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1 Einleitung

1.1 Acinetobacter baumannii

Von der WHO als Erreger hochster Prioritat eingestuft, wird Acinetobacter
baumannii zu den sechs wichtigsten multiresistenten Pathogenen im
Krankenhaussetting weltweit, der sogenannten ESKAPE-Gruppe (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter species) gezahlt
(Boucher et al., 2009; Rice, 2008). Er kann Verursacher einer grol3en Bandbreite
an Infektionen sein, allen voran von Ventilator-assoziierter Pneumonie (VAP) und
Bakteriamie (Antunes et al., 2014). Aufgrund zahlreicher intrinsischer und
erworbener Virulenzfaktoren ist eine adaquate Therapie jedoch oft eine
medizinische Herausforderung und Mortalitatsraten von durch diesen Keim

verursachten Erkrankungen reichen durchschnittlich von 8 bis hin zu 35 %
(Falagas & Rafailidis, 2007).

Obwohl Ab also in erster Linie ein opportunistischer Keim ist, stellt sein Potenzial,
ernsthafte und mitunter letale Erkrankungen auszulésen und die zunehmende
Ausbreitung  multiresistenter  Stamme, eine  Bedrohung fur das
Gesundheitswesen dar, was ihn in den letzten Jahren und Jahrzehnten

zunehmend in den Fokus von Wissenschaft und Forschung geruckt hat.

1.1.1 Charakteristika und Taxonomie

Der Klasse der Gamma-Proteobakterien und darunter der Familie der
Moraxellaceae zugerechnet, handelt es sich bei Acinetobacter baumannii um ein
Gram-negatives, Katalase positives, Oxidase negatives, nicht-fermentierendes
und nicht im klassischen Sinne motiles, da unbegeilleltes, strikt aerobes
Coccobacillum (Wareth et al., 2019). Als wenig anspruchsvolles Bakterium ist es
ihm moglich, auch unter besonderen Bedingungen wie z.B. auf eisenarmen
Medien zu wachsen und Phasen der Austrocknung, ohne Sporenbildung, zu
uberstehen (Antunes et al., 2014). Auch auf unbelebten Oberflachen kann Ab
folglich lange persistieren (Jawad et al., 1998) - eine Eigenschaft, die in

Kombination mit seiner ausgepragten Fahigkeit zur Biofilmbildung (McConnell et



al., 2013) vor allem auf Intensivstationen folgenschwere Auswirkungen haben
kann (Dijkshoorn et al., 2007).

Dort und im erweiterten Milieu des Krankenhauses, ist Ab vornehmlich
aufzufinden, doch auch auferklinisches Vorkommen ist bekannt (Eveillard et al.,
2013). So konnte Ab ebenfalls aus Erdbdden, Wasser, Tieren und Lebensmitteln,
darunter vor allem Milch (Cho et al., 2018), isoliert werden. Fraglich bleibt jedoch,
ob es sich hierbei um tatsachliche Alternativreservoire in der Natur und Umwelt
handelt oder diese vornehmlich als Kontamination, bzw. Sekundarreservoire aus

dem primaren Krankenhausreservoir zu bewerten sind (Antunes et al., 2014).

Genauso fraglich und einigen Anderungen unterworfen war lange Zeit die genaue
taxonomische Zuordnung des Bakteriums (Bergogne-Berezin & Towner, 1996).
Im Jahre 1986 von Bouvet und Grimont (1986) erstmals formal bezeichnet, bildet
Ab heute mit mindestens 32 weiteren bekannten Arten die Gattung der
Acinetobacter (Nemec et al., 2004). Darunter kommt den Spezies der
Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pitti und Ab selbst die grolte
klinische Bedeutung zu (Visca et al., 2011). Sie werden zusammen mit dem
klinisch weniger relevanten Acinetobacter calcoaceticus zu dem sogenannten
Acinetobacter calcoaceticus—baumannii (ACB) — Komplex zusammengefasst
(Gerner-Smidt et al., 1991). Aufgrund vieler Uberschneidender phanotypischer
Eigenschaften, wird der ACB-Komplex weiter in vier DNA-Gruppen (1-3 und 13)
unterteilt, worunter Ab die Gruppe 2 bildet (Gerner-Smidt, 1992).

Das Genom von Ab wurde erstmals 2007 sequenziert (Smith et al., 2007). Es
zeigte sich, dass dieses aus einem relativ kleinen Kerngenom und einem grof3en
akzessorischen Genom zusammensetzt ist — moglich durch ein offenes
Pangenom innerhalb der Acinetobacter-Gattung (Imperi et al., 2011) - und einen
GC-Gehalt von 39 bis 47 % aufweist (Peleg et al., 2008). Dieser Offenheit des
Pangenomes kommt eine bedeutende Rolle hinsichtlich eines moglichen
Genaustausches und  damit einer  Adaptation an  vorliegende
Umweltbedingungen zu (Medini et al., 2005). So kann Ab in bemerkenswerter
Weise dynamisch auf Veranderungen seiner Umgebung reagieren und im

Krankenhaus Virulenzdeterminanten weiterer Pathogene Uber horizontalen



Gentransfer erwerben (Imperi et al., 2011). Multiresistenzen sind dadurch
charakteristisch fur die als Clonal Complex 1-3 (CC1-3) bezeichneten drei, von

insgesamt acht international bekannten, Ab-Stamme geworden, welche seit den
1970er  Jahren Ursache fir  schwerwiegende Infektionen und

Krankenhausausbriche sind (Bergogne-Berezin & Towner, 1996).

1.1.2 Epidemiologie und Klinische Relevanz
Insgesamt kann Ab flir rund 0,7 bis 4,6 % aller nosokomialer Infektionen mit

Gram-negativen Keimen verantwortlich gemacht werden (Lob et al., 2016).

Dabei sind vor allem bereits vorerkrankte oder immungeschwachte Patienten mit
oft langen Krankenhausaufenthalten betroffen (Peleg et al., 2008). Eine solche
nosokomiale Infektion mit Ab kann sich als Wund- oder Weichteilinfekt,
Meningitis, Harnwegsinfekt, Bakteriamie bis hin zu einer Sepsis und im
haufigsten Fall als Atemwegsinfekt in Form einer Pneumonie manifestieren
(Dijkshoorn et al., 2007). Hauptrisikofaktoren sind dabei die Einnahme von
Breitband-Antibiotika, kurzlich durchgefiihrte Operationen, die Einlage eines
Katheters und, vor allem bei Patienten auf Intensivstationen, eine mechanische
Beatmung (Pierre Edouard Fournier et al., 2006). Letztere kann eine
Ventilatorassoziierte Pneumonie begunstigen, bzw. verursachen, die mit einer
Mortalitatsrate von 46 bis 61 % einhergeht und sogar 84 % betragen kann, wenn
sie von erweitert multiresistenten XDR-Ab-Stammen ausgeldst wurde (Inchai et
al., 2015).

Wie von Dexter et al. (2015) beschrieben, kdnnen Infektionen mit Ab ebenfalls
aulderhalb von Krankenhausern, am haufigsten auch hier in Form von
Pneumonien (community acquired pneumonia, CAP), auftreten. Dabei ist eine
solche CAP haufig assoziiert mit fortgeschrittenem Alter, Alkoholismus, Diabetes
mellitus, exzessivem Rauchen und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
und vor allem in tropischen Regionen anzutreffen. Der Verlauf zeigt sich als
auBerst fulminant, weshalb die Mortalitatsrate auch hier recht hoch bei 64 %
anzusiedeln ist. Des Weiteren konnen durch Verletzungen von Personen in
Notfallsituationen wie Naturdesastern, das Marmara Erdbeben 1999 in der Turkei

beispielsweise, Kriegen wie solchen im Irak oder Afghanistan und weiteren



humanitaren Katastrophen, die eine ubliche Infektionskontrolle schwer bis

unmadglich machen, Infektionen mit Ab ambulant entstehen (Joly-Guillou, 2005).

Interessanterweise zeigen Uber 40 % an gesunden Erwachsenen
naturlicherweise und primar folgenlos eine Kolonisation mit Ab, als Teil des
naturlichen Mikrobiomes der Haut, vor allem an feuchteren Stellen wie

beispielsweise zwischen den Zehen (Abdi et al., 2020).

Auch Tiere konnen von Infektionen mit Ab betroffen sein, meist in Form von
Wundinfektionen und Septikamien, wobei die Datenlage in der Veterindrmedizin
hier im Vergleich zur Humanmedizin eher sparlich ist und Tiere als Reservoir flr
humane Infektionen nicht mit Gewissheit ausgeschlossen werden kénnen (van

der Kolk et al., 2019).

1.1.3 Antibiotika- und Umweltresistenz

Dem aktuellen Regelwerk V 12.0 des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) zufolge, weist Ab eine intrinsische Resistenz
gegen die folgenden Antibiotika auf: Ampicillin, Amoxicillin-Clavulansaure,
Cefotaxim, Ceftriaxon, Aztreonam, Ertapenem, Trimethoprim und Fosfomycin.
Daruber hinaus gegen samtliche Tetracycline und Doxycyclin, so dass lediglich
einige wenige wirksame antimikrobielle Substanzen, darunter Minocyclin,

Tigecyclin, Colistin und zuweilen Ampicillin-Sulbactam, genannt werden konnen.

Diese hohe intrinsische Resistenz wird durch das Zusammenspiel einer Vielzahl
an Resistenzmechanismen ermdoglicht, mit welchen Ab natlrlicherweise
ausgestattet ist (Wareth et al., 2019). Dazu zahlen [-Laktamasen,
Aminoglykosid-modifizierende Enzyme, Efflux-Pumpen und die geringe
Permeabilitdt der AuRenmembran, beeinflusst durch ihre Zusammensetzung und

das Vorhandensein spezieller 3-barrel Proteine (Peleg et al., 2008).

Letztere weisen groftenteils nur sehr kleine Poren und eine geringe Aktivitat auf
(Zahn et al., 2016), weshalb die Permeabilitat fur spezifische Antibiotika bei Ab
(verglichen mit E. coli) als etwa 100-fach niedriger gewertet wird (Sugawara &
Nikaido, 2012). Das bekannteste solcher R-barrel Proteine in Ab ist das

AuBRenmembranprotein  OmpAas, ein unspezifisches Porin, das trotz eines



Molekulargewichtes von 22 bis 36 kDa und einem Durchmesser von rund 2 nm
eine derart geringe Permeationsrate aufweist, dass es als sogenanntes ,slow
porine“ bezeichnet wird (Sugawara & Nikaido, 2012). Homologe sind in P.

aeruginosa als OprF bzw. in E. coli als OmpA bekannt (Sugawara et al., 2006).

Auch unter den 3-Laktamasen ist ein prominentes Beispiel hervorzuheben: die
Gruppe der Oxacillinasen, angeflhrt durch das Enzym OXA-51, welche als
Klasse D R-Laktamasen Carbapeneme hydrolysieren und so mafgeblich zur
problematischen Carbapenemresistenz von MDR-Ab beitragen (Da Silva &
Domingues, 2016). Zwischen einer weiteren Oxacillinase, namlich OXA-23, und
verschiedenen  zuvor  bereits  beschriebenen  R-barrel-Porinen  der
AuBenmembran, konnte von Wu et al. (2016) eine direkte Interaktion
nachgewiesen werden. Dabei interagiert das hydrolysierende Enzym mit einem
Porin, z.B. OmpAas. Durch die raumliche Nahe kann vermutlich der enzymatische
Abbau von Antibiotika, die die Barriere der Aulenmembran dennoch passiert

haben, deutlich an Effizienz gewinnen.

Wenn nicht bereits durch die geringe Permeabilitat der AuRenmembran Abs
abgewehrt, konnen Antibiotika auf’er von [-Laktamasen auch von
Aminoglykosid-modifizierenden Enzymen (AMEs) degradiert werden. Dabei
handelt es sich um eine mehrere Klassen umfassende Gruppe an Enzymen, die
durch die Modifikation funktionaler Gruppen die Fahigkeit und Effizienz der
Aminoglykosid-Antibiotika, an ihre Zielstruktur, die 30S-Untereinheit der
bakteriellen Ribosomen, zu binden, deutlich senkt (Benveniste & Davies, 1973;
Ramirez & Tolmasky, 2010). Stdmme von MDR- und vor allem von XDR-Ab
weisen demnach nicht nur eine starke Expression von AMEs auf, sondern
exprimieren haufig auch mehrere verschieden Klassen von AMEs (Zhu et al.,
2009).

Neben der effektiven enzymatischen Elimination von in die Bakterienzellen
eingedrungenen antimikrobiellen Substanzen spielt zudem ihre rasche
Ausschleusung eine bedeutende Rolle (Temgoua & Wu, 2019). Moéglich wird dies
durch eine weitere Gruppe von Proteinen, die Efflux-Pumpen. Durch eine starke

Expression dieser Efflux-Pumpen kann Ab das Gleichgewicht zwischen dem per



se geringen Influx noch deutlich auf die Seite eines starken Effluxes verlagern
und so bewirken, dass verabreichte Antibiotika in den Bakterienzellen weniger
akkumulieren. Dadurch sinkt die Antibiotika-Wirksamkeit und die MHKs steigen
(Abdi et al., 2020). Efflux-Pumpen lassen sich in funf Familien unterteilen: die
Major Facilitator Superfamilie (MFS), die ATP-binding Cassette (ABC)
Superfamilie, die Small Multidrug Resistance (SMR) Familie, die Multidrug and
Toxic Compound Extrusion (MATE) Familie und die Superfamilie der Resistance-
Nodulation-Division (RND) — Pumpen (Paulsen, 2003). Allen gemeinsam ist ihr
dreiteiliger Aufbau aus einem aktiven Transporter an der Innenmembran, einem
periplasmatischen Adapterprotein und einem Kanal in der AuRenmembran (Abdi
et al., 2020). Ihre mehr oder weniger stark ausgepragte Substratvariabilitat 1asst
vermuten, dass ihre primare physiologische Funktion nicht darin liegt, Antibiotika
zu transportieren (Fernando & Kumar, 2013). Dennoch tragen sie mal3geblich zu
multiresistenten Phanotypen von Bakterien bei. Vor allem die der RND-Familie
zugehdrigen Efflux-Pumpen sind unter Gram-negativen Bakterien weit verbreitet
(Abdi et al., 2020). So sind in Ab vornehmlich die RND-Effluxpumpen AdeABC,
AdeDE und AdelJK bekannt, deren Uberexpression in zahlreichen Studien mit
einer Resistenz gegen Antibiotika aus den Gruppen der Aminoglykoside,
Tetracycline, Cephalosporine, Carbapeneme und R-Laktame assoziiert werden
konnte (Chau et al., 2004; Damier-Piolle et al., 2008; Hou et al., 2012; Marchand
et al., 2004).

Interessanterweise konnte ihre verstarkte Expression auch in biofilmbildenden
Zellen nachgewiesen werden (Gilbert et al., 2002). So wird den Efflux-Pumpen,
wie z.B. der Ab-spezifischen RND-Pumpe AdeFGH (He et al., 2015) tber ihre
Transportleistungen hinaus, ein wichtiger Beitrag zur Adhasionsfahigkeit und

Vermehrung von Bakterien wie Ab zugeschrieben (Alav et al., 2018).

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung ist zusatzlich ursachlich fir die hohe
Austrocknungs-Toleranz und Persistenz von Ab sowohl auf biotischen als auch
abiotischen Oberflachen. Damit stellt sie neben Mechanismen zur gezielten
Abwehr von Antibiotika und der Barrierefunktion der Auf3enmembran einen
weiteren Faktor dar, der zur auf3erordentlichen Umwelt- und Antibiotikaresistenz

von Ab beitragt (Espinal et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die MHKs



in sessilen Bakterienzellen eines Biofilmes 10- bis 1000fach hdher liegen als bei
Zellen in planktonischem Zustand (Wu et al., 2015). Dies liegt an spezifischen
genetischen Veranderungen, in Ab beispielsweise einer Hochregulation der
Expression der Gene A1S_ 1316, das fur eine MFS- und der Gene A1S 0009,
A1S 0116 und A1S_0538, die fir RND-Efflux-Pumpen kodieren (Rumbo-Feal et
al., 2013). Primare Ursache ist aber vor allem die Struktur von Biofilmen per se
(Corona & Martinez, 2013). So ist z.B. die polymere Biofilm-Matrix fur Antibiotika
weitgehend impermeabel. Das verhindert das Erreichen einer antibiotisch
wirksamen Konzentration (Anderl et al., 2000). Es wird zudem eine Beteiligung
der Efflux-Pumpen an der Biofilmbildung vermutet: da sie u.a. den Efflux von
Zuckern ermoglichen, kdnnten sie die Entstehung der Biofilmmatrix als Netzwerk
aus Lipiden, Nukleinsauren und Kohlenhydraten entscheidend férdern
(Flemming & Wingender, 2010).

Ein Blick auf die genetische Ebene zeigt, dass in Ab die Expression
Biofilmbildungs-assoziierter Gene und die Biofilmbildung generell, wie viele

weitere bakterielle Verhaltensweisen, durch den Prozess des Quorum sensings

(QS) reguliert wird. Unter QS versteht man eine durch Autoinduktoren
ermoglichte Form der interzellularen Kommunikation, in der
konzentrationsabhangig die Expression quorum-spezifischer Gene koordiniert
wird. Dadurch kénnen Populationen gezielt auf Umweltveranderungen reagieren
(Li & Tian, 2012).

Die genomische Organisation von Ab zeigt aulderdem, dass neben zahlreichen
intrinsischen Resistenzmechanismen der Erwerb zusatzlicher Resistenzgene
uber horizontalen Gentransfer erfolgt sein muss (Gallagher et al., 2017). Dieser
Transfer wird in Ab sehr effizient durch natlrliche Transformationsprozesse
moglich (Wilharm et al., 2013). Voraussetzung fur diese Plastizitat ist folgendes
Zusammenspiel zwischen Kern- und Pangenom: grundlegende metabolische
und strukturelle zellulare Prozesse werden durch das kleine Kerngenom reguliert
und der Austausch von spezifischen Resistenzgenen durch zahlreiche
chromosomale und plasmidkodierte Resistenzinseln (Rl) und transposable

Insertionssequenzen (IS) ermoglicht (Pagano et al., 2016). Ein Beispiel fur eine



solche IS ist ISAba125, kodiert auf dem p1-Plasmid von Ab AB5075 (Gallagher
et al., 2017; Gallagher et al., 2015).

Zusammenfassend ist also von einer multifaktoriellen Strategie auszugehen,

welche, ahnlich wie bei Pa, die Virulenz und vor allem die bemerkenswerte
Umwelt- und Antibiotika-Resistenz von Ab bedingt (Lee et al., 2006).

Entsprechende Gene koénnen in groRer Vielfalt und in verschiedensten

Kombinationen von den jeweiligen Ab-Stammen exprimiert werden. Dadurch
konnen sich diese in ihren phanotypischen Eigenschaften und ihrem

Resistenzverhalten den gegebenen Umstanden optimal anpassen (de Breij et al.,
2010; Eijkelkamp et al., 2011; Giannouli et al., 2013).

1.1.4 Die Modell-Stamme AB5075 und AYE

Verschiedene Ab-Stamme besitzen ein sehr unterschiedliches pathogenetisches
Potenzial (de Breij et al., 2012). Fir diese Arbeit wurden primar zwei Stdmme
verwendet, namlich der hochvirulente Stamm AB5075 und der Stamm AYE, als

ein weiteres humanes Vergleichsisolat.

Wie etwa von Jacobs et al. (2014) beschrieben, handelt es sich bei AB5075 um
einen im Jahre 2008 aus den Wunden eines von tibialer Osteomyelitis befallenen
U.S.-Soldaten isolierten, klinisch reprasentativen Stamm aus der CC1-Gruppe.

In mehreren Tiermodellen wurde eine reproduzierbare und hohe Virulenz
nachgewiesen. AB5075 lasst sich vergleichsweise gut genetisch manipulieren
und liegt mit seinen Multiresistenzen gegen viele herkdmmliche Antibiotika,
ausgenommen Hygromycin, Erythromycin, Doxycyclin und Tetrazykline, weitaus
naher an den Resistenzspektren aktueller Krankenhauserreger als die sonst
zahlreich verwendeten, jedoch vor uber 50 Jahren isolierten Stamme der
»<American Type Culture Collection“ (ATCC) wie z.B. ATCC 19606T oder 17978.

All dies macht den Stamm AB5075 zu einem sehr interessanten und geeigneten

Kandidaten in der gegenwartigen Grundlagenforschung zu Ab.

Der ebenfalls multiresistente Stamm AYE wurde von uns vor allem als
Vergleichsisolat eingesetzt. Er besitzt die Besonderheit einer 86-kb AbaR1-

Resistenzinsel, die 45 virulenzassoziierte Gene umfasst und flr einen



landesweiten Ab-Ausbruch in Frankreich im Jahre 2001 verantwortlich gemacht
werden kann (P. E. Fournier et al., 2006; Rose, 2010). Er ist dadurch u.a. zur
Biofilmbildung befahigt, weist ein Siderophor-basiertes Eisenaufnahmesystem
vor, besitzt hohe katabolische und Resistenz-Kapazitaten und ist dem
hochvirulenten AB5075-Stamm damit weitaus ebenburtiger als empfindlichere
Stamme wie der von der Kleiderlaus isolierte SDF-Stamm oder der in der Erde

vorkommende avirulente A. baylyi-Stamm ADP1 (Vallenet et al., 2008).

Wird wie in unserem Falle ein besonderes Augenmerk auf die
Resistenzmechanismen von Ab gelegt, ist zu beachten, dass Bakterien sowohl
des AB5075- als auch des AYE-Stammes zu einer sogenannten
,Phasenvariation® fahig sind. Dies beschreibt ein mogliches Wechseln zwischen
zwei verschiedenen Erscheinungsformen der Bakterienzellen, nach ihrer
Kolonie-Erscheinungsform ,opak® und ,transluzent benannt (Tipton et al., 2015).
Auch einige weitere Ab-Stamme wie beispielsweise AB1712, AB307-0294,
AB0057, A095 und A100- nicht jedoch ATCC 17978 — sind, in unterschiedlichen
Frequenzen, dazu in der Lage (Ahmad et al., 2019; Tipton et al., 2015).

Die Namensgebung opak und transluzent rahrt dabei von den mit blof3em Auge
sichtbaren Unterschieden zwischen den beiden Erscheinungsformen: auf
speziellen PV-Agar (siehe 3.1.7) aufgebracht, zeigen sich die avirulenten,
transluzenten Zellen durchscheinend und die virulenten, opaken Zellen massiv-
weilllich und damit optisch eindeutig abgrenzbar. Sie unterscheiden sich des
Weiteren auch in ihren phanotypischen Eigenschaften: transluzente Zellen sind
die besseren Biofilm-Bildner, wahrend opake Zellen in vivo deutlich virulenter und
generell resistenter gegenlber herausfordernden Umweltbedingungen wie
Trockenheit, Desinfektionsmitteleinsatz usw. sind (Ahmad et al., 2019). Das
strukturelle Manifest fur diese hohe Resistenz und Virulenz opaker Zellen lasst
sich gut in einer Maneval-Farbung als verdickte Kapsel unter dem Mikroskop

darstellen.

Dass es nun zu einem solchen, reversiblen Switch kommt, ist eng mit der Dichte
an Zellen in dem entsprechenden Medium verbunden. Grund hierflr ist nicht wie

zunachst angenommen ein dichtebedingter Nahrstoffmangel oder Anstieg des



pH-Wertes. Stattdessen konnte die Akkumulation eines extrazellularen Faktors

bei hoher Zelldichte ausfindig gemacht werden. Dieser entspricht in seiner
Wirkung einem auto- bzw. parakrinen Signalmolekil und beeinflusst Uber
Mechanismen des Quorum Sensing und unter Mitbeteiligung eines
transkriptionellen TetR-Regulators, dass die Bakterienzellen in den energetisch
gunstigeren transluzenten Zustand wechseln (Chin et al., 2018; Tipton et al.,
2015; Tipton & Rather, 2017).

Dies zu beachten ist wichtig, um ein unbewusstes Arbeiten mit inhomogenen
Populationen zu vermeiden, was unweigerlich zu einer hohen Variabilitat der

Ergebnisse und damit einer schlechten Reproduzierbarkeit fihren wirde.

1.2 AuBenmembranprotein-Biogenese in Gram-negativen Bakterien

Der AulRenmembran (OM) Gram-negativer Bakterien wie Ab kommt eine
elementare Funktion als natlrliche Barriere und damit als Schutzschild vor
schadlichen Umwelteinflussen zu (Delcour, 2009). Entscheidend hierfur ist ihre
Zusammensetzung. Als asymmetrische Lipiddoppelschicht beinhaltet sie nur in
ihrer aufleren Schicht Lipopolysaccharide, wahrend die innere Schicht durch
Phospholipide charakterisiert ist. Zudem gibt es eine Vielzahl an integralen
Membranproteinen, die beide Schichten der AuRenmembran durchspannen
(Knowles et al., 2009).

In Ab zahlt zu diesen integralen Aullenmembranproteinen (outer membrane
proteins, OMPs) das bereits erwahnte Protein OmpAs, das als Stellvertreter
zeigt, wie durch OMPs wichtige Funktionen wie Nahrstoffimport, Adhasion oder
Kommunikationsprozesse ermdoglicht werden (Wimley, 2003). Strukturell sind
OMPs Uber eine B-barrel Domane, bestehend aus 8 bis 36 amphipathischen j-
Strangen, in der AulRenmembran verankert. |hre Biogenese folgt einem
komplexen, zahlreiche Schritte und Komponenten umfassenden Weg (Schulz,
2000).
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1.2.1 Transport von OMPs in das Periplasma

Im Zytoplasma synthetisiert, werden OPMs zunachst Uber drei mdgliche
Transportsysteme der Innenmembran (IM) in den periplasmatischen Raum
geschleust: das Sec-Translokon, eine YidC-Insertase oder das sogenannte Tat-
System (Kudva et al., 2013). Dabei kommt dem Sec-Translokon in Ab die grolte
Bedeutung zu. Es kann zusammen mit der YidC-Insertase auch o-helikale
Proteine in die IM inserieren.p-barrel OMPs werden in der Regel durch den
engen Kanal des heterotrimeren Sec-Translokons geschleust und auf der
periplasmatischen Seite von Chaperonen in Empfang genommen. Unter diesen
Faltungshelferproteinen sind in Gram-negativen Bakterien allgemein und auch in
Ab vornehmlich die Peptidyl-Prolyl-lsomerasen SurA und FkpA, sowie Skp und
DegP bekannt.

1.2.2 Die periplasmatischen Chaperone SurA, Skp und DegP
Periplasmatische Chaperone ubernehmen eine wichtige Funktion bei der
Biogenese von B-barrel-OMPs (de Cock et al., 1996; Eppens et al., 1997).
Allgemein stabilisieren sie die OMPs in ungefaltetem Zustand und schitzen
damit die stark hydrophoben Proteine vor der Aggregation. Zudem eskortieren

sie OMPs zu einer Insertionsmaschinerie, die in der OM verankert ist, dem
sogenannten ,p-barrel-assembly-machinery“ (BAM)-Komplex. Die Chaperone
lassen sich in drei verschiedene Gruppen unterteilen: Disulfidbricken-Bildung
katalysierende Enzyme, Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) und
solche mit allgemeiner Chaperon-Aktivitat (Duguay & Silhavy, 2004).

Im Folgenden soll kurz auf die drei wichtigsten periplasmatischen Chaperone

eingegangen werden.

1.2.2.1 SurA

Das prominenteste unter den mittlerweile zahlreichen bekannten Chaperonen ist
die PPlase SurA (Behrens et al.,, 2001). Identifiziert wurde das Protein
urspriinglich bei einem Screen als ein Faktor, der fiir das Uberleben von E. coli
in der stationaren Phase essentiell ist (Tormo et al., 1990). Daher rihrt auch sein
Name SurA, der fur ,survival protein A“ steht. In spateren Arbeiten mit Ec wurde

gezeigt, dass SurA wichtig fir die Faltung einiger OMPs ist (Lazar & Kolter,
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1996). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass eine Depletion von SurA mit einer
Abnahme der Dichte der OM einhergeht (Sklar et al., 2007). Dies macht die
Bakterien deutlich vulnerabler gegeniber Substanzen wie Gallensalzen, SDS

und hydrophoben Antibiotika.

Im Gegensatz zu weiteren in Ec bekannten PPlasen, namens FkpA, PpiA und
PpiD, hatte lediglich das Fehlen von SurA derart ausgepragte phanotypische
Konsequenzen (Justice et al.,, 2005). In vergleichenden Proteomanalysen
zwischen WT und SurA-depletierten Stammen von Ec konnte zudem gezeigt
werden, dass einige OMPs wie LptD und FhuA strikt SurA-abhangige Substrate
darstellen (Vertommen et al., 2009). Weitere OMPs, darunter die Porine OmpA
und OmpF, zeigten lediglich eine Praferenz mit SurA zu interagieren oder
konnten wie BamA und TolC ganzlich unabhangig von SurA assemblieren bzw.

inserieren.

1.2.2.2 Skp

Interessanterweise kann das Substratspektrum und damit auch die Relevanz der
Chaperone je nach Bakterienart variieren, wie das Beispiel von Neisseria
meningitidis zeigt. Wahrend in den allermeisten untersuchten Gram-negativen
Bakterien SurA das wichtigste periplasmatische Chaperon ist, ist in N.
meningitidis Skp von grolRerer Bedeutung (Volokhina et al., 2011). Skp steht
dabei fur ,seventeen kilodalton protein“ (Goemans et al., 2014). Um zu verstehen,
welche Rollen konkret den beiden Chaperonen Skp und DegP zukommen,
wurden in Arbeiten an E. coli (Sklar et al., 2007) die Auswirkungen eines SurA-
Knockouts auf zwei OMPs, namlich LamB — ein Maltose-Transporter (Lazar &
Kolter, 1996; Rouviere & Gross, 1996) — und OmpA, untersucht. Dabei wurde
ersichtlich, dass Skp und DegP in Ec und auch in Ye gemeinsam in einem, zwar
fur die OMP-Biogenese direkt funktionell nicht aquivalenten, aber dennoch sehr
wichtigen Parallelweg zu SurA agieren. In diesem Parallelweg ,retten“ oder
degradieren sie missgefaltete Proteine. Dies kommt dann zu greifen, wenn SurA
depletiert ist und/oder die Bakterienzelle unter Stress steht und betrifft auch
OMPs, die bereits an den BAM-Komplex gebunden sind, von diesem jedoch nicht
in die OM inseriert werden kénnen (Combs & Silhavy, 2022). Hier dient Skp als
Adapterprotein flir das Ablésen der OMPs vom BAM-Komplex und ihrer
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Weiterleitung an die Protease DegP. Bei der Degradation der dysfunktionalen
OMPs wird Skp selbst ebenfalls degradiert.

Neben diesem Synergismus zwischen Skp und DegP, wurde des Weiteren eine
feinabgestimmte Kooperation zwischen Skp und SurA selbst beobachtet: an
einem weiteren OMP namens OmpX wurde gesehen, dass beide Chaperone
ungefaltete OmpX-Moleklle expandieren und synergistisch OmpX-Oligomer-

Aggregate disassemblieren (Chamachi et al., 2022).

1.2.2.3 DegP

Zusatzlich zu der Degradation von missgefalteten Proteinen im Periplasma
zusammen mit Skp, wurde flr das Chaperon DegP in Ec eine Interaktion mit einer
periplasmatischen a-Amylase namens MalS gezeigt (Freundlieb & Boos, 1986).
Das konnte darauf hinweisen, dass DegP malgeblich an der Faltung von
Proteinen im Periplasma beteiligt ist. Es wurde anhand dieses Zusammenhanges
aullerdem ersichtlich, dass DegP temperaturabhangig zwischen seiner Aktivitat
als Chaperon (Temperaturen unter 28°C) oder als Protease (Temperaturen Uber
28°C) wechseln kann (Spiess et al., 1999).

1.2.3 Die Bbarrel assembly (BAM) Maschinerie
Am BAM-Komplex findet schliel3lich die finale Faltung der Proteine und ihre
Insertion in die OM statt (Tamm et al., 2004). Uber die genauen Ablaufe existieren

an dieser Stelle verschiedene Theorien (Wu et al., 2020).

Es ist bekannt, dass der BAM-Komplex funf Proteine namens BamA-E umfasst
(Knowles et al., 2009; Ryan, 2004), wobei ihre Komposition vor allem in Bezug
auf die akzessorischen, nicht-essentiellen Bestandteile BamBCE variieren kann
(Wu et al., 2005). Dabei hat sich gezeigt, dass BamA und BamD essentiell sind,
wahrend eine Depletion der weiteren Bam-Lipoproteine lediglich zu
unterschiedlich ausgepragten, aber meist milden OMP-Defekten flhrte
(Malinverni et al., 2006; Werner & Misra, 2005).

Als Hauptlieferant der ungefalteten OMPs an den BAM-Komplex dient SurA
(Bennion et al., 2010; Sklar et al., 2007). Auch wenn die Art und Weise der

Prasentation der OMPs am BAM-Komplex noch unklar ist, wurde ersichtlich, dass
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fur diese Interaktion zwischen SurA und dem BAM-Komplex die Kern-Domaine
und zwei PPlasen-Domainen von SurA essentiell sind (Schiffrin et al., 2022). Der
Komplex aus SurA und dem Substrat bindet dabei direkt an den BAM-Komplex
(BamB+E) und bewirkt dadurch eine Konformationsanderung von BAM zum sog.
.lateral closed”/,inward-open” Akzeptorzustand. Angekommene OMPs erhalten
so Zugang zu der katalytischen BamA-Site und kdnnen gefaltet und in die OM

inseriert werden.

Neben seiner essentiellen Rolle in der OMP-Biogenese nimmt der BAM-Komplex
zudem eine Rolle in einem kontaktabhangigen CDI-System ein, das unter
Nahrstoffmangel das Wachstum von Nachbarzellen Uber sekretorische Proteine

zum eigenen Vorteil inhibieren kann (Willett et al., 2015).

1.2.4 Besonderheiten der OMP-Biogenese in A. baumannii

Der BAM-Komplex ist auch in Ab von grofer Bedeutung fir die Fitness und
Virulenz der Bakterienzellen. Zusatzlich macht ihn seine Lokalisierung in der
pharmazeutisch gut erreichbaren aulieren Zelloberfliche zu einem hdchst
interessanten Kandidaten fur die Entwicklung neuer Therapeutika (Doyle &
Bernstein, 2019). In einer Studie von Sing et al. (2017) wurde gezeigt, dass
gegen Ab-BamA immunisierte Mause bei Gabe einer sonst letalen Dosis an Ab

Uberlebensraten von 60 bis 80 % aufwiesen.

Uber die enorme Wichtigkeit der Funktion von periplasmatischen Chaperonen

bei der OMP-Insertion in Ab herrscht Einigkeit. So konnte fur Ab auf genetischer
Ebene ermittelt werden, dass alle fur diese Proteine kodierenden Gene der
Regulation durch einen bestimmten o-Faktor, namens o &, unterliegen (Rouviere
& Gross, 1996). Aktiviert durch un- oder missgefaltete OMPs im Periplasma,
induziert dieser die Transkription von Stressgenen im Zytoplasma (Rhodius et

al., 2006; Walsh et al., 2003).

Dennoch bleiben einige Fragen, v.a. hinsichtlich der Existenz der parallel
zueinander arbeitenden Wege (SurA und Skp/DegP, weitere?) des Shuttlings
und der Qualitatskontrolle durch periplasmatische Chaperone offen: praferieren
bestimmte Proteine einen der mdglichen Wege? Wie Ubergeben die Chaperone

ihre Fracht an den BAM-Komplex? Gibt es noch zusatzliche wichtige, doch

14



bislang unentdeckte Chaperone in diesem Netzwerk? Welche weiteren
Auswirkungen konnte eine Depletion des bekannten Hauptchaperons SurA in Ab
haben, die es eventuell in den Fokus flr die Entwicklung neuer Drug Targets

ricken?

1.3 Vorangegangene Arbeiten und Erkenntnisse der Arbeitsgruppe

In Arbeiten an Pa, Ec und Ye wurde festgestellt, dass das periplasmatische
Chaperon SurA einen geeigneten Schlussel zur Reduktion von Resistenz und
Virulenz in Gram-negativen Bakterien darstellt: eine Deletion von surA fuhrte in
allen diesen drei Spezies zu einer gesteigerten OM-Permeabilitat, damit
einhergehend einer reduzierten Virulenz in verschiedenen Infektionsmodellen
und einer erhdhten Sensibilitat gegenltber Antibiotika (Justice et al., 2005; Klein

et al., 2019; Sklar et al., 2007; Weirich et al., 2017).

In Pa, der Ab in seinen erworbenen und intrinsischen Resistenzmechanismen

nicht nachsteht, wurden konkret Veranderungen an 42 OMPs unter Deletion von
SsurA beobachtet (Klein et al., 2019). Dazu zahlten Efflux-Pumpen,
Autotransporter (Typ V Sekretionssysteme), Siderophor-rezeptoren, Proteine

des BAM-Komplexes, Porine wie OprF und viele mehr.

Als man die bekannten periplasmatischen Chaperone SurA, Skp und DegP in Ab
(AB5075) deletierte, stellte sich interessanterweise heraus, dass Ab im
Gegensatz zu den bereits untersuchten Pathogenen Pa, Ye und Ec, auf ein
Fehlen der Chaperone SurA, Skp und DegP mit nur sehr schwach ausgepragten
Phanotypen reagierte, und sogar alle moglichen Doppel- und eine
Dreifachdeletion tolerierte. Am wenigsten ausgepragt waren phanotypische
Auswirkungen in den Einzelmutanten und auch die anschliefend generierten
Doppelmutanten AsurAAskp, AsurAAdegP und AskpAdegP zeigten nur milde
Defekte verglichen zu den zuvor in Pa, Ec und Ye beobachteten Auswirkungen.
Eine sehr interessante Beobachtung war jedoch eine Resensibilisierung der
AsurAAskp- und AsurA-Mutante gegenuber Antibiotika aus der Gruppe der
Aminoglykoside (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1 MHK-Werte (in mg/l) von Ab AB5075 Deletions-Mutanten im Vergleich zum WT;
entnommen aus Birkle et al. (2022). Die Ermittlung der Antibiotikasuszeptibilitdt erfolgte sowohl
Uber eine Mikroboulliondilution (MICRONAUT-Assay) und E-Tests (nur fir Vancomycin). Ein roter
Hintergrund weist auf eine verringerte MHK hin, jedoch noch immer Uber dem Breakpoint liegend.
Ein griner Hintergrund kennzeichnet MHK-Werte unterhalb des Breakpoints. Ein grauer
Hintergrund bedeutet eine Verringerung der MHK um weniger als das 2-fache, bzw. eine
unveranderte MHK. Ausrufezeichen markieren erhdhte MHK-Werte. Sternchen weisen auf
Kolonien in der Hemmzone bei den E-Tests hin.

(AMK=Amikacin, Gen=Gentamicin, TOB=Tobramycin, IMP=Imipenem, MER=Meropenem,
PIT=Piperacillin/Tazobactam, CTA=Ceftolozan/Tazobactam, CAA=Ceftazidim/Avibactam,
LEV=Levofloxacin, Van=Vancomycin).

MiC q .
Breakpoints Single K.O. Double K.O. Triple K.O.
MIC-plates
S< | R> AsurA Askp ADegP | AsurAAdegP AsurAAskp AskpAdegP | AsurAAskpAdegP
AMK 8 16 | 32 16 8 >32! 32 8 32 4
Aminoglycosides | GEN | 4 >32 32 | >32 | >32 32 8 >32 16
TOB K 4 4 8 2 16! 16! 2
IMP 2 >8 8 8 8 4 4
Carbapenems
MER 2 16 16 16 16 16 2 4 4
Penicillins PIT 16 | 64 >128| | >128 | 128 | >128 >128 16 128 64
CTA - - >8 >8 | >8 >8 >8 1 >8 8
Cephalosporins
CAA - - >8 2 2 >8 1
Fluoroquinolone | LEV | 0,5 1 4 4 4 8! 4 2 4 4
E-test
Vancomycin | VAN & - - | >256 48 | 96* | 128 96 12 64 24

Da Ab sogar einen Knockout aller dieser drei Chaperone zeitgleich verkraftet, lag
zudem die Vermutung nahe, dass in Ab weitere Mechanismen existieren, die in
Abwesenheit von SurA, Skp und DegP agieren. Diese Mechanismen wirden in
diesem Modell dafur sorgen, dass die Aufrechterhaltung der OM-Barriere
zumindest soweit weiterhin funktioniert, dass essentielle OMPs weiterhin zum
BAM-Komplex eskortieren werden und Ab letzlich auch ohne SurA, Skp und
DegP Uberleben kann. Ein solcher Mechanismus konnte parallel zu dem
bekannten SurA und Skp/DegP Chaperoning agieren, oder z.B. nur unter

besonderen Stressbedingungen aktiviert werden.

Um herauszufinden, welche Proteine diese Funktionen bei Deletion von surA,
skp und degP Ubernehmen oder kompensieren konnten, wurde eine komparative
Massenspektometrieanalyse zwischen dem Proteom des Wildtyps und der
Tripelmutante AsurAAskpAdegP von AB5075 durchgefuhrt. Es zeigten sich dabei
zahlreiche Veranderungen, welche sich jedoch vor allem auf eine Anreicherung

bislang uncharakterisierter Proteine in der Tripelmutante zurtckfihren lassen
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(Birkle et al., 2022). Die globale Anzahl an OMPs zeigte sich dabei im Gesamten
nicht signifikant verandert. Auch im Blick auf spezifische OMPs wie FhuA und
LptD, die in anderen Gram-negativen Bakterien als SurA-abhangig gefunden

wurden, wurden keine Veranderungen beobachtet.

Bei einer Suche nach Paralogen der Chaperone SurA und DegP wurden PpiD —
eine periplasmatische PPlase — und DegS - eine membranverankerte,
periplasmatische Protease — identifiziert. Des Weiteren wurden unter den in der
Tripelmutante angereicherten Proteinen das Lipoprotein ABUW_0607 und das
entweder als Histidin-Phosphatase oder Phosphoglyceratmutase annotierte
Enzym ABUW _1852 in Hinblick auf eine mdgliche Kompensationsfunktion fur ein
Fehlen der bekannten Chaperone genauer untersucht. Entsprechende Knockout-
Mutanten zeigten allerdings bezuglich Membranintegritat, Fitness und
Antibiotikaresistenz nur schwach ausgepragte Defekte. Synergistisch konnte
auch hier ein Bruch von Antibiotikaresistenzen erzielt werden, jedoch nur bei
zeitgleichem Knockout von SurA, Skp und/oder DegP (Masterarbeit von Elena
Weber (2021) und Bachelorarbeit von Katharina Astfalk (2021)).

Die genauen Mechanismen, die Ab verwendet, um ohne die periplasmatischen
Chaperone SurA, Skp und DegP noch immer viabel zu sein, sind folglich

weiterhin ungeklart.
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2 Fragestellung dieser Arbeit

Startpunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, dass surA-Deletionsmutanten eine
reduzierte Resistenz gegeniber Aminoglykosid-Antibiotika und besonders flr
Tobramycin haben. In Vorarbeiten wurde bereits gezeigt, dass eine erhdhte
Membranpermeabilitat bzw. ein verstarkter Efflux wohl nicht die Ursachen fur
diese erhdhte Suszeptibilitat sind (Birkle et al., 2022). Ein erster Teil dieses
Projektes befasste sich daher mit weiteren Aspekten, die erklaren kénnten, wie

ein Fehlen von SurA eine erhdhte Suszeptibilitat fur Tobramycin verursachen
kann. Folgende Hypothesen wurden formuliert und sollten experimentell

uberprift werden:

1. Dain der Gruppe der Aminoglykoside insbesondere die Suszeptibilitat fur
Tobramycin durch SurA beeinflusst war, stellte sich die Frage, ob der
beobachtete Effekt substanzspezifisch ist. Daher sollte vergleichend
Uberprift werden, ob auch die Suszeptibilitat fur die strukturell sehr nah
verwandten Aminoglykoside Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin durch
SurA beeinflusst wird. Daflr sollten vergleichende Mikroboullion-
Dilutionstests durchgefuhrt werden.

2. Eine Deletion von surA bewirkt durch eine Veranderung der OM-
Zusammensetzung eine veranderte Oberflachenladung. Diese fuhrt dazu,
dass das Aminoglykosid Tobramycin besser an die Mutante binden und
effizienter in die Zelle gelangen kann. Diese Hypothese sollte durch einen
Zytochrom C verwendenden Assay Uberpruft werden.

3. Die erhohte Suszeptibilitat fur Tobramycin kann auch durch eine
veranderte Expression Aminoglykosid-modifizierender Enzyme (AMEs)
verursacht werden. Diese Hypothese sollte durch vergleichende RNA-
Sequenz-Analysen von WT und surA-Deletionsmutante, sowohl
unstimulierter als auch mit subinhibitorischen Konzentrationen von
Tobramycin stimulierten Zellen durchgefihrt werden. Dadurch sollten
AMEs identifiziert werden, deren Expression in der Mutante verandert sind
und zudem untersucht werden, ob sich die zellulare Antwort einer AsurA-
Mutante auf die Stimulation mit Tobramycin grundlegend von der des

Wildtyps unterscheidet.
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Vorarbeiten hatten gezeigt, dass Ab neben den bekannten periplasmatischen
Chaperonen Mechanismen besitzen muss, die ein gleichzeitiges Fehlen der 3
Faktoren kompensieren konnen. Eine weitere Fragestellung dieses Projektes
beschaftigte sich daher mit der Identifizierung von Faktoren, die in Abwesenheit
von SurA, Skp and DegP essentiell werden. Dazu sollte zunachst eine
konditionelle AsurA-Mutante in einem AskpAdegP-Hintergrund generiert werden,
da in Vorversuchen die Herstellung von Quadrupelmutanten nicht erfolgreich war
(was auf ein technisches Problem, oder aber eine tatsachliche Rolle des
jeweiligen Proteins fur die OMP-Biogenese in Ab sprechen konnte). Eine solche
konditionelle Mutante wurde es dann erlauben, die Rolle einzelner Faktoren im
Kontext von Skp, DegP und SurA zu analysieren, bzw. wirde dann als
Ausgangspunkt fur globale Analysen mit Hilfe einer Transposon-Insertion-Library

dienen.

Um eine mdgliche Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf andere Ab-Stamme zu
prufen, wurden die Experimente teilweise zusatzlich mit dem Ab-Stamm AYE
durchgefuhrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstimme

Tabelle 2 Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm

Stammbezeichnung

Herkunft

Acinetobacter baumannii
AB5075

WT
AsurA
Askp
AppiD
AsurAAskp
AsurAAdegP
AsurAAppiD
AskpAppiD
AsurAAskpAdegP

Acinetobacter baumannii
AYE

WT
AsurA
AsurAAskpAdegP

Birkle et al. (2022)

Acinetobacter baumannii
klinische Isolate
(4MRGN und OXA-23

positiv)

371-MRGN-9145
372-MRGN-9126
373-MRGN-9088
374-MRGN-9021
375-MRGN-9146
376-MRGN-9106
377-MRGN-8016
378-NF-29545
379-NF-31708
380-MRGN-9709

Ubernommen aus
der hauseigenen

Stammsammlung

Escherichia coli DH5a.

(#C2987H)

chemisch kompetente Zellen

Escherichia coli BL21
(DE3) (#C2527H)

Trager des pCOLI-His paSurA FL
— Plasmids (Positivkontrolle bei
der Uberpriifung der SurA-

Expression in Western Blots)

kauflich erworben
von New Englands

Biolabs
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3.1.2 Plasmide

Tabelle 3 Verwendete Plasmide und ihre Herkunft

Plasmid Resistenzmarker Ursprungsplasmid / Herkunft
ein Geschenk von Herbert Schweizer
o o (Addgene Plasmid # 63121
pJM220 puC18T-miniTn7T- Ampicillin,
http://n2t.net/addgene:63121;
Gm-rhaSR-PrhaBAD Gentamycin
RRID: Addgene_63121)

(Choi et al., 2005)
ein Geschenk von Tylor Jacks
(Addgene Plasmid # 68445
http://n2t.net/addgene:68445;
RRID: Addgene_68445)
(Akama-Garren et al., 2016)

Hygromycin,

Topo_Hygro R ]
Kanamycin

Ampicillin pUC18T-mini-Tn7T-Gm
P ; bzw.

pUC18T-mini-Tn7T-Ara- Hvaromvein
SurA-Hyg ygromy pJM220 puC18T-miniTn7T-Gm-rhaSR-
PrhaBAD

ein Geschenk von Herbert Schweizer

(Addgene Plasmid # 63127
http://n2t.net/addgene:63127;

RRID: Addgene_63127)
(Choi et al., 2008)

pTNS3 Ampicillin

pRK2013 Kanamyecin Clontech

pPFLP3-TelR-sacB
ein Geschenk von Herbert Schweizer

(Addgene Plasmid # 64946
pFLP3-TelR-tdk Tellurit http://n2t.net/addgene:64946;
RRID: Addgene_64946)
(Choi et al., 2005)

pCOLI-His-3C paSurA FL
pCOLI-His paSurA FL Ampicillin (amplifiziert aus pET 28a paSurA FL
(Novagen))
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3.1.3 Primer

Tabelle 4 Primer mit Verwendungszweck, Sequenz, Schmelztemperatur ™ und Amplikon-GréRRe

Sequenz Tm ProduktgroRe
Bezeichnung o .
(6> 39 (°C) (bp)
Primer zur Uberpriifung der konditionalen SurA-Mutanten
Uberpriifung der pUC18T-mini-Tn7T-ara-SurA-Hyg - Integration
und - Insertionsrichtung im Genom
SeqAraC_fwd GATCATTTTGCGCTTCAGCC 57
817
Seq_KonditionalerSurAKO _rev GACGCAGACGATTAATTGCT 56
Insertion1_gimS_rev CGTAACTTGGCGAAGTCAGT 56
687
Insertion1_araC_fwd GAGGACCAACGTATCAGCCA 56
Insertion2_Hygro
TGTGTAGAAGTACTCGCCGA 56 815
(mit Insertion1_gImS_rev)
Uberprifung auf Vorhandensein des intakten surA-Gens
231_SurA_5075_fwd ATGAAGACAAAACATCTTAAACAG 52
1303
232 SurA 5075 rev GTAAGTTCTTTTTGTCGAGG 52
233_SurA 5075 _neg_fwd
GTTCGTTCACAACTTGCT 52 697
(mit 232)
Uberprifung des pFLP3-TelR-tdk — Verlustes
M13fwd TGTAAAACGACGGCCAGT 56 1156
5
AZTseq2R GAGATTCGTGCGGAACATG 56
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Primer zur Generierung des pJM220-HygroR-SurA5075-Plasmids durch Gibson

Assembly

Gibson-Primer zur Amplifizierung der Hygromycin-Kassette

_ ggaattctagatcgaattgg-
234 _Gib_Hygro_fwd
CATGATTACGCCAAGCTATTTAG
. ctgattccctttgtcaacag-
235 Gib_Hygro rev 65
AGAGTAATTCAACCCCAAAC

1203

Offnungsprimer zum Austausch der Gentamycin- durch die Hygromycin-Kassette in

pJM220
236_Hyg_open_puC18T_fwd CTGTTGACAAAGGGAATCAGG 56
237 _Hyg_open_puC18T_rev CCAATTCGATCTAGAATTCCATTG 54

Verifizierung der Insertion der Hygromycin-Sequenz in pJM220
244 Hyg pJM220_ check_fwd GAGCGCTTTTGAAGCTGA 55
245 Hyg_pJM220_check_rev CATTGTTCCACTCTTTGAGCTC 56

5863
(bzw.
7166
mit
SurA)

1353

Gibson-Primer zur Amplifizierung der surA-CDS aus gDNA von AB5075 WT zur

Insertion in pJM220

aggaattcctcgagaagctt-
238_Gib_SurA5075_fwd 63
ATGAAGACAAAACATCTTAAAC
tgcaaggccttcgcgaggta-
239 Gib_SurA5075 rev geasgd 9cgagd 67

TTATTTTTGTAAGTTCTTTTTGTCG
Offnungsprimer zur Insertion der surA-Sequenz in pJM220

240 EO_773_Gib_uni_pJM220_f TACCTCGCGAAGGCCTTGCA 59

241_EO_774_Gib_uni_pJM220_r AAGCTTCTCGAGGAATTCCTGC 60

23
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Verifizierung der Insertion der surA-CDS in pJM220

242 EO 777 _pJM220 seq_f TTTTCAAGATACAGCGTGAA 51 1743
243 _EO_778 pJM220_seq_r GCCCAAACATAACAGGAAGA 53
Primer zum Nachweis von surA-mRNA Expression mit RT-qPCR
269 rtPCR_SurA_FWD TACAGTTAGCTCAAGGCGGC 60,5
82
270 _rtPCR_SurA REV CGATCTTCCCAGCATGACCA 59,5

3.1.4 Puffer und Lésungen
Tabelle 5 Puffer und Losungen
Zusammensetzung
5 x SDS-Laufpuffer 60.55 g Tris
288,15 g Glycin
10 g SDS
ad 2 | ddH20
10 x Western Blot-Transferpuffer 60 g Tris
288,8 g Glycin
ad 2 1 ddH20
10 x Western Blot-Waschpuffer 24,2 g Tris
180 g NaCl
1M HCI (fir pH =7,4)
100 ml Tween-20

ad 2 1 ddH20
KH2PO4MgCl2 Puffer 2,72 g KH2PO4
(KH2PO4: 20 mM, MgCl2: 1 mM; pH=7) 0,095 g MgCl2

ad 1000ml VE-H20
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Naz2HPOs-Puffer
(100 mM, pH=7)
MOPS-Puffer
(20 mM, pH=7)

3.1.5 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 6 Reagenzien und Chemikalien

Agar

Agarose

Antibiotika

Ampicillin

Dibekacin-Sulfat /
3',4'-DideoxykanamycinB-Sulfat (#AD32509)
Gentamicin

Hygromycin B (in PBS)

Kanamycin

Polymyxin B Nonapeptid Hydrochlorid (PMB)
Streptomycin

Tobramycin

Antikdrper

AB_SurA PP-serum Rabbit SA8994 (1:1000)

(#FB04049)

goat anti rabbit POX (1:1000) (#31460)
Arabinose

Azido-3'-deoxythymidin (AZT)

10 x BlueBlock PF
Carbonylcyanid-3-chlorophenylhydrazon
(CCCP) (#C2759)

Chemisch kompetente E. coli TOP10 - Zellen
Clarity™ Western ECL Blotting Substrat

2,74 g NazHPO4
ad 200 ml VE-H20
0,837 g MOPS
ad 200 ml VE-H20

Hersteller
Roth, Karlsruhe
Lonza, Rockland (USA)

AppliChem, Darmstadt
BiosynthCarbosynth,
Compton (UK)

AppliChem, Darmstadt
Thermo Fisher, Schwerte
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Eurogentec, Seraign (B)

Thermo Fisher, Schwerte
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Jena Bioscience, Jena

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher, Schwerte
Bio-Rad, Miunchen
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Congo Rot-Ldsung (1%)

Descosept

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNase | (rekombinant, RNAse-frei)

mit Inkubationspuffer (10 x)
(#04716728001)

Dpnl

Ethanol

Gene Ruler DNA-Leiter (1 kb plus)
Gibson-Mix

Glucose

Glycerol

Hefe-Extrakt
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
5x KAPA HiFi Puffer

KAPA dNTP-Mix (10 mM)

KAPA HiFi DNA-Polymerase (1 U/pl)
KOD Hot Start DNA-Polymerase (1 U/pl)
KOD-Puffer

5 x Laemmli Puffer
Maneval-Farbstoff

2 x MangoMix
Mercaptoethanol
Methanol

Mueller Hinton-Bouillon Il (MHB II)

3-N-Morpholino-propansulfonsaure (MOPS)
1-N-Phenylnaphthylamine (NPN) (#10051610)

Carolina Biological Supply
Company,

New York (USA)

Dr. Schumacher, Malsfeld

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche, Basel (CH)

Thermo Fisher, Schwerte
AppliChem, Darmstadt
Thermo Fisher, Schwerte
-hausintern- (AG Wagner)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen

KAPA HiFi PCR Kit, Roche,
Basel (CH)

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Munchen

Carolina Biological Supply
Company, New York (USA)
BioCat, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Liofilchem,

Roseto degli Abruzzi (IT)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher, Schwerte
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NaCl (0,9 %)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Orange G Ladepuffer

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

PAGE Ruler vorgefarbte Protein-Leiter
(10 — 180 kDa)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumphosphat (NazHPO4 x H20)
Ponceau S

Steriles Wasser

Sucrose

SYBR Safe DNA Gel-Farbstoff

Tellurit (#60539)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)
Trypton

Tween-20

Zytochrom C (#C2506)

3.1.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 7 Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papier

Klvetten, Polystyrol

Kivetten, Gene / E. coli Pulser
Erlenmeyer Kolben
E-Test-Streifen (Tobramycin)
(#92121)

Glasflaschen

Glasspatel

Handschuhe (Peha-soft nitrile)

B. Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco/  Thermo  Fisher,

Schwerte
Thermo Fisher, Schwerte

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt

B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt

Thermo Fisher, Schwerte
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hersteller

Bio-Rad, Munchen
Sarstedt, NUmbrecht
Bio-Rad, Miunchen

DWK Life Sciences, Mainz
Liofilchem,

Roseto degli Abruzzi (IT)
DWK Life Scences, Mainz
WU, Mainz

Hartmann, Heidenheim
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Impfésen (1 pl, 10 pl) Greiner, Frickenhausen
Kryorohrchen, -deckel Sarstedt, Niumbrecht
MICRONAUT-S MDR MRGN Screening- Merlin Diagnostika, Bornheim
Platten (#E1-114-040)

Mikrotiterplatte (Polystyrol, 96 well) Greiner, Frickenhausen
Nitrocellulose-Membran (0.45 um Poren) GE Healthcare, Freiburg
Parafilm Brand, Wertheim
Petrischalen Greiner, Frickenhausen
Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) Corning, Amsterdam (NL)
Pipettenspitzen (10 pl) Brand, Wertheim
Pipettenspitzen (200 pl) Sarstedt, Numbrecht
Pipettenspitzen (1000 pl) Greiner, Frickenhausen
Reaktionsgefalle-Eppendorf (1.5 ml, 2 ml) Greiner, Frickenhausen

Reaktionsgefalle-Falcon-Tube (15 ml, 50 ml) Greiner, Frickenhausen
Reaktionsgefalle-PCR (0.2 ml) Biozym, Oldendorf
Reservoir fur Mehrkanalpipette Integra, Zizers (CH)
Rundboden-Polystyrolrohrchen (5 ml, 14 ml)  Greiner, Frickenhausen
SDS Gele (Mini-Protean TGX Precast Gel) Bio-Rad, Minchen

Siegelfolien fur MIC-Platten Merlin Diagnostika, Bornheim
(mitgeliefert fur #£1-114-040)
Trubungsdensitometer-Rohrchen Biomérieux, Nurtingen

3.1.7 Kulturmedien fiir Bakterien
Tabelle 8 Feste Medien zur Kultivierung von Bakterien
feste Medien Inhaltsstoffe
10 g Trypton
5 g Hefe-Extrakt
LB-Agar 10 g NaCl
15 g Agar
ad 11 VE-H20
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Motility-Agar

fur Transformation via twitching motility

0,5 x Agar (PV-Agar)

fur Visualisierung der Phasen-Variation

2,59 Trypton

1,25 g NaCl

2,5 g Agar

ad 500 ml VE-H20
5 g Trypton

2,5 g NaCl

2,5 g Hefe-Extrakt
8 g Agar

ad 11 VE-H20

Tabelle 9 Flussige Medien zur Kultivierung von Bakterien

fliissige Medien

LB-Bouillon

LB-Glycerol-Bouillon (20%)

fur Kryokonservierung

Mueller Hinton-Bouillon 1l (MHB 1)

S.0.C — Medium

fur Transformation in chemisch

kompetente E.coli (DH5a / TOP10)-

Zellen

Inhaltsstoffe

10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt

10 g NaCl

ad 11VE-H20

100 ml Glycerol (100 %)
ad 500 ml LB-Bouillon

3 g Rinder-Extrakt

1.5 g Starke

17.5 g saures Kasein-Hydrolysat
ad 11 VE-H20

2 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCI2

10 mM MgS0O4

20 mM Glucose
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3.1.8 Kits
Tabelle 10 Kommerzielle Kits
Hersteller
Monarch® Plasmid Miniprep Kit (#T1010L) New England Biolabs
GmbH, Frankfurt
QIAGEN® DNeasy UltraClean Microbial Kit (60) QIAGEN GmbH, Hilden

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit Promega Corporation,
Fitchburg (USA)

QIAGEN® RNeasy Micro Kit (50) QIAGEN GmbH, Hilden

QuantiFast® SYBR® Green RT-PCR Kit QIAGEN GmbH, Hilden

QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit QIAGEN GmbH, Hilden

Zymo-Seq RiboFree total RNA Library Prep Kit  Zymo Research, Irvine
(USA)

3.1.9 Technische Ausriistung
Tabelle 11 Gerate

Gerit Typ Hersteller
Eismaschine AF 156 Scotsman Ice Systems,
Vernon Hills (USA)
Elektrophorese-System = Mini-PROTEAN Bio-Rad, Minchen
Tetra Cell
Etikettendrucker Dymo 450 Dymo/Newell brands, Sandy
Springs (USA)
Feinwaage BP 210D Sartorius, Géttingen
Gelelektrophorese- Mini-Sub Cell GT Bio-Rad, Minchen

Kammer (mit Schlitten,
Kammen, Netzteil)
Gelelektrophorese- BioDoc Analyze Biometra, Gottingen

Dokumentationssystem

Elektroporation-System  Gene Pulser Il Bio-Rad, Minchen

Heizblock Thermomixer Eppendorf, Hamburg
comfort

Inkubator B6420 Heraeus, Hanau
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Sterilbank
magnetische Heizplatte
Mehrkanalpipette
(elektronisch)
Mikroskop

Mikrowelle
Photometer

Pipetten

(2,5 pl, 10 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl)
Pipettierhilfe

Power Supply
grtPCR-System
Roéhrchenrotator
Spektralphotometer
Tecan-Plattenleser
Thermocycler fir PCR
Trubungsdensitometer
Vortexer

Wasserbad
Wippschdttler
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge, Tisch (klein)

BDK-S 1200, 1300
MR 3002
Xplorer

BX51

Micromat

Bio Photometer
Reference;

Research plus

Easypet
PowerPac 200/300
Lightcycler 480
RM-2

NanoDrop One
Infinite M200 Pro
C1000 Touch
DensiCheck Plus
Vortex Relax top
WB 10

Assistant RM5
5430R

Multifuge 3S-R
Rotilabo

3.1.10 Software und Programme

Tabelle 12 Spezielle Software

GraphPad Prism 7.04

LightCycler 480 SW 1.5.0

SnapGene Software

Weiss, Sonnenbuhl
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Olympus, Hamburg

AEG, Frankfurt a.M.
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Munchen
Roche, Rotkreuz (CH)
Neolab, Heidelberg
Thermo Fisher, Schwerte
Tecan Group, Crailsheim
Bio-Rad, Minchen
Biomérieux, Nurtingen
Heidolph, Schwabach
Memmert, Schwabach
Karl Hecht, Sondheim
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Roth, Karlsruhe

Hersteller / Referenz

GraphPad Software, San Diego (USA)
Roche, Rotkreuz (CH)

GSL Biotech, Chigcago (USA)
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3.2 Mikro- und molekularbiologische Labormethoden

3.2.1 Kultivierung von Bakterien in fliissigen und auf festen Medien

Die verwendeten Stamme von Ab und Ec wurden stets aerob, auf LB-Agar-
Platten oder in LB-Flissigmedium bei 37°C kultiviert. Fur die Inokulation wurden
entweder tiefgefrorene Glycerol-Stocks (-80°C) oder einzelne Kolonien von
Agarplatten verwendet. Diese wurden in das Medium eingeruhrt bzw. mit Hilfe
eines Drei-Osenausstriches oder eines Drigalski-Spatels auf die Platte
aufgetragen. Optional wurden den Medien Selektionsmarker oder andere
Zusatze hinzugefugt. Ab AB5075 existiert in zwei Morphen: erreicht eine Kultur
eine hohe OD, switcht der Phanotyp von einer opaken (virulenteren) Form zu
einem transluzenten (weniger virulenten) Phanotyp (Tipton et al., 2015). Fir
diese Arbeit wurden zur phanotypischen Testung stets opake Zellen verwendet.
Um einen Phanoswitch zu vermeiden, wurden die opaken Zellen ohne Schitteln
und in Flussigkultur lediglich bei RT kultiviert. Dadurch wurde vermieden, dass
eine hohe Zelldichte erreicht und dadurch der Switch induziert wurde. Um die fur
Assays evil. bendtigten hoheren Zellzahlen zu produzieren, wurden einfach
mehrere Kulturen oder gro3ere Volumina inokuliert und wie oben beschrieben
kultiviert.

3.2.2 Isolation von Plasmid-DNA

Hierfiir wurde aus Ubernachtkulturen des Bakteriums, welches das gewiinschte
Plasmid trug, mit Hilfe des Monarch® Plasmid Miniprep Kits - entsprechend der
Anleitung des Herstellers - die Plasmid-DNA isoliert. Die resultierende DNA-
Konzentration wurde an einem Nanodrop-Photometer gemessen und die

Plasmid-DNA bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.3 Isolation von genomischer DNA

Aus einer Ubernachtkultur von Ab wurde die genomische DNA mit Hilfe des
QIAGEN® DNeasy UltraClean Microbial Kits — entsprechend den Angaben des
Herstellers— isoliert. Abweichend vom Hersteller-Protokoll wurde die Matrix-
gebundene gDNA statt mit dem mitgelieferten Elution-Puffer mit sterilem aqua
dest. eluiert. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und die gDNA,

falls nicht sofort verwendet, bei 4°C gekuhlt aufbewahrt.
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3.2.4 Kolonie-PCR und Agarose-Gelelektrophorese

Fur eine Kolonie-PCR wurden pro Ansatz 50 pl steriles aqua dest. in 1,5 ml
Eppendorf-Gefalien und eine Agar-Platte, wahlweise inklusive
Selektionsmedium, vorbereitet. Die zu untersuchenden Kolonien wurden mit
kleinen Pipettenspitzen von ihren ursprunglichen Platten gepickt, auf die neue
LB-Platte abgetupft und durch Auf- und Abpipettieren in den Eppendorf-Gefalten
im vorgelegten Wasser suspendiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden die
Ansatze dann bei 95 °C fur 5 min erhitzt und anschliel3end bei 3000 x g flr 5 min
zentrifugiert, so dass intakte Zellen und Zelltrimmer von der freigesetzten DNA
abgetrennt wurden. 3 pl des Uberstandes wurde als Template fir die PCR

eingesetzt, welche nach nachfolgendem Schema ablief:

Tabelle 13 Kolonie-PCR — Reaktionsgemisch (bezogen auf ein Reaktionsgefal)

Mango Mix (2x) 7,5yl
Primer fwd + rev (10 uM) je 0,5 pl
H20 3,5 ul
Template 3 ul
=15 ul

Tabelle 14 Kolonie-PCR — Programm

Initiale 95°C 2 min
Denaturierung
Denaturierung 95°C 30s
Annealing primerspezifisch 30 s
. ; 30 -35x
Extension 72°C je nach Produktlange

(ca. 30 s pro kbp)
Finale Extension 72°C 10 min
Kidhlung 4°C o0

Nach der PCR wurden die Reaktionsgemische zur Auftrennung und Analyse der
PCR-Produkte auf ein 1 %iges Agarose-Gel aufgetragen. Das 1 %ige Agarose-
Gel selbst wurde aus 4 g Agarose und 400 ml 0,5x TBE hergestellt, welches
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durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst und nach anschlieRendem Abkuhlen

mit 12 ul SYBR Safe DNA gel stain (1:33000) versehen wurde. Je nach bendtigter
GelgrofRe wurden 40-200 ml Gel in einen fixierten Schlitten, inklusive 16- oder
30-teiligem Kamm, gegossen und ca. 15 min ausharten gelassen. Nach dieser
Zeit konnte der Kamm entfernt und das ausgehartete Gel auf dem Gelschlitten in
eine Gelelektrophorese-Kammer mit 0,5x TBE getaucht werden. Waren jeweils

10 ul der Proben und 5 ul eines geeigneten Markers aufgetragen, konnte die
elektrophoretische Trennung im Gel bei 110 V fir 60 min erfolgen. Abschlielend
erfolgte eine Dokumentation mit Hilfe des Imaging-Gerats FastGene FAS-V unter
UV-Bestrahlung.

3.2.5 Western Blots zur Expressionskontrolle von Proteinen

Zur Herstellung eines Western Blots wurden zunachst Ubernachtkulturen
hergestellt. Diese wurden am nachsten Morgen mit frischem Medium auf eine

OD 600 nm von 0,2 verdinnt, anschlief3end bis zu einer ODsoo nm zwischen 0,6 und
0,8 kultiviert und schlieBlich die Proteinexpression induziert. Sollte die SurA-
Expression der konditionellen AbAsurA-Mutanten nach erfolgreichem Einbringen
des pUC18T-mini-Tn7T-ara-SurA-Hyg-Plasmids Uberpruft werden, wurde daflr
mit Arabinose (Endkonzentration 0,001 %) induziert. Fur die Kontrolle (E. coli
BL21 pCOLI-His paSurA FL clone 5) wurde zur Induktion der SurA-Expression
IPTG (Endkonzentration 1 mM) verwendet. Die Kulturen wurden dann flr weitere
2 — 4 h wachsen gelassen. Erneut wurde die ODsoo nm der Proben gemessen und
anschliel’end jeweils 1 ml der Proben abgenommen, um bei 4000 g fur 5 min
abzentrifugiert zu werden. Die Pellets der Proben wurden nach Verwerfen des
Uberstandes in einem 1:1-Gemisch aus 5 x Lammli mit sterilem Wasser
aufgenommen, wobei ca. 1 x 10° Bakterien auf 2 ml Gesamtvolumen kamen. Fir
die sich anschlieRende SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate-polyacrylamide-
gelelectrophoresis) mussten die Lammli-Proben zunachst fur 10 min bei 95°C
aufgekocht werden. Auf Eis wurden sie anschliefend abgekuhlt und kurz
abzentrifugiert. 10 ul der Proben (entspricht 5 x 10° Bakterien pro Spur) und 5 pl
der PAGE Ruler vorgefarbten Protein-Leiter als Marker konnten dann auf das Gel

geladen und in 1x SDS-Laufpuffer fir 60 min bei 110 V aufgetrennt werden.
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Das SDS-Gel wurde in einem nachsten Schritt fur den darauffolgenden Western-

Blot in einem Blot-Sandwich nach nachfolgendem Schema zusammengebaut:

Fiber pad

Filter paper
Membrane

Filter er
Fiber Egﬂ

Gel holder
cassette

Abbildung 1 Schematischer Aufbau eines Western Blot-Sandwichs (BioRad, 2016;
https://openwetware.org/wiki/File:GelSandwich.gif [Zugriff 15.08.2022])

Als Membran diente dabei eine Nitrozellulosemembran (PorengréfRe 0,22 pm).
Durch Rollen mit einem 15 ml Reaktionsgefald konnten Luftblasen
herausgedrickt werden. 100 ml des 10 x Western Blot-Transferpuffers wurden
durch Zugabe von 200 ml Methanol (Endkonzentration 20 %) und Auffillen auf 1
| mit sterilem Wasser fur den nachfolgenden Schritt des Blottings bereit gemacht
und kuhl gestellt. Das Blot-Sandwich wurde zusammen mit einem Kuahlakku in
eine Blotting-Kammer gehangt, diese mit dem 1 x Western Blot-Transferpuffer
aufgefillt und der Transfer auf die Western Blot-Membran bei 4°C und 0,3
Ampere fur 1 h vollzogen.

Die Membran wurde nach dem Blotten dem Blot-Sandwich entnommen, kurz in
VE-Wasser gelegt und durch eine 10-minudtige Inkubation mit Ponceau S auf der
Wippe gefarbt. Ponceau S farbt Proteine unspezifisch an. Dadurch kénnen die
Transfereffizienz bestimmt und die geladenen Proteinmengen verglichen
werden. Nach anschlieRendem Entfarben durch dreimaliges kurzes Waschen mit
VE-Wasser wurde eine Aufnahme der Gesamtproteinmenge am Detektionsgerat
erstellt. Nicht bendtigte Teile der Membran wurden abgeschnitten und die

Membran dann fir 1 h bei RT auf der Wippe mit 10 ml 1 x Blueblock abgesattigt.

Nach dem Blocken der Membran konnte der erste Antikorper direkt

hinzugegeben werden. Fur den Nachweis der SurA-Expression (Ab und Ec/Pa)
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wurde der AB_SurA PP-serum Rabbit SA8994-Antikorper im Verhaltnis 1:1000
zugegeben und fur 1 h bei RT auf der Wippe inkubiert. AnschlieRend wurde mit
Tween-haltigem Western Blot-Waschpuffer 3 Mal je 5 min gewaschen, bevor die
Membran wieder mit 10 ml 1 x Blueblock und dem Sekundarantikérper (goat anti
rabbit POX-Antikdrper) im Verhaltnis von 1:1000 far 1 h bei RT auf der Wippe
inkubiert wurde. Danach wurde die Membran weitere 3 Mal je 5 min mit Tween-
haltigem Western Blot-Waschpuffer gewaschen und abschliel3end einmalig mit
PBS.

Die gewaschene Membran wurde in einen Entsorgungsbeutel gelegt, mit ca. 800
pl Biorad-Substrat (1:1 Mischung aus Lésung 1 (enthalt Luminol) und Lésung 2
(enthalt Peroxid)) versehen und eine Aufnahme am Detektionsgerat angefertigt
(Tischeinschubhdhe 1; fur Blot-Marker Blende bei 5,6 und fur das Signal Blende
bei 0,86).

3.3 Spezifische Versuche mit AB5075

3.3.1 Generierung eines Mutatorplasmids

Die fUr die Generierung der konditionellen AsurA-Mutante angewandte Methodik
folgte der von Kumar et al. (2010) etablierten Mini-Tn7 Vektor-Strategie.
Zunachst wurde dabei das geeignete Mutatorplasmid aus dem pJM220- puC18T-
miniTn7T-gm-rhaSR-PrhaBAD Vektorplasmid generiert. In einem ersten Schritt
erfolgte ein Austausch der vorhandenen Gentamicin- zu einer Hygromycin-
Resistenzkassette. Uber eine PCR wurde das Plasmid so eréffnet, dass alle
Komponenten des Rhamnose-induzierbaren Promoters entfernt wurden. Im
Anschluss wurde die coding sequence des Ab SurA unter der Kontrolle eines
Arabinose-induzierbaren Promoters inseriert. Das resultierende Plasmid
ermdglicht eine Insertion in die attTn7 site downstream des gimS-Gens in das
Genom von Ab. Von diesem Locus wurde bereits gezeigt, dass Insertionen ohne

nachteilige Auswirkungen auf die Fitness von Ab sind (Kumar et al., 2010).
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3.3.1.1 Linearisierung des Vektorplasmids
Aus Ubernachtkulturen von E. coli DH50. pJM220 in 10 ml LB mit 100 pl
Ampicillin wurde das pJM220-Vektorplasmid, wie unter 3.2.2 beschrieben,

isoliert.
(45558) Eco0108I1 Pfol (46)
(4542 .. 4560) pBRforeco | JPGEX 3' (29..51)
(4504) Aatll \ f /S _pRS-marker (151..170)
(4502) Zral N \_\. | | f_'_. Ndel (184)
(4386) Sspl N\ \ | /"~ _BstAPIl (185)
(4181) Xmnl \_\\ | [/ s _Kasl (235)
N S T ~MNarl (236)
(4132 .. 4151) Amp-R . A [/ - sfol (237)
(a062) Scal _ \\\ ., “ . ~__—PluTl (239)
™ _ PpBluescriptkS (584 .. 600)
_Ssall (589)
~_-BspDI - Clal (599)
_— Nhel (c06)
_——— Bmtl (610)
— Blpl (620)
(3662) BSrFI __
(3652) Bpml —_
(3643) Bsal
(3582) Ahdl —
. __ ——— Eagl (1101
pUC18T-mini-Tn7T-Gm
4569 bp — — EcoRV (1158)
T BsaAl (1239)
T BseRl (1294)
T BsaBl* (1349)
T PfIFI - Tth111l (1551)
(3105) AlwNI
7 ___——BsrGl (1743)
(2097) PspFl -~ ~——Nsil (2004)
(2993) BseYl / / Eco53kl (z008)
/ —  ——— sacl (2010)
/ d Spel (2012)

—__ —— BamHI (z2018)

(2830 .. 2849) pBR322ori-F " TspMI - Xmal (2024)

(2795) PspXI ~Smal (2026)
y ~ Pstl (2034)
: N Hindlll [2048)
(2658) AflN / . -
t2654]] Bstz171 . PsSpOMI (2054)
! . Apal (2058)
12539) Styl . Acc651 (2060)
' | Kpnl (2064)
(2344) BspQl - Sapl | EcoNI - Nrul (2068)
(2080) Sfil Stul (2074)

Abbildung 2 Plasmidkarte des pJM220-pUC18T-mini-Tn7T-Gm-Vektorplasmids

Fur die Integration der gewlnschten DNA-Inserts in das Vektorplasmid, musste
dieses zunachst linearisiert und amplifiziert werden. Dies erfolgte unter

Verwendung der KAPA-Polymerase unter folgenden Bedingungen:
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Tabelle 15 KAPA-PCR — Reaktionsgemisch (bezogen auf ein Reaktionsgefal)

5x KAPA-Puffer (mit MgSOa) 10 pl
dNTPs (10 mM) 1l
KAPA-HiFi-Polymerase (1 U/ pl) 0,5 ul
Primer fwd + rev (10 uM) je 0,5 ul
H20 36,5
Plasmid-Template (100 ng/pl) 1 pl
=50 pl

Tabelle 16 KAPA-PCR — Programm

Initiale 95°C 2 min
Denaturierung

Denaturierung 95°C 30s
Annealing primerspezifisch 30s

(aufgrund der langen

Uberhange oft sehr 30-35
hoch, siehe Tabelle 4) X
Extension 72°C je nach Produktlange

(bei KAPA-Polymerase
15-60 s pro kbp)
Finale Extension 72°C 10 min
Kihlung 4°C 00

Ein erfolgreiches Offnen des pJM220-Vektorplasmids wurde durch eine Agarose-
Gelelektrophorese bei 100 V fur 40 Minuten Uberpruft. FUr die Ansatze, die auf
dem Gel sichtbare Banden zeigten, wurden entweder die Gel-Bereiche
ausgeschnitten und anschlieRend mit dem Wizard® Clean-Up Kit aufgereinigt
oder die PCR-Ansatze direkt gepoolt, wenn nur ein einziges sauberes PCR-
Produkt auf der richtigen Hohe im Gel zu sehen war. In beiden Fallen wurde in
einem nachsten Schritt ein Endonuklease-Verdau eingeleitet. Endonukleasen

spalten ausschlieBlich (hemi-)methylierte DNA, so dass die nicht-methylierten
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PCR-Produkte gegenuber der Template-DNA selektioniert werden kénnen. Die
gesammelten Ansatze wurden also mit 1 yl Dpnl versetzt und fur 1 h bei 37 °C
und Schutteln bei 350 rpm in einem Heizblock inkubiert. Es erfolgten eine
(weitere) Aufreinigung mit dem Wizard® Clean-Up Kit und abschliellend eine

Konzentrationsbestimmung fur die weitere Verwendung des Vektorplasmids.

3.3.1.2 Vorbereitung der DNA-Inserts

Aus Ubernachtkulturen von E. coli Stbl3_Topo_HygroR in 10 ml LB mit 100 pl
Hygromycin bzw. Ab AB5075 WT in 10 ml LB wurde, wie unter 3.2.3 beschrieben,
genomische DNA isoliert. Fir die Amplifizierung des gewlinschten Hygromycin-
bzw. des Arabinose-induzierbaren surA-Inserts (Amplifikation aus araC_SurA-
surApVT77, Strain No. 2141) erfolgte analog zu der Amplifizierung des
Vektorplasmids eine KAPA-PCR. Alle daflir verwendeten Primer sind unter 3.1.3
aufgeflihrt. Es schlossen sich ebenfalls eine Agarose-Gelelektrophorese zur
Uberprifung, eine Aufreinigung (wie oben beschrieben) und eine

Konzentrationsbestimmung an.

Die Ligation der Fragmente fur die Hygromycin-Resistenzkassette und das
induzierbare Ab-surA-Gen mit dem pJM220-Vektorplasmid erfolgte Uber die
Assemblierungsmethode nach Gibson et al. (2009). Hierbei kdnnen multiple
lineare DNA-Fragmente mit Hilfe dreier Enzyme zu vollstandig ligierten,
doppelstrangigen DNA-Molekulen fusioniert werden. Bei den Enzymen handelt
es sich um eine Phusion-DNA-Polymerase, eine Taqg-DNA-Ligase und eine T5-
Exonuklease. Letztere verdaut die Enden der Fragmente in 5-3'-Richtung. Durch
die so von der T5-Exonuklease erzeugten ,sticky ends®, kdnnen Uberlappende
Enden der in den PCRs generierten Fragmenten aneinanderlagern. Entstandene
Lacken werden von der Phusion-DNA Polymerase geschlossen und die Strange
durch die Tag-DNA-Ligase miteinander verknupft. Die Assemblierung der beiden
Inserts mit dem Vektorplasmid fand in zwei aufeinanderfolgenden Schritten statt,

wobei mit dem Austausch der Gentamicin-Resistenzkassette begonnen wurde.

Fir das Gibson-Assembly wurden jeweils 1 ul des Insert-Ansatzes (~100 ng/ul)
in 1:10 — Verdlnnung, 4 pl des linearisierten Vektorplasmids (~100 ng/ul) und 10

pl eines hausintern hergestellten Gibson-Mixes zusammengefuhrt. Es folgte eine
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50-mindtige Inkubation bei 50 °C und 350 rpm in einem Heizschuttler.
AnschlieBend wurde dem Gemisch 1 pl Dpnl zugegeben und bei 37 °C 1 h

verdaut.

3.3.1.3 Transformation in E. coli DH5a

10 pl des Dpnl-verdauten Insert-Gibson-Mixes wurden mit 50 pl chemisch
kompetenten E. coli DH5x vermischt. Fir diese Transformation wurde der Ansatz
aus Bakterien und dem Insert-Gibson-Mix flr 20 Minuten auf Eis gelagert. Es
folgten ein 30-sekundiger Hitzeschock bei 42 °C, die Aufnahme in 900 pl
vorgewarmtes S.0.C-Medium und eine einstundige Inkubation bei 37 °C und 350
rom. 100 ul des Ansatzes konnten dann direkt auf eine LB-Platte mit Hygromycin
(250 pg/ml) gegeben werden. Der Rest des Ansatzes wurde abzentrifugiert, das
resultierende Pellet in 100 ul LB resuspendiert und auf einer zweiten Platte
ausplattiert. Alle Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.3.1.4 Verifizierung des Mutatorplasmids

Zeigte sich auf den Selektivplatten am nachsten Tag ein Wachstum der
transformierten Zellen an E. coli DH5 «, wurde eine erfolgreiche Aufnahme der

erzeugten Plasmide in die Zellen Uber eine Kolonie-PCR und Agarose-
Gelelektrophorese uberpruft. Als Kontrolle diente das unveranderte pJM220-

Vektorplasmid aus 3.3.1.1.

Zudem wurden die Proben zur Verifizierung einer Sequenzierung durch Eurofins
Scientific unterzogen. Hierfir wurden aus Ubernachtkulturen der transformierten
E. coli DH50_pJM220_Hygro bzw. E. coli DH50._pJM220 Hygro_AB-SurA in LB
mit 250 ug/ml Hygromycin die Plasmide mit Hilfe des Monarch® Plasmid
Miniprep Kits isoliert. Die Konzentration dieser wurde mit sterilem Wasser auf
100 ng/pl in 15 pl Endvolumen eingestellt. 2 ul der jeweiligen Sequenzierprimer
wurden hinzugegeben. Die Ergebnisse wurden nach erfolgter Sequenzierung
durch Eurofins mit der Software SnapGene ausgewertet. Konnte ein fehlerloses
Alignment mit den vorab mit Hilfe von SnapGene in silicio generierten
Vektorkarten festgestellt werden, wurden die jeweiligen Klone als E. coli Dh5a-
Mutatorplasmid-Stamme in die Stammsammlung aufgenommen und bei -80 °C

in LB-Glycerol aufbewahrt.

40



3.3.2 Mutagenese von Ab

Um gezielt Veranderungen im Genom von Ab zu bewirken, kann man sich die
unter 1.1.1 erwahnten Eigenschaften von selbigem zu Nutze machen. So gibt es
mehrere Wege, die generierten Mutatorplasmide in die Bakterienzellen

einzubringen und damit die gewunschten K.O.-Mutanten zu erzeugen.

3.3.2.1 Twitching

Fur diese Methode wurde ein spezieller Weichagar (,motility agar®, siehe 3.1.7)
verwendet. Dieser wurde am Tag der Verwendung frisch zubereitet und stand,
sobald in Petrischalen gegossen, nicht langer als 20-30 Minuten offen. Die
spezielle, feuchte Konsistenz des Agars ermoglicht den Bakterien des Stammes
AB5075, sich Uber die ihnen eigene Fahigkeit zum Twitching fortzubewegen und
dabei Uber horizontalen Gentransfer das gewlnschte Plasmid als freie DNA in

sich aufzunehmen (Wilharm et al., 2013).

Von einem Dreidsenausstrich wurden einzelne Kolonien der gewlnschten
Stamme gepickt. Diese wurden dann in eine vorbereitete Lésung von 20 ul
sterilem PBS gegeben, die auf einen Gehalt von 4 oder 8 ug an gewunschtem
Mutatorplasmid eingestellt war. Nach ausreichend Vermischen der Bakterien-
Plasmid-Suspension konnte die Weichagar-Platte inokuliert werden. Dafur
wurden an ca. 7 Punkten der Platte je 2 ul der Suspension in die Interphase
zwischen Plattenboden und Agar eingespritzt. Die Platten wurden zur Inkubation
mit dem Deckel nach oben gelagert und mussten mit Parafilm verschlossen

werden, da sonst die Gefahr der Austrocknung bestand.

Waren die Bakterien in gewunschter Weise gewachsen und ausgeschwarmt,
wurden mit PBS zunachst die oberflachlich gewachsenen Bakterien
abgewaschen und gesammelt, bevor dann durch Einstechen in den Agar auch
die Bakterien der Interphase zum Sammeln abgespult werden konnten. Die
gesammelte Flussigkeit wurde zentrifugiert und das in 100 pl PBS resuspendierte

Pellet auf ein geeignetes Medium ausgespatelt.

3.3.2.2 Mating
Far eine Transformation Uber den von Kumar et al. (2010) etablierten Vorgang

des Matings wurden neben dem Stamm, der das gewulinschte Mutatorplasmid
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enthalt, weitere Stamme bendtigt, die sogenannte Helferplasmide lieferten. Zur
Insertion der Arabinose-induzierbaren surA-Kassette (araC_SurA) bei der
Generierung konditioneller Mutanten waren dies E. coli SM10 mit dem pTNS3-
Helferplasmid als Lieferant des Tn7-Transposase-Gens thsABCD, E. coli HB101
als Trager des pRK2013-Plasmids zur Mobilisation nicht selbst-transmissibler
Plasmide und E. coli DH5a als Trager des zuvor generierten Mutatorplasmids
pUC18T-mini-Tn7T-Ara-SurA-Hyg.

Von all diesen und dem zu transformieren gewinschtem Stamm wurden
Ubernachtkulturen angesetzt. Aus diesen wurden am néachsten Tag je 100 pl
entnommen und jeweils mit 600 ml vorgewarmter LB-Bouillon gemischt. Das
Gemisch wurde zentrifugiert, das Pellet in LB gewaschen und in 100 pl LB
resuspendiert. 50 pL ein jeder Suspension wurde auf dieselbe LB-Platte
gegeben, mit einem Drygalsky-Spatel gleichmalig auf der Platte verteilt und
vermischt und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Der entstandene Zellrasen konnte
am nachsten Tag ganzlich von der Platte abgetragen und in 0,85 % NaCl
resuspendiert werden. Danach wurde die Suspension erneut auf Platte gebracht
— im genannten Beispiel mit 250 pl/ml Hygromycin B, 15 pl/ml Streptomycin und

15 pl/ml Gentamicin zur Selektion erfolgreich transformierter Ab-Zellen.

3.3.2.3 Elektroporation

Das Prinzip der Elektroporation wurde zunachst vornehmlich von unserem
Arbeitsgruppenmitglied PD Dr. Bohn nach dem speziell fir Pa optimierten
Protokoll von Choi et al. (2006) zur Transformation von Pa angewendet. Dabei
andert das angelegte elektrische Feld die Permeabilitat der
Bakterienzellmembran. So kann selbst DNA als geladenes Molekul in linearer
oder in zirkuldarer Form in das Bakterium aufgenommen werden (Jacobs,
Thompson, Gebhardt, et al., 2014).

In mehreren Durchlaufen stellte sich heraus, dass auch Ab sich durch diese
Methode zuverlassig und effizient transformieren lasst. Dies war auch der Fall,
wenn, wie zur Generierung konditionaler surA-Mutanten, mehr als ein Plasmid
transformiert werden sollte. Dabei wurden zundchst aus Ubernachtkulturen

elektrokompetente Zellen vorbereitet. Die abzentrifugierten Pellets der
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Ubernachtkulturen wurden dazu jeweils mindestens zwei Mal mit 1 ml 300 mM
Sucrose gewaschen. In 100 ul der 300 mM Sucrose wurden die Bakterienzellen
dann mit 100 ng, bei Einsatz zweier Plasmide mit je 50 ng, zuvor isolierter
Plasmid-DNA vermischt.

In speziellen Elektroporations-Klvetten erfolgte dann die eigentliche
Elektroporation bei 2,5 kV. Direkt nach dem Stromimpuls wurde die Suspension
auf Eis lagernd in 1 ml LB aufgenommen und 1 h bei 37°C geschuttelt inkubiert.
Nachfolgend wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert und in 100 pl LB
resuspendiert. Die resuspendierten Bakterien wurden auf Platten, wahlweise mit

Selektionsmedium, ausgespatelt und tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

Im konkreten Fall der Generierung der konditionalen araC_SurA-Mutanten
wurden im Unterschied zu einer Transformation Uber die Methode des Matings
das pRK2013-Plasmid nicht benétigt. Somit wurde, wie bereits erwahnt, zunachst
mit zwei Plasmiden, dem pUC18T-mini-Tn7T-Ara-SurA-Hyg-Mutatorplasmid und
dem pTNS3-Helferplasmid, elektroporiert. Dieser ersten Elektroporation schloss
sich, nach erfolgtem Wachstum auf LB-Platten mit 250 ug/ml Hygromycin, eine
zweite Elektroporation unter Verwendung des pFLP3-TelR-tdk-Plasmids an.
Dieses kodiert fur eine Flp-Rekombinase, eine Tellurit-Resistenz und eine
heterologe Thymidinkinase. Die erfolgreiche Aufnahme des Plasmids konnte
anhand von nun moglichem Wachstum der Bakterien auf LB-Platten mit 30 ug/ml
Tellurit Gberprift werden. Dadurch sollte aus der im Vorangegangenen frisch in
die Bakterien eingebrachten araC_SurA-Kassette, durch Plasmid-induzierte
Exzision zwischen den FRT-Sites, der die Hygromycin-Resistenz kodierende
Abschnitt entfernt werden. Auch das pFLP3-Plasmid selbst wurde anschliel3end
durch den Einsatz von AZT wieder entfernt. Durch die Zugabe von 1 mM IPTG
wurde zunachst die Expression der Thymidinkinase induziert, so dass die
Zugabe von AZT einen zytotoxischen Effekt bewirkt und alle Bakterien, die das
pFLP3-Plasmid noch tragen, im Wachstum unterdruckt werden. Nach einer
letzten Verifikation Uber Wachstumsverhalten auf LB-Platten mit jeweils 250
pg/ml Hygromycin, 30 pg/ml Tellurit und wiederum 200 pg/ml AZT, konnten die
neuen und nur auf den AZT-Platten gewachsenen Mutanten gewonnen und in

die Stammsammlung eingepflegt werden.
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3.3.3 Generierung homogener Populationen opaker Zellen

Wie unter 1.1.1 beschrieben, kommt es bei einigen Ab-Stdmmen, darunter auch
der hochvirulente Stamm AB5075, zu einem sogenannten Phasenwechsel
zwischen transluzenter und opaker Erscheinungsform, die sich hinsichtlich ihres

Phanotyps deutlich unterscheiden (Tipton et al., 2015).

Die Herstellung homogener Populationen opaker oder transluzenter Zellen ist fur
verlassliche Testdurchfihrungen und reproduzierbare Ergebnisse also hochst
relevant. Soweit moglich, wurde vornehmlich mit den weitaus virulenteren
opaken Zellen gearbeitet, nach welchen nach dem Protokoll von Anderson et al.
(2019) sortiert wurde.

Dafur wurden die gewunschten Bakterien zunachst in einem Dreidsenausstrich
auf speziellen PV (Phasenvariation)-Agar (siehe 3.1.7) aufgebracht. Aus den sich
ergebenden Einzelkolonien wurde durch Betrachten gegen kunstliches Licht am
nachsten Tag eine gut abgrenzbare Kolonie des opaken Phanotyps ausgewahlt
und diese wiederrum per Dreidsenausstrich auf eine 1x LB-Agar-Platte gegeben.
Die Uber Nacht neu gewachsenen Kolonien wurden mikroskopisch betrachtet
und 2-3 besonders kleine Kolonien ausgewahlt, um diese jeweils separat in 2 ml
LB-Bouillon zu inokulieren. Wichtig war wiederum, diese bei RT und ohne
Schutteln wachsen zu lassen, da der Phasenwechsel ein von der Zelldichte
abhangiger Prozess ist (Tipton et al., 2015) und die OD 600 nm der Ansatze am
nachsten Tag noch immer kleiner als 0,1 sein sollte. War letzteres der Fall,
wurden aus den Ubernachtkulturen erneut Dreidsenausstriche auf PV-Agar

angefertigt und die Zwischenstufen als Glycerol-Stocks gesichert.

Fur eine finale Beurteilung der Reinheit der opaken Stocks wurden die Kolonien
auf den PV-Platten erneut vor kiinstlichem Licht betrachtet und lediglich absolut
reine Kulturen fur den weiteren Gebrauch und die Stammsammlung verwendet.
Aus einem fur gut befundenen Stock der zwischengelagerten Glycerol-Stocks
wurden abschlieBend aus 9 x 5 ml Ubernachtkulturen drei Glycerol-Stocks

gefertigt, diese in die Stammsammlung eingepflegt und bei -80 °C gelagert.
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3.3.4 Maneval-Fdrbung

Um die Homogenitat der wie zuvor beschrieben gewonnenen opaken Zell-Stocks
durch eine weitere Methode zu evaluieren, wurde eine Kapselfarbung
durchgefuhrt.

Mit den Reagenzien Kongorot und Maneval-Farbstoff konnte die verdickte Kapsel
opaker Zellen als ungefarbter Halo sichtbar gemacht und opake und transluzente
Zellen unter dem Mikroskop eindeutig unterschieden werden. Hierflr wurde eine
Einzelkolonie in 10 pl PBS gegeben und 5 pl der Suspension auf die linke Seite
eines Objekttragers aufgetropft. Ein Tropfen 1 %iger Kongorot-Losung wurde
hinzugefligt und mit dem Zellmaterial gut vermischt. Dieses Gemisch wurde dann
mit Hilfe eines zweiten Objekttragers zu einem dinnen Film ausgestrichen.
Diesen lie® man trocknen und flgte dann drei Tropfen Maneval’s Stain auf ein
Stuck Parafilm. Der Objekttrager wurde dann kopfuber, mit der Seite der
getrockneten Bakteriensuspension, in die Tropfen auf dem Parafilm gelegt und
auf diese Weise fur 2 min bei RT inkubiert. Danach wurde das Praparat
luftgetrocknet, in Roti-Histol (Carl Roth) eingebettet und mit einem Deckglaschen
eingedeckelt. AnschlieBend konnten die Zellen mit dem Olimmersions-Objektiv

unter dem Mikroskop betrachtet und beurteilt werden.
3.3.5 Antibiotika-Suszeptibilititstestung

3.3.5.1 E-Test

Um die Empfindlichkeit eines Bakteriums gegentber ausgewahlten Antibiotika zu
bestimmen, bedient man sich u.a. sogenannter Epsilometertests (E-Test). Dabei
handelt es sich um einen mit einem bestimmten Antibiotikum, in dieser Arbeit
Tobramycin, impragnierten Papierstreifen, bei dem die Konzentration an
Antibiotikum  von oben nach unten  abnimmt. Die  genauen
Wirkstoffkonzentrationen sind vom Hersteller auf den Teststreifen aufgebracht,

so dass ein Ablesen der MHK nach Bewachsen der Platte visuell moglich ist.

Von tags zuvor vorbereiteten Dreiésenaustrichen wurden fur die Durchfiihrung
eines E-Tests Einzelkolonien gewonnen und in 1 ml 0,9 % NaCl eingeruhrt. Durch
Vortexen wurden die Suspensionen gut homogenisiert und auf einen McFarland

von 0,5 (+/- 0,03) eingestellt. Mittels eines sterilen Wattestabchens wurde die
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Suspension dann drei Mal kreuzférmig und maoglichst lickenlos auf eine Platte
ausgestrichen und der Teststreifen anschlielend mittig darauf platziert. Die
Platten wurden mit dem Deckel nach oben tUber Nacht bei 37°C inkubiert und
konnten am nachsten Tag abgelesen werden. Dabei entsprach die minimale
Hemmkonzentration (MHK) der angegebenen Konzentration am Schnittpunkt

des unteren Randes der Inhibitionszone mit dem Teststreifen.

3.3.5.2 MICRONAUT - Mikrobouillon-Dilutions-Assay
Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen Test fur die Empfindlichkeitsermittlung
ausgewahlter Bakterien gegenuber spezifischen Antibiotika, wobei das

grundlegende Testverfahren auf dem Prinzip der Mikrobouillon-Dilution basiert.

Die Testung erfolgte in Kationen-angepasster Muller-Hinton Bouillon (MHBII) und
erforderte ein mehrstufiges Vorgehen: zunachst waren die Verdiinnungen des
gewunschten Antibiotikums auf 96-well-Platten vorzubereiten. Daflir wurde eine
Antibiotikum-Stocklésung in der doppelten Konzentration wie final gewlnscht in
MHBII angesetzt und jeweils 50 ul davon in die Wells der ersten Spalte der Platte
gegeben. Manuell, oder automatisch mit einem Pipettier-Roboter (Integra
ViaFlo), wurden dann von der zweiten Spalte an in jedes Well 50 uyl MHBII-
Medium vorgelegt. In die Spalte der Sterilitdtskontrolle wurden nochmals 50 i
MHBII-Medium pipettiert, da hier keine Bakteriensuspension mehr hinzukam.
Nun wurden auch in die erste Spalte eines jeden Wells 50 ul MHBII zugegeben
und durch auf- und abpipettieren gut durchmischt. Mit frischen Spitzen wurden
50 ul aus den Wells der Spalte 1 in die Wells der Spalte 2 pipettiert und wieder
gut durchmischt. Analog wurde auf diese Weise fortgefahren und zuletzt in der
letzten Verdlinnungsspalte vor Wachstums- und Sterilitatskontrolle 50 pl
entnommen und verworfen. Die Platte war somit bereit fur das Beimpfen mit dem

Inokulum.

Das Inokulum wurde aus Einzelkolonien von tags zuvor vorbereiteten
Dreidsenaustrichen gewonnen. Die Kolonien wurden einzeln in 1 ml NaCl (0,9 %)
eingeruhrt und durch Vortexen gut homogenisiert, bis die Tribung einem
McFarland von 0,5 entsprach. 100 ul dieser Bakteriensuspension konnten dann

in 11,5 ml Mueller-Hinton Bouillon gegeben (1:115 — Verdinnung) und gut
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vermischt werden. In einem letzten Schritt wurde die Testplatte beimpft, indem
jeweils 50 pl der Bakteriensuspension in die Wells mit den vorbereiteten 50 pl

Antibiotikaverdinnung pipettiert wurden — ausgenommen der Sterilitatskontrolle.

Wurden bereits vorkonfektionierte Platten verwendet, war lediglich das Inokulum
in einer 1:230-Verdunnung der Bakteriensuspension mit einem McFarland von
0,5 in MHB-II vorzubereiten. Davon wurden dann je 100 pl pro Well in die Platte
pipettiert. Die Antibiotika lagen darin in dehydrierter Form in unterschiedlichen

Konzentrationen vor und wurden durch die Zugabe der Bakterienldsung geldst.

Unter Verschluss mit atmungsaktiven Folien konnten in beiden Fallen nach 12 —
18 h Inkubation in einer Feuchtkammer bei 37°C die ODesoo nm — Werte im Tecan-
Photometer gemessen und die Platten visuell mit Hilfe eines Spiegelsystems

beurteilt werden.

3.3.6 Zytochrom C — Assay

Zum Vergleich der Zelloberflachenladungen von K.O.-Mutanten und Ab AB5075
Wildtyp wurde ein von Peschel et al. (1999) veroffentlichter Assay adaptiert, der
Zytochrom C als Stellvertreter fir Tobramycin verwendet. Zytochrom C ist ein
kationisches Molekul, das an die negativ geladenen LPS, Phospholipide und
AulBenmembranproteine der Gram-negativen Bakterien binden kann. Je
nachdem wie die Membranen der verschiedenen Mutanten folglich beschaffen
sind, wird Zytochrom C verschieden stark gebunden. Dies kann photometrisch

bei einer Wellenlange von 530 nm quantifiziert werden. So kénnen Ruckschlusse
getroffen werden, ob eine Deletion der periplasmatischen Chaperone in Ab eine

Veranderung der Zelloberflachenladung bewirkt.

Aus Ubernachtkulturen wurde nach zwei Waschschritten mit je einmal 100 mM
Phosphatpuffer und einmal 20 mM MOPS-Puffer die jeweils gleiche Menge an
Zellen in MOPS-Puffer eingestellt. Die einer ODesoo nm von 6 entsprechende
Menge an Bakterien wurde in ein Eppendorf-Gefal} transferiert, abzentrifugiert
und in 100 pl MOPS-Puffer resuspendiert. Die Suspension konnte dann mit einer
definierten Menge an Zytochrom C (15 mg/ml in MOPS-Puffer) vermischt und fur
15 Minuten bei RT auf einem Rohrchenrotator inkubiert werden. Nach der

Inkubation und einer anschlieBenden Zentrifugation wurden 100 pl des
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Uberstands abgenommen und in eine klare 96-well Platte Uberfiihrt. Damit wurde
die photometrische Quantifizierung des Zytochrom C bei 530 nm aus dem
Uberstand vorgenommen. Hiermit konnte ermittelt werden, welcher Anteil der
urspruinglich zugegebenen Menge an Zytochrom C von den Bakterien gebunden
wurde. 0 % Bindung entsprach demnach, dass nach der Inkubation des
Zytochrom C-haltigen Puffers mit den Bakterien der gesamte Zytochrom C-Input
im Uberstand verblieben war. 100 % Bindung bedeutete, dass nach der
Inkubation der gesamte Zytochrom C-Input mit dem Bakterienpellet assoziiert
und kein Zytochrom C im Uberstand mehr nachweisbar war. Um diese Werte
abschlie3end auf die gleiche Bakterienzahl zu relativieren, wurde der restliche
Uberstand von den Bakterienpellets entfernt und verworfen. Die Bakterien-
Pellets wurden dann erneut in MOPS resuspendiert. 100 yl davon wurden in eine
weitere klare 96-well Platte Uberfuhrt und im Tecan Plattenlesegerat die exakte

OD e00 nm fur eine rechnerische Relativierung und Auswertung ermittelt.

3.3.7 Transkriptomanalyse durch RNA-Sequenzierung

In einer Transkriptomanalyse, die vergleichend zwischen dem WT und der surA-
Deletionsmutante von ABS5075 stattfand, wurde nach veranderten
Expressionslevels von Resistenzdeterminanten gesucht, welche einen Einfluss
auf Aminoglykosidresistenz haben kénnen. Zu diesen zahlen u.a. die Gruppe der
AMEs und einige weitere ausgewahlte Kandidaten (vollstandige Auflistung siehe
4.1.3, Tabelle 22). Durch Zugabe einer subinhibitorischen Tobramycin-
Konzentration zu einer Halfte des Sample-Sets wurde in diesem Kontext zudem
versucht, eine Stressantwort in den Zellen von sowohl WT als auchAsurA-
Mutante zu induzieren. So sollte in diesen, im Vergleich zu unbehandelten
Kulturen, die Reaktion auf einen Stimulus mit einem Aminoglykosid erfasst und

verglichen werden.

In einem Vorversuch wurden zunachst die MHK-Werte fur Ab AB5075 WT und
die surA-Mutante fur Tobramycin ermittelt. Daftir wurden 5 ml LB in einem 100
ml Erlenmeyerkolben mit unterschiedlichen Mengen an Tobramycin versehen,
jeweils mit einer definierten Anzahl von 5 x 10 8 Bakterienzellen (entsprechend

einer OD 600 nm von 1) beimpft und exakt 14 h bei RT uber Nacht wachsen
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gelassen. Anhand einer photometrischen Dichtemessung am nachsten Tag
konnten so die MHK-Werte unter diesen Bedingungen bestimmt werden. Als
Cutoff fir Wachstum wurde eine ODeoo nm < 0,1 bestimmt. Dabei wurde eine MHK
von 128 mg/l fur Ab AB5075 WT und von 32 mg/lI Tobramycin fir Ab AB5075

/SurA bestimmt.

3.3.7.1 RNA-Extraktion und -Aufreinigung

An einem separaten Arbeitsplatz (Minimierung der Degradation durch RNAsen)
wurden Ubernachtkulturen vorbereitet. Da lediglich eine subinhibitorische
Konzentration von Tobramycin eingesetzt werden sollte, legten wir diese auf die
Halfte der jeweils zuvor ermittelten MHK-Werte fest. Da sich die MHK fur die
beiden Stamme unterscheidet, wurde zusatzlich ein Ansatz integriert, bei dem Ab
AB5075 WT mit der fur die AsurA-Mutante ermittelten subinhibitorischen
Konzentration von 16 mg/l inkubiert wurde. Daraus ergab sich das folgende

Probenset:

AB5075 WT unbehandelt

AB5075 WT + 64 mg/l Tobramycin
ABS5075 WT + 16 mg/I Tobramycin
ABS5075 AsurA unbehandelt

AB5075 AsurA + 16 mg/l Tobramycin

akrowon -~

Fir die Anzucht der Kulturen wurden jeweils 5 ml LB in einen 100 ml
Erlenmeyerkolben gegeben, diese gegebenenfalls mit den entsprechenden
Mengen an Tobramycin versehen und jeweils mit einer definierten Anzahl von 5
x 108 Bakterienzellen beimpft. Die Ansatze wurden fir exakt 14 h bei RT ohne

Schutteln Gber Nacht wachsen gelassen.

Am nachsten Tag wurde aus den Bakterien dann mit Hilfe des QIAGEN® RNeasy
Micro Kits — entsprechend den Angaben des Herstellers — die RNA isoliert. Die
isolierte  RNA wurde sofort auf Eis gelagert und eine photometrische

Konzentrationsbestimmung durchgeflhrt.

Um in allen weiteren Schritten der Transkriptomanalyse mit biologischen
Triplikaten arbeiten zu kdnnen, wurde an drei unterschiedlichen Tagen RNA aus

jeweils frisch und wie oben beschrieben angesetzten Ubernachtkulturen
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gewonnen. Alle RNA-Proben wurden dreifach mit DNase | (rekombinant, RNase-

frei) nachverdaut.

Fir diesen DNA-Verdau wurden die RNA-Proben jeweils wie folgt angesetzt:

Tabelle 17 DNase-Verdau — Reaktionsgemisch (bezogen auf ein Reaktionsgefal)

Gesamt-RNA 10-50 ug
Inkubations-Puffer (10 x) 5 ul

DNase | (rekombinant, RNase-frei) 10 U bzw. 1 pl
Wasser (RNase-frei) ad 50 pl

Mit Hilfe eines Vortexmischers wurden die Ansatze gut durchmischt und
anschlieldend bei 37 °C fur 20 min inkubiert. Um die Reaktion wieder zu stoppen,
wurden dann 2 ul EDTA (0,2 M, pH=8) hinzugeflgt, erneut gevortext und die
Ansatze bei 75 °C fir 10 min inkubiert. Die aufgereinigte RNA wurde bei -80 °C

aufbewahrt.

3.3.7.2 Qualitatsiiberpriifung der Proben durch (RT-)qPCR

Zur Uberpriifung, ob die genomische DNA erfolgreich abgereichert wurde und in
allen Proben eine aquivalente Menge an RNA vorhanden war, wurden die
Ansatze quantitativen PCRs im Lightcycler unterzogen. Dabei wurden surA-
spezifische Primer verwendet, da in der AsurA -Mutante so nur bei Anwesenheit
von genomischer DNA eine Amplifikation zu erzielen war. Fur die WT-RNA
hingegen wurde sich bei ausreichendem DNA-Verdau ein sehr viel hoherer C
(Cycle Threshold) -Wert der PCR aus nicht transkribierter RNA als aus vorher in
cDNA umgeschriebener RNA ergeben. Alle Proben wurden daher jeweils mit
Hilfe zweier gPCR-Kits analysiert: Dem QuantiFast® SYBR® Green RT-PCR-

Kit, wobei die RNA zunachst in cDNA umgeschrieben wurde und sich dann eine
gPCR anschloss. Und dem QuantiFast® SYBR® Green PCR-Kit, bei welchem
ohne den Schritt einer Reversen Transkription direkt eine qPCR erfolgte. Pro
Reaktion wurden ca. 100 ng RNA als Template eingesetzt und alle Schritte
entsprechend den Herstellerangaben befolgt. Zusatzlich wurden die RNA-Proben
in einer einfachen Gelelektrophorese (siehe 3.2.4) auf 1 %igem Agarose-Gel auf

mogliche, als Banden sichtbare DNA-Verunreinigungen untersucht.
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3.3.7.3 RNA-Sequenzierung

Nach Kontrolle der RNA-Proben auf eine erfolgreiche Abreicherung genomischer
DNA hin, wurden die RNA-Proben dem NGS Competence Center Tubingen
(NCCT) Uberlassen. Dort flhrte Kristina Engesser die weiteren Vorbereitungen
der RNA zur Sequenzierung durch, bei der u.a. mit Hilfe des Zymo-Seq RiboFree
total RNA Library Prep Kits die noch enthaltene ribosomale RNA depletiert wurde
und fihrte die eigentliche Sequenzierung per lllumina NextSeq500 (2x75bp,
MidOutput Flowcell) durch. Eine anschlieliende bioinformatische Auswertung
erfolgte durch Jennifer Muller (NCCT).

3.3.7.4 Datenanlyse

Fir die Analyse der RNA-Sequenzierdaten und die zugehorige differenzielle
Expressionsanalyse wurde die RNAseq Pipeline (v 3.6) von nf-core verwendet.
Diese Pipeline ermoglicht eine grundlegende Analyse von RNA-Sequenzierdaten
inklusive QC (quality control, Qualitatskontrolle), Quantifizierung und einer
einfachen differentiellen Expressionsanalyse mit standardisierten Parametern.
Fir die Analyse wurden die Rohdaten der Sequenzierung sowie ein annotiertes
Referenzgenom bendtigt. In diesem Fall wurde das Referenzgenom des Ab-
Stammes AB5075-UW (GCF_000963815.1_ASM96381v1) verwendet, das
sowohl das Genom als auch seine 3 Plasmide umfasst. Da die nf-core/rnaseq
Pipeline fur Eukaryoten ausgelegt ist, mussten default Parameter fur die
Benutzung mit Prokaryoten angepasst werden. Zunachst wurde der ,—
featurecounts_group_type*“von ,gene_biotype“ auf ,Name“ gedndert, um spater
eine differentielle Expressionanalyse auf Genebene durchfihren zu kdnnen.
Zusatzlich wurde der ,—featurecounts_feature type“von ,exon“ auf ,transcript"
geandert, da es in Prokaryoten keine Unterscheidung von Exon und Intron gibt
und diese somit auch nicht in den Annotationen aufgefihrt werden. Als Aligner
der Sequenzierdaten auf das Referenzgenom wurde Hisat2 (v 2.2.0) verwendet.
Eine ausfuhrliche Dokumentation fur genauere Details Uber die Parameter findet

sich unter https://nf-co.re/rnaseq/3.6. Die Ergebnisse aus der nf-core/rnaseq

Pipeline wurden im Anschluss als Input fur die differentielle Expressionsanalyse
mit DeSeq2 (v 1.36.0) verwendet und die Ergebnisse mit Glimma (v 2.6.0) als

interaktive Vulkanoplots visualisiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Rolle von SurA fiir die Tobramycin-Resistenz von Ab AB5075

Mit dem Ubergeordneten Ziel, ein besseres Verstandnis der Funktionsweise des
OMP-Insertionsnetzwerks von Ab zu entwickeln, wurde in meinem Projekt ein
spezielles Augenmerk auf die Bedeutung und Funktionsweise von in diesem
Netzwerk agierenden periplasmatischen Chaperonen geworfen. Grundlage
hierfir  lieferten u.a. vorangegangene Beobachtungen, dass surA-
Deletionsmutanten deutlich sensibler gegentiber Aminoglykosid-Antibiotika, vor
allem fur Tobramycin, wurden (siehe Tabelle 1). Ein erster Teil dieses Projektes
befasste sich daher mit der Reproduktion und Untersuchung der
Zusammenhange einer mdglicherweise SurA-vermittelten Tobramycin-

Resistenz.

4.1.1 Antibiotikasuszeptibilitats-Messungen durch Mikrobouillon-Dilution
Periplasmatische Chaperone ubernehmen eine wichtige Funktion bei der
Biogenese von B-barrel-OMPs (de Cock et al., 1996; Eppens et al., 1997). Das
bekannteste und am besten untersuchte unter ihnen ist die PPlase SurA, die, wie
in Arbeiten an Pa, Ec und Ye festgestellt wurde (Justice et al., 2005; Klein et al.,
2019; Sklar et al., 2007; Weirich et al., 2017), eine geeignete Zielstruktur zu einer
Wirkstoff-vermittelten Reduktion von Resistenz und Virulenz in Gram-negativen
Bakterien darstellt. Eine Deletion von surA fuhrte in allen diesen drei Spezies und
auch in Ab selbst (Birkle et al., 2022) zu einer erhohten Sensibilitat gegenuber

Antibiotika der Gruppe der Aminoglykoside, insbesondere Tobramycin.

Dieser Vorbefund einer SurA-vermittelten Tobramycin-Resistenz sollte zunachst
reproduziert und Uberpruft werden. In mehreren voneinander unabhangigen MIC-
Assays wurden die Bakterienstamme daher auf ihre Empfindlichkeit gegenuber
Tobramycin und weiteren Antibiotika getestet. Die verwendeten Bakterienzellen
umfassten dabei jeweils den WT und die surA-Mutante der Ab Stamme AB5075
und AYE und als drittes Vergleichsset 10 weitere klinische Ab-Isolate aus der
institutseigenen Stammsammlung. Tabelle 18 bietet eine Ubersicht Uber die flr
den Ab-Stamm ABS5075 ermittelten Werte.
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Tabelle 18 MHK-Werte (in mg/l) fir AB5075 WT und AB5075 AsurA-Deletionsmutante fir
unterschiedliche Antibiotika. Fur die blau umrahmten Substanzen erfolgt die Angabe der MHK
jeweils in Konzentrationsbereichen, da wiederholte Messungen sich in diesen Bereichen
bewegten (ebenfalls mg/l). Die Ermittlung dieser MHKs erfolgte in mindestens 4 Durchlaufen mit
manuell hergestellten Antibiotikaverdinnungen. Die MHK-Ermittlung fur die restlichen
Substanzen erfolgte unter Verwendung vorkonfektionierter MDR MRGN-Screening Platten (siehe
3.1.6) ohne Wiederholungsmessungen. Als MHK wurde die erste Konzentration verwendet, bei
der die Messung der OD &00 nm €inen Wert < 0,05 ergab. Rot markiert sind MHKSs, die sich tber
dem Breakpoint der entsprechenden Substanz bewegen bzw. Uber einer therapeutisch
denkbaren Dosierung (Dibekacin, DBK). Gelb markiert sind die aufgrund fehlender
Referenzwerte nicht final beurteilbaren MHK-Werte flir Kanamycin (KAN). Griin markiert ist ein
Unterschreiten des Resistenzwertes, bzw. fir DBK eine starke Verringerung des MHK-Wertes in
der AB5075 AsurA-Mutante im Vergleich zum WT. Fur KAN und DBK gibt es fur Ab keine MHK-
Breakpoints (-).

DBK=Dibekacin,
LEV=Levofloxacin,

(AMK=Amikacin, TOB=Tobramycin, GEN=Gentamicin,
PIT=Piperacillin/Tazobactam, IMP=Imipenem,
CIP=Ciprofloxacin, COL=Colistin).

KAN=Kanamycin,
MER=Meropenem,

MHK
Breakpoints
(mg/l) Acinetobacter baumannii AB5075
MIC-Platten (nach EUCAST
V. 12.0)
S=< R > WT AsurA
AMK 8 16 >32 >32
TOB 4 4 0,25-0,5 <0,01563
Aminoglykoside | GEN 4 4 8-32 <0,125
KAN - - 8 2-4
DBK - - > 160 0,0391 - 0,25
Penicilline PIT 16 64 >64 >64
IMP 2 4 >8 >8
Carbapeneme
MER 2 8 32 32
LEV 0,5 1 >2 >2
Fluoroquinolone
CIP 0,001 1 >2 >2
Polymyxine COoL 2 2 <1 <1

Die Ermittlungen der MHK-Werte fir Tobramycin ergaben, dass der WT und die
surA-Mutante des Ab-Stammes AB5075 mit einer MHK < 4 mg/l jeweils als
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sensibel gegenuber Tobramycin zu werten sind. Im Genaueren zeigt sich, dass
zwischen dem AB5075 WT und der AB5075 AsurA-Mutante eine ca. 17-fache
Reduktion der MHK fur Tobramycin stattfand. Diese Daten bestatigen demnach

den Vorbefund einer SurA-vermittelten Tobramycin-Resistenz fir Ab AB5057.

Daruber hinaus ist zu erkennen, dass ein vergleichbarer Effekt nicht fur alle
Aminoglykoside (siehe Amikacin) zu beobachten ist, bzw. der Effekt deutlich
schwacher ausgepragt ist als fir Tobramycin (siehe Kanamycin). Um zu
uberprifen, ob der fur Tobramycin beobachtete Effekt also spezifisch an der
chemischen Struktur dieser Substanz liegt, wurden in einem nachsten Schritt
strukturell nah verwandte Substanzen unter den Aminoglykosiden in die

Testungen mit einbezogen (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19 Ubersicht strukturell nah verwandter Aminoglykosid-Antibiotika mit 4,6-
disubstituiertem Deoxystreptamin-Ring. Letzterer ist durch rote Farbe hervorgehoben. Die Grafik und
die Tabelle wurden tbernommen und modifiziert aus Magnet et al. (2005)

B Antibiotic Ry R Rs Rs Rs Rg R; Rs Re Ry
R ER.

R TS o Kanamycin A H NH; OH OH OH H H H OH CHyOH
R, KanamycinB  H NH, OH OH NH; H H H OH CH.0OH
- o 3 20 Tobramycin H NH; OH H NH; H H H OH CHOH
H(Iwi-ll{ﬂ Dibekacin H  NH; H H NH; H H H OH  CH,0OH

Q GentamicinB H  NH, OH OH OH H CHs OH CH; H

NS RI:R-. GentmicinC1  CH; NHCHs H H  NH, H CH; OH CH; H

Rf“H R, GentmicinC1A H NH, H H NHy H CHs OH CH; H

Gentmicin C2 ~ CH3 NH» H H NH; H CH; OH CH; H

Sisomicin® H  NH, H H NH, H CHs; OH CH; H

Netilimicin® H NHj H H NH; CHyCHs CHy OH CHs H

o}
Isepamicin H NH, OH OH OH )Y\-”H? CH; OH CH; H

OH
0

Arbekacin H NH, H H NH )YVNH2 H H OH CH,0H
OH

o o

Amikacin H NH, OH OH OH )Y»NHz H H OH CH0OH
OH

*(A5'>4" unsaturation)
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Ob sich diese nun ahnlich wie Tobramycin verhalten, wurde in einem nachsten

Schritt durch weitere MIC-Testungen Uberpruft.

4.1.1.1 Erhohte Suszeptibilitat auch fir die nahe mit Tobramycin verwandten

Substanzen Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin?
Erweitert man den Vergleich der Sensitivitat von Ab AB5075 WT untisurA-
Mutante auf die dem Aminoglykosid Tobramycin strukturell nah verwandten
Substanzen Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin — und dariber hinaus auf
weitere gangige Therapeutika anderer Substanzklassen, inklusive dem ,last

resort” Antibiotikum Colistin, zeigt sich folgendes Bild (siehe ebenso Tabelle 18):

Far Gentamicin lasst sich zwischen dem AB5075 WT und der AB5075 /SurA-
Mutante mit einer ca. 212-fachen Reduktion des MHK-Wertes eine deutliche
Resensitivierung erzielen. Hinsichtlich Kanamycin zeigen die ermittelten MHK-
Werte fir den AB5075 WT und die AB5075  fsurA-Mutante eine ca. 2,4-fache
Reduktion. Ein demnach deutlich geringerer Unterschied verglichen zu den MHK-
Differenzen bei Gentamicin. Ob diese Werte fir Kanamycin allerdings als
sensibel zu werten sind, lasst sich aufgrund fehlender Angaben zu den MHK-
Breakpoints in der Literatur nicht final beurteilen. Das gilt ebenso fur die
Bewertung der MHKs fur Dibekacin, da auch hier keine Breakpoints in der
Literatur angegeben sind. Nichtsdestotrotz lassen sich fiur eben dieses
Antibiotikum erstaunliche Beobachtungen verzeichnen: zwischen dem AB5075
WT und der AB5075 surA-Mutante kommt es zu einer ca. 4.092-fachen
Reduktion des MHK-Wertes. Mit der niedrigsten gemessenen MHK von 0,0391
mg/l Dibekacin fur die AB5075 MurA-Mutante befinden wir uns in dem
Konzentrationsbereich einer therapeutisch denkbaren Dosierung. So ist zu
vermuten, dass trotz des Fehlens von Grenzwerten zur Einordnung fur Resistenz
oder Suszeptibilitat gegentber Dibekacin, hier von einer hohen Sensitivitat der

AB5075 surA-Mutante ausgegangen werden kann.

Fir die weiteren Antibiotika aus den Klassen der 3-Laktame, Fluorquinolone und
Polymyxine, auf welche die Bakterienproben daruber hinaus getestet wurden,

zeigt sich ein weitestgehend sehr resistentes Profil: der AB5075-Stamm weist fur
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WT und ssurA-Mutante lediglich fur das ,last resort® Antibiotikum Colistin eine

Suszeptibilitat auf.

Anhand dieser Messungen lasst sich also festhalten, dass sich die flr
Tobramycin beobachteten Effekte fur Ab AB5075 auch auf weitere Substanzen
unter den Aminoglykosid-Antibiotika Ubertragen lassen. Ausgenommen davon ist
das Aminoglykosid Amikacin und auch fur Kanamycin mit nur einer Halbierung
der MHK im Vergleich von WT und surA-Mutante gilt dies lediglich
eingeschrankt. Fur Gentamicin jedoch lasst sich der gleiche Effekt einer SurA-
vermittelten Resistenz, zudem noch ausgepragter als flir Tobramycin selbst
beobachten. Ebenso fiir Dibekacin, das mit einer MHK-Reduktion um das rund
4092-fache im Vergleich von WT und surA-Mutante den dramatischsten Effekt

unter den verglichenen Substanzen aufzeigt.

4.1.1.2 Untersuchung einer Stammspezifitat dieser Effekte — Vergleich mit dem
Ab-Stamm AYE und klinischen Ab-Isolaten

Um in einem nachsten Schritt zu Uberprifen, ob der beobachtete Effekt einer

Rolle von SurA flir die Tobramycin-, bzw. Aminoglykosid-Resistenz spezifisch fir

AB5075 ist oder die Beobachtung auch auf andere Stamme Ubertragbar ist,

wurden erneut MHK-Testungen, ebenfalls mit dem WT und der  surA-Mutante

des Ab-Stammes AYE durchgefiihrt. Tabelle 20 bietet eine Ubersicht tiber die

dabei ermittelten Werte.
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Tabelle 20 MHK-Werte (in mg/l) fiir AYE WT und AYE AsurA-Deletionsmutante fiir
unterschiedliche Antibiotika. Fir die blau umrahmten Substanzen erfolgt die Angabe der MHK
jeweils in Konzentrationsbereichen, da wiederholte Messungen sich in diesen Bereichen
bewegten (ebenfalls in mg/l). Die Ermittlung dieser MHKs erfolgte in mindestens 4 technischen
Wiederholungen mit manuell hergestellten Antibiotikaverdinnungen. Die MHK-Ermittlung flr die
restlichen Substanzen erfolgte unter Verwendung vorkonfektionierter MDR MRGN-Screening
Platten (siehe 3.1.6) ohne Wiederholungsmessungen. Als MHK wurde die erste Konzentration
verwendet, bei der die Messung der OD 600 nm einen Wert < 0,05 ergab. Gelb markiert sind die
aufgrund fehlender Referenzwerte nicht final beurteilbaren MHK-Werte fiir Dibekacin (DBK) und
Kanamycin (KAN). Grin markiert sind Werte, bei denen die gemessene MHK unter dem
Breakpoint liegt.

(AMK=Amikacin, TOB=Tobramycin, GEN=Gentamicin, KAN=Kanamycin, DBK=Dibekacin,
PIT=Piperacillin/Tazobactam, IMP=Imipenem, MER=Meropenem, LEV=Levofloxacin,
CIP=Ciprofloxacin, COL=Colistin).

MHK
Breakpoints
(mg/l) Acinetobacter baumannii AYE
MIC-Platten (nach EUCAST
V. 12.0)
S< R> WT AsurA
AMK 8 16 16 16
TOB 4 4 0,125-0,5 0,125
Aminoglykoside | GEN 4 4 8-32 2-16
KAN - - 16 16
DBK - - 8-10 1-1,25
Penicilline PIT 16 64 >64 32
IMP 2 4 <1 <1
Carbapeneme
MER 2 8 0,5 1
LEV 0,5 1 >2 >2
Fluoroquinolone
CIP 0,001 1 >2 >2
Polymyxine COoL 2 2 <1 <1

Fur Gentamicin lasst sich im Vergleich zwischen AYE WT und der AYE  /surA-
Mutante eine MHK-Reduktion um das ca. 3,3-fache verzeichnen. Beide sind mit

einer MHK = 4 mg/l als resistent gegenuber Gentamicin zu werten.
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Hinsichtlich Kanamycin zeigen die ermittelten MHK-Werte fur den AYE WT und
die AYE ssurA-Mutante sogar Uberhaupt keinen Unterschied. Ob diese Werte als
sensibel zu werten sind, lasst sich auch hier aufgrund fehlender Angaben zu den
MHK-Breakpoints in der Literatur nicht final beurteilen. Das gilt ebenso fur die
Bewertung der MHKs flr Dibekacin. Fur Dibekacin ist zwischen dem AYE WT
und der AYE ssurA-Mutante eine Reduktion der MHK zu beobachten. Die
Reduktion ist hier allerdings, wie schon bei Gentamicin und Kanamycin
beobachtet, geringer ausgepragt als bei den AB5075-Proben und betragt nur das
ca. 8-fache. Fur die weiteren Antibiotika aus den Klassen der B-Laktame,
Fluorquinolone und Polymyxine, auf welche die Bakterienproben dartber hinaus
getestet wurden, zeigt sich auch fir den AYE-Stamm ein weitestgehend
resistentes Profil, wenn auch tendenziell etwas suszeptibler als das des AB5075-
Stammes. So sind sowohl der AYE WT als auch die AYE  fsurA-Mutante ihren
MHKSs nach flr die beiden Carbapeneme Imipenem und Meropenem, als auch

fur Colistin als sensibel zu bewerten.

Wahrend fur den Ab-Stamm AB5075 also weitestgehend deutliche Effekte einer
surA-Deletion auf die Suszeptibilitat gegenuber den getesteten Antibiotika zu
sehen sind, zeigt sich der Ab-Stamm AYE relativ unbeeinflusst von einer surA-
Deletion. Die MHK-Differenzen zwischen AYE WT und AYE AsurA-Mutante sind,
wenn uberhaupt vorhanden, mit Faktoren im einstelligen Bereich deutlich
geringer ausgepragt als zwischen AB5075 WT und der AB5075 fsurA-Mutante,
wo diese bis in den dreistelligen Bereich reichen (siehe Dibekacin). Es ist also
davon auszugehen, dass der beobachtete Effekt einer SurA-vermittelten
Aminoglykosid-Resistenz zumindest teilweise stammspezifisch ist. Um diese
Resistenzprofile mit mdglichst reprasentativen Vertretern der Resistenzlage von
Ab im aktuellen Krankenhaussetting zu vergleichen und eine mogliche
Wirksamkeit von Dibekacin gegenuber multiresistenten Isolaten zu testen,
wurden in einem folgenden Schritt 10 weitere klinische Ab-Isolate aus der
institutseigenen Stammsammlung in die Testungen miteinbezogen. Aufgrund
von Lieferproblemen fur Dibekacin konnte leider nur fur einige Stamme eine
Dibekacin-MHK bestimmt werden. Tabelle 21 bietet eine Ubersicht tiber die dabei

ermittelten Werte.
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Tabelle 21 MHK-Werte (in mg/l) der klinischen Ab-Isolate fiir unterschiedliche Antibiotika. Fiir die blau umrahmten Substanzen erfolgte die Ermittlung der
MHK mit manuell hergestellten Antibiotikaverdinnungen ohne Wiederholungsmessungen. Die MHK-Ermittlung fiir die restlichen Substanzen erfolgte unter
Verwendung vorkonfektionierter MDR MRGN-Screening Platten (siehe 3.1.6) ebenfalls ohne Wiederholungsmessungen. Als MHK wurde die erste Konzentration
verwendet, bei der die Messung der OD 600 nm €inen Wert < 0,05 ergab. Rot markiert sind MHKSs, die sich weit Giber dem Breakpoint der entsprechenden Substanz
bewegen. Gelb markiert sind die aufgrund fehlender Referenzwerte nicht final beurteilbaren MHK-Werte fiir Dibekacin (DBK) und Kanamycin (KAN). Grin markiert
ein Unterschreiten des Resistenzwertes. Auf Gentamicin (GEN) wurden die klinischen Isolate von Ab im Vergleich zu den anderen Ab-Sets nicht geprift.

(AMK= Amikacin, TOB= Tobramycin, KAN = Kanamycin, DBK = Dibekacin, PIT= Piperacillin/Tazobactam, IMP= Imipenem, MER= Meropenem, LEV= Levofloxacin,
CIP = Ciprofloxacin, COL = Colistin)

MHK Breakpoints (mg/l)
(nach EUCAST V. 12.0)

Acinetobacter baumannii

klinische Isolate

MIC-Platten 377- 379- 378 374- 373- 371- 380- 376 372- 375-
S< R > MRGN NF -NF MRGN MRGN MRGN MRGN -MRGN MRGN MRGN
8016 31708 | 29545 9021 9088 9145 9709 9106 9126 9146
AMK 8 16 >32 32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32
TOB 4 4 >64 4 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
Aminoglykoside
KAN - - 64 64 64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
DBK - - >5 >5 >5 - - - - - - -
Penicilline PIT 16 64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64
IMP 2 4 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8
Carbapeneme
MER 2 8 64 >128 64 128 32 32 64 32 64 64
LEV 0,5 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
Fluoroquinolone
CIP 0,001 1 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
Polymyxine COL 2 2 <1 8 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
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FUr Tobramycin weisen die klinischen Isolate alle, bis auf die Ausnahme des 379-
Isolates, ihrem 4-MRGN-Resistenzprofil entsprechend, MHKs weit Uber 64 mg/I
und damit eine Resistenz fir Tobramycin auf. Auch hinsichtlich Kanamycin
zeigen sich die klinischen Isolate mit MHKs = 64 mg/l weitestgehend konsistent
resistent. Lediglich drei Isolate — 377, 378 und 379 — weisen eine MHK von 64
mg/l Kanamycin auf. Daher wurden diese Isolate zusatzlich auf ihre MHKSs flr
Dibekacin untersucht. Es zeigten sich fur alle drei eine MHK > 5 mg/l. Da
aufgrund der Limitation der verfigbaren Dibekacin-Menge keine hdéheren
Wirkstoffkonzentrationen getestet werden konnten, liel sich eine exakte MHK
nicht feststellen und Aussagen zu einer mdglichen Sensitivitat gegenuber
Dibekacin kénnen nicht getroffen werden. Auf ihre MHKSs flir Gentamicin wurden
die klinischen Isolate nicht Uberprift. lhrer Klassifizierung als 4-MRGN-Keime zu
entnehmen, ist allerdings zu erwarten, dass sie gegentber Gentamicin ebenfalls

eine Resistenz aufweisen.

Fir die weiteren Antibiotika aus den Klassen der 3-Laktame, Fluorquinolone und

Polymyxine, auf welche die Bakterienproben dartber hinaus getestet wurden,
zeigt sich auch hier ein sehr resistentes Profil. Dabei ist besonders

hervorzuheben, dass das 379-Isolat sogar eine Resistenz gegenuber Colistin
aufweist. Damit ist es mit seiner zuvor beschriebenen Tobramycin-Sensitivitat

unter den klinischen Ab-lIsolaten als doppelte Ausnahme zu sehen.

Die Frage, ob Dibekacin eventuell auch eine Therapieoption fur multiresistente
klinische Isolate sein konnte, kann durch den Umfang dieser Testungen leider
nicht abschlieRend beantwortet werden. Zum einen konnte aufgrund der
limitierten Verflgbarkeit von Dibekacin keine prazise MHK-Bestimmung erfolgen
und aufgrund des begrenzten zeitlichen Rahmens keine surA-Knockout-
Mutanten von den klinischen Ab-Isolaten generiert werden. Zum anderen fehlen
Breakpoint Angaben in der Literatur, die ein Bewerten der jeweiligen Werte als

Lresistent und ,sensibel“ ermdglichen wirden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die MHK-Messungen bestatigen, dass
die Deletion von surA zu einer erhohten Suszeptibilitat der Bakterien fur

Tobramycin fuhrt. Dies gilt allerdings nur fur den Ab-Stamm AB5075 und auch
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nicht fur alle getesteten Aminoglykoside. Unter den neben Tobramycin
getesteten Substanzen Gentamicin, Kanamycin, Dibekacin und Amikacin lie3
sich fur den AB5075-Stamm mit Dibekacin eine weitere Substanz identifizieren,
bei der der Effekt ebenfalls und zudem noch viel deutlicher als flir Tobramycin zu
beobachten war. Was der Grund dafur ist, Iasst sich zu diesem Zeitpunkt noch
nicht sagen. Auch scheint eine erhdhte Aminoglykosid- bzw. Tobramycin-
Suzeptibilitat durch eine Deletion von surA nicht einfach generalisierbar zu sein,
da man den Effekt beim Ab-Stamm nur AYE viel schwacher bzw. gar nicht
beobachten konnte. Fir ein weiterfUhrendes Verstandnis der Mechanismen
dieser beobachteten und bestatigten SurA-vermittelten Aminoglykosid-Resistenz
von Ab AB5075, wurde daher in einem nachsten Abschnitt meines Projekts nach

moglichen Ursachen flir diese Beobachtungen gesucht.

4.1.2 Analyse méglicher Zusammenhange der Expression von SurA und
der Tobramycin-Resistenz von AB5075

Um die beobachteten Suszeptibilitatsunterschiede zwischen dem WT und der
surA-Mutante von Ab AB5075 besser zu verstehen, wurden gezielt und
komparativ Aspekte der Bakterienphysiologie betrachtet. Dazu wurde zunachst
die Zelloberflachenladung, als wichtiger Einflussfaktor der Absorption von
Medikamenten an die Bakterienzelle, analysiert. Untersucht wurde diese mit Hilfe
eines Zytochrom C-basierten Assays, der ihm Rahmen dieses Projektes von mir
etabliert wurde. Ein weiteres Augenmerk lag auf Analysen der Aufnahme und des
Effluxes eines quantifizierbaren Substrates (als Surrogat fur Antibiotika) in und
aus Bakterienzellen. Diese Faktoren haben entscheidenden Einfluss auf die
erreichten lokalen Wirkstoffkonzentrationen verabreichter Antibiotika, v.a. im
Inneren der Bakterienzellen. Dies sollte mit einem NPN-basierten Assay
untersucht werden. NPN ist ein Substrat, das in hydrophober Umgebung, wie z.B.
der Bakterien-Zellhille fluoresziert und von Efflux-Pumpen aus den Zellen
entfernt werden kann. Aufgrund technischer Hurden und der zeitlichen
Limitierung des Projektes wurden diese Versuche nicht von mir selbst
durchgefuhrt, sondern es wird auf die Beobachtungen der friheren AG-Mitglieder
Karolin Birkle und Elena Weber Bezug genommen. Diese haben die Messungen

unter der Anleitung von Dr. Monika Schutz durchgefihrt.
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4.1.2.1 Quantifizierung der Zelloberflichenladung durch den Zytochrom C -
Assay

Unterschiede der Zelloberflachenladung zwischen dem WT und der /surA-
Mutante sind eine denkbare Folge einer veranderten OM-Zusammensetzung in
der Deletionsmutante und konnten eine Erklarung der fur Tobramycin
beobachteten Suszeptibilitatsdifferenzen liefern. Aminoglykoside binden
namlich, aufgrund ihrer polykationischen Valenz, bei Kontakt mit der Oberflache
einer Gram-negativen Bakterienzelle an deren anionische Komponenten wie
OMPs, Phospholipide und LPS (Ramirez & Tolmasky, 2010; Vanhoof et al.,
1995). Je nach Auspragung der Oberflachenladung kann also mehr oder weniger
des verabreichten Aminoglykosids an die Zelle adharieren, lokal akkumulieren

und in die Bakterienzelle eindringen, um seine Wirkung zu entfalten.

Wie Tobramycin selbst, ist auch Zytochrom C ein kationisches Molekdl, das an
die negativ geladenen LPS, Phospholipide und Aulienmembranproteine Gram-
negativer Bakterien, wie z.B. Ab, binden kann. Zytochrom C wurde daher als
einfach quantifizierbares Surrogat fur Tobramycin zur Evaluation der
Zelloberflachenladungen verwendet. Eine Quantifizierung des Anteils an freiem
Zytochrom C konnte photometrisch bei einer Wellenlange von 530 nm aus den
Uberstanden der zuvor mit Zytochrom C inkubierten Bakterien-Proben erfolgen.
Hieraus liel3 sich dann der Anteil an zellgebundenem Zytochrom C errechnen
(siehe 3.3.6). Mit Hilfe einer Bestimmung der tatsachlichen Bakterienzahlen in
den Wells (OD s00 nm-Messungen), war es maoglich, die Zytochrom C-Bindung auf
eine Bakterienzahl entsprechend einer OD 600 nm = 0,6 zu normieren und dadurch
besser vergleichbar zu machen. Reduzierte Messwerte gegenuber einer
Referenz (keine Bakterien im Ansatz, also keine Zytochrom C-Bindung) wirden
dabei einen erhohten Anteil an zellgebundenem Zytochrom C widerspiegeln und
auf eine verstarkte Negativierung der Zelloberflachenladung hinweisen. Im
Ubertragenen Sinne bedeutete dies eine gesteigerte Absorption von Tobramycin
an die Zellen, mit der Folge lokal erhdohter Wirkstoffkonzentrationen. Das konnte
eine Erklarung fur die gesteigerte Suszeptibilitat der AB5075 /surA-Mutante fur

Tobramycin liefern.
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Abbildung 3 bietet eine Ubersicht (iber die in fiinf voneinander unabhangigen
Wiederholungen dieses Assays generierten Ergebnisse. Um eine mogliche
Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf andere Ab-Stamme zu priifen, wurden hier
— wie auch beiden Untersuchungen zu den MHKs — jeweils der WT und die

/surA-Mutante von AB5075 als auch dem AYE-Stamm verwendet.
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Abbildung 3 Zytochrom C — Bindung von WT und AsurA-Mutante der Ab-Stamme AB5075
und AYE. Zytochrom C — Bindung von WT undAsurA-Mutante der Ab-Stamme AB5075 und AYE
im direkten Vergleich. 0 % Bindung wirde bedeuten, dass nach der Inkubation des Zytochrom C-
haltigen Puffers mit den Bakterien der gesamte Zytochrom C-Input im Uberstand verbleibt, 100
% Bindung wirde bedeuten, dass nach der Inkubation der gesamte Zytochrom C-Input mit dem
Bakterienpellet assoziiert und kein Zytochrom C im Uberstand mehr nachweisbar ist. Die Werte
beziehen sich dabei auf die bei 530 nm ermittelte Extinktion des mit Zytochrom C versetzten
Assay-Puffers. Die Messung der Extinktion erfolgte in allen Ansatzen ebenfalls bei 530 nm. Eine
zusatzliche Messung der OD 600 nm in den Ansatzen wurde zur Normierung der Zytochrom C-
Bindung auf eine definierte Bakterienzahl (OD 600 nm = 0,6) vorgenommen. Es erfolgten 5
voneinander unabhangige Experimente.
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Aus den ermittelten Werten wird ersichtlich, dass es fur die
Zelloberflachenladung sowohl fur den AB5075- als auch den AYE-Stamm
zwischen dem WT und der surA-Mutante keine signifikanten Unterschiede gibt.
0 % Bindung entsprechen dabei der bei 530 nm ermittelten Extinktion des mit
Zytochrom C versetzten MOPS-Puffers ohne Bakterien im Ansatz. Die
prozentuale Bindung von Zytochrom C an die Bakterienzellen betragt somit 56,9
- 66,7 % fir AB5075 WT, 55,4 - 72,1 % fir die AB5075  surA-Mutante, 52,1 -
68,8 % fur AYE WT und 37,1 - 47,2 % fur die AYE  ssurA-Mutante. Die grofdte
Differenz gibt es demnach zwischen dem AYE WT und der AYE /surA-Mutante
mit 20,8 Prozentpunkten Unterschied, berechnet anhand der Mittelwerte des
oben beschriebenen Ergebnisumfangs. Der Unterschied zwischen AB5075 WT

und der AB5075 ssurA-Mutante liegt so bei lediglich 0,1 Prozentpunkten.

In Abbildung 4 sind die ermittelten Werte aller getesteten Mutanten der Ab-
Stdmme AB5075 und AYE zu sehen.
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Abbildung 4 Zytochrom C — Bindung aller getesteten Mutanten im Vergleich zum jeweiligen
WT fiir die Ab-Stamme AB5075 und AYE. Anteil an gebundenem Zytochrom C der AB5075 und
AYE WT-Stdmme und Deletionsmutanten im Vergleich. 0 % Bindung wirde bedeuten, dass nach
der Inkubation des Zytochrom C-haltigen Puffers mit den Bakterien der gesamte Zytochrom C-
Input im Uberstand verbleibt, 100 % Bindung wiirde bedeuten, dass nach der Inkubation der
gesamte Zytochrom C-Input mit dem Bakterienpellet assoziiert und kein Zytochrom C im
Uberstand mehr nachweisbar ist. Die Werte beziehen sich dabei auf die bei 530 nm ermittelte
Extinktion des mit Zytochrom C versetzten Assay-Puffers. Die Messung der Extinktion erfolgte in
allen Ansatzen ebenfalls bei 530 nm. Eine zusatzliche Messung der OD 600 nm in den Ansatzen
wurde zur Normierung der Zytochrom C-Bindung auf eine definierte Bakterienzahl (OD  600nm =
0,6) vorgenommen. Es erfolgten 5 voneinander unabhangige Messungen.

Alle diese Deletionsmutanten wurden zwar in die Untersuchungen einbezogen
und sind hier zur Vollstandigkeit mitaufgefuhrt, jedoch lag der Fokus auf dem
Vergleich von WT und der surA-Mutante. Es wurde mit keiner der zusatzlich zur
MsurA-Mutante getesteten Mutanten des AB5075-Stammes ein signifikanter

Unterschied in der Zytochrom C-Bindung im Vergleich zum Wildtyp beobachtet.
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Zusammenfassend lasst sich hinsichtlich moglicher phanotypischer Ursachen
der SurA-vermittelten Aminoglykosid-Resistenz festhalten, dass eine
unterschiedliche Zelloberflachenladung wohl nicht der Grund fir die erhdhte
Tobramycin-Sensitivitat ist, die in AB5075 mit einer surA-Deletion einhergeht. Die
Suche nach moglichen Ursachen wurde daher in einem nachsten Schritt durch

vergleichende Transkriptomanalysen weitergefuhrt.

4.1.3 Suche nach Erkldrungen fiir die Rolle von SurA fiir die Tobramycin-
Resistenz von Ab AB5075 auf mRNA-Ebene
Neben den bereits untersuchten Aspekten der Bakterienphysiologie haben auch
modifizierende und inaktivierende Enzyme einen entscheidenden Einfluss auf die
Antibiotikaresistenz von Bakterien. Inwieweit SurA einen Einfluss auf deren
Expression bzw. Aktivitdt nehmen konnte, ist bis dato noch unklar (aul3er
moglicherweise als Reaktion auf Membranstress, der durch das Fehlen von SurA
verursacht werden konnte). Dennoch kdnnte insbesondere eine veranderte
Expression Aminoglykosid-modifizierender Enzyme (AMEs) die erhdhte
Suszeptibilitat der AB5075 surA-Mutante fir Tobramycin erklaren. Um diese
Hypothese zu prufen, sollten in komparativen RNA-Expressions-Analysen von
WT und surA-Deletionsmutante des Ab-Stammes AB5075 AMEs identifiziert
werden, deren Expression in der Mutante moglicherweise verandert sind. Einen
Uberblick tiber die hierfiir besonders in Frage kommenden Kandidatengene von
Ab AB5075 bietet Tabelle 22.

Tabelle 22 Bekannte und potentiell die Aminoglykosid-Resistenz beeinflussende Gene von
Ab AB5075 (Gallagher et al., 2015; Scribano et al., 2019).

Locus Gen-

Resistenzmechanismus Funktion / Beschreibung
Tag name

ABUW_ sun
24
ABUW_  rsmE_1
. . . 172
Aminoglykosid-modifizierende
Enzyme ABUW_  mraW
281

16S rRNA (cytosin(967)-C(5))-Methyltransferase B
16S rRNA (uracil(1498)-N(3))-Methyltransferase E1
16S rRNA (cytosin(1402)-N(4))-Methyltransferase MraW

rsmC
ABUW_ 16S rRNA (guanin(1207)-N(2))-Methyltransferase C

653
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weitere Mechanismen gegen
Antibiotika

OMP-Pathway

ABUW_
898
ABUW_
1222
ABUW_
1851
ABUW_
2266
ABUW_
2640

ABUW_
3235
ABUW_

3303

ABUW_
3710
ABUW_
3754

ABUW._
4051
ABUW._
4055
ABUW._
4056
ABUW._
4057
ABUW._
4060
ABUW._
4087
ABUW._
10
ABUW._
394
ABUW._
563
ABUW._
1194
ABUW._
4052
ABUW._
850
ABUW._
1027
ABUW._
1741

rrmdJ

rsme_2

rsmJ

rumA

aacA4

strB

StrA

aadA1

aadB

aphA6

adeT

adeT2

blaOXA-

ampC

blaGES-
11

lolA

degP

bamA

23S rRNA (uridin(2552)-2'-O)-Methyltransferase J

16S rRNA (uracil(1498)-N(3))-Methyltransferase E2

Aminoglykosid-Phosphotransferase

Aminoglykosid-Phosphotransferase

Acetyltransferase

16S rRNA (guanin(1516)-N(2))-Methyltransferase J

23S rRNA (uracil(1939)-C(5))-Methyltransferase RumA

N-Acetyltransferase (GNAT-Familie)

Aminoglykosid-3"-Nukleotidyltransferase lla

Aminoglykosid-6'-N-Acetyltransferase Ib

Streptomycin-Resistenzprotein B (Phosphotransferase)

Aminoglykosid-3‘-Phosphotransferase StrA

Aminoglykosid-3'-Adenylyltransferase AadA1

Aminoglykosid-2‘-Nucleotidyltransferase AadB

Aminoglycosid-3‘-Phosphotransferase APH6a

RND-Efflux-Pumpe AdeT

RND-Efflux-Pumpe AdeT2

Carbapenemase OXA-23

Cepahlosporinase AmpC

Carbapenemase GES-11

Lipoprotein-spezifisches Chaperon / OM-Lipoprotein-
Carrier-Protein LolA

Chaperon DegP

OMP BamA (BAM-Komplex)
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ABUW_
1742

skp Chaperon Skp

ABUW_
surA  Chaperon SurA
2268
ABUW_
fkiB Chaperon FkIB
3835
ABUW_

Heat shock protein (HslJ-like Superfamilie)
2868

ABUW_  queC 7-Cyano-7-Deazaguanin-Synthase
1012

unbekannte Funktion

Zudem sollte untersucht werden, ob sich die zellulare Antwort einer /surA-
Mutante auf die Stimulation mit Tobramycin grundlegend von der des WTs
unterscheidet. Daher wurden sowohl unstimulierte als auch mit
subinhibitorischen Konzentrationen von Tobramycin stimulierte Zellen in die
Analysen eingeschlossen. Die Daten wurden dann auf Veranderungen der
Expressionslevels der ausgewahlten und weiterer Gene zwischen den Proben

gefiltert, wobei zur Bewertung der statistischen Signifikanz aufgefundener
Unterschiede (dargestellt als log2-fache Anderung) der adjustierte p-Wert (bzw.
-log1o(adjustierter p-Wert)) diente. Die aufgefundenen signifikanten Unterschiede

sind in Tabelle 23 zusammengefasst.
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Tabelle 23 Ubersicht iiber Gene mit signifikant verinderter Expression in einer vergleichenden Transkriptom-Analyse von Ab AB5075 WT und
AsurA-Mutante. Verglichen wurden die Expressionslevel von WT undAsurA-Mutante sowohl ohne als auch nach Stimulation mit einer subinhibitorischen
Menge an Tobramycin (16 mg/l). Alle Proben wurden unabhangig voneinander vorbereitet und in Triplikaten hergestellt. Zur Bewertung der statistischen
Signifikanz der jeweiligen Differenzen in den Expressionslevels (log2-fache Anderung) diente der -log 1o(adjustierter p-Wert), wobei ab einem -log 1o(adj.
p-Wert) 2 1,3 (entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen Signifikanz ausgegangen wurde. Abstufungen der Signifikanzen sind durch
verschiedene Intensitaten an Rot unterlegt, wobei dunkles Rot eine sehr hohe Signifikanz (-log1o(adj. p-Wert) 2 100), mittleres Rot eine hohe Signifikanz
(-log1o(adj. p-Wert) = 50), helles Rot eine maRige Signifikanz (-log 1o(adj. p-Wert) = 1,3) und weil} keine Signifikanz (-log 1o(adj. p-Wert) < 1,3) markieren.
Ebenso sind die log2-fachen Anderungen farblich unterlegt, wobei Griin eine Reduktion und Orange eine Erhéhung der Expression der Gene im jeweiligen

Vergleich markieren.

Acinetobacter baumannii AB5075

Gen-ID
.(NCBU. Verhiltnis Verhiltnis Verhiltnis
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/C Genname. AsurA unstimuliert / WT_Tobral6 / WT AsurA_Tobral6 /
P008706 UniProt-ID Synonym Funktion WT unstimuliert unstimuliert AsurA unstimuliert
log2- -log10 log2- -log10 log2- -log10
LocusTag alternativer LocusTag fache adj. p- fache adj. p- fache adj. p-
Anderung | Wert Anderung Wert Anderung Wert
ABUW_2268 ABUW_RS11030 WP_000850091.1 surA periplasmatisches Chaperon 15,39 -0,28
ABUW_0010 ABUW_RS00050 WP_001212535.1 adeT RND-Efflux-Pumpe
N-Acetyltransferase
ABUW_3710 ABUW_RS18055 WP_001159732.1 (GNAT-Superfamilie)
Acetyltransferase
ABUW_2640 ABUW_RS12810 WP_000132359.1
= - - (CysE/LacA/LpxA/NodL-Familie)
ABUW_1015 caro WP_000866525.1 |  car0 ga,\;lt;ape"em'Res'Ste"z assozliertes
ABUW_3197 ABUW_RS15520 WP_000735356.1 met_E Methyltransferase
ABUW_3198 ABUW_RS15525 WP_000031355.1 (uncharakterisiert)
ABUW_2312 ABUW_RS11245 WP_005115797.1 htre_2 Fimbrien-/Pilus-OMP
ABUW_2313 ABUW_RS11250 WP_000738477.1 fimA_2 Fimbrien-Adhésionsprotein
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4.1.3.1 Unterschiede im Transkriptom von Ab AB5075 WT undsurA-Mutante
ohne Tobramycin-Stimulus

Tatsachlich gibt es in diesem Vergleich nur sehr wenige signifikante

Unterschiede. Dazu gehort erwartungsgemald die Expression von SurA

(ABUW_RS11030, bzw. ABUW_2268), welches in der Mutante deletiert und

daher nicht exprimiert ist (Tabelle 23;

Abbildung 5).

ABUW_RS11030
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Abbildung 5 Expressionslevel von surA (ABUW_RS11030) in allen Vergleichsproben einer
vergleichenden RNA-Seq.-Analyse von Ab AB5075 WT und AsurA-Mutante ohne und mit
Einfluss von Tobramycin. Verglichen wurden die Expressionslevel zwischen WT und  AsurA-
Mutante von Ab AB5075 sowohl unter Stimulation mit einer subinhibitorischen Menge an
Tobramycin (16 mg/ml, Tobra 16) als auch ohne Stimulation (untreated). Alle Proben wurden
unabhangig voneinander vorbereitet und in Triplikaten hergestellt. Zur Bewertung der
statistischen Signifikanz der jeweiligen Differenzen in den Expressionslevels (log2-fache
Anderung) diente der -logio(adjustierter p-Wert), wobei ab einem -log 1o(adj. p-Wert) = 1,3
(entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen Signifikanz ausgegangen wurde. SurA
wird natlrlich nur in Ab AB5075 WT exprimiert, nicht jedoch in der Ab AB5075 surA-
Deletionsmutante.

Zusatzlich ist die Expression eines als Methyltransferase annotierten Gens
(ABUW_RS15520, bzw. ABUW _3197) und ein bislang uncharakterisiertes
Protein kodierendes Gen (ABUW_RS15525, bzw. ABUW_3198) in der  /surA-

Mutante signifikant weniger exprimiert als in den WT-Zellen. Interessanterweise
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sinkt die Expression derselben Gene im WT nach einer Tobramycin-Stimulation

etwa auf das Niveau der fsurA-Mutante (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6 Expressionslevel von ABUW_RS15520 (A) und ABUW_RS15525 (B) in allen
Vergleichsproben einer vergleichenden RNA-Seq.-Analyse von Ab AB5075 WT und AsurA-
Mutante ohne und mit Einfluss von Tobramycin. Verglichen wurden die Expressionslevel
zwischen WT und AsurA-Mutante von Ab AB5075 sowohl unter Stimulation mit einer
subinhibitorischen Menge an Tobramycin (16 mg/ml) als auch ohne Stimulation, um mdgliche
generelle Auswirkungen einer Stressreaktion bei Deletion von surA zu beobachten. Alle Proben
wurden unabhangig voneinander vorbereitet und in Triplikaten hergestellt. Zur Bewertung der
statistischen Signifikanz der jeweiligen Differenzen in den Expressionslevels (log2-fache
Anderung) diente der -log1o(adjustierter p-Wert), wobei ab einem -log 1o(adj. p-Wert) = 1,3
(entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen Signifikanz ausgegangen wurde. Fir
beide Gene ist ohne Stimulation mit Tobramycin in der Ab AB5075 surA-Deletionsmutante eine
signifikant verringerte Expression verglichen mit dem WT zu sehen. Nach Stimulation mit
Tobramycin sinkt die Expression derselben Gene im WT etwa auf das Niveau der surA-
Deletionsmutante.

4.1.3.2 Veranderungen im Transkriptom von Ab AB5075 WT und AsurA-Mutante
nach Tobramycin-Stimulation

Von den 32 ausgewahlten Kandidaten, die mit Antibiotikaresistenz allgemein und
teils spezifisch mit Aminoglykosid-Resistenz in Zusammenhang gebracht werden
konnen (siehe Tabelle 22), zeigten lediglich drei Gene (ABUW_RS00050, bzw.
ABUW_0010; ABUW_RS18055, bzw. ABUW_3710 und ABUW_RS12810, bzw.
ABUW _2640) unter Stimulation mit Tobramycin eine signifikant erhohte
Expression. Dies gilt sowohl flir den Vergleich von unstimulierten und stimulierten
WT-Zellen als auch fur den Vergleich ihrer Expressionslevel in der AurA-

Mutante in unstimuliertem und stimuliertem Zustand (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7 Expressionslevel von ABUW_RS00050 (A), ABUW_RS18055 (B) und
ABUW_RS12810 (C) in allen Vergleichsproben einer vergleichenden RNA-Seq.-Analyse
von Ab AB5075 WT und AsurA-Mutante ohne und mit Einfluss von Tobramycin. Verglichen
wurden die Expressionslevel zwischen WT und AsurA-Mutante von Ab AB5075 sowohl unter
Stimulation mit einer subinhibitorischen Menge an Tobramycin (16 mg/ml) als auch ohne
Stimulation, um magliche generelle Auswirkungen einer Stressreaktion bei Deletion von surA zu
beobachten. Alle Proben wurden unabhangig voneinander vorbereitet und in Triplikaten
hergestellt. Zur Bewertung der statistischen Signifikanz der jeweiligen Differenzen in den
Expressionslevels (log2-fache Anderung) diente der -log1o(adjustierter p-Wert), wobei ab einem -
logio(adj. p-Wert) = 1,3 (entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen Signifikanz
ausgegangen wurde. Fir alle drei Gene (A-C) ist sowohl bei Ab AB5075 WT als auch der AB5075
surA-Deletionsmutante nach Stimulation mit Tobramycin die Expression signifikant erhoht.
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Durch Stimulation mit Tobramycin ebenfalls in ihrer Expression erhoht, waren
uber die 32 ausgewahlten Kandidatengene hinaus zwei an der Fimbrien- und
Pilus-Biogenese beteiligten Gene (ABUW_RS11245, bzw. ABUW_2312 und
ABUW_RS11250, bzw. ABUW_2313). Dies traf gleichermal3en auf WT-Zellen
und die surA-Mutante zu (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8 Expressionslevel von ABUW_RS11245 (A) und ABUW_RS11250 (B) in allen
Vergleichsproben einer vergleichenden RNA-Seq.-Analyse von Ab AB5075 WT und AsurA-
Mutante ohne und mit Einfluss von Tobramycin. Verglichen wurden die Expressionslevel
zwischen WT und AsurA-Mutante von Ab AB5075 sowohl unter Stimulation mit einer
subinhibitorischen Menge an Tobramycin (16 mg/ml) als auch ohne Stimulation, um mdégliche
generelle Auswirkungen einer Stressreaktion bei Deletion von surA zu beobachten. Alle Proben
wurden unabhangig voneinander vorbereitet und in Triplikaten hergestellt. Zur Bewertung der
statistischen Signifikanz der jeweiligen Differenzen in den Expressionslevels (log2-fache
Anderung) diente der -log1o(adjustierter p-Wert), wobei ab einem -log 1o(adj. p-Wert) = 1,3
(entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen Signifikanz ausgegangen wurde. Fur
beide Gene ist sowohl bei Ab AB5075 WT als auch der AB5075 surA-Deletionsmutante nach
Stimulation mit Tobramycin die Expression signifikant erhoht.

Eine durch Stimulation mit Tobramycin erniedrigte Expression liel3 sich hingegen
fur die bereits erwahnten Gene ABUW_RS15520 (bzw. ABUW_3197) und
ABUW_RS15525 (bzw. ABUW _3198), allerdings nur fur die Zellen des WTs,
beobachten. Ihre Expression sinkt im WT nach Tobramycin-Stimulation etwa auf
das Niveau der fsurA-Mutante (siehe Abbildung 6).
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Die Expression des fur das Carbapenem-Resistenz-assoziierte OMP CarO
kodierenden Gens carO (ABUW _1015) ist durch Tobramycin-Stimulation sowohl
zwischen unstimulierten und stimulierten WT- als auch zwischen unstimulierten

und stimulierten urA-Mutante-Zellen ebenfalls erniedrigt (siehe Abbildung 9).

carQ

T T T T
deltaSurA_Tebrals deltaSurA_untreated WT_Tobrals WT_untreated

Group

Abbildung 9 Expressionslevel von carO in allen Vergleichsproben einer vergleichenden
RNA-Seq.-Analyse von Ab AB5075 WT undAsurA-Mutante ohne und mit Einfluss von
Tobramycin. Verglichen wurden die Expressionslevel zwischen WT und AsurA-Mutante von Ab
AB5075 sowohl unter Stimulation mit einer subinhibitorischen Menge an Tobramycin (16 mg/ml)
als auch ohne Stimulation, um mdgliche generelle Auswirkungen einer Stressreaktion bei
Deletion von surA zu beobachten. Alle Proben wurden unabhéangig voneinander vorbereitet und
in Triplikaten hergestellt. Zur Bewertung der statistischen Signifikanz der jeweiligen Differenzen

in den Expressionslevels (log2-fache Anderung) diente der -log 1o(adjustierter p-Wert), wobei ab
einem -logio(adj. p-Wert) = 1,3 (entsprechend adj. p-Wert < 0,05) von einer statistischen
Signifikanz ausgegangen wurde. Die Expression von carQO ist nach Stimulation mit Tobramycin
sowohl im WT als auch der surA-Deletionsmutante signifikant erniedrigt.
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Zusammenfassend wird aus den Daten der komparativen Expressionsanalyse
ersichtlich, dass sich die zellulare Antwort der Ab AB5075 fsurA-Mutante auf die
Stimulation mit Tobramycin nicht grundlegend von der des WTs unterscheidet.
Stattdessen sind fur beide Proben bei Tobramycin-Stimulation vergleichbare
Veranderungen der Expressionslevel oben aufgefuhrter Gene zu beobachten.
Sowohl der WT als auch die surA-Mutante zeigen unter Behandlung mit 16 mg/I
Tobramycin eine verstarkte Expression von Genen kodierend fur einen RND-
Efflux-Pumpenbestandteil  (ABUW_00050, bzw. ABUW_0010), zwei
Acetyltransferasen (ABUW_RS18055, bzw- ABUW_3710 und ABUW_RS12810,
bzw. ABUW_2640), ein Fimbrien-/Pilus-OMP (ABUW_RS11245, bzw.
ABUW_2312) und ein weiteres Fimbrienadhasions-Protein (ABUW_RS11250,
bzw. ABUW_2313). Eine verminderte Expression ist bei beiden fir das carO-Gen
(ABUW_1015) zu verzeichnen. Fir die surA-Mutante sind lediglich die beiden
Gene mit den LocusTags ABUW_3197 (ABUW_RS15520) und ABUW_3198
(ABUW_RS15525) im Gegensatz zum WT unter Tobramycin-Stimulation nicht
signifikant verringert exprimiert. Die Expression des fiir SurA kodierenden Gens
(ABUW_RS11030, bzw. ABUW_2268) ist beim WT unter Stimulation mit

Tobramycin nicht in seiner Expression verandert.

Die Diagramme sind in interaktiver Form ebenso unter

https://github.com/jenmuell/Doktorarbeit Laura Luib einzusehen.
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4.2 Generierung einer konditionellen fsurA-Mutante in einem /skp XlegP-
Hintergrund

Da Ab neben den bekannten periplasmatischen Chaperonen Mechanismen

aufweisen muss, die ein gleichzeitiges Fehlen dieser 3 kompensieren kdnnen,

beschaftigte sich ein weiterer Teil meines Projekts mit der Identifizierung von

Faktoren, die in Abwesenheit von SurA, Skp and DegP essentiell werden.

Hierfur sollte eine konditionelle surA-Mutante in einem AskpAdegP-Hintergrund
generiert werden, da in Vorversuchen die Herstellung von Quadrupelmutanten
nicht erfolgreich war. Durch eine solche konditionelle Mutante sollte es mdglich
werden, die Rolle einzelner Faktoren im Kontext von Skp, DegP und SurA zu
analysieren und globale Analysen mit Hilfe einer Transposon-Insertion-Library

durchzufuhren.

Die erforderlichen Schritte der Generierung einer solchen konditionellen surA-

Mutante erfolgten wie unter 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben.

Die Generierung des Mutatorplasmids pJM220-puC18T-miniTn7T-hyg-araC-
surA aus dem pJdM220-puC18T-miniTn7T-gm-rhaSR-PrhaBAD Vektorplasmid
war hierbei erfolgreich und konnte durch Sequenzierung verifiziert werden. Die
Ergebnisse  einer  Kolonie-PCR  unter  Verwendung der  Primer
244 Hyg pJM220 check fwd und 245 Hyg pJM220 check rev, welche die
Hygromycin-Kassette im 0.g. Plasmid flankieren (1353 bp) (siehe Abbildung 10)
zeigen, dass das Mutatorplasmid nach dem Gibson Assembly und der
Transformation in chemisch kompetente Zellen von E. coli DH5 a in den Klonen
1, 2, 4 und 6 die Hygromycin-Resistenzkassette inseriert hatten. Fur eine
zusatzliche Verifizierung dieser Ergebnisse wurde Plasmid-DNA aus eben diesen
Klonen isoliert und eine Sequenzierung unter Verwendung der Primer
242 EO 777 pdM220 seq f und 243 EO 777 pdJM220 seq_r durchgefuhrt.
Far zwei der Klone konnte verifiziert werden, dass die Sequenz der gesamten
Hygromycin-Kassette keine Deletionen oder Basenaustausche enthielt, welche
zu Konsequenzen auf Proteinebene gefiihrt hatten. Eines dieser Plasmide wurde
in E. coli Dh5a als E. coli DH5a pJM220_Hyg_surA in die Stammsammlung (Nr.
2506) eingebracht.
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Abbildung 10 Agarose-Gel nach einer Kolonie-PCR zur Uberpriifung der Insertion der
Hygromycin-Kassette in pJM220-puC18T-miniTn7T-hyg-araC-surA. Das Plasmid wurde
zuvor in E. coli DH% transformiert und diese auf Selektivplatten mit 250 Hygromycin pg/ml
ausplattiert. Einzelne Kolonien wurden gepickt und in einer Kolonie-PCR mit anschlie3ender Gel-
Elektrophorese auf das Vorhandensein der Hygromycin-Resistenzkassette getestet. Zeigten sich
Banden auf der Hohe von ca. 1353 bp war von der Anwesenheit der Hygromycin-
Resistenzkassette in dem jeweiligen Klon auszugehen. Die Klone 1, 2, 4 und 6 wurden flr positiv
befunden und fur die Sequenzierung ausgewahlt.

Das generierte Mutatorplasmid wurde des Weiteren auf die induzierbare
Expression von Ab-SurA hin Uberpruft. Dazu wurde ein Western Blot angefertigt
(siehe Abbildung 11). Die Bakterien wurden fir 2-4 h mit 1 % Arabinose (bzw. 1
mM IPTG fur die mitgefihrte Kontrolle mit pCOLI His paSurA FL) induziert,
Gesamtzelllysate hergestellt, in einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit
Antikorpern, gerichtet gegen das Ab-SurA im Western Blot analysiert.
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SurA

Abbildung 11 Western Blot zur Uberpriifung der Expression von der induzierbaren Ab-surA-
Kassette des pJM220-puC18T-miniTn7T-hyg-araC-surA Mutatorplasmids. Induziert wurde
die SurA-Expression in dem das Mutatorplasmid tragenden E. coli DH5a durch Zugabe von 1 %
Arabinose und Wachstum fiir 2- 4 h. Als Kontrolle diente E. coli BL21 pCOLI-His paSurA FL,
welcher unter Induktion mit 1 mM IPTG das SurA aus P. aeruginosa exprimiert. Des Weiteren
wurden als Referenzen sowohl der WT-Stamm von AB5075 als auch die AsurA-Mutante von Ab
AB5075 in das Probenset aufgenommen. Alle Proben wurden mit dem Erstantikdrper AB_SurA
PP-serum Rabbit SA8994 (1:1000) und dem Zweitantikdrper goat anti rabbit POX-Antikérper
(1:1000) behandelt. Ab-SurA hat ein berechnetes Molekulargewicht von rund 47 kD, Pa-SurA von
45 kDa.

Die erfolgreiche Selektion von Mutatorplasmid-tragenden E. coli mit Hygromycin,
die Kolonie-PCR, die Sequenzierung und der Western Blot zeigen, dass das
pJM220-Mutatorplasmid die beiden Komponenten aufweist (siehe Abbildung 12),
die eine Selektion mit Hygromycin und die induzierbare Expression von Ab-SurA
erlauben. Des Weiteren enthalt das Plasmid alle Komponenten, die ihm die
Insertion der araC-surA-Kassette in das Genom von Ab AB5075 an der Stelle der
attTn7 Site downstream des gImS-Gens ermoglichen sollten (Peters & Craig,
2001; Waddell & Craig, 1989).
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Abbildung 12 Plasmidkarte des fertigen Konstruktes von pJM220-puC18T-miniTn7T-hyg-
araC-surA. Ausgewahlte wichtige Strukturelemente des Mutatorplasmids: Tn7R (rechtes Ende
des Tn7-Transposons), FRT (Erkennungssites fir FLP-Rekombinase aus Saccharomyces
cerevisiae zur spateren Entfernung der Hygromycin-Resistenzkassette aus dem Genom), HygR
(Resistenzkassette kodierend fir aph(4)-la aus E. coli, vermittelt Resistenz gegen Hygromycin),
surA (CDS fur surA) unter der Kontrolle des araBAD Promotor, araC (Repressor des araBAD
Promotor), Tn7L (mini-Tn7-Element, linkes Ende des Tn7-Transposons), AmpR
(Resistenzkassette, kodierend fiir eine p-Laktamase (bla), vermittelt Resistenz u.a. gegen
Ampicillin und Carbenicillin).

Alle Versuche der Insertion der induzierbaren surA-Kassette in das Genom von

Ab ABS5075 zeigten sich allerdings trotz zahlreicher Anlaufe und dem Einsatz
verschiedener Mutagenese-Techniken erfolglos. War es zuvor also mdglich eine
solche konditionelle Mutante in Pa zu generieren (Klein et al., 2019), bleibt dieser
letzte Schritt fur die Generierung einer konditionellen /surA-Mutante in Ab

AB5075 offen und Teil eines nachfolgenden Projekts.
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Es konnten hierfur bei den multiplen Anlaufen zur Generierung der konditionellen
AsurA-Mutante jedoch weitere wichtige Erkenntnisse uber das pJM220-
Mutatorplasmid und die Mutagenese von Ab AB5075 gewonnen werden. So
wurde in Ec die Induktormenge titriert, um eine moglichst physiologische SurA-
Expression vom induzierbaren Promoter zu erreichen. Zusatzlich wurde eine
neue Transformationsmethode fur den verwendeten Stamm etabliert und
dadurch die Transformationseffizienz von Ab AB5075 erheblich verbessert, so
dass die besten Voraussetzungen flr weitere Versuche, eine konditionale

Mutante zu generieren, geschaffen werden konnten.

4.2.1 Titration des Induktors Arabinose fiir die Expression von SurA vom
pJM220-puC18T-miniTn7T-hyg-araC-surA Mutatorplasmid
Bei den Ergebnissen des Western Blots zur Uberpriifung der induzierbaren Ab-
surA-Kassette des generierten pJM220-Mutatorplasmids fiel auf, dass die SurA-
spezifische Bande im Western Blot fur den mit 1 % Arabinose induzierten E. coli
DH5a deutlich starker als die des AB5075 WTs ausfiel (siehe Abbildung 11).
SurA wurde in diesem also wesentlich starker als in Ab AB5075 WT exprimiert.
Um das SurA-Expressionslevel an das Level von AB5075 WT anzugleichen,
sollte also die zur Induktion der SurA-Expression genutzte Arabinose-
Konzentration titriert werden. In einem weiteren Western Blot wurden daher
verschiedene Konzentrationen von Arabinose (0,01 — 0,0001 %) getestet
(Abbildung 13).
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E.coli DH5a

#\:3\ pJM220-puC18T-miniTn7T
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Nr. 2506

Abbildung 13 Titration des Induktors fiir die Expression von SurA vom pJM220-puC18T-
miniTn7T-hyg-araC-surA Mutatorplasmid. Die SurA-Expression in dem das Mutatorplasmid
tragenden E. coli DH5a wurde jeweils durch die Zugabe von Arabinose in der Endkonzentration
0,0001 %, 0,001 % und 0,01% induziert. Als Kontrolle diente E. coli BL21 pCOLI-His paSurA FL,
welcher durch die Induktion mit 1 mM IPTG das Pa-SurA exprimiert. Zusatzlich wurde als
Referenz ein Gesamtzelllysat von Ab AB5075 WT verwendet. Alle Proben wurden mit dem
Erstantikdrper AB_SurA PP-serum Rabbit SA8994 (1:1000) und dem Zweitantikdrper goat anti
rabbit POX-Antikérper (1:1000) behandelt. Ab-SurA hat ein berechnetes Molekulargewicht von
rund 47 kD, Pa-SurA von 45 kDa.

Wie in Abbildung 13 zu erkennen ist, liegt die SurA-Expression vom pJM220-
Mutatorplasmids bei Expression in E. coli DH5a bei einer zur Induktion genutzten
Endkonzentration von 0,001 % Arabinose auf etwa vergleichbarem Niveau zu der
SurA-Expression des AB5075 WTs.
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4.2.2 Optimierung der Transformationsmethodik fiir Ab AB5075

Fir die Transformation von Ab AB5075 wurde bislang vor allem die ,twitching
motility“ (siehe 3.3.2.1) von Ab ausgenutzt. Diese Methode fuhrt in der Regel
zwar zur Transformation, ist aber experimentell vergleichsweise aufwandig und
verbraucht viel Plastikmaterial. Durch den Vergleich verschiedener
Transformations-Techniken bei den mehrfachen Anlaufen zur Generierung der
konditionellen surA-Mutante in Ab AB5075 zeigte sich jedoch, dass Ab durch
Elektroporation mindestens ebenso zuverlassig und bedeutend effizienter zu
transformieren ist. Bei dieser Methodik andert das angelegte elektrische Feld die
Permeabilitdt der Bakterienzellmembran derart, dass selbst DNA als geladenes
Molekdl in linearer oder in zirkularer Form in das Bakterium aufgenommen
werden kann (Jacobs, Thompson, Gebhardt, et al.,, 2014). Dies traf auch zu,
wenn zur Transformation mehr als ein Plasmid eingesetzt werden soll. Das neu

etablierte Transformationsprotokoll ist unter 3.3.2.3 nachzulesen.
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5 Diskussion

Gram-negative Erreger stellen eine wachsende Bedrohung flir das weltweite
Gesundheitswesen dar. Grinde hierfur sind vor allem hohe Raten an Antibiotika-
Resistenzen und eine im Verhaltnis dazu zu langsame und wenig nachhaltige
Entwicklung effizienter Therapeutika. Unter den Gram-negativen Bakterien als
Erreger nosokomialer Infektionen kommt Ab ein Anteil von 0,7 bis 4,6 % zu (Lob
et al., 2016). Dabei liegen die MDR-Raten bei eben solchen Ab-Infektionen laut
einer im Rahmen der ,SMART surveillance initiative“ 2016 durchgefuhrten Studie
zwischen 47 — 93 %. Es ist demnach dringend erforderlich, neue Konzepte zur

Pravention und Bekampfung von Infektionen mit Ab zu entwickeln.

Da die OM Gram-negativer Keime, wie z.B. Ab, als Permeabilitatsbarriere und
Trager zahlreicher Virulenzfaktoren mafgeblich zur Antibiotikaresistenz und
Pathogenitat beitragt und zugleich eine einzigartige Architektur aufweist, stellt sie
ein hochinteressantes Ziel fur die Entwicklung neuer Antibiotika dar. Dieser
Intention folgend, wurde im Rahmen meines Projektes versucht, den Einfluss der
OM-Zusammensetzung insbesondere fiir die Aminoglykosid-Resistenz von Ab
besser zu verstehen. Der Fokus lag hierbei auf der Rolle der periplasmatischen
Chaperone SurA, Skp und DegP. Sie beeinflussen durch ihre wichtige Funktion
bei der Biogenese von Aullenmembranproteinen maligeblich die

Zusammensetzung der OM.

In verschiedenen Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass ein Verlust
insbesondere von SurA zu einer beeintrachtigten OM-Barrierefunktion,
reduzierter Virulenz und einer Resensitivierung gegenuber bestimmten
Antibiotika fuhren kann (Justice et al., 2006; Klein et al., 2019; Sklar et al., 2007;
Watts & Hunstad, 2008; Weirich et al., 2017). Bei der Analyse der Rolle dieser
Chaperone in Ab wurde kurzlich gezeigt, dass in Ab eine Deletion aller dieser
drei Chaperone nicht letal ist, seine Resistenz gegeniber Aminoglykosid-
Antibiotika jedoch deutlich beeintrachtigt ist (Birkle et al., 2022). Insbesondere fur
das Aminoglykosid Tobramycin konnte in Ab AB5075 bei einer Deletion von surA
eine Resensitivierung fur bestimmte Antibiotika beobachtet werden (siehe
Tabelle 1).
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5.1 Rolle von SurA fiir die Tobramycin-Resistenz von Ab AB5075?

Um eine mogliche Rolle von SurA fir die Tobramycin-Resistenz von Ab zu
uberprifen, wurde eine Reihe verschiedener Suszeptibilitatstestungen
durchgefuhrt. In MIC-Assays wurden die MHKSs von jeweils einem WT-Stamm
und einer AurA-Mutante der Ab-Stamme AB5075 und AYE, als auch zehn
weiterer klinischer Ab-Isolaten ermittelt. Verglichen wurden dabei die Substanzen
Tobramycin, die strukturell nah verwandten Substanzen Gentamicin, Kanamycin
und Dibekacin und weitere gangige Antibiotika fur die Therapie von Infektionen

mit Gram-negativen Pathogenen.

5.1.1 Reproduktion einer Resensitivierung der Ab AB5075 /surA-Mutante
fiir Tobramycin
Die Beobachtungen einer erhdhten Suszeptibilitat von Ab fur das Aminoglykosid
Tobramycin bei Deletion von surA liel3en sich in den MIC-Assays reproduzieren:
die MHK betrug fur die AB5075 fsurA-Mutante das ca. 17-Fache unter der fur
eine Wachstumshemmung des AB5075 WT bendtigten Konzentration. Zwar
kann hier nicht von einer Resensitivierung gesprochen werden, da sowohl der
AB5075 WT als auch die AB5075 surA-Mutante mit MHKs < 4 mg/l als sensibel
gegenuber Tobramycin zu werten sind, doch weist die signifikante Differenz
dieser Werte auf eine erhohte Sensitivitat der Deletionsmutante hin. Dies
bestatigt die Vermutung eines bestehenden Zusammenhanges zwischen dem

Chaperon SurA und einer Resistenz gegen Tobramycin.

Wie alle Antibiotika aus der Gruppe der Aminoglykoside, interagiert auch
Tobramycin mit der kleinen 30S-Untereinheit des bakteriellen Ribosoms und
induziert dabei den Einbau falscher Aminosauren in die gerade an dieser Stelle

entstehenden Polypeptide. Dies hat zur Folge, dass missgefaltete, nicht-
funktionale Proteine entstehen und dadurch bakterizider Einfluss auf die
Bakterienzellen genommen werden kann (Davis, 1987). Gerade zur Behandlung
von schweren Infektionen mit Gram-negativen Bakterien wird Tobramycin daher
oft in Kombination mit einem B-Laktam-Antibiotikum eingesetzt (Nakamura et al.,
2000). Resistenzen gegenuber Tobramycin kénnen demnach folgenschwere

Auswirkungen auf die Therapie und letztlich das Uberleben der betroffenen
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Patienten haben. Dabei sind die zugrunde liegenden Mechanismen einer solchen
Resistenz gegenuber Tobramycin sehr vielfaltig (Anderson et al., 2018). In
Analysen von Gallagher et al. (2017) konnten Gene des Kerngenomes von Ab
AB5075 identifiziert werden, die mit einer intrinsischen Tobramycin-Resistenz
assoziiert sind. Darunter fanden sich auch die Gene der PPlasen PpiA, PpiB,
PpiD und SurA, was mdoglicherweise auf eine Schlisselfunktion von
periplasmatischen Peptidyl-Prolyl-lsomerasen bzw. der OMP-Biogenese in
diesem Kontext hinweisen konnte. Die dazu stimmigen Daten und Erkenntnisse
dieser und vorangegangener Arbeiten unseres Labors, bestatigen die Annahme
einer besonderen Rolle von SurA in dem Entstehen und dem Erhalt einer
Resistenz gegen Tobramycin. Als periplasmatisches Chaperon liegt die
Hauptfunktion von SurA in der Vermeidung von Fehlfaltungen von v.a. der OMPs
(Lazar & Kolter, 1996; Sklar et al., 2007). Ist SurA nun abwesend und die
Bakterienzelle zusatzlich dem Stress durch die Akkumulation weiterer
missgefalteter Proteine durch den Einfluss von Tobramycin ausgesetzt, konnte
dies in einem bakteriziden Synergismus minden und die erhdhte Suszeptibilitat
von Ab gegenuber Tobramycin bei Deletion von surA erklaren. Um diesen
mdglichen Synergismus experimentell zu untersuchen, wurde das Ausmal der
Auswirkungen einer surA-Deletion in Ab analysiert. Dazu zahlten vergleichende
Untersuchungen der Zelloberflachenladung, der OM-Permeabilitat und der
Efflux-Pumpen-Aktivitat zwischen WT und surA-Deletionsmutante. Des Weiteren
wurde der Einfluss einer Stimulation mit Tobramycin auf die Expressionslevel
spezifischer, Resistenz-vermitteinder Gene im WT und der surA-
Deletionsmutante durch komparative Transkriptomanalysen untersucht. Es
stellte sich auch die Frage, inwiefern ein solcher Synergismus zwischen surA-
Deletion und Tobramycin-Stimulation Ubertragbar auf weitere Substanzen der
Gruppe der Aminoglykosid-Antibiotika ist. Die bakterizide Wirkung aller
Aminoglykoside basiert letztlich auf dem Prinzip der Protein-Missfaltung (Davis,
1987), was die Auswirkungen einer surA-Deletion in den betroffenen
Bakterienzellen malgeblich verscharfen und die Deletionsmutanten auch fir
weitere Substanzen unter den Aminoglykosid-Antibiotika suszeptibler machen

konnte.
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5.1.2 Uberpriifung der Spezifitit dieses Effektes fiir Tobramycin -
Vergleich mit den strukturell nah verwandten Aminoglykosiden
Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin

Um zu Uberprufen, ob sich der Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von

SurA und einer erhdhten Suszeptibilitat fur Tobramycin spezifisch ist, oder auf

weitere strukturell sehr nahverwandte Substanzen aus der Gruppe der

Aminoglykoside ausgeweitet werden kann, wurden auch die MHKs flr

Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin ermittelt.

Tobramycin, Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin weisen alle als zentrales
Strukturelement einen jeweils 4,6-disubstituierten Deoxystreptamin-Ring und
dadurch einen hohen Grad struktureller Verwandtschaft auf (Magnet &
Blanchard, 2005). Ihre Unterschiede liegen lediglich in der Substitution mit
variablen Resten an eben diesem Ring (siehe Tabelle 19). Nimmt man
Tobramycin als Referenz, so unterscheidet sich Kanamycin von Tobramycin —
wenn wie in den Arbeiten zu diesem Projekt als Gemisch aus Kanamycin A und

B verwendet — in den zusatzlichen OH-Gruppen an den Positionen der Reste 4
bzw. 5. Dibekacin weist im Vergleich zu Tobramycin lediglich an der Position des
Restes 3 eine zusatzlichen OH-Gruppe auf. Der strukturelle Unterschied von
Gentamicin zu Tobramycin ist etwas umfassender: an den Positionen der Reste
4, 5 und 7 bis 10 unterscheiden sich die Substituenten fur Gentamicin, zumeist

handelt es sich dabei um eine zusatzliche OH- oder CH3-Gruppe.

Zur Uberpriifung, ob der fiir Tobramycin beobachtete Effekt einer
Resensitivierung von Ab bei surA-Deletion also spezifisch an der chemischen
Struktur der Substanz liegt, wurden diese strukturell nahen Verwandten unter den

Aminoglykosiden ebenfalls in die Suszeptibilitatstestungen miteinbezogen.

Bezogen auf den AB5075-Stamm zeigt sich zwischen WT und surA-Mutante flr
Kanamycin mit einer ca. 2,4-fachen MHK-Reduktion unter diesen drei
Therapeutika die geringste Differenz. Darauf folgt Gentamicin mit einer ca. 212-

fachen MHK-Reduktion von WT zu der AsurA-Mutante. Die grofte Differenz der
MHKs zwischen dem AB5075 WT und der AB5075 fsurA-Mutante ist fur
Dibekacin zu verzeichnen: die MHK der surA-Mutante liegt das rund 4.092-
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Fache unter dem fur den WT ermittelten Wert von > 160 mg/I Dibekacin. Aufgrund
fehlender Breakpoint-Angaben in der Literatur kann eine finale Beurteilung als
.resistent* oder ,suszeptibel“ an dieser Stelle nicht erfolgen. Jedoch befindet sich
die MHK fir die surA-Mutante in dem Konzentrationsbereich einer
therapeutisch denkbaren Dosierung, weshalb von einer Resensitivierung der Ab

AB5075 furA-Mutante fur Dibekacin ausgegangen werden kann.

Der vermutete Zusammenhang zwischen dem Chaperon SurA und einer
Resistenz gegen Tobramycin lasst sich fur Ab AB5075 folglich bestatigen und

dartber hinaus auf die strukturellen Tobramycin-Verwandten Gentamicin und
Dibekacin, mit Einschrankungen auch auf Kanamycin, unter den

Aminoglykosiden ausweiten.

Dass unter den in diesem Projekt getesteten Aminoglykosiden allen voran
Dibekacin die grofliten Effekte aufzeigt, ist bemerkenswert. Dibekacin wurde
erstmalig 1971 als semisynthetisches Kanamycin B-Derivat (3', 4’-Dideoxy-
Kanamycin B) in Japan hergestellt und ist dort seit 1973 in klinischer Verwendung
(Oizumi et al., 1974). Wie auch das Aminoglykosid Amikacin wurde Dibekacin
aus Kanamycin entwickelt, um Infektionen mit Kanamycin-resistenten Erregern
wieder therapierbar zu machen. Durch die Abwesenheit der OH-Gruppen an den
Resten 3 und 4, ist das Molekll vor Phosphorylierung und Adenylierung an
diesen Stellen und einer Acetylierung an der 3-Aminogruppe des 2-
Deoxystreptamin-Ringes durch in Kanamycin-resistenten Stammen exprimierte
AMEs geschutzt (Schassan & Witt, 1979; Umezawa et al., 1975). Dibekacin wird
stattdessen von denselben bakteriellen Enzymen wie Tobramycin, v.a. also
durch 6’-N-Acetylierung und 2"-Nukleotidylierung, inaktiviert (Deforges et al.,
1982). Dies ist naheliegend, da sich die beiden Molekule, wie zuvor beschrieben,
lediglich um eine OH-Gruppe an dem Rest 3 des Deoxystreptamin-Ringes

unterscheiden.

Hinsichtlich seiner Pharmakokinetik und dem Wirksamkeitsspektrum jedoch,
scheint Dibekacin vergleichbarer zu Gentamicin als dem eigentlich strukturell
naher verwandten Tobramycin zu sein: in einem Vergleich der MHKs fur

Dibekacin und Gentamicin von 221 verschiedenen klinischen Isolaten zeigte sich
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Dibekacin nur in einigen wenigen Pa-Stammen wirksamer als Gentamicin,
insgesamt also sehr vergleichbar zu diesem (Hill et al., 1981). Therapeutische
Vorteile bei dem Einsatz von Dibekacin lagen demnach entweder in einer
geringeren Toxizitat der Substanz oder in einer synergistischen Wirkung in
Kombination mit anderen Therapeutika. Hinsichtlich der Toxizitat ist festzuhalten,
dass Dibekacin sowohl in akuten Infusionsstudien als auch in Studien mit
Mehfachdosierungen im Tiermodell vergleichbar hohe Konzentrationen im
Nierenrindengewebe wie Gentamicin erreicht und diese deutlich Gber den Werten
fur Tobramycin liegen (Whelton et al., 1980). Die demnach sehr hohe inharente
Nephrotoxizitdt von  Dibekacin  gilt es in jedem Fall bei
Therapiekonzeptionierungen zu beachten. Synergistische Effekte konnten flr
den kombinatorischen Einsatz von Dibekacin und Sulbenicillin in Pa gezeigt
werden, sogar wenn diese nur in subinhibitorischen Konzentrationen eingesetzt

wurden (Aonuma et al., 1987).

Setzt man nun diese Fakten mit den in dem Projekt gewonnenen Erkenntnissen
in Zusammenhang, zeichnet sich ab, dass fur den Einsatz von Dibekacin bei Ab-
Infektionen eine Kombinationstherapie mit einem SurA-Inhibitor die wohl
vielversprechendste Strategie sein konnte. Mit Dibekacin hat sich unter den
neben Tobramycin getesteten Substanzen Gentamicin, Kanamycin, Dibekacin
und Amikacin fur den Ab-Stamm AB5075 eine weitere Substanz identifizieren
lassen, bei der der Effekt einer Resensitivierung von Ab AB5075 bei surA-
Deletion ebenfalls und zudem noch viel deutlicher als fur Tobramycin  zu
beobachten war.

Was der Grund hierfur ist, lasst sich zu diesem Zeitpunkt noch nicht abschliel3end
sagen. Hinsichtlich der bereits ausgefuhrten strukturellen Unterschiede zwischen
den Substanzen konnte eine veranderte Expression von Aminoglykosid-
modifizierenden Enzymen unter surA-Deletion entscheidend Einfluss nehmen.
AMEs senken durch die Modifikation funktionaler Gruppen die Fahigkeit und
Effizienz der Aminoglykosid-Antibiotika, an ihre Zielstruktur, die 30S-Untereinheit
der bakteriellen Ribosomen, zu binden (Benveniste & Davies, 1973; Ramirez &
Tolmasky, 2010). Diese funktionalen Gruppen sind zumeist die Reste an den

variabel substituierten Ringen der Aminoglykoside. Liegt hier eine Abweichung,
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wie z.B. zuvor ausgefuhrt zwischen Tobramycin und Dibekacin, vor, kann es
passieren, dass das Bakterium zwar die eine, nicht aber die andere Substanz mit
derselben Ausstattung an AMEs inaktivieren kann. Da Dibekacin jedoch von
denselben AMEs wie Tobramycin inaktiviert wird (Deforges et al., 1982), scheint

diese Erklarung weniger plausibel.

Auch scheint eine erhdhte Aminoglykosid- bzw. Tobramycin-Suzeptibilitat durch
eine Deletion von surA zumindestens teilweise stammspezifisch und nicht
einfach generalisierbar zu sein, da man den Effekt bei dem Ab-Stamm AYE
wesentlich schwacher bzw. Uberhaupt nicht beobachten konnte. Um dennoch
eine Erklarung der Beobachtungen einer SurA-vermittelten Aminoglykosid-
Resistenz von Ab AB5075 zu finden, wurde in einem weiteren Teil meines

Projekts nach mdglichen Ursachen hierflr gesucht.
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5.1.3 Mogliche Mechanismen einer Rolle von SurA fiir die Aminoglykosid-
Resistenz von Ab AB5075

5.1.3.1 Zellphysiologische Erklarungen fur die Rolle von SurA fiir die
Tobramycin-Resistenz von Ab AB5075

Auf der Suche nach einer moglichen Erklarung der Beobachtungen zu einer
reduzierten Aminoglykosid-Resistenz in Abwesenheit von SurA, wurde zunachst
ein Blick auf mogliche physiologische Auswirkungen einer surA-Deletion in Ab
geworfen. In Versuchen zur Evaluation der Zelloberflachenladung, der OM-
Integritdt und dem Efflux-Influx-Verhaltnisses der Bakterienzellen, wurde
Uberprift, inwieweit ein Fehlen von SurA diese Aspekte beeinflusst. Da all diese
Aspekte eine veranderte Bindung, Aufnahme bzw. den Efflux antibiotisch
wirksamer Substanzen verursachen kdnnen, kdnnten sie ursachlich sein fur die
beobachteten Suszeptibilitatsunterschiede zwischen dem WT und der SurA-

Mutante.

Aufgrund ihrer polykationischen Valenz binden Aminoglykoside bei Kontakt mit
der Oberflache einer Gram-negativen Bakterienzelle an deren anionische
Komponenten wie OMPs, Phospholipide und LPS (Ramirez & Tolmasky, 2010;
Vanhoof et al., 1995). Je nach Auspragung der Oberflachenladung adhariert also
mehr oder weniger des verabreichten Aminoglykosids an die Zelle, akkumuliert
dort und kann vermehrt in die Bakterienzelle eindringen, um seine Wirkung zu
entfalten. Die Zelloberflachenladung spielt demnach eine wichtige Rolle in der
Aufnahme und Wirksamkeitsentfaltung dieser Therapeutika. Daher wurde die
Oberflachenladung von WT und surA-Mutanten von Ab AB5075 und AYE in

einem Zytochrom C-basierten Assay vergleichend untersucht.

Die Ergebnisse dieses Assays zeigten, dass sich die Zytochrom-C — Bindung und
demnach die Zelloberflachenladung zwischen AB5075 WT und der AB5075
MsurA-Mutante nicht signifikant unterscheidet (siehe Abbildung 3). Zwischen dem
AYE WT und der AYE surA-Mutante ist tatsachlich eine groRere Differenz zu
beschreiben (~20 % weniger Bindung bei der urA-Mutante). Ob diese jedoch
reprasentativ fur weitere Ab-Stamme (nicht AB5075) ist und demnach von

therapeutischer Relevanz ware, lasst sich nicht sagen.
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Festzustellen bleibt, dass eine veranderte Oberflachenladung, zumindest soweit
sie mit diesem Assay quantifiziert werden kann, in AB5075 nicht ursachlich fir
die erhdhte Tobramycin-Sensitivitat  der MsurA-Mutante  ist.  Eine
Zusammenfassung der bislang beschriebenen Auswirkungen der Deletion von

surA in Ab AB5075 und AYE bietet Tabelle 24.
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Tabelle 24 Zusammenfassung der analysierten Auswirkungen einer Deletion von surA in Ab AB5075 und AYE

. . . Ab AB5075 Ab AYE
Auswirkungen im Vergleich zu . . i .
Ab AB5075 WT AsurA WT (Vergleich mit AsurA (Vergleich mit
AB5075 WT) AYE WT)

Antibiotikasuszeptibilitat

AMK > 1 1

TOB 1 s 1
Aminoglykoside GEN ™ > 1

KAN 1 ! !

DBK 11 1 1
Penicilline PIT > > 1

IMP —
Carbapeneme " "

MER o 11 11

LEV > < <
Fluoroquinolone

CIP > > <~
Polymyxine COL > > >
Zelloberflachenladung
Zytochrom C - Absorption I > > I !

M leicht erhéht (MHK 1 Stufe héher)

M maRig erhoht (MHK 2 Stufen héher)

M stark erhdht (MHK 3 Stufen héher)

{ reduziert (MHK 1 Stufe niedriger)

<> keine Veranderung im Vergleich zu Ab AB5075 WT

(AMK=Amikacin,

TOB=Tobramycin,

GEN=Gentamicin,

KAN=Kanamycin,

DBK=Dibekacin, PIT=Piperacillin/Tazobactam, IMP=Imipenem, MER=Meropenem,
LEV=Levofloxacin, CIP=Ciprofloxacin, COL=Colistin)
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Eine unterschiedliche Zelloberflachenladung ist demnach nicht der Grund fur die
erhdhte Tobramycin-Sensitivitat von Ab bei surA-Deletion. Aus diesem Grund wurden
von Birkle et al. (2022) zwei weitere Aspekte beleuchtet, die diese Beobachtung
ebenso erklaren kénnten. Dies waren zum einen die OM-Permeabilitat der Bakterien
und zum anderen die Efflux-Pumpen-Effizienz in den jeweiligen Stammen. Sowohl
eine erhohte Permeabilitat als auch eine Aktivitatseinschrankung der Efflux-Pumpen

bei surA-Deletion kdnnten zu einer lokal hoheren Wirkstoffkonzentration der
verabreichten Substanzen in den Bakterienzellen fihren und so die beobachteten

Suszeptibilitatsunterschiede zwischen WT und fsurA-Mutanten erklaren.

Um die Permeabilitat der OM, die Wirksamkeit von Efflux-Pumpen und damit die Netto-
Aufnahme zwischen AB5075 WT und der AB5075 surA-Mutante zu vergleichen, kann
ein NPN-basierter Assay verwendet werden. Solche Experimente wurden im Rahmen
der Publikation von Birkle et al. (2022) durchgefuhrt. N-Phenyl-1-naphthylamin (NPN)
ist ein hydrophobes Molekil, das in hydrophobem Milieu fluoresziert. Ein solches
Milieu stellt auch die innere Schicht der OM von Gram-negativen Bakterien dar. In
diese kann NPN im Normalfall aufgrund der anwesenden LPS nur sehr schlecht
eindringen. Ist die OM in ihrer Zusammensetzung und Funktion jedoch beeintrachtigt,
kann NPN sich darin einlagern. Hohe Fluoreszenzwerte weisen demnach auf eine
beeintrachtigte OM-Integritat hin. Zudem kann NPN von einigen Efflux-Pumpen wieder
aus der Zelle entfernt werden. Es stellt somit einen geeigneten Indikator fur die
Beurteilung sowohl der Integritat der OM als auch der Effizienz einer Reihe von Efflux-
Pumpen dar. Abbildung 14 zeigt Daten aus Birkle et al., (2022). Zu sehen sind flr eine
Reihe von Deletionsmutanten und den WT des AB5075-Stammes ermittelte
Unterschiede in den initialen Fluoreszenzwerten (welche die OM-Permeabilitat
wiederspiegeln, da gleichzeitig die Aktivitat der Efflux-Pumpen durch CCCP inhibiert
wurde) und Werte fur die Reduktion der Fluoreszenzwerte unmittelbar nach
Reaktivierung der Efflux-Pumpen durch die Zugabe von Glukose (was eine Beurteilung
der Effizienz der Entfernung von NPN aus dem Zellinneren durch die Efflux-Pumpen

erlaubt).
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Abbildung 14 Uberpriifung der Membranintegritit und Efflux-Aktivitit von Ab AB5075 WT und
verschiedenen Deletionsmutanten durch einen NPN-Assay. 1-N-phenylnaphthylamine (NPN)
fluoresziert lediglich in hydrophober Umgebung. Hoéhere Fluoreszenzwerte deuten folglich auf eine
erhdhte Aufnahme und damit eine reduzierte AuRenmembranintegritat hin. (A) Membranintegritat. Vor
Beladung der Zellen mit NPN wurden die Efflux-Pumpen aller Zellen durch Behandlung mit CCCP de-
energetisiert und die NPN-Fluoreszenz photometrisch quantifiziert. Gezeigt ist der relative Unterschied
der Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp. (B) NPN-Efflux. Durch die Zugabe von Glukose wurden die
Efflux-Pumpen reaktiviert und die NPN-Fluoreszenzwerte unmittelbar danach erneut quantifiziert.
Gezeigt ist die prozentuale Reduktion im Vergleich zur Ausgangsfluoreszenz in %. Alle
Fluoreszenzwerte wurden jeweils auf die im Ansatz vorhandene Bakterienzahl normiert. Es erfolgten 3
voneinander unabhangige Messungen und eine statistische Analyse mit One-way-ANOVA (**p 0.001-
0.01 oder *p 0,01-0,05). Die Abbildung wurde Birkle et al. (2022) entnommen und modifiziert.
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Es ist zu erkennen, dass die Einzelknockout-Mutante /skp und die Doppelknockout-
Mutante /skp AlegP, und nicht etwa die Tripelknockout-Mutante /surA skp KlegP,
eine signifikant hohere Fluoreszenz als der WT aufweisen. Die  fsurA-Mutante zeigt
verglichen mit dem WT hingegen eine marginal verringerte Fluoreszenz (Abb. 14A).

Hinsichtlich der Reduktion der NPN-Fluoreszenz im  Vergleich  zur
Ausgangsfluoreszenz nach Reaktivierung durch Glukose weist unter den
Deletionsmutanten lediglich die Einzelknockout-Mutante AlegP signifikant verringerte
Werte im Vergleich zum WT auf (Abb. 14B). Gleiches gilt fur die, fur die Expression

bestimmter Efflux-Pumpen defiziente und damit als Positivkontrolle dienende fdeR —
Mutante. Zusammenfassend scheint also vielmehr Skp als SurA wichtig fur die OM-

Permeabilitat zu sein und DegP scheint eine Rolle fir den Efflux zu spielen.

Hinsichtlich der Aktivitat der Efflux-Pumpen ist also festzuhalten, dass zwischen der
AB5075 urA-Mutante und dem AB5075 WT keine signifikanten Unterschiede
bestehen. Sowohl hinsichtlich der initialen NPN-Fluoreszenz zur Quantifizierung der
OM-Integritat, als auch bei Betrachtung der Reduktion der NPN-Fluoreszenz nach
Glukose-Zufuhr zur Quantifizierung der Efflux-Pumpen-Aktivitat gibt es hier keinen
signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 14). Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass
der NPN-Assay naturlich nur ein Surrogat flir die Analyse der Interaktion der
Bakterienzellen mit Tobramycin sein kann und der Assay auch nicht unbedingt den
Efflux von Tobramycin wiederspiegeln muss. Was der Assay aber zeigt, ist, dass es in
der surA-Mutante keine globale und tiefgreifende Beeintrachtigung der OM-
Permeabilitat gibt und der Efflux (soweit er hiermit abgebildet werden kann) durch das

Fehlen von SurA ebenfalls nicht gravierend verandert wird.

Die theoretisch denkbaren Folgen einer veranderten Zelloberflachenladung, einer
erhdhten Durchlassigkeit der OM oder eingeschrankten Aktivitat der Efflux-Pumpen
aufgrund einer veranderten OM-Zusammensetzung durch die Deletion des
periplasmatischen Chaperons SurA, konnen demnach in der Praxis nicht als
Erklarungsmodell fur die verminderte Tobramycin- bzw. Aminoglykosid-Resistenz der
Ab AB5075 furA-Mutante dienen. Um andere mogliche Erklarungen fur die
beobachteten Effekte zu untersuchen, wurde daher die Suche in einem nachsten

Schritt auf Transkriptom-Ebene fortgefuhrt.
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Daflr wurden zunachst allgemein Veranderungen der Genexpression durch die
Deletion von surA und spezifischer die Expression von Resistenzdeterminanten des
periplasmatischen Raumes in einer vergleichenden RNA-Sequenz-Analyse von Ab
AB5075 WT und ssurA-Mutante untersucht.

5.1.3.2 Suche nach Erklarungen fiir die Rolle von SurA fiir die Tobramycin-Resistenz
von Ab AB5075 auf mRNA-Ebene

Es ist bekannt, dass die Zusammensetzung der OM nicht der einzige Faktor ist, der

die Suszeptibilitdt von Bakterien gegenuber Antibiotika entscheidend beeinflussen

kann. Vielmehr existieren zahlreiche weitere Mechanismen, z.B. veranderte

Zielstrukturen und die Expression modifizierender oder inaktivierender Enzyme. Eine

wichtige Gruppe solcher Enzyme ist die der Aminoglykosid-modifizierenden Enzyme

(AMEs) (Magnet & Blanchard, 2005). Letztere kdnnen auch in Ab wesentlich zur

Entstehung und Aufrechterhaltung von Multiresistenzen beitragen und kénnten z.B.

durch Stressinduktion, die aus der surA-Deletion mdglicherweise resultiert, in ihrer

Expression verandert sein (Gallagher et al., 2015).

Far die Tripelknockout-Mutante AsurAAskpAdegP konnte in vorangegangenen
Arbeiten gezeigt werden, dass das fur die Aminoglykosid-Phosphotransferase
APH(3’)-VI kodierende Gen aphA6 des p1AB5075-Plasmids von AB5075 (Gallagher

et al.,, 2015; Ramirez & Tolmasky, 2010), ein transposables Element, verloren
gegangen war (Birkle et al., 2022). Mobile genetische Elemente wie das p1AB5075-
Plasmid sind natlrliche Vektoren des horizontalen Gentransfers (Shintani et al., 2015).
Aufgrund ihres rekombinanten Charakters sind sie dazu befahigt, auf ihnen befindliche
Gene zu mobilisieren und an anderer Stelle zu inserieren oder gar, wie im Falle des
aphA6-Gens, zu deletieren (Lipszyc et al., 2022; Partridge et al., 2018). Dies kann eine
gesteigerte Suszeptibilitdt der Tripelknockout-Mutante gegenliber Tobramycin
zumindest teilweise erklaren. Dieser Genverlust war jedoch nicht in den Doppel- und
Einzelknockout-Mutanten erfolgt. Die erhohte Sensitivitat der surA-Mutante
gegenuber Tobramycin, Gentamicin, Kanamycin und allen voran Dibekacin kann
demnach nicht auf einen Verlust des fur APH(3’)-VI kodierenden Bereichs
zuruckgefuhrt werden. Eine veranderte Expression dieser und auch anderer AMEs
konnte jedoch weiterhin ursachlich flr die veranderte Aminoglykosid-Resistenz der

/surA-Mutante sein.
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Moégliche Kandidaten sind zahlreich, wurden in AB5075 doch 32 Gene im
Zusammenhang mit einer Resistenz gegen Tobramycin identifiziert (Gallagher et al.,
2017). Darunter sind lediglich 3 Gene nicht auf dem Kerngenom, sondern plasmidisch
kodiert: aadB und aacA4 auf dem p1AB5075-Plasmid und ein Gen fur ein Protein
unbekannter Funktion auf dem p2AB5075-Plasmid von AB5075 (Gallagher et al.,
2017). Tabelle 22 bietet eine Ubersicht Uber die aus diesem Pool und weiteren
potenziell einflussreichen periplasmatischen Faktoren von Ab AB5075 (Scribano et al.,

2019), die nach der Transkriptom-Analyse genauer betrachtet werden sollten.

Zudem sollte untersucht werden, ob sich die zellulare Antwort einer surA-Mutante auf
die Stimulation mit Tobramycin grundlegend von der des WTs unterscheidet. Daher
wurden sowohl unstimulierte als auch mit subinhibitorischen Konzentrationen von

Tobramycin stimulierte Zellen in die Analysen eingeschlossen (siehe 3.3.7).

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse zeigten, dass von den ausgewahlten 32
Kandidatengenen lediglich drei Gene unter Stimulation mit Tobramycin eine signifikant
erhdhte Expression aufweisen. Diese kodieren fir einen RND-Efflux-
Pumpenbestandteil (ABUW_0010, bzw.  ABUW_RS00050) und zwei
Acetyltransferasen (ABUW_3710 bzw. ABUW_RS18055 und ABUW_2640, bzw.
ABUW_RS12810). Des Weiteren fielen funf Gene auf, die durch die Stimulation mit
Tobramycin in ihrer Expression signifikant verandert waren. Darunter waren unter
Tobramycin-Stimulation ebenso verstarkt exprimiert die fur ein Fimbrien-/Pilus-OMP
(ABUW _2312, bzw. ABUW_RS11245) und fur ein weiteres Fimbrienadhasionsprotein
(ABUW_2313, bzw. ABUW_RS11250) kodierenden Gene. Die Expression der Gene
fur das mit Carbapenem-Resistenz assoziierte OMP CarO (ABUW_1015), fur eine
Methyltransferase (ABUW_3197, bzw. ABUW_RS15520) und fur ein bislang
uncharakterisiertes Protein (ABUW_3198, bzw. ABUW_RS15525), zeigten unter
Tobramycin-Stimulation hingegen eine reduzierte Expression. Diese Beobachtungen
gelten gleichermalRen fur Ab AB5075 WT als auch fur die surA-Mutante bei
Stimulation mit Tobramycin. Einzig davon ausgenommen sind die beiden Gene
ABUW 3197 und ABUW 3198, welche nur bei der fsurA-Mutante bei Stimulation mit
Tobramycin keine Veranderung in ihren Expressionslevels zeigten. Die exakte

zellulare Funktion dieser beiden Faktoren ist jedoch nicht bekannt.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich die zellulare Antwort der Ab

AB5075 surA-Mutante auf die Stimulation mit Tobramycin nicht grundlegend von der
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des WTs unterscheidet. Zur Klarung der Frage, welche Rolle ABUW_3197 und
ABUW_3198 in diesem Zusammenhang spielen, waren jedoch weiterfuhrende

Untersuchungen notwendig.

Stattdessen sind fur beide Proben bei Tobramycin-Stimulation simultane
Veranderungen der Expressionslevel bestimmter Gene zu beobachten. Dass hierunter
vor allem die an der Fimbrien- und Pilus-Biogenese beteiligten Gene ABUW_2312 und
ABUW_ 2313 derart signifikant verstarkt exprimiert sind, ist interessant und kongruent
zu Ergebnissen vorangegangener Studien. In diesen wurden Veranderungen des
Transkriptoms von Ab im Verlauf einzelner MDR-Ab-Infektionen und deren Therapien
durch RNA-Sequenzierung untersucht (Wright et al., 2016; Wright et al., 2017). Dabei
wurde ersichtlich, dass v.a. das csu Operon sehr dynamischen Remodellierungs-
Prozessen unterliegt. Chaperone-usher (Csu)-Pili sind adhasive
Oberflachenorganellen, die mafigeblich zur Biofilmbildung beitragen kdnnen und von
zahlreichen Gram-negativen Pathogenen produziert werden (de Breij et al., 2009;
McQueary & Actis, 2011; Pakharukova et al., 2018). Den Typ-I-Pili zugehérend,
werden Csu-Pili in Ab von einem sechs Gene umfassenden Operon (csuA/BABSDE;
ABUW _1487 bis ABUW _1492) kodiert (Tomaras et al., 2008).

Den LocusTags von ABUW_2312 (annotiert als htrE; Pili-Assemblierungs-Chaperon)
und ABUW_2313 (annotiert als fimA_2, Fimbrien-Biogenese-OM Usher Protein) und
ihrer Anordnung im Genom zu entnehmen, konnten auch diese beiden Gene
zusammen mit ABUW_2310 (annotiert als fimF; Fimbrienprotein) und ABUW_2311
(annotiert als fimC_1/2; periplasmatisches Pili-Assemblierungs-Chaperon) ein Operon
bilden, wie ein Blick auf die Genomsequenz von Ab AB5075 an dieser Stelle zeigt
(siehe Abbildung 15).
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Acinetobacter baumannii strain AB5075-UW, complete genome

GenBank: CPO08706.1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback
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Abbildung 15 Auszug aus der Genomsequenz von Ab AB5075 um die Gene ABUW_2312 (htrE) und ABUW_2313 (fimA_2)

Die vollstandige Sequenz ist einzusehen unter https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/CP008706.1?report=graph.
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Auch die in etwa vergleichbar erhohte Expression von ABUW_2312 und ABUW_2313,
sowie von ABUW_2310 und ABUW_2311 bei Stimulation mit Tobramycin im Vergleich
zu ihren Expressionslevels in unstimulierten Zellen von Ab AB5075 WT und der/surA-

Mutante spricht fur das Vorliegen eines Operons.

Die Assemblierung von Typ I-Pili in Gram-negativen Bakterien erfordert ein komplexes
Zusammenspiel mehrerer Protein-Translokationssysteme (Fronzes et al., 2008). So
werden Pilus-Untereinheiten beispielsweise Uber das SecYEG-Translokon uber die IM
in das Periplasma transportiert, um dort mit der Hilfe periplasmatischer Chaperone wie
HtrE oder FimC1/2 und Usher Proteinen wie FimA2 verlinkt und polymerisiert zu
werden (Chahales & Thanassi, 2015; Jones et al., 1997). Diesem komplexen
Zusammenspiel entsprechend, sind an der Pilus-Biogenese stets mehrere Gen-
Cluster beteiligt, worunter vor allem das fim Gen-Cluster von E. coli bekannt ist (Klemm
et al., 1985). Dieses liegt unter der Kontrolle eines als fimS bezeichneten Promotors,
welcher phasenabhangig und stressinduziert die Ausbildung von Typ I-Pili in E. coli
reguliert (Bessaiah et al., 2021).

Als Subgruppe der Typ I-Pili ist auch den Csu-Pili ein  Gen-Cluster zugehorig
(csuA/BABSDE, s.o.), welches in klinischen lIsolaten von Ab als hoch konserviert
beschrieben ist (Moriel et al., 2013). Das Csu-Gen-Cluster unterliegt der Regulation
durch das Zweikomponenten-System bfmR/S (Tomaras et al., 2008). Besondere
Bedeutung kommen dabei den Pilus-Komponenten CsuA/B und CsuC, welche in
einem ersten Schritt der Pilus-Biogenese zu einem Komplex praassemblieren, und
CsuE, aufgrund seiner Lokalisation an der Pilus-Spitze, zu (Pakharukova et al., 2015).
Unterbrechungen der ORFs von csuC und csuE durch darin fehlinserierte Sequenzen
resultierten in Ab 19606 in nicht-piliilerten Zellen, die zu Adhasion und Biofilmbildung

nicht mehr fahig waren (Tomaras et al., 2003).

Die Fahigkeit zur Adhasion ist jedoch ein wichtiger Virulenzfaktor pathogener
Bakterien. Durch sie kdnnen die Bakterienzellen an den Wirtszellen anheften und eine
Kolonisation mdglich werden. Zudem wurde gezeigt, dass Pili wichtig sind fur die
Bildung von Biofilmen (O'Toole & Kolter, 1998a, 1998b; Recht et al., 2000; Tomaras
et al., 2003). Ist Ab nun in seinen Fertigkeiten fur diesen initialen Schritt einer Infektion
und moglicherweise auch in seiner Fahigkeit zur Biofilmbildung eingeschrankt, ist zu
vermuten, dass dadurch seine Virulenz reduziert ist und zusatzlich seine Suszeptibilitat
fur eine Antibiotikatherapie (durch die reduzierte Biofilmbildung) erhoht ist.
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Dies macht die Fimbrien- und Pilus-Biogenese zu einem weiteren interessanten
Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer Drug Targets und Gene wie ABUW_2312 und

ABUW_2312 zu vielversprechenden Kandidaten fur weitere Analysen.

In Kombination mit der Beobachtung einer verminderten Expression von ABUW_0010
(annotiert als adeT; Efflux-Pumpe vom RND-Typ) bei Tobramycin-Stimulation, |&sst
sich des Weiteren ein inverser Zusammenhang zwischen Biofilmbildung und Efflux-
Pumpen-Aktivitat in Ab vermuten. In friheren Studien wurde bereits beobachtet, dass
Ab-Mutanten, welche die RND-Efflux-Pumpen-Gene adeABC und adeldK
Uberexprimieren, reduzierte Level an Pilus-Proteinen und folglich eine eingeschrankte
Fahigkeit zur Biofilmbildung aufweisen (Yoon et al., 2015). Ob sich diese Beobachtung
jedoch ohne Weiteres auf einen Zusammenhang zwischen einer verminderten adeT-
Expression und einer kompensatorisch gesteigerten Biofilmbildung durch
Uberexpression von an der Fimbrien- und Pilus-Biogenese beteiligten Gene wie
ABUW_2312 und ABUW_2313 ubertragen lasst, ist fraglich und bedarf weiterer
Untersuchungen. Zumal adeT in der Literatur kaum Erwahnung findet, da vor allem die
RND-Efflux-Pumpen AdeABC, kodiert von dem adeRS Operon (Marchand et al.,
2004), AdelJK und AdeFGH von groRer Bedeutung fiir die Antibiotikaresistenz in Ab
sind (Coyne et al., 2011; Gallagher et al., 2015).

Transkriptionelle Veranderungen unter Stressbedingungen, wie z.B. durch die
Behandlung mit Antibiotika, umfassen stets zahlreiche Veranderungen und so ist ein
Ruckschluss auf lineare Zusammenhange meist nur ein Teilaspekt in einem weitaus
komplexeren Regulations-Netzwerk. So zeigten weitere Transkriptionsanalysen, dass
Ab auf Antibiotika-Exposition, Eisen- oder Zink-Limitation und etwaige Unterschiede in
den Wachstumsbedingungen mit zahlreichen transkriptionellen Veranderungen
reagiert, die sowohl Gene der Typ-I-/Csu-Pili und Biofilmbildung als auch des
Eisenerwerbs und des Quorum Sensings betreffen (Chang et al., 2014; Mortensen et
al., 2014; Richmond et al., 2016; Rumbo-Feal et al., 2013). Die Ursachen fur derartige
transkriptionelle Veranderungen in der Expression von Virulenz- oder Resistenz-
assoziierten Genen von Ab sind dabei ebenso vielfaltig und umfassen z.B. die
Substitution einzelner Basen, 1S-Mobilisation, IS-assoziierte Deletionen, Duplikationen
und Rekombination, (Wright et al., 2017). IS werden dabei als die kleinsten
transposablen Elemente gesehen, die durch Transkription von auf ihnen befindlichen

Transposase-Genen zur unabhangigen Transposition innerhalb des bakterieneigenen
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Genoms und durch Integration in groRere mobile genetische Elemente wie z.B.
Plasmide zum interzellularen, horizontalen Transfer zwischen verschiedenen
Bakteriengenomen befahigt sind (Mahillon & Chandler, 1998; Siguier et al., 2014;
Vandecraen et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass derartige pathoadaptive Mutationen
unter Selektionsdruck zunehmen. Dies unterstreicht einmal mehr Abs erstaunliche
Adaptionsfahigkeit an sich verandernde und herausfordernde Umwelt- und
Wirtsbedingungen (Wen et al., 2014) und erklart zumindest teilweise, warum er ein so
widerstandsfahiges und auch ein in der molekularbiologischen Analyse

anspruchsvolles und oft nur schwer therapierbares Pathogen ist.

Waurde ein solcher zusatzlicher Selektionsdruck, wie die Stimulation der Ab-Zellen mit
Tobramycin darstellt, weggelassen, konnten des Weiteren Einblicke in die alleine
durch die Deletion von surA verursachten Veranderungen des Ab-Transkriptoms
gewonnen werden. Dabei zeigte sich in dem Vergleich zwischen Ab AB5075 WT und
MsurA-Mutante in jeweils unstimulietem Zustand, dass die beiden fur eine
Methyltransferase und ein bislang uncharakterisiertes Protein kodierenden Gene
ABUW_3197 und ABUW_3198 in der ssurA-Mutante weniger stark exprimiert werden
als in den WT-Zellen. Auch ABUW 3197 und ABUW 3198 sind benachbarte
LocusTags und es ist anzunehmen, dass sie zu einem Operon gehdren (siehe
Abbildung 16). Welche Auswirkungen ihre veranderte Expression jedoch hat und ob
diese relevant fur die verschiedenen Phanotypen einer surA-Deletionsmutante sind,

musste in weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden.
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Acinetobacter baumannii strain AB5075-UW, complete genome

GenBank: CPO0B706.1
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Abbildung 16 Auszug aus der Genomsequenz von Ab AB5075 um die Gene ABUW_3197 (metE) und ABUW_3198

Die vollstandige Sequenz ist einzusehen unter https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/CP008706.1?report=graph.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Deletion von surA alleine in Ab
AB5075 keine signifikanten Veranderungen hinsichtlich der Expressionslevels
der weiteren als relevant betrachteten AMEs bewirkt und somit auch nicht die
erhdohte Tobramycin-Suszeptibilitait der  surA-Mutante erklaren kann.
Zusatzlicher Selektionsdruck durch eine Stimulation mit Tobramycin selbst
hingegen, bewirkt sowohl bei WT- als auch Zellen der  fsurA-Mutante simultan
veranderte Expressionslevels von an der Pilus- und Fimbrien-Biogenese
beteiligten Genen (ABUW_2312, ABUW_2313), diversen AMEs (ABUW_3710,
ABUW_2640, ABUW_3197, ebenso vermutlich ABUW_3198) und dem
Carbapenem-Resistenz assoziierten OMP CarO (ABUW_1015). Auch wenn die
veranderte Expression dieser Gene die erhdhte Tobramycin-Suszeptibilitat der
MsurA-Mutante nicht direkt erklaren kdnnen, stellen einige von ihnen doch
interessante Anknupfungspunkte flr weitere Untersuchungen von Faktoren, die
die Tobramycin-Resistenz von Ab AB5075 beinflussen kdnnen, dar.
Insbesondere  ABUW_2312 und ABUW_ 2313, sowie ABUW_3197 und
ABUW 3198 sind dabei interessante Kandidaten, die in weiterfihrenden
Arbeiten analysiert werden.

Ebenso ware es von grolem Interesse, eine solche komparative RNA-
Expressions-Analyse von Ab AB5075 WT und fsurA-Mutante auch mit
subinhibitorischen  Konzentrationen von  Gentamicin und Dibekacin
durchzufuhren. Diese erwiesen sich teils sogar als wirksamer als Tobramycin,

insbesondere in der surA-Mutante (siehe 4.1.1.1). Diese Analysen konnten
helfen, Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der zellularen Reaktion auf diese
unterschiedlichen Aminoglykoside aufzuzeigen und zusatzlich ein noch besseres
Verstandnis Uber die Mechanismen der Rolle von SurA fir die Aminoglykosid-

Resistenz von Ab ermdoglichen.
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5.2 Weitere Suche nach Faktoren, die den Verlust von SurA, DegP und
Skp in Ab kompensieren kdnnen

Da Ab neben den bekannten periplasmatischen Chaperonen vermutlich weitere

Mechanismen innerhalb des OMP-Biogeneseweges aufweist, die ein

gleichzeitiges Fehlen dieser 3 Faktoren kompensieren kdnnen (siehe Abbildung

17), beschaftigte sich ein weiterer Teil meines Projekts mit Vorarbeiten zur

Identifizierung von Faktoren, die in Abwesenheit von SurA, Skp and DegP

essentiell werden.
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Abbildung 17 OMP-Biogenese und das periplasmatische Chaperon-Netzwerk in Gram-
negativen Bakterien und Ab AB5075. Die Abbildung wurde tUbernommen aus Birkle et al.
(2022).

(A) Die WT-Situation der OMP-Biogenese in Ec, Pa und Ye. Die Translokation naszierender
OMPs erfolgt durch das secretory export (Sec) — Translokon in das Periplasma. Eine Eskortierung
der OMPs durch das Periplasma findet durch SurA oder Skp/DegP statt, durch die Protease-
Aktivitat von DegP auch der Abbau aggregierter/missgefalteter Proteine. Nach der Passage durch
das Periplasma werden die OMPs an den BAM-Komplex tbergeben und in die OM inseriert.
(B)Situation der OMP-Biogenese in AB5075 mit zusatzlichem, mdglicherweise von SurA, Skp und
DegP unabhangigem Alternativweg.
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Hierfur sollte eine konditionelle surA-Mutante in einem AskpAdegP-Hintergrund
generiert werden, da in Vorversuchen die Herstellung von Quadrupelmutanten

fur interessante Kandidaten wie z.B. die periplasmatische Peptidyl-Prolyl-
Isomerase PpiD oder DegS im AsurAAskpAdegP-Hintergrund nicht erfolgreich
war. Durch eine solche konditionelle Mutante sollte es mdglich werden, die Rolle
einzelner Faktoren im Kontext von Skp, DegP und SurA zu analysieren und
globale Analysen mit Hilfe einer Transposon-Insertion-Library durchzuflhren.
Alle Versuche der Insertion einer induzierbaren SurA-Kassette in das Genom von
Ab AB5075 zeigten sich allerdings trotz zahlreicher Anldufe und dem Einsatz
verschiedener Mutagenese-Techniken erfolglos. Es konnten dabei jedoch
weitere wichtige Erkenntnisse Uber das generierte pJM220-Mutatorplasmid und
die Mutagenese von Ab AB5075 gewonnen werden. So wurde (in E. coli) die
Induktormenge titriert, um eine physiologische SurA-Expression vom
induzierbaren Promoter zu erreichen (0,001 % Arabinose). Zusatzlich wurde eine
neue Transformationsmethode (Elektroporation, siehe 3.3.2.3) etabliert und
dadurch die Transformationseffizienz von Ab AB5075 erheblich verbessert. Die
Rolle mehrerer Kandidaten, die als alternative Komponenten zu den bekannten
Chaperonen SurA, Skp und DegP in dem OMP-Biogeneseweg von Ab

funktionieren kdnnten, konnte allerdings nicht verifiziert werden.

Dennoch wurden wichtige Voraussetzungen flr eine Generierung konditionaler
MsurA-Mutanten in Ab AB5075 geschaffen. Mittlerweile durch andere AG-
Mitglieder durchgefuhrte Versuche, die gewinschte Mutante zu generieren,
waren bislang ebenfalls nicht erfolgreich. Wahrend die Deletion einzelner Gene
und auch die Herstellung von Mehrfachmutanten in AB5075 mehrheitlich vollig
problemlos durchfihrbar war, sind wir bislang daran gescheitert, ein
induzierbares Expressionssystem zu identifizieren, dass in AB5075 funktioniert.
Da das System in E. coli und anderen, sogar nah verwandten, Ab-Stammen
jedoch funktioniert, liegt die Vermutung nahe, dass der Stamm AB5075
besondere Features aufweist, die eine erfolgreiche Manipulation verhindern.
Klnftige Projekte werden daher voraussichtlich nicht mehr auf dem schwer zu
manipulierenden und experimentell anspruchsvollen AB5075 basieren, sondern

auf andere Stamme ausweichen.
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5.3 Ausblick

Die Permeabilitat und die Zusammensetzung der OM von Bakterien konnen als
Hauptverantwortliche flr das Entstehen und den Erhalt von Virulenz und
Resistenz gesehen werden. Daher rlicken Faktoren, die genau hierauf Einfluss
nehmen, zunehmend in besonderen Fokus der mikrobiologischen und
pharmazeutischen Forschung. Dazu zahlen die auch in dieser Arbeit
untersuchten periplasmatischen Chaperone und die vielversprechende

Forschung an einem potenziellen Inhibitor des Chaperons SurA.

Daruber hinaus findet sich ein breites Spektrum an Akteuren in diversen weiteren
Assemblierungs- und Transportmaschinerien der OM-Komponenten. Diese
ermdglichen die vielfaltige und variable Bestlickung der OM mit Lipoproteinen,
LPS, Phospholipiden und OMPs und bieten ebenso vielfaltige
Ansatzmaoglichkeiten, um mit der Entwicklung von jeweiligen Inhibitoren effektive
Therapeutika zu kreieren und dabei eine ganzlich neue Klasse an
antimikrobiellen Agenzien zu generieren (Choi & Lee, 2019). So wurden durch
intensive Erforschung des flr die Lipoprotein-Insertion verantwortlichen Lol-
Pathways bereits zwei Substanzen, CCT-00431 und CCT-00432, identifiziert, die
die Bildung des essentiellen LolA-L10P- Komplexes zu 30 bis 60 % unterbinden
(Ito et al., 2007). Auch zur Inhibition des LPS-Biogeneseweges wurden bereits
mehrere B-Hairpin-Peptidomimetika entwickelt, die v.a. aus der Optimierung des
antimikrobiellen Peptids Protegrin | entstanden sind (Kokryakov et al., 1993). Fur
das Peptidomimetikum Murepavadin, einen Inhibitor des fur die LPS-
Assemblierung essentiellen 3-Barrel OMPs LptD, konnte bereits eine klinischen
Phase-II-Studie (NCT-Nummer: NCT02096328) erfolgreich abgeschlossen
werden, wobei sich die Substanz vor allem bei Pneumonien durch Pseudomonas
spp. wirksam zeigte (Zerbe et al., 2017). Peptidomimetika spielen auch
hinsichtlich der Inhibition des fur die OMP-Biogenese und -Insertion essentiellen
BAM-Komplexes eine bedeutende Rolle. So inhibiert beispielsweise das
Murepavadin-Analogon JB-95 sowohl LptD als auch BamA und die ebenfalls aus
Extrakten von Photorhabdus und Xenorhabdus spp. natlrlich gewonnene
Substanz Darobactin durch die Bindung an den 3-Strang des lateralen BamA-

Gates den Eintritt naszierender OMPs an dieser Stelle (Imai et al., 2019; Kaur et
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al., 2021). Einen umfassenden Uberblick tber weitere BAM-Inhibitoren und

Forschungsansatze bietet die Ubersichtsarbeit von Steenhuis et al. (2021).

Um das antimikrobielle Wirkungsspektrum dieser Substanzen auszuweiten,
konnen diese auch mit einer weiteren potenten Substanz fusioniert werden. Ein
wirksames Beispiel hierflur ist die Fusion des bereits erwahnten Murepavadins
mit Fragmenten von Polymyxin B, einem klinisch eingesetzten Antibiotikum. Das
resultierende chimare Molekul zeigt in vitro Wirksamkeit gegen zahlreiche
klinisch relevante Gram-negative Erreger und bewahrte sich auch in einem

Mausmodell gegen Peritonitis und Septikamie (Luther et al., 2019).

Interferenz mit all diesen Assemblierungsmaschinerien zeigt sich demnach als
hdchst interessanter Ansatzpunkt fur neue Therapiestrategien und wird auf
vielfaltige Weise erforscht. Noch gibt es kein einziges, klinisch eingesetztes
Antibiotikum, das eine der OM-Assemblierungsmaschinerien zum Target hat,
doch zeigen sich aus dem Pool von naturlichen und synthetischen Mimetika,
Bakteriocinen, Peptiden, Antikdrpern usw. einige vielversprechende Kandidaten,
die allein oder als Verstarker in Kombinationstherapien synergistisch die OM als
Achillessehne Gram-negativer Erreger angreifen kdnnen. So kdnnen Therapien
von Ab-Infektionen auch bei schweren MDR- bis XDR-Fallen, wie beispielsweise
dem des klinischen Vergleichsisolates Ab 379-NF-31708 in diesem Projekt (siehe
3.1.1), in hoffentlich naher Zukunft wieder zuverlassig und effektiv gewahrleistet

werden.
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6 Zusammenfassung

Acinetobacter baumannii (Ab) ist ein Gram-negatives Bakterium, das aufgrund
zahlreicher intrinsischer und erworbener Virulenzfaktoren von der WHO als
Erreger hochster Prioritat eingestuft wird. Der Erforschung und Entwicklung
neuer Therapieansatze zur Behandlung von MDR-Ab-Infektionen kommt daher
eine grofRe Notwendigkeit zu. Einen interessanten Ansatzpunkt bietet hierfur die
AulRenmembran (OM) von Ab. Ihre Biogenese und Zusammensetzung unterliegt
einem komplexen Zusammenspiel mehrerer Akteure, wobei periplasmatischen

Chaperonen eine besondere Bedeutung zukommt.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, die Zusammenhange zwischen der Bedeutung
und Funktionsweise von periplasmatischen Chaperonen und Antibiotikaresistenz
von Ab zu untersuchen. Dafir wurde zunachst die vorausgegangene
Beobachtung einer Resensitivierung von Ab fur das Aminoglykosid-Antibiotikum
Tobramycin durch die Deletion des periplasmatischen Chaperons reproduziert.
Als sich dies bestatigte, wurde in weiteren MIC-Assays ein Vergleich der
Auswirkung einer Deletion von surA auf die Suszeptibilitit von Ab gegenulber
strukturell nahen Tobramycin verwandten Aminoglykosid-Antibiotika angestrebt.
Dazu zahlten Gentamicin, Kanamycin und Dibekacin. Die Beobachtung einer
einer Rolle von SurA flr die Tobramycin-Resistenz lie3 sich dabei auf ein etwas
breiteres Spektrum von Aminoglykosiden ausweiten. Neben einem leichten
Effekt fur Kanamycin, war die AurA-Mutante Uberraschend sensibel far
Gentamicin und insbesondere Dibekacin. In einem weiteren Schritt wurde dann
nach Ursachen einer solchen SurA-vermittelten Tobramycin-, bzw.
Aminoglykosid-Resistenz geforscht. In den Fokus traten dabei vergleichende
Untersuchungen der Zelloberflachenladung, der OM-Permeabilitat und Efflux-
Pumpen-Aktivitat. All diese Einflussfaktoren auf die Wirksamkeit der
verabreichten Antibiotika zeigten sich allerdings unter surA-Deletion als nicht
signifikant verandert und somit nicht ursachlich fir die beobachteten
Suszeptibilitatsunterschiede. In einer sich diesen Testungen anschlielRenden
komparativen Transkriptomanalyse zwischen WT und AsurA-Zellen von Ab
AB5075 durch RNA-Sequenzierung, wurde beobachtet, dass die globale

Stressreaktion von Ab AB5075 als Reaktion auf eine Deletion von surA nur sehr

109



wenige Gene betrifft. Auch die zellulare Antwort der fsurA-Mutante auf die
Stimulation mit Tobramycin unterscheidet sich nicht grundlegend von der des
WTs. Stattdessen bewirkte eine Stimulation mit Tobramycin sowohl in WT-Zellen
als auch in der furA-Mutante simultane Veranderungen der Expression
mehrerer Gene. Darunter waren besonders auffallig die beiden an der Pilus- und
Fimbrien-Genese beteiligten Gene ABUW_2312 und ABUW_2313. Erwies sich
die in diesem Projekt ebenfalls angestrebte Generierung einer konditionellen
AsurA-Mutante in einem AskpAdegP-Hintergrund zwar als nicht erfolgreich,
konnten im Rahmen der RNA-Sequenz-Analysen dennoch weitere interessante
Gene identifiziert werden, die fur die Tobramycin-Resistenz von Ab eine wichtige
Rolle spielen konnten. Diese erklaren zwar nicht Abs erstaunliche Viabilitat selbst
bei Knockout aller drei bekannten Chaperone, stellen jedoch vielversprechende
Ansatzpunkte fir weiterfiUhrende Projekte dar.
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7 Anhang

Die Rohdaten der Messungen zur MHK-Ermittlung und der Messungen zur
Zelloberflachenladung durch einen Zytochrom C-Assay sind in interaktiver Form

unter https://qithub.com/jenmuell/Doktorarbeit Laura Luib einzusehen.
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