sdure gegen Asparaginsdure an der Position 180 jedoch, der fiir B. cepacia K56-2 postuliert
wurde, konnte in keiner weiteren der bestimmten CepR Sequenzen entdeckt werden (Abb.
C.13).

Das cepR homologe Gen aus B. pseudomallei E8 weist, wie auch das cepl/ homologe Gen aus
diesem Stamm, die hochste Identitdt zu jenem von B. multivorans auf. Mit nur einer Ab-
weichung (Position 169 der Nukleotidsequenz) zeigt es absolute Ubereinstimmung mit der
cepR Sequenz von B. multivorans LMG 16660. Allerdings ruft diese Abweichung einen AS-
Austausch an einer hoch konservierten Stelle der LuxR-Proteinfamilie (Fuqua et al., 1996)
hervor (Threonin gegen Alanin, Position 57), der bei allen analysierten CepR Sequenzen der

B. cepacia Genomovare nicht zu finden ist (Abb. C.13).
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MVEL RAQDAY QQFSAAEDEQQL FOQRI AAYSKRLGFEYCCYG RVPLPVSKPSVAI FDTYPD
MEL RWODAYDEFSAAEDEQQL FQRI AAYSKRLGFEYCCYG RVPLPVSKPAVAI FDTYPD
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REVLCWI AHEKTACEI GQI LSI SERTVNFHVNNI LEKL GATNKVQAVVKAI SAGLI EAP
REVLCOW AHEKTACEI GQl LSI SGRTVNFHVNNI LEKL GATNKVQAVVKAI SAGLI ETP
REVLCWI AHEKTACEI GQI LSI SERTVNFHVNNI LEKL GATNKVQAVVKAI SAGLI EAP
REVLCOW AHEKTACEI GQl LSI SERTVNFHVNNI LEKL GATNKVQAVVKAI SAGLI DTP
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Abb. C.13: Vergleichendes CLUSTAL V Alignment der CepR Sequenzen von reprisentativen Vertretern
verschiedener Genomovare des B. cepacia Komplexes und B. pseudomallei E§. Aminoséurepositionen, die in
allen sieben aufgefiihrten Sequenzen identisch sind, wurden mit einem Stern (*) versehen, dhnliche Positionen
mit einem Punkt (.). Entsprechend Fuqua ef al. (1996) sind die sieben Positionen, die in allen Mitgliedern der
LuxR-Proteinfamilie identisch sind, durch eine schwarze Markierung hervorgehoben. Die graue Markierung
kennzeichnet die 21 Positionen, die in 75-92 % der Homologen konserviert sind. Die rote Markierung stellt die
einzige Abweichung des CepR Homologen von B. pseudomallei E8 gegeniiber dem Konsensus der B. cepacia
Genomovare heraus.
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C.2.2.5 Phylogenetische Analyse der ceplR Gene aus Genomovaren des B. cepacia
Komplexes

Nachdem aus der vergleichenden cep/R Sequenzanalyse fiir die reprdsentativen Vertreter
einige Genomovar-spezifische Unterschiede ersichlich geworden waren (s. C.2.2.3 bis
C.2.2.5), sollte nun eine phylogenetische Analyse, betreffend diese Gene, Hinweise auf den
Verwandtschaftsgrad der Genomovare untereinander geben. Aufgrund der hohen Identitdt der
abgeleiteten Cepl bzw CepR AS-Sequenzen zueinander wurden die phylogenetischen Stamm-
baume auf der Basis der entsprechenden Nukleotidsequenzen berechnet. Abb. C.14 zeigt das
jeweils endgiiltige Ergebnis des Baumberechnungsverfahrens fiir die cepl bzw die cepR Gene

der reprasentativen Vertreter eines jeden Genomovars.

A cepl B cepR Konsensus
Gv. lV
Gv. IV Gv. |
Gv. | Gv.V Gv. 1.2
Gv.lll.1
Gv. VI
Gv. VI
Gv.V Gv.ll1.1
Gv. 1l
Gv. 1.2
Gv. Il
outgroup outgroup

Abb. C.14: Phylogenetische Dendrogramme fiir (A) die cepl bzw. (B) die cepR Gene jedes ausgewihlten Ver-
treters der verschiedenen Genomovare des B. cepacia Komplexes. Die Vertreter sind LMG 1222" (Gv.I), LMG
16660 (Gv.1I), LMG 18863 (Gv.1Il.1), H111 (Gv.II1.2), LMG 14291 (Gv.IV), R-921 (Gv.V) und LMG 18943
(Gv.VI). Als Berechnungsmethoden dienten ,,maximum likelihood*, ,,neighbour joining™ und ,parsimony* unter
Verwendung der entsprechenden LMG 18863 Nukleotidsequenz als Filter. Als ,,outgroup” wurden /uxI- bzw.
luxR-homologe Sequenzen aus der Gruppe der o-Proteobakterien, B-Proteobakterien, Enterobakterien und
Pseudomonaden gewéhlt. Das Dendrogramm fiir die reprasentativen cepR Gene stellt einen Konsensus aus den
drei genannten Berechnungsmethoden dar.

Fir die cepl Gene fiihrten alle drei alternativ angewendeten Berechnungsmethoden -
»maximum likelihood®, ,,neighbour joining* und ,,parsimony* - zu einer identischen Baum-
Topologie. Die reprédsentativ fiir jedes Genomovar gewihlten cepl Gene trennen sich klar
voneinander ab, und auch eine Abtrennung der Gene des B. cepacia Komplexes von den
homologen Genen der ,outgroup” wird deutlich. Die cepl Phylogenie innerhalb des
B. cepacia Komplexes basiert auf insgesamt 174 Nukleotiden, die sich von der cepl

Konsensussequenz (609 Nukleotide) unterscheiden. Davon handelt es sich bei 98 Nukleotiden
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um die jeweils dritte Position (sog. ,,wobble* Position) eines Tripletts, bei 33 Nukleotiden um
die zweite Triplettposition und bei den restlichen 43 Nukleotiden um die erste Position.

Bei dem phylogenetischen Stammbaum fiir die cepR Gene handelt es sich um einen
Konsensus aus den drei genannten Berechnungsmethoden. Da sich fiir die reprédsentativen
cepR Gene der B. cepacia Genomovare I, IV (B. stabilis) und V (B. vietnamiensis) keine
tibereinstimmende Auflosung errechnen lie3, wurde eine Konsensus-Topologie gewihlt, die
eine Mehrfachverzweigung fiir diese drei Genomovare aufweist. Die Abtrennung zu den
homologen Genen der ,,outgroup* ist wieder vorhanden. Die cepR-Phylogenie innerhalb des
B. cepacia Komplexes beruht auf insgesamt 150 Nukleotiden, die von der Konsensussequenz
(720 Nukleotide) abweichen. Der iiberragende Teil (112 dieser Nukleotide) stellt ,,wobble*
Positionen dar, wihrend nur 13 Nukleotide die zweite und 25 die erste Triplettposition be-
schreiben.

Eine detaillierte Beschreibung der Verwandtschaftsgrade der involvierten Gene zueinander

gibt die jeweilige Distanzmatrix fiir die cepl bzw. cepR Gene wieder (Tab. C.2).

cepl
cepR
HI1l LMG LMG R-921 LMG LMG LMG
18863 14291 18943 12227 16660
HI11 1,00
(Gv.III) 1,00
LMG 18863 0,98 1,00
(Gv.IIT) 0,98 1,00
LMG 14291 0,93 0,93 1,00
(Gv.IV) 093 093 1,00
R-921 0,87 0,87 0,86 1,00
(Gv.V) 0,92 092 09 1,00
LMG 18943 0,89 090 0,89 0,85 1,00
(Gv.V]) 0,90 091 0,90 091 1,00
LMG 12227 097 096 094 088 0,90 1,00
(Gv.]) 0,94 094 093 0,92 0,90 1,00
LMG 16660 0,83 0,83 0,82 0,81 0,82 0,83 1,00
(Gv.II) 0,90 090 090 0,90 0,91 091 1,00

Tab. C.2: Berechnete Distanzmatrix-Werte fiir die cepl (obererWert) bzw. cepR (unterer Wert) Gene jedes
représentativen Vertreters der verschiedenen B. cepacia Genomovare.

C.3 Funktionelle Analyse des cepl Gens aus Genomovar en des B. cepacia Komplexes
Die vorausgegangene genotypische Charakterisierung der verschiedenen Genomovare des
B. cepacia Komplexes hatte ergeben, daB3 in allen Vertretern ein cep/R Locus vorhanden ist,

dessen cepl- und cepR-Gen jeweils starke Homologie zu den bekannten cep/R Genen von

67



ERGEBNISSE

B. cepacia Gv.IlIl K56-2 aufweist. Nun sollte untersucht werden, ob die Sequenzvariationen
innerhalb der Cepl Proteine, vor allem in Hinblick auf B. multivorans und B. vietnamiensis,
fiir die Unterschiede in Menge bzw. Art der synthetisierten AHL-Molekiile verantwortlich
sind. Von speziellem Interesse war, inwieweit der Austausch der Glutaminsdure gegen
Asparaginsdure an Position 43 der Cepl aller Genomovar II (B. multivorans) Stimme
Bedeutung fiir die fehlende AHL-Produktion hat.

Es galt somit zu kldren, ob bzw. welche AHL-Molekiile von den Cepl Proteinen aus den
verschiedenen Genomovaren synthetisiert werden. Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen
cepl Gene in einen Expressionsvektor kloniert, heterolog in E. coli XL1-Blue exprimiert und
die synthetisierten AHL-Molekiile anschlieBend analysiert. Der besondere Vorteil des
heterologen E. coli Expressionssystem war in diesem Fall darin zu sehen, dal eine
funktionelle Analyse des jeweiligen Cepl Proteins, unabhingig und unbeeinflullit von

Burkholderia-spezifischen regulatorischen Faktoren, mdglich war.

C.3.1 Konstruktion von cepl-Expressionsvektoren

Ausgehend von den entsprechenden bereits klonierten cepIR Loci wurden die cepl Gene der
Stimme B. multivorans LMG 16660 (Gv.Il), B. vietnamiensis R-921 (Gv.V) und B. cepacia
Gv.III H111 mittels PCR unter Verwendung des Primerpaars cepl-V-Exp/cepl-R-Exp, ampli-
fiziert. Die Primer waren so gewidhlt worden, dall sie cepl ohne strangaufwirts liegende
lux Box amplifizieren und nach erfolgter Klonierung der korrekte Leserahmen des kodierten
Proteins erhalten bleibt. Aulerdem waren die Primer an den 5’-Enden mit den Restriktions-
schnittstellen BamHI bzw. HindIll versehen worden, um eine gerichtete Ligation des 0,6 kb
groBen Amplikons in den BamHV/HindIIl gedffneten Expressionsvektor QIAexpress” pQE-32
(QIAGEN, Hilden) zu ermoéglichen. Unter Kontrolle des starken, IPTG-induzierbaren
Promotors T5 und durch die Anwesenheit einer synthetischen Ribosomenbindestelle waren
somit eine fehlerlose und effiziente Cepl Expression gewihrleistet. Das Konstruktionsschema
fiir die beschriebenen cepl-Expressionsvektoren ist in Abb. C.15 dargestellt.

In Analogie zu dieser Vorgehensweise wurde auch das cepl Gen von LMG 13010"
(B. multivorans), das laut Sequenzanalyse des entsprechenden cep/R Locus ein UGA-
Stopcodon (Position 100 der AS-Sequenz) trigt, in den Expressionsvektor pQE-32 kloniert
(Abb. C.16). Es sollte liberpriift werden, wie sich dieses - vermutlich durch Translationsstop
verkiirzte - Cepl Protein (100 anstatt 239 Aminosduren Linge) im Vergleich zu den anderen
Cepl Proteinen beziiglich der Synthese von AHL-Molekiilen verhilt. Als Kontrolle wurde

zusitzlich noch ein verkiirztes cepl Gen, das mittels PCR mit dem Primerpaar cepl-V-
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Exp/cepl-R-ExpStop unter Verwendung des cepIR Locus von H111 (B. cepacia Gv.1lI) als
»template® erhalten worden war, in den Expressionsvektor pQE-32 kloniert (Abb. C.17). Das
resultierende Amplikon war durch die gewéhlten Primer artifiziell auf eine Lange von 0,3 kb
verkiirzt und das kodierte Cepl Protein folglich in seiner Grée dem mutmaBlichen Cepl von

LMG 13010" nachempfunden.

C.3.2 Heterologe Expression von Cepl in Escherichia coli

Die unterschiedlichen cepl-Expressionsvektoren wurden jeweils durch Elektroporation in den
heterologen Wirt E. coli XL1-Blue transferiert. Nach Induktion der Cepl Expression mit
2 mM IPTG konnte die AHL-Produktion der Klone entweder durch Kreuzstrich-Assays oder
DC-Analyse der AHL-Extrakte mit Hilfe der Biosensoren iiberpriift werden. Fiir die DC-
Analyse wurden die Zellen, welche den entsprechenden Vektor trugen, zunéchst bis zu einer
optischen Dichte von ODgy = 0,2 angezogen. Nach Induktion der Cepl Expression durch
Zugabe von 2 mM IPTG wurden die Kulturen dann bei einer ODgop = 1,0 geerntet, und die
AHLs wie beschrieben aus dem zellfreien Kulturiiberstand extrahiert. Abb. C.18 zeigt die
AHL-Profile der E. coli XL1-Blue Klone, welche die AHL-Synthasen von B. cepacia Gv.IlI,
B. multivorans bzw. B. vietnamiensis exprimieren.

In allen drei Fillen fiihrte die Expression von cepl in E. coli zur Produktion von vergleich-
baren Mengen an C6-HSL und C8-HSL. Somit wird deutlich, daB3 die AHL-Synthase Cepl
von B. multivorans analog zu Cepl von B. cepacia Gv.III ebenfalls grundsitzlich die
Féhigkeit zur Synthese von C6-HSL und C8-HSL besitzt. Auflerdem zeigt sich, daf die Cepl
AHL-Synthase von B. vietnamiensis nur C6-HSL und C8-HSL produziert, wihrend sie die
Produktion von C10-C14-HSL nicht zu steuern scheint. Interessanterweise erzeugte die
heterologe Expression von Cepl der verschiedenen Genomovare einen zusitzlichen Spot auf
der DC-Platte. Laut Vergleich des R-Werts mit synthetischen AHL Standards handelt es sich
dabei hochstwahrscheinlich um N-Heptanoyl-homoserinlacton (C7-HSL). Dieses Molekiil
wurde kiirzlich in zellfreien Kulturiiberstinden von Rhizobium leguminosarum Biovar

identifiziert (Lithgow et al., 2000).
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EcoRI1 BamHI HindIIl
ATG Stop Codons
6 x His MCS

t0
H

pQE-32-Elemente

20 bp

PT5 lacO lacO RBS

MCS
PCR-cepl Ryy11; ]
PCR-cepl Rygs50
PCR-CepIRg g5

PCR | cepl-V-Exp/cepI-R-Exp

BamHI HindIII
| cepl -Exp
1 620

Klonierung tber
BamHI / Hindll1

BamHI

HindIII

Abb. C.15: Konstruktionsschema der Expressionsvektoren pQE-cepl fir die Cepl Proteine der Stimme
B. cepacia H111, B. multivorans LMG 16660 und B. vietnamiensis R-921.
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PCR-cepl Rygo10r

PCR | cepIl-V-Exp/cepIl-R-Exp

BamHI HindIIl
cepl -Exp13010T

UGA (298)

Klonierung tiber
BamHI / Hindl 11

BamHI

P/O cepl -Exp-13010

PQE-cepl 155107
4041 bp

Abb. C.16: Konstruktionsschema des Expressionsvektors pQE-cepl 397 fiir das Cepl Protein von
B. multivorans LMG 13010".
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BamHI HindIIl

cepl-Exp130107
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||II
1 620

UGA (298)

PCR-cepl Ryy11;

PCR | cepIl-V-Exp/cepI-R-ExpStop

BamHI HindlIll
1 300
cepl

Klonierung tber
BamHI / Hindl 1

BamHI
cepl -ExpStop
HindIIl

Abb. C.17: Konstruktionsschema des Expressionsvektors pQE-cepl” fiir das artifiziell verkiirzte Cepl Protein
von B. cepacia H111.
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C6-HSL »

C7-HSL »

C8-HSL »

C10-HSL »

198192 3 4 3 6 7

Gv.IIl Gv.I Gv.V Gv.V,WT

Abb. C.18: Analyse der AHL-Produktion von E. coli XLI1-Blue Klonen, die cep/ von verschiedenen
Genomovaren des B. cepacia Komplexes exprimieren: Gv.III (Spur 4), Gv.II (Spur 5) und Gv.V (Spur 6). Die
AHLs der Extrakte aus zellfreien Kulturiiberstainden wurden mittels DC aufgetrennt und durch einen Softagar-
Overlay, angeimpft mit dem biolumineszenten Sensor E. coli MT102 (pSB403), nachgewiesen. Die Spuren 4-6
enthalten Extrakte von E. coli XL1-Blue mit pQE-ceply 1, (Gv.III), pQE-ceplissso (GV.II) bzw. pQE-ceply.os
(Gv.V), deren Volumen dquivalent zu 2 ml Kultur (Spur 4) bzw. 3 ml Kultur (Spur 5) bzw. 6 ml Kultur (Spur 6)
sind. Spur 7 zeigt den Wildtyp-Extrakt entsprechend 7 ml des zellfreien Kulturiiberstand von B. vietnamiensis
R-921, angezogen in LB-Medium. Synthetische AHL-Standards sind in den Spuren 1 (C6-HSL), 2 (C7-HSL)
und 3 (C8-HSL) aufgetragen.

Die beiden E. coli Klone, die die Expressionsvektoren pQE-cepl 3010t bzw. pQE-cep!l’ trugen
und somit aufgrund der cepl Nukleotidsequenz verkiirzte Cepl Proteine exprimieren sollten,
wurden mittels Kreuzstrich-Assay gegen den biolumineszenten Sensor E. coli MT102
(pSB403) auf AHL-Produktion getestet. Der Assay wurde in diesem Fall auf 2 mM IPTG
enthaltenden LB-Platten durchgefiihrt, um die Induktion der Cepl Expression zu gewéhr-
leisten. Es wurde erwartet, daf} beide Klone keine AHLs synthetisieren kdnnen, da vorzeitiger
Translationsstop bzw. artifiziell verkiirztes cep/ Gen zur Expression stark verkiirzter und
folglich inaktiver Cepl Proteine fiihren sollte. Allerdings zeigte sich, da3 zwar das deletierte
ceply tatsichlich AHL-negativ ist, jedoch das cepliz0ior mit dem UGA Stopcodon an
Position 100 der Aminoséuresequenz und weiteren Mutationen fiir eine funktionstiichtige
AHL-Synthase kodiert. Wie aus Abb. C.19 hervorgeht, regt E. coli XLI-Blue
(pQE-cepl 3010r) den Sensorstamm zu Biolumineszenz an, wéhrend E. coli XL1-Blue

(pQE-cep!’) keine Aktivierung hervorruft.
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Abb. C.19: Kreuzstrich-Assay mit den Klonen (A) E. coli XL1-Blue (pQE-cepli3910r) und (B) E. coli XL1-Blue
(pQE-cepl’) gegen den biolumineszenten Sensor E. coli MT102 (pSB403). Aktivierung des Sensorstammes
durch E. coli XL1-Blue (pQE-cep! 3010r) beweist AHL-Produktion aufgrund einer funktionellen AHL-Synthase,
fehlende Aktivierung durch E. coli XL1-Blue (pQE-cepl’) ist auf inaktive AHL-Synthase zuriickzufiihren. Die
Dokumentation (links Tageslichtaufnahme, rechts Biolumineszenzaufhahme) erfolgte mit dem CCD-Kamera-
system C2400-40 und dem ARGUS20/HPD-CP-Softwarepaket (Hamamatsu Photonics, Herrsching).

C.4 Erzeugung einer Knock-out Mutation im cepl Gen von B. cepacia

Die phinotypische Charakterisierung der 70 Vertreter des B. cepacia Komplexes beziiglich
AHL-, Exoenzym- und Siderophor-Produktion hatte keine eindeutigen Hinweise auf eine
Korrelation zwischen der Synthese von AHLs und der Synthese dieser potentiellen Patho-
genitdtsfaktoren ergeben (s. C.1). Um AufschluB3 iiber mogliche AHL-regulierte Phénotypen
im B. cepacia Komplex zu erhalten, sollte nun durch gerichtete Mutation im cepl Gen eines
geeigneten Vertreters die AHL-Synthase inaktiviert werden. Die nachfolgende vergleichende
Charakterisierung der erzeugten AHL-defizienten Mutante gegeniiber dem AHL-produzieren-
den Wildtyp sollte helfen, AHL-regulierte Funktionen, besonders in Hinblick auf die Patho-
genitit des Organismus, aufzuklidren. Aullerdem war der Einsatz der AHL-defizienten
Mutante als AHL-Biosensor in Untersuchungen zu intergenerischer Kommunikation geplant.
Als Methode fiir die Mutagenese erschien das auf pEX-Vektoren basierende ,,gene replace-
ment“ System (Schweizer und Hoang, 1995) vielversprechend, da dieses schon mehrfach
erfolgreich fiir gerichtete Mutagenese in P. aeruginosa (Hoang et al., 1998) und auch in
P. putida (Rothballer, 2000) eingesetzt worden war. Hierbei wird mittels zweier
aufeinanderfolgender Rekombinationsereignisse (,,double cross-over®) ein im Chromosom
befindliches spezifisches Gen durch Insertion einer inaktivierten Kopie ersetzt (vgl. Abb.
B.1).

Voraussetzung fiir die chromosomale Insertionsinaktivierung von cepl iiber homologe

Rekombination war die Konstruktion eines geeigneten Vektors. Nach erfolgter Mutagenese
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und Selektion der cep/ Mutanten wurde die generierte Mutation geno- und phénotypisch

bestitigt.

C.4.1 Auswahl eines geeigneten Burkholderia Stammes

Zuerst muflite ein Stamm gefunden werden, der fiir die Konstruktion einer cep/ Mutanten
geeignet ist. Wichtigste Voraussetzung war natiirlich, daB3 es sich bei dem gewéhlten Vertreter
um einen moglichst typischen AHL-Produzenten handelte. Aulerdem sollte der Wildtyp-
Stamm nach Mdglichkeit klinische Relevanz haben, da Studien mit der zugehorigen cepl
Mutante besonders in Hinblick auf verdnderte Virulenz interessant erschienen. Tatsdchlich
ausschlaggebend jedoch war das Vorhandensein von Antibiotika-Sensitivititen, da die
erwilinschte genetische Manipulation nur unter Zuhilfenahme entsprechender Selektions-
marker moglich war. Tab. C.3 verdeutlicht die Schwierigkeit, Vertreter des B. cepacia
Komplexes genetisch zu manipulieren, da fast ausnahmslos Multiresistenz gegeniiber den als

Selektionsmarker tiblichen Antibiotika festzustellen war.

Stamm Wachstum auf Antibiotikum (pg/ml)

Ap 100 Cb 600 Cm 25 Gm 25 Km 50 Rif 150 Sm 50 Tc 10

H111 + + - - - + - +
H118 + + + + + + + +
H134 + + + + + + + +
H145 + + + + + + + +
H147 + + + + + + + +
H162 + + + + + + + +
H175 + + + + + + + +
H177 + + + + + + + +
H177E + + + + + + + +
H193 + + + + + + + +
LMG 1222 + + + + + + + +
LMG 6993 + + - + + + + +

Tab. C.3: Ergebnisse des Antibiotika-Sensitivititstest bei relevanten Vertretern des B. cepacia Komplexes: +
bedeutet Wachstum auf LB-Agarplatte mit entsprechender Antibiotikumskonzentration, - bedeutet fehlendes
Wachstum. H bezeichnet klinische Isolate aus CF-Patienten der MHH, Hannover. Bei den LMG Stimmen
handelt es sich um Umweltisolate.

Unter den zehn AHL-positiven CF-Isolaten der MHH befand sich nur ein Stamm, nidmlich
Stamm H111, der Sensitivitdt gegeniiber gleichzeitig mehreren Antibiotika (Chloramphenicol,
Gentamycin, Kanamycin, Streptomycin) aufwies. Interessanterweise handelt es sich bei

diesem Vertreter als einzigen um B. cepacia Gv.Ill, wahrend die anderen aufgefiihrten MHH-
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Stimme B. stabilis angehdren. Filir den Stamm LMG 6993, ein Bodenisolat und ebenfalls
B. cepacia Gv.IIl zugehorig, konnte ausschlieflich Chloramphenicol-Sensitivitdt nachge-
wiesen werden.

Folglich wurde B. cepacia Gv.IIl H111 als Kandidat fiir die Konstruktion einer cep/ Mutanten
gewihlt. Ein weiterer bedeutender Aspekt in Hinblick auf den geplanten Einsatz der cepl
Mutante in Studien betreffend intergenerische Kommunikation war, da3 dieser Stamm bei

dem Patienten in Co-Kolonisierung mit P. aeruginosa vorlag (Geisenberger et al., 2000).

C.4.2 Sequenzanalyse des cepl R L ocus von B. cepacia H111

Voraussetzung fiir die Konstruktion des cepl Integrationsvektors mit geeigneten gen-
spezifischen Sequenzen war die Kenntnis der Nukleotidsequenz des gesamten cep/R Operons
von B. cepacia H111 (Abb. F.1). Im Zuge der genotypischen Charakterisierung war der
gesamte cepIR Locus von H111 mittels PCR mit den Primern cepIR-V/cepIR-R amplifiziert,
bereits in pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert (s. C.2.2.1) und die
Nukleotidsequenz des cepl und des cepR Gens bestimmt worden (s. C.2.2.3-C.2.2.5).
Zusitzlich lag die Nukleotidsequenz eines in pCR*2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA)
klonierten Teilamplifikats von cepR aus H111 vor, das fiir die Sonde cepR mit den Primern
cepR-3V/cepR-3R generiert worden war (C.2.1.2). AuBBerdem war noch die Nukleotidsequenz
eines in pCR®2.1-TOPO klonierten Amplifikats analysiert worden, das aus PCR mit den
Primern cepIR-V/cepl-1V hervorgegangen war und cepl mit zugehoriger /ux Box aus H111
enthielt.

Um die Nukleotidsequenz des in pCR®2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) klonierten
cepIR Operons von B. cepacia H111 zu vervollstindigen, muBlte folglich noch ein GroBteil
der intergenerischen Region sequenziert werden. Dafiir dienten die Sequenzierprimer
ceplS-1V und cepRS-1R (Togl, 2000), sowie cepRS-16660, der bereits fiir die Bestimmung
der vollstidndigen cepR Nukleotidsequenz von H111 und LMG 16660 eingesetzt worden war.
Abb. C.20 zeigt alle fiir die vollstdndige Sequenzanalyse des cepIR Operons von B. cepacia

H111 verwendeten Sequenzierprimer.
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UniV ceplS-1V cepRS-1R UniR

cepRS-16660

lux box
1= — 2162
cepl (609bp)  1gR (726 bp)  cepR (719 bp)

cepIR-V cepIR-R

< > <«
cepl-1V cepR-3V  cepR-3R

200 bp

Abb. C.20: Schematische Darstellung des in pCR"2.1-TOPO klonierten cepIR Amplikons aus B. cepacia H111
(,,pCR-ceplRy11*) mit einer Gesamtlinge von 2162 bp. Unterhalb der abgebildeten genetischen Struktur sind die
PCR-Primer angegeben, mit deren Hilfe Amplikons fiir Klonierungen und anschlieBende Sequenzierungen
erzeugt wurden. Oberhalb davon sind die verwendeten Sequenzierprimer mit ihren Bindestellen aufgefiihrt.

C.4.3 Konstruktion des cepl Integrationsvektors

Aufgrund der bei H111 vorliegenden Antibiotika-Sensitivititen gegeniiber Gentamycin und
Kanamycin war es moglich, mit dem Vektor pEX18Gm (Hoang ef al., 1998) zu arbeiten, der
Resistenz gegeniiber Gentamycin vermittelt. Zur Inaktivierung des cepl Gens wurde das
Kanamycin-Resistenzgen npt eingesetzt. Fiir die Konstruktion des Integrationsvektors wurde
die Kanamycin-Kassette mit zwei DNS-Sequenzen des cep Locus flankiert. Folglich wurden
in den Vektor pEX18Gm in aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten, alle durchgefiihrt in
E. coli XL1-Blue, drei Fragmente inseriert. Um eine moglichst giinstige Strategie flir die
einzelnen gerichteten Klonierungen zu wihlen, wurde zuvor das Vorhandensein von
Restriktionsschnittstellen im cep/R Operon von H111 abgeklirt.

Der erste Konstruktionsschritt war die Klonierung eines PCR-Produkts, das die gesamte inter-
generische Region zwischen cepl und cepR und zusitzlich die ersten ca. 100 Basen von cepR
enthielt (Abb. C.21). Es umfate somit 852 Basen und war aus einer ,,high fidelity* PCR mit
den Primern igR-R-Sacl/igR-V-EcoRI aus chromosomaler DNS von H111 hervorgegangen.
Um eine gerichtete Insertion in den Sacl/EcoRI gedffneten Vektor pEX18Gm zu gewéhr-
leisten, wiesen die Primer am 5’-Ende jeweils die entsprechende Restriktionsschnittstellen-
Sequenz auf. Das entstandene Amplikon muflte folglich vor der Ligation ebenfalls einer
Restriktion unterworfen werden. Der nach dem ersten Klonierungsschritt resultierende Vektor
wurde ,,pEX-1gR* bezeichnet.

Im nachfolgenden Klonierungsschritt wurde ein weiteres PCR-Produkt in den HindIIl/BamHI

geoffneten Vektor pEX-igR inseriert. Dieses Amplikon mit einer Grof3e von 637 Basen war,
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ebenfalls aus chromosomaler DNS von H111, mit den Primern cepl-R-HindIll/cepl-V-BamHI
amplifiziert worden und enthielt das gesamte cep/ Gen ohne der ersten sieben Basen am
5’-Ende Abb. C.21). Da das Amplikon fiir eine gerichtete Klonierung wieder Restriktions-
schnittstellen fir HindIll bzw. BamHI an den Enden aufwies, wurde es vor Einsatz in die
Ligation mit den entsprechende Enzymen behandelt. Das resultierende Plasmid trug nun die
beiden fiir die Rekombination in das Chromosom von HI111 bendtigten homologen
Abschnitte und wurde ,,pEX-igR-cepl* genannt. Durch die Klonierung tiber HindIll/BamHI
waren in diesem Konstrukt die Restriktionsschnittstellen Xbal, Sall, Pstl, Sphl und BspMI
verloren gegangen.

Die letzte Klonierung umfafite die Insertion eines Kanamycin-Resistenzgens (Oka et al.,
1981) in den BamHI gedttneten Vektor pEX-igR-cepl. Fiir diesen Zweck war die verwendete
Kanamycin-Kassette mit einer Gréfle von ca. 1,7 kb zuvor liber BamHI aus dem Plasmid
pCarol (Maier, 1999) ausgeschnitten und zwischen die beiden zum Chromosom homologen
Abschnitte kloniert worden. Der fertige Integrationsvektor wurde ,pEX-ko-ceplyi*
bezeichnet. Das gesamte Konstruktionsschema fiir pEX-ko-ceply;;; ist in Abb C.23
zusammengefalt.

Die klonierten homologen cep Abschnitte wurden so gewihlt, da3 eine erfolgreiche Muta-
genese von cepl zu einer den Leserahmen zerstorenden Deletion der ersten sieben Basen am
5’-Ende des cepl Gens und einer gleichzeitigen Insertion der Kanamycin-Kassette an dieser

Stelle fuhren sollte.
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Abb. C:21: Konstruktionsschema des cepl Integrationsvektors ,,pEX-ko-ceply;* fur B. cepacia H111.

79



ERGEBNISSE

C.4.4 Mutagenese im cepl Gen von B. cepaciaH111

Durch die Anwesenheit des oriTrps war es moglich, den Integrationsvektor in einem triparen-
talen Mating (B.5.7.2) in B. cepacia H111 zu transferieren. Eine Replikation des
transferierten Vektors in H111 konnte nicht stattfinden, da die Vektoren der pEX-Reihe auf
dem pMB1-Replikationsursprung basieren und somit nur in Enferobacteriaceae zu replizieren
vermdgen. Stattdessen kommt es zur Insertion des inaktivierten cepl Gens iiber zweifache
homologe Rekombination (,,double cross-over*) in das Genom von H111.

Wie in Abb. C.22 dargestellt, flihrte das erste Rekombinationsereignis zur gerichteten
Integration des gesamten Suizid-Vektors in den cepIR Locus von H111. Entsprechende Trans-
konjuganten, sogenannte merodiploide Mutanten, besitzen in diesem Stadium sowohl
Resistenz gegeniiber Gentamycin als auch gegeniiber Kanamycin. Nach Aneinanderlagerung
der Regionen des zweiten homologen Abschnitts kam es zu einem weiteren Rekombinations-
ereignis, das die Deletion von nicht-homologen Vektoranteilen aus dem Genom nach sich zog
und u.a. das Gentamycin-Resistenzgen deletierte. Transkonjuganten dieses Stadiums, also
echte double cross-over Mutanten, weisen folglich nur noch Kanamycin-Resistenz auf und
sind sensitiv gegeniiber Gentamycin.

Die Selektion der Transkonjuganten in dem triparentalen Konjugationsansatz erfolgte auf PIA
Agarplatten, versetzt mit 50 ng/ml Kanamycin, und 24-36 h Inkubation bei 30 °C. Bei den
herangewachsenen Klonen konnte es sich sowohl um merodiploide als auch um echte double
cross-over Mutanten handeln (vgl. Abb. C.22). Um die gewiinschten cep/ Mutanten zu
identifizieren, wurden die 19 erhaltenen Kolonien auf Sensitivitit gegeniiber Gentamycin
getestet. Zwei der auf mit 25 pg/ml Gentamycin versetzten PIA Agarplatten {iberimpften
Klone, #10 und #19, erwiesen sich als sensitiv gegeniiber diesem Antibiotikum. Auflerdem
ging auseinem Kreuzstrich-Assay gegen den Sensor E. coli MT102 (pSB403) eindeutig
hervor, dal3 ithnen die Fahigkeit zur AHL-Produktion fehlte (vgl. Abb. C.22). Diese in den
beiden Klonen vorhandenen Phédnotypen deuteten darauf hin, da3 zweifache homologe Re-

kombination eine Inaktivierung des cepl Gens hervorgerufen hatte.
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Abb. C.22: Schema des molekularen Mechanismus fiir die Mutagenese im cepl Gen von B. cepacia H111 mit
Hilfe des cepl Integrationsvektors pEX-ko-cepliq;.

C.4.5 Genotypischer Nachweisder cepl Mutation in B. cepaciaH111

Es mufite genotypisch bestétigt werden, dal3 die Phianotypen der beiden Transkonjuganten #10
und #19 tatsdchlich auf einer durch den Vektor pEX-ko-ceplyii1 erzeugten cepl Mutation
beruhten. Aus diesem Grund wurde eine Southern-Blot-Hybridisierung mit Pstl-verdauter
chromosomaler DNS der Mutanten durchgefiihrt. Wie aus Abb. C.23 hervorgeht, kann eine
Insertion der Kanamycin-Kassette im cep/ Gen anhand verdnderter Hybridisierungsfragmente

mit der Sonde cepR (s. C.2.1.) nachgewiesen werden.
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Abb. C.23: Vergleichendes Schema mit den mutmaBlichen GroBen der Hybridisierungsfragmente bei B. cepacia
H111 Wildtyp und B. cepacia H111-cepl Mutante nach Pstl-Restriktion chromosomaler DNS und Hybridi-
sierung mit der Sonde cepR.

Wihrend bei B. cepacia H111 Wildtyp die Hybridisierung der Pst/-geschnittenen chromoso-
malen DNS mit der Sonde cepR zu Signalen der Fragmentgrofie 2,4 kb und 7,5 kb fiihrt,
sollten bei der HI111 cepl Mutante Signale bei 4,1 kb und 7,5 kb entstehen. Die Insertion der
1,7 kb groBen Kanamycin-Kassette am 5’-Ende des cepl Gens bewirkt eine Vergroflerung des
zugehdrigen von der Sonde cepR detektierten PstI-Fragments von 2,4 kb im HI111 Wildtyp
auf 4,1 kb in der Mutante. Das zweite PstI-Fragment, das mit der cepR-Sonde hybridisiert,
bleibt in seiner urspriinglichen Grof3e von 7,5 kb erhalten.

Die entsprechende Southern-Blot-Hybridisierung mit den Transkonjuganten #10 und #19
zeigte in beiden Féllen die fiir eine cepl Mutante erwarteten Hybridisierungsfragmente (Abb.

C.24), womit die Inaktivierung von cepl in B. cepacia ,,H111-I bewiesen wurde.
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Abb. C.24: Genotypischer Nachweis der cep/ Mutation in den Transkonjuganten #10 und #19 mittels Southern-
Blot-Hybridisierung chromosomaler, PstI-verdauter DNS mit der Sonde cepR.

C.4.6 Funktionelle Komplementation der cepl Mutante B. cepacia H111-1

Nach der genotypischen Bestitigung der cep/ Mutation in B. cepacia H111-I wurde versucht,
den Gendefekt funktionell zu komplementieren. Fiir diese trans-Komplementation des inakti-
vierten cepl Gens wurde ein Plasmid bendtigt, welches das intakte cepl Gen aus H111 trégt
und in H111-I transferiert werden kann. Als Klonierungsvektor mit Gentamycin-Resistenz
wurde pPBBRIMCS-5 (Kovach et al., 1995) gewéhlt, da es sich dabei um ein mobilisierbares
Plasmid mit breitem Wirtsbereich handelt, das auch in B. cepacia repliziert.

Mit Hilfe der Primer cepIR-V/cepl-1V wurde, ausgehend von pCR-ceplRy;1; (s. C.2.2.1), das
cepl Gen mit zugehdriger /ux Box mittels PCR amplifiziert und zunichst in pCR®2.1-TOPO
kloniert. Aus diesem konnte das vollstindige Amplifikat dann {iber EcoRI in pBBRIMCS-5
umkloniert werden. Das so generierte Plasmid wurde als ,,pBBR-ceply;11“ bezeichnet und lag
in E. coli XL1-Blue vor. In vollig analoger Vorgehensweise wurde auch das cep/ Gen mit
zugehoriger lux Box von LMG 16660 amplifiziert und kloniert. Das resultierende Plasmid
wurde ,,pBBR-ceplissco genannt und sollte nach Transfer in B. cepacia H111-1 die
Funktionalitdt der exprimierten Cepl AHL-Synthase von B. multivorans in B. cepacia
beweisen. Abb. C.26 stellt das Konstruktionsschema fiir die beiden pBBR-cep/ Plasmide dar.
Da jeweils eine ungerichtete Klonierung in pBBRIMCS-5 vorgenommen worden war, mufite
in den Klonen die Orientierung des cepl-Amplifikats zum /ac-Promotor iiberpriift werden.
Dies war im Falle von pBBR-ceply;;; durch Restriktion mit Smal und im Falle von

pBBR-ceplis660 durch Restriktion mit Sacl moglich.
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Der Transfer des Vektors in B. cepacia H111-I erfolgte jeweils in einem triparentalen Mating
(s. B.5.7.2). Die resultierenden Transkonjuganten wurden auf PIA-Festmedium, versetzt mit
25 ng/ml Gentamycin, selektioniert. Mittels Kreuzstrich-Assay gegen den Sensor E. coli
MT102 (pSB403) konnte nachgewiesen werden, dall der rekombinante Stamm B. cepacia
H111-I (pBBR-ceply 1) zu AHL-Produktion fahig ist. Durch Transfer des intakten AHL-
Synthase Gens von H111 konnte der Gendefekt in H111-I also in frans komplementiert
werden.. Abb. C.25 zeigt das Ergebnis des Assays und verdeutlicht, da3 die komplementierte
Mutante B. cepacia H111-1 (pBBR-ceply;11) im Vergleich zum Wildtyp B. cepacia H111
verstirkt AHLs produziert. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dafl in der
komplementierten Mutante das fiir die AHL-Synthase kodierende Gen in frans auf einem

Plasmid mit hoher Kopienzahl vorliegt.

Abb. C.25: Phanotypischer Nachweis der cep/ Mutation in H111-I mittels Kreuzstrich-Assay gegen den
biolumineszenten Sensor E. coli MT102 (pSB403) mit (A) B. cepacia H111, (B) B. cepacia H111-I und (C)
B. cepacia H111-1 (pBBR-ceplyj ;). Die Aktivierung des Sensorstammes durch B. cepacia H111-1 (pBBR-
ceply1) beweist AHL-Produktion aufgrund einer trans-Komplementation des cep/ Gendefekts in H111-I nach
Transfer des Plasmids pBBR-ceply; ;. Die Dokumentation (links Tageslichtaufnahme, rechts Biolumineszenz-
aufnahme) erfolgte mit dem CCD-Kamerasystem C2400-40 und dem ARGUS20/HPD-CP-Softwarepaket
(Hamamatsu Photonics, Herrsching).
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Abb. C.26: Konstruktionsschema des Vektors pBBR-cep! fiir die trans-Komplementation von H111-1. Die
angegebene Sacl-Schnittstelle bezieht sich auf ceplig440, die Smal-Schnittstelle auf ceply ;.
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Als Kontrolle dafiir, da3 die funktionelle Komplementation des cep/ Gendefekts nicht auf
Plasmid-vermittelter Genexpression beruht, sondern tatsidchlich von dem ,,Quorum-Sensing*
System des Wirts reguliert wird, wurde das Plasmid pBBR-ceply;;1 auch in eine definierte
cepR Mutante von H111 (Huber, 2000) transferiert. Die fehlende AHL-Produktion in diesem
Stamm konnte durch pBBR-ceplyy ;1 nicht komplementiert werden (ohne Abb.). Dies war der
Beweis, dafl das Plasmidkonstrukt per se nicht zur cepl Expression bzw. AHL-Synthese
befdhigt ist, und die Anwesenheit von intakten CepR Rezeptorproteinen die Voraussetzung
fiir eine Induktion der Expression von cepl ist.

Der durch konjugativen Transfer erzeugte rekombinante Stamm B. cepacia H111-1 (pBBR-
ceplisss0) War ebenfalls in der Lage, den Sensor E. coli MT102 (pSB403) zu aktivieren (ohne
Abb.). Die durch das Plasmid pBBR-cepli¢660 hervorgerufene funktionelle Komplementation
von HI11-I beweist die prinzipielle Funktionalitit der Cepl AHL-Synthase von B. multi-
vorans LMG 16660.

C.5 Charakterisierung der cepl Mutante B. cepacia H111-1

Wie im vorausgehenden Kapitel beschrieben, war es gelungen, eine definierte Mutation im
cepl Gen von B. cepacia H111 zu erzeugen. Um sicherzustellen, dal es sich um eine
vollstdndige Inaktivierung der AHL-Synthase handelt, sollte zunidchst eine quantitative
Bestimmung der AHL-Produktion erfolgen. Ein phinotypischer Vergleich zwischen der
erzeugten AHL-defizienten Mutante H111-I und dem Wildtyp sollte dann Aufschlu3 {iber
AHL-regulierte Prozesse geben. In Anlehnung an bereits bekannte AHL-abhingige
Phanotypen (de Kievit und Iglewski, 2000; Davies et al., 1998), wurden die beiden Stamme
hinsichtlich der Synthese extrazellularer Produkte sowie der Féhigkeit zu Biofilmbildung
verglichen. Um abzusichern, da3 verdnderte Phanotypen in der Mutante tatséchlich auf die
Abwesenheit von AHL-Molekiilen zuriickzufiihren sind, wurden in den Untersuchungen die
zwei komplementierten cep/ Mutanten H111-1 (pBBR-ceply;11) und H111-I (pBBR-cepli6660)
als Kontrollen mitgefiihrt.

C.5.1 AHL-Synthesein B. cepacia H111-I

Wie bereits aus dem Kreuzstrich-Assay (Abb. C.25) gegen E. coli MT102 (pSB403)
hervorging, hat die cepl/ Mutante B. cepacia H111-1 offensichtlich die Fahigkeit zur AHL-
Produktion verloren. Eine DC-Analyse des AHL-Extrakts von H111-I, gewonnen aus dem

zellfreien Kulturiiberstand des Stamms, konnte dieses Ergebnis bestitigen (Daten nicht
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gezeigt). Der Defekt war jedoch durch Bereitstellung des intakten cepl Gens aus B. cepacia
HI111 oder B. multivorans LMG 16660 in trans funktionell komplementierbar (s. C.4.).

Ein Mikrotiterplatten-Assay mit den Kulturiiberstinden von H111, H111-I und den zwei
komplementierten Mutanten unter Verwendung von E. coli MT102 (pSB403) zeigt ebenfalls
eindeutig, daB fiir die Mutante H111-I keine AHLs detektiert werden kdnnen, wihrend die
Uberstinde der komplementierten Mutanten AHLs enthalten (Abb. C.27). AuBerdem wird
erneut deutlich, daB3 die trans-Komplementation im Vergleich zum Wildtyp zu einer ver-

starkten AHL-Produktion fiihrt.

1 2 3 4 5 6

Abb. 27: Mikrotiterplatten-Assay unter Verwendung des biolumineszenten Sensors E. coli MT102 (pSB403) mit
Kulturiiberstinden von (1) B. cepacia H111, (2) B. cepacia H111-1, (3) B. cepacia H111-1 (pBBR-cepl};;11) und
(4) B. cepacia H111-1 (pBBR-cepl|4660). Spur (5) enthélt als Negativkontrolle nur den Sensorstamm und Spur (6)
als Positivkontrolle den Sensorstamm mit 500 nM C8-HSL. In die Kavititen wurden jeweils 100 pl Sensor-
stamm vorgelegt, dann in die erste Reihe der Spuren 1-4 jeweils 100 pl sterilfiltrierter Kulturiiberstand zu-
pipettiert. Es erfolgte die Herstellung einer Verdiinnungsreihe in 8 Kavitidten mit jeweils einem Verdiinnungs-
faktor von 1:1. Die Dokumentation erfolgte mit dem CCD-Kamerasystem C2400-40 und dem ARGUS20/HPD-
CP-Softwarepaket (Hamamatsu Photonics, Herrsching).

Um eine vergleichende Quantifizierung beziiglich der AHL-Produktion in den Stimmen
H111, HI1I-I und den zwei komplementierten Mutanten zu ermdoglichen, wurde ein
Mikrotiterplatten-Assay unter Verwendung des auf GFP-basierenden AHL-Sensorstammes
B. cepacia H111-1 (pAS-C8) (Steidle, 2000) durchgefiihrt. Dieser Sensor weist eine hohe
Spezifitdt und Sensitivitdt fiir C8-HSL auf (Steidle, personliche Mitteilung). Die Kultur-
iiberstinde der zu testenden Stdmme wurden fiir den Assay bei einer ODgo = 1,0 gewonnen
und sterilfiltriert. Aus einer exponentiell gewachsenen Kultur des Sensorstammes wurden
jeweils 100 ul pro Kavitit vorgelegt und in die erste Reihe 100 pl des jeweiligen Kultur-
iiberstands zupipettiert. Nach ca. 6 h Inkubation bei 30 °C konnte die griine Fluoreszenz der

einzelnen Kavitdten mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegerits bestimmt werden. Abb. C.28
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stellt die quantitative Auswertung der relativen Fluoreszenz, hervorgerufen durch die An-

wesenheit von AHLs in den Kulturiiberstinden, dar.
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Abb. C.28: Quantitative Auswertung der emittierten relativen Fluoreszenz (RFL) des AHL-Sensorstammes
B. cepacia H111-1 (pAS-C8) in einem Mikrotiterplatten-Assay mit Kulturiiberstinden von (A) B. cepacia H111,
(B) B. cepacia H111-1, (C) B. cepacia H111-1 (pBBR-ceply; ;1) und (D) B. cepacia H111-1 (pBBR-cepli4660). Die
Messung der griinen Fluoreszenz, abgegeben von den Sensorzellen bei 515 nm, erfolgte mit dem Mikrotiter-
platten-Lesegerdt Lambda fluoro 320 Plus (MWG Biotech, Ebersberg). Die Balken E und F stellen Positiv-
kontrollen mit (E) 500 nM C8-HSL und (F) 500 nM C6-HSL dar, Balken G représentiert die Negativkontrolle
(nur Sensorzellen). Die Daten spiegeln Mittelwerte aus vier unabhédngigen Assays wider.

Die Quantifizierung der AHL-Synthese mit dem GFP-Sensor bestitigt, was die Bio-
lumineszenz-Assays (Abb. C.25 und C.27) bereits optisch angedeutet hatten. In der Mutante
H111-I findet keine AHL-Synthese statt (die gemessene Fluoreszenz stellt Background dar),
wihrend die trans-Komplementation der Mutante mit ceply;; bzw. cepligeso die AHL-

Produktion im Vergleich zum Wildtyp um jeweils ca. 35 % verstérkt.

C.5.1 Synthese von extrazellularen Produkten in B. cepacia H111-I

Wie bereits von Lewenza et al. (1999) beschrieben, ist es wahrscheinlich, dafl die Expression
bestimmter extrazelluldrer Produkte in B. cepacia AHL-reguliert ist und somit unter Kontrolle
des cep-Systems steht. Mit Hilfe der AHL-defizienten cep/ Mutante H111-I sollte ein direkter
Zusammenhang zwischen der Synthese von AHLs und extrazelluliren Produkten nach-
gewiesen werden. Deshalb wurden H111 Wildtyp, H111-I und die zwei komplementierten
Mutanten vergleichend auf die Produktion extrazelluldrer Protease, Lipase, Chitinase, sowie
Siderophore getestet. Dies erfolgte wie unter B.2.2 beschrieben auf den entsprechenden
Indikatorplatten.

In Einklang mit den Ergebnissen von Lewenza et al. (1999) weist die cepl Mutante B. cepacia
H111-I auf Magermilch-Medium eine deutlich verringerte proteolytische Aktivitit gegeniiber
H111 auf (Abb. C.29 A), die durch externe Zugabe von 500 nM synthetischem C8-HSL (Abb.
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C.29 B) bzw. H111 Wildtyp AHL-Extrakt zum Medium deutlich komplementiert werden
kann (ohne Abb.). Eine quantitative Bestimmung der Exoprotease-Aktivitit in Kulturiiber-
stinden der Stdimme bewies, da} in der Mutante durch externe Zugabe entsprechender AHLs
eine Komplementation auf den Wildtyp-Level erreicht werden kann (Riedel, personliche
Mitteilung). Im Gegensatz dazu tritt in den komplementierten Mutanten B. cepacia H111-1
(pBBR-cepl H111) und B. cepacia H111-1 (pBBR-cepl 16660) keine Komplementation der
Protease-Aktivitdt auf (Abb. C.29 A), obwohl die AHL-Produktion in diesen Stimmen nach-
weislich wiederhergestellt ist (s. C.5.2).

Abb. C.29: Vergleichende Darstellung der proteolytischen Aktivitit fiir die Stimme (1) B. cepacia H111, (2)
B. cepacia H111-1, (3) B. cepacia H111-1 (pBBR-ceply;;;) und (4) B. cepacia H111-1 (pBBR-cepligs60) auf
Magermilch-Medium (A) ohne bzw. (B) nach externer Zugabe von 500 nM synthetischem C8-HSL. Die Platten
wurden 48 h bei 30 °C inkubiert.

In Bezug auf die Produktion von Siderophoren konnte bei der Mutante auf CAS-Medium eine
deutliche Reduktion im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Der Effekt war ebenfalls
durch die externe Zugabe entsprechender AHLs komplementierbar (Huber ef al., 2001).
Dieses Ergebnis weicht von den Beobachtungen von Lewenza et al. (1999) ab, die eine
Hochregulation der Siderophor-Synthese fiir die B. cepacia K56-2 cepl Mutante beschreiben.
Hinsichtlich der Chitinase-Produktion zeigte sich bei H111-I eine leicht reduzierte Aktivitét
auf der Indikatorplatte (Abb. C.30 A), die sowohl durch cep/ in den frans-komplementierten
Mutanten, als auch durch Zugabe synthetischer AHLs auf Wildtyp-Aktivitdt gesteigert
werden konnte. Betreffend die Lipase-Produktion konnte auf Tributyrin-Medium kein Unter-
schied fiir die getesteten Stdmmen HI111, HI11-I und die komplementierten Mutanten

detektiert werden (Abb. C.30 B).
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Abb. C.30: Vergleichende Darstellung der (A) chitinolytischen bzw. (B) lipolytischen Aktivitit fiir die Stimme
(1) B. cepacia H111, (2) B. cepacia H111-1, (3) B. cepacia H111-1 (pBBR-ceplyy;1,) und (4) B. cepacia H111-1
(pBBR-cepl4660) auf Chitin enthaltendem Medium bzw. Tributyrin-Medium. Die Platten wurden 24 h bei 30 °C
inkubiert.

C.5.2 Biofilmbildung durch B. cepacia H111-I

Es wird angenommen, dal AHL-vermittelte Zell-Zell-Kommunikation in P. aeruginosa Ein-
fluf auf die Entwicklung und Struktur von Biofilmen hat (Davies et al., 1998). In Anlehnung
an diese Vermutung wurden H111, H111-I und die zwei komplementierten Mutanten auf ihr
Vermogen, einen Biofilm auszubilden, untersucht. Fiir den Assay wurden die Stimme in
Polystyrol-Mikrotiterplatten (Greiner, Frickenhausen) in ABC-Medium angeimpft und 48 h
inkubiert. Nach Abpipettieren des Mediums konnte der vorhandene Biofilm durch Anfirben
der in den Kavitdten adhidsierten Zellen mit Kristallviolett nachgewiesen werden. Da die auf-
tretende Farbintensitit der Stirke an gebildetem Biofilm entspricht, ging bereits optisch aus
dem Assay hervor, dafl der H111 Wildtyp sowie die komplementierten cep/ Mutanten zur
Formation von Biofilm fdhig sind. Im Gegensatz dazu ist die Biofilmbildung bei der cepl
Mutante eindeutig reduziert (Abb. C.31 A).
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Abb. C.31: (A) Darstellung des Biofilm-Assays mit den Stdmmen (Reihe A) B. cepacia H111, (Reihe B)
B. cepacia H111-1, (Reihe C) B. cepacia H111-1 (pBBR-ceply;;;) und (Reihe D) B. cepacia H111-1 (pBBR-
cepligesn) in einer Polystyrol-Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen) nach Anfiarben des an den Wénden der
Kavitdten ausgebildeten Biofilms mit Kristallviolett (Reihen 1-4; Reihe 5 Nullprobe). (B) Darstellung der
quantitativen Auswertung der Biofilmformation nach Losung des eingelagerten Farbstoffs und photometrischer
Vermessung der Absorption bei einer ODsyg . Die Ergebnisse spiegeln den jeweiligen Mittelwert einer Vier-
fachbestimmung wider.

Eine quantitative Auswertung der Biofilmformation war moglich, indem das in den Zellaggre-
gaten angereicherte Kristallviolett mit einem 80:20 (v/v) Ethanol/Aceton Gemisch in Losung
gebracht und die Absorption bei einer ODs7y nm photometrisch vermessen wurde. Der Wert
der optischen Dichte korreliert mit der Menge des gelosten Farbstoffs und folglich mit der
Menge an Biofilm. Abb. C.31 (B) zeigt die Ergebnisse der quantitativen Auswertung. Es wird
deutlich, daf die Fahigkeit zur Biofilmbildung in der cep/ Mutante um ca. 40 % gegeniiber
dem Wildtyp vermindert ist. In den komplementierten Mutanten tritt, wie schon bei der AHL-
Synthese beobachtet, eine funktionelle Komplementation tiber den Wildtyp-Level hinaus auf,
wobei die Verstarkung mit ca. 123 % fiir B. cepacia H111-1 (pBBR-ceplyi11) hoher liegt als
fiir B. cepacia H111-1 (pBBR-cepli6660) mit ca. 108 %.
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D. DISKUSSION

D.1 AHL-Produktion innerhalb des B. cepacia Komplexes

Erst kiirzlich wurde ein ,,Quorum Sensing*-System, ceplIR, in B. cepacia Gv.IlI K56-2 (LMG
18863) identifiziert, welches regulatorischen Einflu3 auf die Synthese von Exoprodukten
besitzt (Lewenza et al., 1999). Zunéachst wurde fiir diesen Stamm nur die Produktion von
C8-HSL (OHL) beschrieben, aber in einer weiterfithrenden Arbeit gelang auch der Nachweis
von C6-HSL (HHL) in den Kulturiiberstinden dieses und eines weiteren Genomovar III
Stammes (Lewenza und Sokol, 2001). Auch innerhalb der Arbeitsgruppe wurde die Synthese
von C8-HSL und C6-HSL fiir die meisten Vertreter verschiedener B. cepacia Genomovare
nachgewiesen (Geisenberger, 2000). Im Gegensatz dazu hatten erste Untersuchungen von
McKenney et al. (1995) zu nicht ndher charakterisierten B. cepacia Stimmen auf das
Vorhandensein von C4-HSL (BHL), C6-HSL (HHL) und 3-Oxo0-C6-HSL (OHHL) hinge-
deutet. Die abweichenden Ergebnisse sind hochstwahrscheinlich auf eine Fehlinterpretation
der Aktivierung der in dieser Studie eingesetzten Biosensoren zurilickzufiihren.

Um ausfiihrliche und umfassende Informationen iiber die Verbreitung der AHL-Produktion
innerhalb des B. cepacia Komplexes zu erlangen, wurden 70 Vertreter des B. cepacia
Komplexes unterschiedlicher Herkunft hinsichtlich ihrer AHL-Synthese unter moglichst
standardisierten Bedingungen charakterisiert. Aufgrund der hohen Sensitivitidt und dem genau
beschriebenen Spezifititsspektrum (Geisenberger, 2000) wurden routinemdBig die biolumi-
neszenten Sensorplasmide pSB403 und pSB1075 (Winson et al., 1998) zur AHL-Detektion in
Kreuzstrich-Assays bzw. DC-Analyse eingesetzt. In Anlehnung an die Untersuchungen von
Togl (2000) und Geisenberger (2000) konnte mit dem in dieser Arbeit durchgefiihrten
»dcreening® eindeutig gezeigt werden, dafl die meisten Vertreter des B. cepacia Komplexes
charakteristischerweise wenigstens C8-HSL und C6-HSL in einem molaren Verhéltnis von in
der Regel 10:1 synthetisieren. Allerdings traten stammspezifische Variationen vor allem
hinsichtlich der gebildeten Menge an C8-HSL auf, die zwischen 10 nM und 1 uM variierte.
Ca. 31 % der Stamme wiesen keine bzw. eine nicht nachweisbare AHL-Synthese auf
(Detektionsgrenze fiir C8-HSL ca. 1 nM), darunter alle B. multivorans Staimme (entsprechend
einem Prozentsatz von ca. 23 % der getesteten Stimme). Die Southern-Blot Analyse machte
deutlich, dall samtliche untersuchten Stimme, einschlieSlich aller offensichtlich AHL-
negativen Vertreter, cepl- und cepR-homologe Gene besitzen und folglich die fehlende AHL-
Produktion nicht auf das Fehlen der cep/R Gene zuriickzufiihren ist. Aus der anschlieBenden

heterologen Expression verschiedener cepl Gene in E. coli sowie der funktionellen Komple-
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mentation einer definierten cep/ Mutante des Stammes B. cepacia Gv.IIl H111 ging eindeutig
hervor, dall cepl fiir eine AHL-Synthase kodiert, die fiir die Synthese von C8-HSL und
C6-HSL verantwortlich ist. Dieses Resultat stimmt mit den Ergebnissen von Lewenza und
Sokol (2001) {iberein, die zeigten, da3 Cepl die Synthese von C8-HSL und C6-HSL in zwei

Genomovar III Stammen katalysiert.

D.1.1 AHL-Produktion bei B. multivorans

Die Beobachtung der fehlenden AHL-Synthese in allen B. multivorans Stammen deckt sich
mit Ergebnissen einer anderen Arbeit (Geisenberger, 2000), die belegen, dall unabhingig von
Mediumzusammensetzung und Wachstumsphase fiir dieses Genomovar keine AHL-
Produktion nachgewiesen werden kann.

Bei der vergleichenden Sequenzanalyse der cepl und cepR Gene ausgewdhlter Vertreter des
B. cepacia Komplexes zeigte sich eine auffillige Besonderheit in der abgeleiteten Cepl
Aminosduresequenz aller B. multivorans Vertreter. Es handelt sich um den Austausch einer
Glutaminsdure gegen eine Asparaginsdure an Position 43 von Cepl, wobei diese wahr-
scheinlich eine der zehn Positionen im aktiven Zentrum der AHL-Synthase darstellt, die in
Vertretern der LuxI-Proteinfamilie als absolut konserviert gelten (Parsek et al., 1997).
Trotzdem scheint dieser fiir B. multivorans charakteristische Austausch nicht die Aktivitit der
AHL-Synthase zu beeinflussen, denn die heterologe Expression von Cepl in E. coli fiihrte zur
Produktion von mit anderen Genomovaren vergleichbaren Menge an C8-HSL und C6-HSL.
Dies 148t vermuten, da3 cepl von B. multivorans zwar flr ein funktionelles Protein kodiert,
das Gen jedoch im Wildtypstamm nicht oder nur geringfiigig exprimiert wird. Tatsdchlich
konnte in einem nachfolgenden Experiment die fehlende AHL-Produktion der definierten
cepl Mutante H111-I mit cepl von B. multivorans komplementiert werden. Im Gegensatz
dazu konnte die definierte AHL-defiziente cepR Mutante H111-R (Huber, 2000) nicht mit
cepl von B. multivorans komplementiert werden, was beweist, dall das cep/-Plasmidkonstrukt
per se nicht zur cepl Expression und AHL-Synthese befdhigt ist, sondern regulatorische Inter-
aktionen mit CepR eine Voraussetzung fiir die Expression von cepl/ sind. Da aullerdem die
cepR Sequenzen der beiden involvierten Stimme fast identisch sind und die stromaufwérts
von cepl befindliche Promotor-Region stark konserviert ist, liegt die SchluBfolgerung nahe,
daBB in B. multivorans spezifische negativ-regulatorische Faktoren vorliegen, die die
Expression von cepl verhindern. Die Sequenzanalyse des cep/ homologen Gens aus
B. pseudomallei E8 lieferte eine weitere Bestdtigung flr die dargelegte Hypothese. Die

abgeleitete Aminosiuresequenz des Genprodukts stimmt zu 100 % mit der Cepl Konsensus-
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Sequenz von B. multivorans iiberein und weist somit auch den charakteristischen Amino-
sdure-Austausch auf. Im Gegensatz zu B. multivorans jedoch findet in B. pseudomallei E8
nachweislich cepl Expression statt, da der Stamm C6-HSL und C8-HSL produziert (Geisen-
berger, personliche Mitteilung).

Fir einige AHL-produzierende Organismen, darunter Agrobacterium tumefaciens und
Ralstonia solanacearum, wurde bereits gezeigt, dal eine Aktivierung der AHL-Synthese
zusitzliche externe Signale bendtigt (Fuqua und Winans, 1994; Flavier et al., 1997a und b).
Bei diesen regulatorischen Faktoren handelt es sich um ein pflanzliches Opin bzw. ein Fett-
sdurederivat, welches jeweils die Stimulierung des iibergeordneten LysR-Typ Transkriptions-
regulators bewirkt und auf diesem Weg die AHL-vermittelte Genregulation beeinfluf3t.
Derartige zusétzliche Regulationsmechanismen dienen dazu, ,,Quorum Sensing“-Kaskaden
nur unter ganz bestimmten Umweltbedingungen auszuldsen. Es ist folglich denkbar, dal3 die
angewendeten Kultivierungsbedingungen fiir eine AHL-Synthese in B. multivorans nicht
geeignet waren, da die cepl Expression nur bei Anwesenheit spezifischer Stimuli aus der
Umwelt induziert wird.

Die dargelegte Hypothese der mutmaBlichen Repression der cepl Expression durch
zusiétzliche regulatorische Faktoren steht im Kontrast zu der MutmaBung einer friiheren
Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe (Togl, 2000), wonach die fehlende AHL-Produktion in
B. multivorans auf einen funktionellen Defekt in Cepl zuriickzufiihren ist. Diese
SchluBfolgerung basiert auf der abgeleiteten Cepl Aminosduresequenz des Typstamms LMG
13010", die an Position 100 ein UGA (opal) Stopcodon und weitere Punktmutationen
aufweist. Allerdings konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal LMG
13010" scheinbar einen Ausnahmefall darstellt, da Cepl;3010t stark von der Cepl Konsensus-
Sequenz der anderen analysierten B. multivorans Stimme abweicht, die alle an besagter Stelle
ein UGG Codon fiir Tryptophan tragen. Es ist folglich naheliegend, da3 Cepl;3010o1 aufgrund
einer ,,nonsense” Mutation des Gens inaktiviert wurde und daB3 die auffillige Anhdufung von
Mutationen als Folgeerscheinung der primédren Mutation anzusehen ist. Tatséchlich konnte
anhand des iiber PCR artifiziell verkiirzten und anschlieBend exprimierten Cepl’y;;; die
Inaktivitdt einer entsprechend deletierten AHL-Synthase bewiesen werden, das mutmaBlich
verkiirzte Ceplisoior dagegen war wider Erwarten funktionstiichtig. Da der verwendete
heterologe E. coli Wirt keinen opal-Suppressor-Stamm darstellt, handelt es sich bei dem
beobachteten Phédnomen offensichtlich um ein translationelles ,,read-through®, das von
MacBeath und Kast (1998) als Artefakt in bestimmten Expressionsvektoren beschrieben

wurde. Die Autoren konnten zeigen, daB} es sich bei dem UGA Codon um ein ineffizientes
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Stopsignal handelt, da an dieser Stelle hdufig der Einbau von Tryptophan erfolgt, ohne den

Leserahmen des exprimierten Proteins zu zerstdren.

D.1.2 AHL-Produktion bel B. viethamiensis

Ein Grofiteil der Vertreter von B. vietnamiensis fiel dadurch auf, daf} in den Kreuzstrich-
Assays bzw. der DC-Analyse zusitzlich zu C8-HSL und C6-HSL die Synthese wenigstens
eines langkettigen AHL-Molekiils detektiert werden konnte. Eine chemische Analyse des
AHL-Extrakts von Stamm B. vietnamiensis R-921 bestitigte die Synthese von C10-HSL als
zusétzliches Hauptprodukt neben C8-HSL und C6-HSL, und offenbarte auflerdem die
Anwesenheit weiterer AHLs mit Acyl-Seitenkettenldngen von C10 bis C14 (3-Oxo-C10-
HSL/ODHL, C12-HSL/dDHL und C14-HSL/tDHL; Hardman, personliche Mitteilung). Die
kombinierten Resultate der Southern-Blot Analyse und der heterologen Expression des cepl
von B. vietnamiensis R-921 in E. coli deuten darauf hin, daB in diesem Organismus ein
zweites AHL-Synthasegen mit geringer Homologie zu cepl vorliegt. Da fiir Cepl von
B. vietnamiensis R-921 nur die Synthese der kurzkettigen AHL-Molekiile C8-HSL und
C6-HSL nachgewiesen werden konnte, mufl ein zusétzliches Gen vorhanden sein, das die
Synthese der langkettigen AHLs ermoglicht. Die Existenz zweier verschiedener AHL-
Synthasen in einem Organismus, der sowohl kurz- als auch langkettige AHL-Molekiile
produziert, wurde bereits flir einige gram-negative Bakterien wie P. aeruginosa, Erwinia
chrysanthemi oder Vibrio anguillarum gezeigt bzw. vermutet (Latifi et al., 1996; Nasser
et al., 1998; Milton et al., 1997). Aullerdem wurde bereits eine zweite und dritte Familie von
AHL-Synthasen beschrieben, die keine Homologie zur LuxI Proteinfamilie aufweisen, und zu
denen AinS von V. fischeri und LuxM von V. harveyi bzw. HAtS von P. fluorescens gezihlt

werden (Gilson et al., 1995; Laue et al., 2000).

D.2 Korrelation zwischen AHL-Produktion und Exoprodukt-Synthese innerhalb des
B. cepacia Komplexes

Es ist bekannt, daf} in zahlreichen gram-negativen Bakterien die Produktion von Virulenz-
faktoren iiber einen ,,Quorum Sensing“-Mechanismus reguliert wird (Salmond et al., 1995;
Fuqua et al., 1996). Auch B. cepacia ist in der Lage, mutmalBliche Pathogenitdtsfaktoren wie
Siderophore und verschiedene Exoenzyme in Abhingigkeit von der Zelldichte zu syntheti-
sieren (Lonon et al., 1988; McKevitt et al., 1989; Gessner und Mortensen, 1990; Yohalem
und Lorbeer, 1994; Darling et al., 1998). Kiirzlich konnten Lewenza et al. (1999 und 2001)
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zeigen, dafl das cep-System von B. cepacia Gv.III K56-2 (LMG 18863) eine regulatorische
Rolle beziiglich der Produktion von extrazelluldren Pathogenititsdeterminanten besitzt, indem
es die Expression einer extrazelluldren Protease stimuliert, die Expression von Ornibactin
hingegen reprimiert. Ein EinfluB auf die Expression der Siderophore Pyochelin und

Salicylsdure konnte nicht nachgeweisen werden.

D.2.1 Phanotypische Charakterisierung von Vertretern des B. cepacia Komplexes

Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch die phinotypische Charakterisierung der 70 Vertreter
des B. cepacia Komplexes im Hinblick auf die Synthese ausgewdhlter Exoprodukte ein
moglicher Zusammenhang zwischen der Produktion von AHLs und von mutmaBlichen
Pathogenitétsfaktoren aufgezeigt werden. Das durchgefiihrte ,,Screening der Stdmme
hinsichtlich der Synthese von extrazelluldrer Protease, Lipase, Chitinase und Siderophoren
offenbarte jedoch keine direkte Korrelation zwischen der Produktion von AHLs und
Exoprodukten. Ein Vergleich der untersuchten phanotypischen Merkmale machte deutlich,
daB3 weder Lipase- noch Siderophor-Aktivitdt mit dem Vorhandensein von AHL-Synthese in
Beziehung zu bringen sind. Im Gegensatz zu 22 AHL-negativ getesteten Stimmen wiesen
beispielsweise nur zwei dieser Vertreter keine Lipase-Produktion auf. Das Fehlen von
Protease-Produktion korrelierte ebenfalls nicht mit fehlender AHL-Synthese: sdmtliche
Vertreter des B. cepacia Gv.VI und des neuen Genomovars sowie B. vietnamiensis und
B. multivorans wiesen zwar keine proteolytische Aktivitit auf, aber nur B. multivorans fehlte
gleichzeitig die Féhigkeit zur AHL-Synthese. Dariiberhinaus blieb die Zugabe von 500 nM
C8-HSL zu den entsprechenden Indikatorplatten ohne Effekt auf die Protease-Produktion in
B. multivorans. Dies deutet darauf hin, dall das offensichtliche Fehlen von Protease-
Expression nicht durch fehlende AHL-Synthese hervorgerufen wird. In Analogie dazu
erwiesen sich B. vietnamiensis, B. multivorans sowie die Stimme des neuen Genomovars
Chitinase-negativ, aber wiederum vermochte die Zugabe von 500 nM C8-HSL nicht, die
chitinolytische Aktivitdt in den AHL-negativen B. multivorans Staimmen wiederherzustellen.
Der Grund fiir die fehlende Expression von Protease bzw. Chitinase, ob ein regulatorischer
Effekt vorliegt oder ob moglicherweise ein Fehlen der entsprechenden Gene dafiir
verantwortlich ist, bleibt unklar. Zusammenfassend 146t sich feststellen, dall das
durchgefiihrte ,,Screening® nicht den erhofften Aufschluf3 iiber AHL-regulierte Phénotypen
erbrachte.

Interessanterweise war eine recht einheitliche Linie beziiglich der untersuchten Phinotypen

innerhalb der einzelnen Genomovare, insbesondere B. multivorans, B. vietnamiensis und

96



DISKUSSION

B. cepacia Gv.VI, ersichtlich. Folglich zeichnen sich fiir diese Genomovare spezifische
phénotypische Charakteristika ab, wodurch sie voneinander differenzierbar werden. Wahrend
beispielsweise in B. multivorans ein AHL-, Protease- und Chitinase-negativer Phinotyp
vorliegt, féllt B. vietnamiensis durch Protease- und Chitinase-Negativitidt auf, B. cepacia
Gv.VI dagegen nur durch fehlende Protease-Aktivitit. Im Gegensatz dazu erscheinen die
B. cepacia Gv.I und Gv.IIl und B. stabilis phénotypisch eher heterogen und nicht voneinander
unterscheidbar. Diese Beobachtungen harmonieren relativ gut mit dem aktuellen Kenntnis-
stand, wonach B. vietnamiensis, B. multivorans, B. stabilis und B. cepacia Gv.VI aufgrund
der Verfiigbarkeit unterscheidender Tests inzwischen den Status eigener Species innehaben
(Gillis et al., 1995; Vandamme ef al., 1997; Vandamme et al., 2000; Coenye et al., 2001). Fiir
B. cepacia Gv.I und Gv.III dagegen stehen einfache Differenzierungtests noch aus. Eine
Unterscheidung ist derzeit nur mit Hilfe eines komplexen Ansatzes, der phdno- und
genotypische Tests umfafBit, durchfiihrbar (Vandamme et al., 1997; Henry et al., 2001). Die
Tatsache, da3 wiahrend der Entstehung der vorliegenden Arbeit die Reklassifizierung von flinf
Stammen des Genomovars I nach Genomovar III erfolgte, unterstreicht die Schwierigkeit der

korrekten Klassifizierung.

D.2.2 Phanotypische Charakterisierung der cepl Mutante B. cepacia H111-

Erst die Konstruktion einer definierten, AHL-defizienten cep/ Mutante von B. cepacia Gv.IIl
H111 ermoglichte die Identifizierung AHL-regulierter Phénotypen. In Einklang mit den
Ergebnissen von Lewenza et al. (1999) konnte eindeutig gezeigt werden, daf3 die Produktion
extrazelluldrer Protease AHL-abhingig ist. Die deutlich verringerte proteolytische Aktivitdt
der Mutante H111-I gegeniiber H111 ist durch externe Zugabe entsprechender AHLs bis auf
Wildtyp-Level komplementierbar. Im Gegensatz dazu steht die Beobachtung, dafl in den
komplementierten Mutanten H111-1 (pBBR-ceply;11) und H111-1 (pBBR-cepligs60) keine
funktionelle Komplementation der Protease-Aktivitit auftritt, obwohl die AHL-Produktion in
diesen Stdmmen nachweislich wiederhergestellt ist. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Gegebenheit ist, daB3 die zusitzliche lux Box, die in trans auf dem Plasmid pBBR-cep/
vorliegt, kompetitiv wirkt. Durch gemeinsame Bindung von CepR und C8-HSL an die
plasmid-kodierte /ux Box Sequenz gehen diese Komplexe fiir die Aktivierung der Protease-
Expression verloren. Diese Hypothese beruht auf der Annahme, da3 CepR als Komplex mit
C8-HSL auf Transkriptionsebene die Expression potentieller Zielgene durch Bindung an

lux Box Sequenzen im Promotorbereich reguliert (Lewenza und Sokol, 2001). Allerdings
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wurde bisher weder der zugrundeliegende molekulare Regulationsmechanismus aufgeklért,
noch liegen die notigen Sequenzinformationen mutmaBlicher Zielgene vor.

Bei der Synthese von Siderophoren handelt es sich vermutlich ebenfalls um einen AHL-
induzierten Prozess, da die AHL-defiziente Mutante ecine deutlich reduzierte Aktivitit
aufweist, dieser Effekt aber durch die externe Zugabe entsprechender AHLs komplementier-
bar ist (Huber et al., 2001). Dieses Ergebnis weicht von den Beobachtungen von Lewenza
et al. (1999) ab, die eine Hochregulation der Siderophor-Produktion fiir die B. cepacia K56-2
cepl Mutante beschreiben. Vermutlich kann diese offensichtliche Diskrepanz auf stamm-
spezifische Unterschiede zuriickgefiihrt werden. Auch die Produktion von Chitinase scheint
AHL-kontrolliert zu sein, da durch die Zugabe synthetischer AHLs die leicht reduzierte
Aktivitidt der Mutante auf Wildtyp-Aktivitit gesteigert werden kann. Beziiglich der Lipase-
Produktion konnte, in Ubereinstimmung mit den Resultaten von Lewenza ef al. (1999), kein
AHL-abhingiger Effekt in der cep/ Mutante detektiert werden.

Zusammenfassend 1408t sich sagen, daf3 es sich bei der Expression von Protease, Chitinase und
Siderophoren in B. cepacia H111 wahrscheinlich um AHL-regulierte Prozesse handelt,
wiéhrend die Lipase-Synthese nicht unter Kontrolle des cep Systems zu stehen scheint. Es ist
unklar welcher Regulationsmechanismus zugrundeliegt, aber eine positive Kontrolle der Ziel-

gene auf Transkriptionsebene ist wahrscheinlich.

D.3 Vergleichende Sequenzanalyse und phylogenetische Analyse von ceplR innerhalb
des B. cepacia Komplexes

Die Southern-Blot Analyse mit der cepl- bzw. cepR-spezifischen Sonde deutete eine gewisse
Konservierung der cep Gene innerhalb des B. cepacia Komplexes an, da in allen getesteten
Angehorigen des B. cepacia Komplexes cep/R homologe Gene nachweisbar waren. Im
Gegensatz dazu konnten mit den gleichen Sonden keine Signale fiir Vertreter aullerhalb des
B. cepacia Komplexes, nimlich B. gladioli, B. pyrrocinia und Pandoraea apista, detektiert
werden, obwohl es sich bei diesen ebenfalls erwiesenermallen um Produzenten von kurz-
kettigen AHL-Molekiilen handelt (Daten nicht gezeigt). Vermutlich unterscheiden sich die
»Quorum Sensing® Systeme dieser Spezies deutlich von den cep Genen der Vertreter des
B. cepacia Komplexes. Die Tatsache, dal in B. pseudomallei E8 cepIR homologe Gene
vorliegen erscheint somit etwas ungewohnlich, aber die ausgepriagte Homologie zu CepIR

von B. multivorans konnte eindeutig gezeigt werden.
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Die fiir die cepl und cepR Gene einiger Vertreter des B. cepacia Komplexes durchgefiihrte
Sequenzanalyse bestitigte einen erstaunlich hohen Grad an Konservierung zwischen den
verschiedenen Genomovaren. Fiir die mutmaBlichen Cepl Proteine aller Genomovare des
B. cepacia Komplexes ergab sich eine Identitdt von ca. 72 % zueinander, die abgeleiteten
CepR Proteine zeigten mit 88 % Identitdt eine noch stirkere Konservierung. Mit nur zwei
Ausnahmen weisen die abgeleiteten Proteinsequenzen alle hochkonservierten Aminoséure-
positionen innerhalb der LuxI/LuxR-Proteinfamilie auf (Parsek et al., 1997; Fuqua et al.,
1996). Eine Ausnahme stellt der fiir B. multivorans Staimme charakteristische Austausch einer
Glutaminsédure gegen eine Asparaginsdure an Position 43 der Cepl Aminosduresequenz dar.
Bei der anderen Abweichung handelt es sich um einen Austausch von Prolin gegen Serin an
Position 77 in den CepR Sequenzen aller Genomovare, der auch schon vor kurzem fiir
B. cepacia Gv.1lIl K56-2 gezeigt wurde (Lewenza et al., 1999). Somit scheint diese Mutation
fir den gesamten B.cepacia Komplex charakteristisch zu sein. Der Austausch der
konservierten Glutaminsidure gegen Asparaginsdure an der Position 180 jedoch, der von
Lewenza et al. fir B. cepacia K56-2 gefunden wurde, konnte in keiner weiteren der
bestimmten CepR Sequenzen entdeckt werden und ist folglich wohl spezifisch fiir diesen
Stamm.

Die phylogenetische Analyse der cep/ und cepR Gene vermochte lediglich schwache
Hinweise auf die Verwandtschaftsverhéltnisse der Genomovare untereinander zu geben. Es ist
jedoch die Tendenz erkennbar, daB3 B. cepacia Gv.I und Gv.III am engsten verwandt sind und
zusammen mit B. stabilis (Gv.IV) und B. cepacia Gv.VI eine Art Cluster bilden, von dem sich
sowohl B. vietnamiensis (Gv.V) als auch B. multivorans (Gv.Il) deutlich abtrennen. Diese
stark vereinfachte phylogenetische Tendenz spiegelt sich auch in phylogenetischen
Stammbédumen basierend auf 16S rDNS- bzw. recA-Sequenzvergleich wider (Coenye et al.,
2001; Mahenthiralingam et al., 2000a). Die Resultate der durchgefiihrten Southern-Blot
Analyse scheinen diese Konstellation ebenfalls zu bestitigen, da die Vertreter der
Genomovare I, III und IV iiberwiegend Hybridisierungssignale mit der GroBe 2,4 kb fiir die
Sonde cepl bzw. 2,4 kb und 1,9 kb fiir die Sonde cepR aufweisen. Auch fiir das gesamte
Genomovar VI wurde mit 2,4 kb (cepl) bzw. 2,4 kb und 2,8 kb (cepR) ein sehr dhnliches
Hybridisierungsprofil detektiert. Im Gegensatz dazu differenzieren sich die Hybridisierungs-

profile von B. vietnamiensis (Gv.V) und B. multivorans (Gv.II) davon deutlich.
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D.4 Bedeutung der AHL -Synthese fur die Pathogenitét von B. cepacia

In dem opportunistisch pathogenen Organismus P. aeruginosa, der schwerwiegende
Infektionen in immunsupprimierten Patienten verursacht und fiir chronische Infektionen in
Mukoviszidose-Patienten verantwortlich ist, wird die Expression einer Vielzahl von Virulenz-
faktoren von zwei vernetzten ,,Quorum Sensing“-Systemen kontrolliert (Van Delden und
Iglewski, 1998; Williams et al., 2000). Die Bedeutung von ,,Quorum Sensing™ fiir die
Pathogenitidt von P. aeruginosa wurde bereits in zahlreichen Tiermodellen - darunter ein
Caenorhabditis elegans Nematoden-Modell (Tan et al., 1999), ein Pneumonie-Modell in neu-
geborenen Miusen (Tang et al., 1996) und ein Mausmodell fiir Verbrennungen (Rumbaugh
etal., 1999) - bestitigt. In allen diesen Tiermodellen erwiesen sich Mutanten mit einem
»Quorum Sensing“-Defekt als wesentlich weniger virulent als die Wildtyp-Stamme. Aus
diesem Grund war es von Interesse zu untersuchen, ob B. cepacia Stimme, die keine oder nur
sehr wenig AHL-Molekiile produzieren, eine geringere Virulenz aufweisen.

Basierend auf dem phénotypischen ,Screening zahlreicher Stimme des B. cepacia
Komplexes konnte in vorliegender Arbeit allerdings keine Korrelation zwischen AHL-
Produktion und Pathogenititspotential gezeigt werden. Fiir zwei Isolate der hochst infektiosen
ET12-Linie beispielsweise, ndmlich die Genomovar III Isolate LMG 18826 (Sajjan et al.,
1995) und LMG 18827 (Mahenthiralingam et al., 1996), konnte keine AHL-Produktion
nachgewiesen werden. Ein weiterer Vertreter dieser infektiosen Linie, Genomovar III Isolat
K56-2 (LMG 18863), zeigt mit ca. 20 nM eine sehr geringe Synthese von AHL-Molekiilen
(Lewenza et al., 1999). Im Gegensatz dazu produziert der Genomovar III Stamm H111, der
nur kurzzeitig einen Mukoviszidose-Patienten besiedelte, mit ca. 500 nM grof8e Mengen an
AHLs (Geisenberger et al., 2000). Dariiberhinaus konnten bei keinem der getesteten
B. multivorans Stdmme, unabhdngig von dem angewendeten Assay, AHL-Molekiile
nachgewiesen werden. Trotzdem finden sich innerhalb dieses Genomovars hochst aggressive
Vertreter, wie z. B. LMG 16660, der als Index-Stamm einer nosokomialen Infektion unter
siebzehn jugendlichen Mukoviszidose-Patienten gilt und zum Tod von fiinf Betroffenen
fiihrte (Whiteford et al., 1995), oder wie LMG 18825, der ebenfalls einen Epidemie-Referenz-
stamm darstellt (Millar-Jones et al., 1998). Allerdings darf bei der Bewertung dieser Daten
nicht auBler Acht gelassen werden, dafl offensichtliche AHL-Negativitit eines Stammes unter
in vitro Bedingungen eine AHL-Produktion in vivo wihrend des Verlaufs einer Infektion
nicht ausschlieft. Von Williams et al. (2000) konnte durch AHL-Extraktion aus Sputum von
Mukoviszidose-Patienten bereits grundsitzlich gezeigt werden, da3 Burkholderia sp. in vivo

AHL-Molekiile wihrend einer Infektion produzieren. Somit erscheint es von groer Wichtig-
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keit, einige der hier charakterisierten Stimme in geeigneten experimentellen Tierinfektions-
modellen auf in vivo AHL-Produktion zu testen. Dies konnte z. B. in Analogie zu Studien mit
P. aeruginosa geschehen, in denen mit Hilfe von auf Gfp-basierenden AHL-Biosensoren
kiirzlich AHL-abhédngige Genexpression auf Einzelzellebene in Lungengewebe infizierter
Mause detektiert wurde (Wu et al., 2000).

Andererseits kann dariiberhinaus der Einsatz der erzeugten AHL-defizienten Mutante H111-1
in vergleichenden Virulenzstudien in eukaryontischen Modellsystemen dazu dienen, mogliche
Effekte eines ,,Quorum Sensing*“-Defekts in B. cepacia zu untersuchen. Ein derartiger Ansatz
erscheint vielversprechend, da die phénotypische Charakterisierung von H111-I ergab, daf3
einige der mutmaBlichen Pathogenitatsfaktoren offensichtlich unter Kontrolle des cep
Systems stehen. Es stellt sich nun die Frage, ob im in vivo-Experiment tatséchlich ein ver-
andertes bzw. abgeschwiéchtes Virulenzverhalten der cepl Mutante feststellbar ist.

Von Martin und Mohr (2000) konnte kiirzlich fiir B. cepacia Gv.III J2315 Zellinvasion und -
replikation nachgewiesen werden. In Anlehnung an diese Experimente wurde H111-I bereits
mit Hilfe eines Invasionsassays in respiratorischen Epithelzellen (Zellinie A549, ATCC)
hinsichtlich Zellinvasion und intrazellulirem Uberleben getestet. Es zeigte sich jedoch, daB es
sich bei der Fahigkeit zur Zellinvasion offensichtlich um ein stammspezifisches
Virulenzverhalten handelt, das bei HI111 nicht vorzuliegen scheint. Sowohl bei dem Wildtyp
HI11 als auch bei der Mutante H111-I war ndmlich nur eine &uBlerst schwache bzw.

vernachldssigbare Invasivitdt zu beobachten (Steidle, personliche Mitteilung).

Bei C. elegans handelt es sich um ein erst kiirzlich entdecktes Nematoden-Modell, das bereits
erfolgreich in Virulenzstudien mit P. aeruginosa eingesetzt wurde (Tan et al., 1999). Die
Pathogenitdt der getesteten Bakterien zeigt sich in Form eines schnellen oder langsamen
Abtotens (,,fast killing* oder ,,slow killing®) des Wurms. Es wurde untersucht, ob die Mutante
HI111-I eine verminderte Virulenz aufweist. Bisherige Ergebnisse deuten darauf hin, daf die
Mutante gegeniiber dem Wildtyp eine attenuierte Virulenz beziiglich ,,fast killing” und ,,slow
killing* zeigt (Antl, personliche Mitteilung). Die Frage, welche Faktoren fiir das abge-
schwichte Virulenzverhalten der Mutante verantwortlich sind, ist Gegenstand weiterfiihrender
Arbeiten. Dariliberhinaus werden derzeit unter der Leitung von Dr. . Steinmetz an der MHH
Hannover vergleichende Studien betreffend die Virulenz von H111 und HI111-I in einem

akuten Pneumonie-Modell der Maus durchgefiihrt.
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Es wird allgemein angenommen, dall P. aeruginosa wahrend einer chronischen Infektion in
der Lunge von Mukoviszidose-Patienten als Biofilm vorliegt (Costerton et al., 1999; Singh
et al., 2000). Dies stellt ein besonderes Problem dar, denn die hoch strukturierten bakteriellen
Biofilme gewdhren den Zellen ndmlich Schutz vor der Immunantwort des Wirts und
vermitteln auBerdem stark erhdhte Resistenz gegeniiber Antibiotika (Schlierholz ef al., 1999;
Xu et al., 2000). Interessanterweise konnte von Davies et al. (1998) gezeigt werden, dal3
Entwicklung und Struktur von Biofilmen in P. aeruginosa ebenfalls ,,Quorum Sensing“
kontrolliert sind. In Einklang mit dieser Beobachtung konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit demonstriert werden, daB3 B. cepacia H111 zur Formation von Biofilm féhig ist und es
sich dabei um einen AHL-abhdngigen Proze handelt. Ein Wachstumsversuch mit den
eingesetzten Stimmen schlol die Mdglichkeit aus, daB3 die reduzierte Biofilmbildung der
Mutante lediglich auf vermindertem Wachstum beruht (Huber, personliche Mitteilung).
Weiterfiilhrende Experimente in kiinstlichen DurchfluBkammern bestétigten die wichtige
Rolle von cepl fiir die Biofilmbildung. Anhand einer detaillierten Auswertung zahlreicher
Biofilm-Parameter mit dem Computerprogramm COMSTAT (Heydorn et al., 2000) konnte
gezeigt werden, daB3 das cep-System konkret die Reifung des Biofilms und offensichtlich
nicht die anfangliche Anheftung der Zellen beeinflufit (Huber ef al., 2001). Aulerdem wurde
beobachtet, dal die in H111 ausgeprigte Schwarmermotilitdt in HI11-I fehlt und somit
hochstwahrscheinlich einen ,,Quorum Sensing®“-regulierten Prozef3 darstellt. Allerdings wurde
auch deutlich, daB3 die Fahigkeit zum Schwidrmen per se nicht fiir die Biofilmformation

essentiell ist (Huber et al., 2001).

In Zusammenhang mit Mukoviszidose ist aufféllig, da3 eine Infektion mit B. cepacia oftmals
in bereits mit P. aeruginosa infizierten Patienten auftritt und diese Co-Kolonisierung zu
unterschiedlich schweren Krankheitsverldufen fiihren kann (Koch und Hoiby, 1993; Govan
und Deretic, 1996; Tiimmler und Kiewitz, 1999). Vermutlich konnen bestimmte Exoprodukte
von P. aeruginosa die Epithelzelloberfliche der Lunge derartig verdndern, da3 eine Anhef-
tung von B. cepacia erleichtert wird (Saiman et al., 1990). Andere Beobachtungen, wonach
zellfreie Kulturiiberstdinde von P. aeruginosa die Virulenzfaktor-Produktion in B. cepacia
verstarken, weisen ebenfalls auf synergistische Wechselwirkungen zwischen den beiden
Spezies hin (McKenney et al., 1995). In Anbetracht der Tatsache, da3 beide Bakterienspezies
»Quorum Sensing™ Systeme mit z.T. identischen Signalmolekiilen nutzen, stellen diese
Gegebenheiten ein starkes Indiz fiir die Moglichkeit einer intergenerischen Kommunikation

mittels AHL-Molekiilen dar. Folglich hat in letzter Zeit die Fragestellung, ob AHL-

102



DISKUSSION

vermittelte Kommunikation die Koexistenz von P. aeruginosa und B. cepacia in den Atem-
wegen von Mukoviszidose-Patienten beeinflufit, an Gewicht gewonnen. Aktuelle Studien zu
diesem Phidnomen in verschiedenen Modellsystemen sollen kldren, ob intergenerische
Kommunikation zwischen P. aeruginosa und B. cepacia stattfindet, und ob diese Inter-
aktionen die Virulenzfaktor-Produktion oder Biofilmbildung verdndern.

Der Einsatz der cepl/ Mutante H111-I als Hintergrundstamm fiir AHL-Sensoren konnte
zeigen, dall AHL-vermittelte Kommunikation zwischen den beiden Spezies sowohl in
Kreuzstrich-Assays als auch in artifiziellen DurchfluBkammern und in Maéuselungen
stattfindet (Riedel, personliche Mitteilung). Allerdings stellte sich heraus, daB3 es sich dabei
offensichtlich um einen unidirektionalen Kommunikationsweg handelt, der nur von

P. aeruginosa aus in Richtung B. cepacia stattfindet.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Der Burkholderia cepacia Komplex stellt eine heterogene Gruppe von Bakterien dar, die
derzeit sieben genomische Spezies - sogenannte Genomovare (Gv.) - umfaf3t und die aufgrund
ihres pathogenen Potentials grole Relevanz fiir Mukoviszidose-Patienten besitzt. Kiirzlich
wurde beschrieben, dall B. cepacia ein ,,Quorum Sensing® System, bestehend aus der
C8-HSL-Synthase Cepl und dem Regulatorprotein CepR, nutzt, um die Synthese mutmaBli-

cher Pathogenitétsfaktoren zu kontrollieren (Lewenza ef al., 1999).

Um Aufschlul {iber die Verbreitung der AHL-Produktion innerhalb des B. cepacia
Komplexes zu erlangen, wurden 70 Vertreter des B. cepacia Komplexes unterschiedlicher
Herkunft untersucht. Mit Hilfe von verschiedenen AHL-Biosensoren konnte gezeigt werden,
daB3 der iliberwiegende Teil der Stimme C8-HSL und in geringeren Mengen C6-HSL
synthetisiert. Aulerdem produziert ein Grofteil der Vertreter von B. vietnamiensis (Gv.V)
zusétzlich AHL-Molekiile mit Acyl-Seitenkettenldngen zwischen C10 und C14. Im Gegensatz
dazu synthetisieren auffilligerweise alle getesteten Vertreter von B. multivorans (Gv.1II) keine
AHLs.

Die nachfolgende genotypische Charakterisierung der cep/R Loci von verschiedenen
Vertretern des B. cepacia Komplexes diente dazu, genetische Genomovar-spezifische
Charakteristika aufzuzeigen. Die Southern-Blot Analyse machte deutlich, daB sidmtliche
untersuchten Stdmme, einschlieBlich aller offensichtlich AHL-negativen Vertreter, cepl- und
cepR-homologe Gene besitzen. Uberdies offenbarte die vergleichende Sequenzanalyse der
cep Gene von ausgewihlten Vertretern des B. cepacia Komplexes einen erstaunlich hohen
Grad an Konserviertheit zwischen den verschiedenen Genomovaren. Ferner konnte durch die
heterologe Expression der cepl Gene verschiedener Genomovare in Escherichia coli bewiesen
werden, dal} alle Gene fiir funktionelle Proteine kodieren, die fiir die Synthese von C6-HSL
und C8-HSL verantwortlich sind. Diese Ergebnisse legen die Schluflfolgerung nahe, daBl in
B. multivorans (Gv.Il) negativ-regulatorische Faktoren die cepl Expression reprimieren und in
B. vietnamiensis (Gv.V) ein zweites AHL-Synthasegen mit geringer Homologie zu cepl

vorliegt.

Dariiberhinaus wurden sémtliche Stimme einer phénotypischen Charakterisierung betreffend

Protease-, Lipase-, Chitinase-, und Siderophor-Synthese unterzogen. Diese Arbeiten offen-
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barten jedoch keine Korrelation zwischen AHL-Produktion und der Synthese dieser

Exoprodukte.

Die Konstruktion einer definierten, AHL-defizienten cep/ Mutante im Stamm B. cepacia
Gv.III H111 ermoéglichte die Identifizierung AHL-regulierter Phidnotypen. Es stellte sich
heraus, daf3 es sich bei der Expression von Protease, Chitinase und Siderophoren sowie bei
der Biofilmbildung um AHL-regulierte Prozesse handelt, wéhrend die Lipase-Synthese nicht

unter Kontrolle des cep Systems steht.
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Tab. F.1: NCBI-GenBank-Zugangsnummern (URL: http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/) fir die Nukleotidsequenzen
der analysierten cepl- und cepR- Gene verschiedener Genomovare des Burkholderia cepacia Komplexes.

Stammbezeichnung Zugangsnummer

cepl cepR
B. cepacia Gv.I LMG 12221 AF330012 AF330018
B. multivorans LMG 16660 AF330013 AF330019
B. multivorans R-139 AF330024
B. multivorans LMG 18822 AF330025
B. multivorans LMG 17588 AF330026
B. multivorans H191 AF330027
B. cepacia Gv.IIT H111 AF330014 AF330020
B. cepacia Gv.1II LMG 18863 AF019654 AF019654
(Lewenza et al., 1999)
B. stabilis LMG 14291 AF330015 AF330021
B. vietnamiensis R-921 AF330016 AF330022
B. cepacia Gv.VI LMG 18943 AF330017 AF330023

Abb. F.1: Doppelstrangige Nukleotidsequenz des cepIR Locus von B. cepacia Gv.III H111 mit der abgeleiteten
Aminoséduresequenz im Ein-Buchstaben-Code fiir cep/ und cepR. Die Start- und Stopcodons der Gene sind
hervorgehoben, wobei Sterne (*) Stopcodons bezeichnen. Die mutmaBlichen Promotor-Elemente sowie die
Ribosomenbindestelle (RBS) fiir cep/ sind hervorgehoben und unterstrichen. Die Pfeile kennzeichnen die
nHinverted repeats® der /ux Box-dhnlichen Sequenz.

1 GGAAACGCCGCGT TCCGEECT CAGGCGECGATAGCT TGCCGEECGEECCT GCCCCEECT CGAT

CCTTTGOGCGCAAGGCCGAGT COGCCGCT AT CGAACGGCCCGCCGGACGEGEGECCGAGCTA
* AAl AQRAAGOQGTPE I

61 TCCTAGT GCGGCAAACGT TTGCGGAT CGATGT CGAT CCAGCACGCGACCACCAGACGCCC

AGGATCACGCCGT TTGCAAACGCCTAGCTACAGCTAGGT CGT GCCCTGGTGGT CTGCCEG
GL AAFTOQPDI DI WCAVVYV L RG

121 ATCCACCT GCT TCGECGEEECCT GCGCGGT GCCCGT GTAT GCCGAT CCGECGGAACAGECG

TAGGT GGACGAAGCCGCCCGGACGCGCCACGCGCACAT ACGECTAGGCCGCCTTGTCCGC
DV QKWPPGARMHAHI GI RRFILR

181 CTCCATGCTCGCGAACGT CACGCCGAT CAACT GCCGCGCCCCGAGCT GCGCCGCGCATTC

GAGGTACGAGCGCT TGCAGT GCGECTAGT TGACGGECECGEEEECT CGACGCGECCLGTAAG
EMSAFTVGI L QRAGL QAATCE
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241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

GACGACGGCCGECGAGCAT CCEECAECACGECCCAT TCEECGT TECCCEEECCELCTTCGTC

CTGCTGCCGGECGCT CGTAGCCCGCGT GCCGEGT AAGCCGCAACGGEGECCCGGECEGAAGCAG
vV VANALMPRVYVAWEANGZPSGGTED

GT CGGT CGCCGCGAAT CGCGACAAT TCCCAGACGGECGECCGAT TGCGGECAGAGGCATGTC

CAGCCAGCGGECGCTTAGCGCTGT TAAGGGT CTGCCGCCGECTAACGCCGT CTCCGTACAG
DT AAFRSLEWYVAASOQPL P MD

TTCGGECGAT CAGGT CGECGAACAGCGACT TCAGCAGAT ACGEGECGECGT CGT CGGCAGCAG

AAGCCGCTAGT CCAGCCGCT TGT CGCTGAAGT CGT CTAT GCCCGCGCAGCAGCCGTCGTC
E Al L DAFL SKULULYPRTTPTLIL

GCGCGCACAT CCGCACAT GT CGCCGT CGECGT TTCGCGCGAACACGT AGACGGTATCGTC

CGCGCGT GTAGGCGT GTACAGCGGECAGCCGCAAAGCGECCCT TGTGCATCTGCCATAGCAG
R ACGCMDGDANRAFVY V TDD

GCGATCGAACT GGT CACGCT CGAAACT TACGT TCGCCGACGGGAGCGCCCAACCGAGCTG

CGCTAGCTTGACCAGT GCGAGCT TTGAAT GCAAGCGGECT GCCCTCGCGEGT TGGCTCGAC
R DF QDI REFSVNASUZPLAWGIL Q

CTCGACGAACACGCGECGCCGAT AGCGCCCGAGAT CCCCCCLCGAGT TCGT GTGGCAACCG

GAGCTGCTTGT GCGCCGCGGECT ATCGCGEECT CTAGGCGECGECT CAAGCACACCGT TGEC
E VFVRRRYRGLDAALEMHZPTLR

CCCTTCCTCGT GAACGAAGGT CTGCATGGATGTCCTCGGATCTGTGCTTTTGTATGCGT G

GGCGAAGGAGCACT TCCTTCCAGACGTACCTACAGGAGCCTAGACACGAAAACATACGCAC
G EEHV FT QWM RBS

CATTACAGCGCGCGEECACGAGGAGCCT GTAACT GGTAACT CTTACAGGGT GACGGCGTAA

GTAATGT CGOGOGCOGT GCT CCT CGGACAT TGACCAT TGAGAAT GTCOCACT GOCGCATT
10 T35 cc---e--- P

AGACGCATTCGGGACGT GGTAACGGT TTCTTGATCAACGGGAT TGAAAACCGCGCCGCT T

TCTGCGTAAGCCCT GCACCAT TGCCAAAGAACTAGT TGCCCTAACT TTTGGCGCGECGAA

TTGCTTATAAAGAGCGCCAGT CTTGCAAAAT CGT CAGAGGAATGCGCAGCCAGI TGTCAC

AACGAATATTTCTCGCGGT CAGAACGT TTTAGCAGT CTCCTTACGCGT CGGTCAACAGT G

TGGAGCGT CGGACCGGCAT GATAGGCGT CGT TGT GCCCGAGCAGGECT GACGCGACAGCG

ACCTCGCAGCCTGGCCGT ACTAT CCGCAGCAACACGGEGECT CGT CCCGACT GCGCTGTCGC

GCGGGCCAGT CGAT GCACGCGAGCCGT GCGECGAGCGCGECEECT GT GCGGAACAT GCCG

CGCCCAGTCAGCTACGT GCCCT CEECACGCCAECT CGCGCCGCCGACACCGCCTTGTACGEC
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961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

ATGT CCECGCCEGET GECGT CGATGGCCATCACGT TECT GCGGACGT CGCCGCCCGCGATC

TACAGCCGCGGCCACCGCAGCT ACCGGT AGT GCAACGACGCCT GCAGCGGECGEECECTAG

ACGAACGT GCCCGT CGCGCGGT CGAGATACCAGT CCCAGCCGAT CGT CACGT AAGCGACG

TGCTTGCACGGGECAGCGCGCCAGCT CTATGGT CAGGGT CGGCTAGCAGTGCATTCGCTGC

CCGGCACT GGCCGGECGAT GCCAT TCGGT ATAGCCGECGAGGCGAGCGT CGATTGCGCTG

GGCCGT GACCGEECCCGECTACGGT AAGCCATAT CGGCCGCT CCGCTCGCAGCTAACGCGAC

TCGCGCAAT TCCTCGCGCAGCGAGGT GTCGAGGCCGCT TGCGACATGGT CGAGCGCAAGC

AGCGCGT TAAGGAGCGCGT CGCTCCACAGCT CCGGECGAACGCT GTACCAGCTCGCGI TCG

ACGGCCAGI GCGCTTTCT GACAGGCGT ACGT AGCCGT CCGGEGACGEECCGEEGACCGEEG

TGCCGGT CACGCGAAAGACT GT CCGCATGCAT CAECAGECCCCT GCCCEECCCCTGECCC

TGCAGCAAAGGT GAAGT CATGCGCGGAAT GTAT CAGCCT CGAACGGGT GCTGGAACCTGA

ACGTCGT TTCCACT TCAGT ACGCGCCT TACATAGT CGGAGCT TGCCCACGACCT TGGACT

M E L RWOQDAYY
CAAGT ATGACAGCGT GACGT TGT CGGAGAAT GAAT GGAACT GCGCT GGCAGGATGCCTAT

GITCATACTGT CGCACTGCAACAGCCTCTTACTTACCT TGACGCGACCGT CCTACGGATA

Q QF S AAAEDEOQQLFQRI A AY S
CAACAAT TCAGCGCCGCGCGAAGAT GAGCAGCAGCT CT TCCAGCGGATCGCCGCCTATTCC

GTTGI'TAAGT CGCGGCGCCT TCTACT CGT CGT CGAGAAGGT CGCCT AGCGGCGGATAAGG

K RL GF EYCCYGI RV PL PV S K
AAGCGGCTCGGAT TCGAATACTGCTGT TACGGT AT TCGCGT CCCCCTGCCCGI TTCGAAG

TTCGCCGAGCCT AAGCT TATGACGACAAT GCCAT AAGCGCAGGGECGACGEECAAAGCTTC

P AV AI FNTYWPD- GWMMAMHY QAR
CCCGCGGTCGCGATCTTCAATACCTAT CCGGACGCECT GGAT GGCGCACTACCAGGCGCCGA

GGGCGCCAGCGCTAGAAGT TAT GGATAGGCCT GCCGACCT ACCGCGT GATGGT CCGCGCT

NY Il EI DSTVIRDU GALSTNMI V
AACTACATCGAGAT CGACT CGACGGT TCGCGACGGECGCGCT CAGCACCAACATGATCGTC

TTGATGTAGCT CTAGCT GAGCT GCCAAGCGCT GCCGCGCGAGT CGT GGT TGTACTAGCAG

wpPpP DV DRI DPCPLWOQDARUDFG
TGGCCGGACGT CGACCGGAT CGAT CCGT GCCCGCT GT GGCAGGACGCGCGCGAT TTCGGA

ACCGGCCT GCAGCT GECCT AGCT AGGCACGGEECGACACCGT CCTGCGCGECGCT AAAGCCT
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ANHANG

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

L S VGGVAQSSWAARGAFSGUL L S
TTGICGGT GEECGT CGCECAGT CGAGCT GEECGEECCCELCEECELGT TCEGECTGCTAAGC

AACAGCCACCCGCAGCGCGT CAGCT CGACCCGCCGEGECECCGCGCAAGCCCGACGATTCG

Il A RHADRLTWPAEI NMLTULQT
ATCGCCCGCCAT GCCGACCGGECT GACGCCGGECCGAGAT CAACAT GCTGACGCTGCAGACC

TAGCGGEECGGT ACGECT GGCCGACT GCGECCGECTCTAGT TGTACGACT GCGACGT CT GG

NWL ANLSHSL MSRFMVP KL S
AACT GGCTCGCAAACCT GT CCCATTCGCT GATGAGCCGCT TCATGGT GCCGAAGCTGTCG

TTGACCGAGCGT T TGGACAGCGT AAGCGACTACT CGGCGAAGT ACCACGGCTTCGACAGC

P AAGVYTLTAREREVLCWT AE
CCEECEECEEECGT CACGCT GACCGCGECECGAGCGCGAGGT GCTGT GCTGGACGECCGAG

GGECCGCCGCCCGCAGT GCGACT GGCGCGCGCT CGCGCT CCACGACACGACCTGCCGECTC

G KTACEI GQ1l1 L S1I S ERTVNF
GGCAAGACCGCGT GCGAAAT CGGCCAGAT CCTCAGCAT CTCGGAGCGGACGGT CAACTTC

CCGTTCTGGCGECACCCTTTAGCCGEGT CTAGGAGT CGTAGAGCCT CCCCTGCCAGT TGAAG

HV NNI L E KL GATNIKYVQAVYVK
CACGT GAACAACAT CCTCGAGAAGCT CGECGCGACCAACAAGGT CCAGCCGGT CGTCAAG

GTGCACTTGT TGT AGGAGCT CTTCGAGCCGCGCTGGT TGT TCCAGGT CCGCCAGCAGT TC

Al S AGL I EAP*
GCGATCTCGGCCGGECT CAT CGAAGCACCCT GACAGGGECGT GAGGGECGGECAGCGCGACAT

CCCTAGAGCCGEGECCCGAGT AGCT TCGT GGGACT GT CCCGCACT CCCGCCGTCECGCTGTA

GCGGECTGCCGCCAGGCCCCTTACTCCATCAT CGECTCCCCT TCCT TCECGGT CCAGCTCA
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