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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Entdeckung vorBurkholderia pseudomallei

Rangoon/ Burma (Myanmar); 1911: Der Pathologe AlfM/hitmore und sein Assistent C. S.
Krishnaswami isolierten aus Abszessmaterial eint®akm, das ihre Aufmerksamkeit erregte. Es
erflllte die Koch’schen Postulate, unterschied sallterdings von allen bisher bekannten
Abszessbildnern in seinem Wachstum, in der Motilitgdd in biochemischen Reaktionen. Insgesamt
38 Slumbewohner waren an den Folgen einer Infektmnihm verstorben. In Anlehnung an den
Verursacher der "PferdestaupBacillus mallei, der bei Tieren ahnliche Symptome verursachte,
nannten sie ihBacillus pseudomallel (202).

Zehn Jahre spater beschrieben Stanton und Flestliezinem Tropenmedizinischen Kongress das
Krankheitsbild der Melioidose (= der Pferdestaupeligh) ohne die Ergebnisse von Whitmore zu
kennen (173). Dennoch wurde nach kurzer Zeit das&la Zusammenhang zwischen der Erkrankung
Melioidose undBacillus pseudomallel als derenVerursacher hergestellit.

Anderungen in der Nomenklaturen brachten ihm awbehde Namen einBacillus whitmorii,
Malleomyces pseudomallei oder Pseudomonas pseudomallei. 1992 wurde auf der Basis von RNA-
Homologien das neue Genus Burkholderia geschaftd®)( NebenBurkholderia pseudomallei

gehdren heutB. mallei, B. cepacia complex,B. gladioli und inzwischen auch. thailandensis dazu.
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Einleitung

1.2. Charakteristische Eigenschaften voB. pseudomallei

B. pseudomallel ist ein gram-negatives Stabchenbakterium. Es Zigsitiare Flagellen, ist Oxidase-
positiv, wachst aerob sowie fakultativ anaerob J1Die Koloniemorphologie variiert innerhalb eines
Stammes stark. Typisch sind metallischglédnzender abich schleimige Kolonien, haufig sind sie
faltig, uneben und haben bei ausreichender Grofeg&pi- oder Blumenform. Die Pigmentierung
erscheint in Abstufungen von beige bis grau, uneehselbar ist der erdige Geruch.

B. pseudomallei besitzt zwei Chromosomen (4,07 und 3,17 Mbp). @lwsom 1 kodiert als
sogenanntes "core genome" Kernfunktionen fir Mdisitnos und Zellwachstum. Chromosom 2
enthalt zusatzliche Gene, die fur Virulenz und Adépn an den Wirt zustandig sind (“variable
genome"). Die Aminoséuresequenz ist stark GC-halig konnten 16 genomische Inseln
nachgewiesen werden, die teilweise von Prophagennsén (82)B. pseuomallei tragt die genetische
Information fiir zahlreiche natirliche Resistenze®. gegen Penicilline, Cephalosporine der ersten
und zweiten Generation, Makrolide und Aminoglyces{@9, 95).

B. pseudomallel kann aus feuchten Boden oder stehenden Gewasseapischen und subtropischen
Klimazonen isoliert werden. Als anspruchsloser Uiteveeger ist er in der Lage unter extremen
Bedingungen wie Nahrstoffmangel (209), saures Mi(ieH 4,5) (48), Temperaturschwankungen (24
bis 32°C) oder Trockenheit (165, 185) zu UberdauBabei beherrschB. pseudomallei als nicht-
sporulierendes Pathogen vermutlich einen strengliegten Kreislauf zwischen dormanten und
aktiven, replikationsfahigen Bakterienstadien (4Das Wirtsspektrum vorB. pseudomallei ist
aufRergewohnlich breit und umfasst Kamele, Pferdbw8ine, Kéangurus, Hunde, Katzen, Koalas und
Menschen (29). In den genannten Wirten kann er ephiggende bis tddliche Infektionen auslésen.
Seine Uberlebensstrategien in der Umwelt findeh aiech im Wirt wiederB. pseudomallei ist in der
Lage in menschlichen Makrophagen oder lympho-réiilen Organen tber Jahre zu persistieren (90).
Die genannten Eigenschaften: breites Wirtsspektriwmweltstabilitét, starke Virulenz und
Antibiotikaresistenzen sind wichtige Voraussetzun§& seine heutige Bedeutung als intrazelluléares
Pathogen (89, 121, 198, 209). Dariber hinaus smdie Ursache dafiir, daBspseudomallei 2002

in die Liste potentieller Biowaffenkeime integrievtirde.
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Einleitung

1.3. Epidemiologische Betrachtungen

Eine endemischgeographische Verbreitungkonnte bislang fur Sudostasien und Nordaustralien
nachgewiesen werden. Einzelne Melioidose-Erkranknngurden aber auch in Papua Neu Guinea,
Neu Kaledonien, Madagaskar, Venezuela, Equadosilgm, Iran, Gambia und Uganda beschrieben
(29). Die grote Bekanntheit aulRerhalb der trogisdBebiete erlangte der Erreger als Ende der 70er

Jahre etwa 300 Vietnamveteranen an

Melioidose erkrankten (69). Die
Exposition lag mehrere Jahre zurtck.
Melioidose machte sich fortan auch
als "Vietnam time bomb" einen
Namen (41).

In den geméaRigten Klimaten in

Europa komm8. pseudomallei nicht

vor. Zanetti et al. berichteten 2000

allerdings uber die Isolation des

Abb. 1.1. Auftreten von Melioidosepatienten in deielt. Die

Pathogens aus dem Trinkwasser in

farblich gekennzeichneten Bereiche geben die urtiediiche ) ) )
Italien (211). In Deutschland gilt die

epidemiologische Lage wieder. (aus: Cheng et al5200n. Microbiol
Rev 18:383-416) Erkrankung als Raritat und ist nicht

meldepflichtig. Das Robert-Koch-Institut mahnt afiegs in Zusammenhang mit Naturkatastrophen
in Endemiegebieten (z.B. Tsunamie) zur verstari&efmerksamkeit bei Reise-Ruckkehrern nach

Europa (1).

Die Ubertragung erfolgt tiberwiegend durch perkutane Inokulation)(3&ltener durch eine Ingestion
oder eine Inhalation von bakterienhaltigen Aeraso{29). Bei der Inhalation verklrzt sich die
mittlere Inkubationszeit durch den direkten Eintradper Erregerzahlen in die Lunge erheblich (31).
In den endemischen Gebieten schwanktizedenz. In Thailand werden jahrlich 2000 bis 3000 Falle
in den Kliniken aufgenommen und diagnostiziert (1849). In Australien lag die Zahl der
Neuerkrankungen zwischen 1988 und 1999 durchstbhittei 16,9 Fallen pro 100 000 Einwohner
(42). Auffallig ist eine starke Abhéngigkeit zwigeh klimatischen Ereignissen und der Zahl der
Neuerkrankungen. In Thailand werden wahrend deeRagt mehr Neuerkrankungen registriert (44).
In Australien stieg die Inzidenz 1998 auf 41 F#1l60 000 Einwohner durch zwei Tropensturme in
Folge des El nind (43). Zu beachten ist, dass whrder Regenzeit auch die inapparenten,
subklinischen Infektionen zunehmen. Wuthiekanual estellten im Januar und April 2005 bei 60 %
der unverletzten, gesunden Uberlebenden des Tsar{@azember 2004) erhdhte Antikorpertiter fest.

Sie prognostizierten fiir alle Uberlebenden ein kté$ Risiko an Melioidose zu erkranken (208).

12



Einleitung

1.4. Melioidose - Symptome, Diagnostik, Therapie

1.4.1. Symptome einer Infektion mitB. pseudomallei

Grundsatzlich kann die Erkrankung einen akuten obewnisch rezidivierenden Verlauf nehmen. Die
schwerste Form dexkute Melioidosezeigt sich als fulminante Sepsis mit oder ohnez&bsbildung

in verschiedenen Organen. Sie zeichnet sich dutatkes Fieber sowie durch organspezifische
Symptomatiken aus. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblidder die Organtropismen und mdgliche
Auspragungen. Am Haufigsten manifestiert sich dieltion in der Lunge und fiihrt zur Pneumonie.
Weiterhin sind subakute, lokalisierte Erscheinuogsen und inapparente, subklinische Formen
bekannt. Dielokalisierte Form imponiert durch eitrige Entziindungen in Muskéaut und Parotis.
Seltener werden auch die Beteiligung von KnocheastBta oder Herzmuskulatur beschrieben (29,
149). Dieinapparente Form der Melioidose kann durch Antikdrper im Semiathgewiesen werden,
obwohl die Patienten klinisch nicht auffallig sifl.pseudomallei kann tiber mehrere Jahre im Korper
persistieren und erst in einem Zustand der Immuwesgpn oder bei Auftreten von Bystander-
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Alkoholmisslotau Immundefizienz, chronischen
Erkrankungen der Nieren, des Herz- Kreislaufsysteohesr der Lunge reaktiviert werden (29, 117,
155). Hier spricht man von einer late-onset dis€a4&). Die bisher langste beobachtete Persistenz
betrug 63 Jahre (135).
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Einleitung

Tab. 1.1. Organtropismen vonB. pseudomallei-Infektion
Adaptiert von Raja et al. 2005, Melioidosis - an gyirgy infectious disease, J. of Postgrad. Med. ¥ Issue 2

Betroffenes Organ Klinische Manifestation

Herz- Kreislaufsystem Perikarditis, Endokarditiad@rteritis

Meningitis, Enzephalitis,

Zentrales Nervensystem intrakranielle Abszessbildung

] Pyelonephritis, Prostatitis, Abszesse in Prostata,
Urogenitaltrakt ] o N
Nierenkapsel und Skrotum. Epididymitis,

Lymphatisches System Lymphadenitis, Abszess in Lhlmpten

Leber, Gallenblase, Milz und Pankreas  Abszessermamgnten Organen, Cholangitis

Pneumonie, Lungenabszess,

Respirationstrakt Pleuraempyem, Granulom

Septische Arthritis, Osteomyelitis,
Skelett Abszesse unter der Knochenhaut

Zellulitis, subkutane Abszesse, infizierte Wunden,
chronische Granulombildung,
Haut und Weichteile Erythyma gangraenosum, Pustula,

Pyomyositis, Urtikaria, Mastitis

) Langanhaltendes Fieber (ideopathisch), Sepsis,
Sonstige . . )
Ophthalmitis, Parotitis, Ulzerationen der Cornea

Die Manifestation der Erkrankung ist in den Hauptmiegebieten Thailand und Nordaustralien
unterschiedlich. Wahrend in Australien Uberwiegemdgenitale Infektionen durcB. pseudomallei
beschrieben werden, sind es in Thailand héufigeszésse in Milz und Leber. Weiterhin gibt es in
Australien haufigerB. pseudomallei-Enzephalomyeliden, in Thailand hingegen sind 40Hér a
Melioidosefélle bei Kindern Parotiden. Ein kausaldusammenhang zwischen der klinischen
Manifestation und definierten bakteriellen gendtest Faktoren ist bisher nicht beschrieben. Cheng
und Currie fiihren Virulenzunterschiede bei Stamnoém Art der Ubertragung und das Immunsystem
des Wirtes als mdgliche Ursachen an.

Zunehmend ist in beiden Endemiegebieten die Bedguties Pathogens als Ausldser von ambulant

erworbenen Septikamien. In der thaildndischen RmoviJbon Ratchanthani verursacts.
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Einleitung

pseudomallel bis zu 20% der Bakteridmien, die nachweislich nalf einen Krankenhausaufenthalt

zurickgefuhrt werden kénnen (26). In Australien ést der Haupterreger flr schwere ambulant
erworbene Pneumonien bakteriellen Ursprungs (4R, 52

Trotz gezielter chemotherapeutischer Interventiod &raventionsarbeit sterben in Thailand bis zu
60% der Patienten, die an akuter Melioidose erleankn Australien etwa 20% (30, 201). Diese

Diskrepanz kénnte in den bereits beschriebenenléfimunterschieden zwischen thaildndischen und
australischen Stammen, aber auch in den unterdichied medizinischen Standards begriindet sein
(203).

1.4.2. Labordiagnostische Methoden

Beimdirekten Erregernachweis sind Koloniemorphologie auf Ashaévgar, Immunfluoreszenz und
Latex-Agglutination wichtige Diskriminierungskriien zwischenB. pseudomallei und anderen
Pathogenen. GroRRe klinische Relevanz hatriirekte Hamagglutinationsassay(IHA). Wegen der
hohen Seropravalenz (30-40%) in der Bevélkerungedte Anwendung umstritten (105). Dennoch
behauptet sich der IHA wegen seiner einfachen Hamgihg und den giinstigen Kosten bis heute (29).
Der molekulare Nachweis vonB. pseudomallei DNA aus verschiedenen Patientenmaterialien ist
derzeit ein Gebiet intensiver Forschung. PCRs basieauf 16S und 23S RNAs sowie spezifischen

Genregionen wie das Typ-llI-Sekretionssystem (TTS&]) vielversprechende Targets (29).
1.4.3. Therapeutische Intervention bei Melioidose

Die priméare Versorgung der akuten Melioidose bdsitetder intensivmedizinischen Betreuung der
Patienten wie Volumensubstitution, Stabilisierungr dVitalfunktion sowie der chirurgischen
Eliminierung von Abszessmaterial. Die chemotheréipelie Intervention bei Melioidose wird
bestimmt von den Antibiotika-Resistenzen des Emegheben den natlrlichen Resistenzen (siehe
Abschnitt 1.2.) erschweren erworbene ResistenzegergeChloramphenicol, Doxycyclin, und
Ceftazidim die therapeutischen MaRnahmen (45).

Die Therapierichtlinien sehen bei einer akuten bldbse Ceftazidim oder Carbapenem in
Kombination mit Cotrimoxazol oder Meropenem pargeatefir 10 bis 14 Tage als first-line
Intervention vor. Um die Wahrscheinlichkeit eineredRtivierung zu verringern, werden zur
Eradikationstherapie Cotrimoxazol mit oder ohne yayxlin oral fir weitere 12 bis 20 Wochen
empfohlen (Chaowagul, 2007, 5th World Melioidosien@ress, Abstract INV02). Trotzdem ist die
Ruckfallrate in Thailand mit 13% immer noch hoclakii treten die meisten Reaktivierungen bis zu
zwei Jahre nach der Primérinfektion auf (Limmathsmkul, 2007, 5th World Melioidosis Congress,
Abstract CLO004).

In den vergangenen Jahren wurden additive thergpbatMalinahmen getestet, beispielsweise ob G-
CSF einen positiven Einfluss auf die Neutrophilelktion ausibt. In einer add-on Studie mit

Ceftazidim-behandelten Patienten konnte hierbenekesignifikante Reduktion der Mortalitatsrate
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nachgewiesen werden, allerdings tberlebten diemat signifikant langer (Cheng, 2007, 5th World
Melioidosis Congress, Abstract CLO005).

1.5. Virulenzfaktoren beiB. pseudomallei

1.5.1. Sezernierte Proteine

B. pseudomallei-Kulturtiberstand weist eine letale Potenz im Mauwsd Hamstermodell (77, 78, 137)
auf. Ebenso waren Sekretionsprodukte des Bakteridmsuber einen Nitrozellulosefilter in Agar
eindrangen, tddlich fur den Nematod€aenorhabditis elegans (65), der anschlieend auf diesem
Agar kultiviert wurde. Eines dieser Exportproteimaurde als ein 31 kDa-groRes Toxin (91)
beschrieben, dass thermostabil ist. Dartiber himaaist auch ein Exolipid zytotoxische Wirkung auf
HL60 und HelLa-Zellen auf (76).

Als Exoenzyme wurden Proteasen (116), Lipasen, siyphosphatasen (29, 108) und Lezithinasen
(3) identifiziert. Einige davon werden tber Proeettes Typ [I-Sekretionssystems sezerniert (20, 51).
Allerdings zeigten Mutanten des Sekretionsapparkédse verminderte Virulenz im Maus- oder
Hamster-Modell (59, 49). Jingere Studien unterguchie Rolle der Phospholipasen C (Plc) wahrend
der B. pseudomallei Infektion und zeigten, dass Plc-2 Mutanten getiaggtotoxische Wirkung auf
die Makrophagenzelllinie RAW 264.7 haben (110).

1.5.2. Kapselpolysaccharide (CP) und Lipopolysacchide (LPS)

Bisher wurden dieKapselpolysaccharide CP-1a (1,4-Glu), CP-1b (Gal und 3-Deoxy-D-Manno-
Oktulonsaure), das saure Polysaccharid CP-2b (11327) und ein saures, immunogenes
Kapselpolysaccharid, bestehend aus 1,4-GalaktogelEen identifiziert (57, 138). Neuere
Ergebnisse ordnen weiterhin das bisher als LPSIgs&ocharid Typ | beschriebene Molekiil -3132-
acetyl-6-deoxy-b-Dmanno-heptopyranose-(1- den Kapselbestandteilen zu (I4)ist in der Lage
C3b Molekile zu inhibieren und vermittelt damit gglfen Schutz gegen das Komplementsystem.
(150). Dariiber hinaus ist es wichtig fur die Vin#geam Hamster-Modell (51, 151).

Bei B. pseudomallei wurdenLPS O-Polysaccharide (O-PS) der Typen | bis IV bestien, wobei
Typ | wie oben bereits erwahnt inzwischen den Khgmdgsacchariden zugeordnet wird (101, 151,
158).

Das Typ Il O-PS ist ein unverzweigtes Polymer siih wiederholenden D-Glucose und L-Talose
Einheiten (51). Ein Cluster von 15 Genen (zwischi&PSL2627 und BPSL2688) kodiert alle
Komponenten, die an der Bildung des Lipopolysaddeareteiligt sind (82). In funktionellen Assays
konnte gezeigt werden, dass die Epimerase/Dehydratébil essentiell flr die Serumresistenz ist.
(51). Die LPS-Typen Il und IV sind auf dem Chromos 2 kodiert (BPSS1825 bis BPSS1834 und
BPSS0417 bis BPSS0429) und Ubernehmen eine wicliigektion in der Virulenz wie im

Mausmodell gezeigt werden konnte (158).
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Grundsatzlich unterscheidet sich das LPS Bopseudomallei von dem anderer Bakterien in seiner
immunogenen Kapazitat. Seine pyrogene Aktivitagestinger, auch produzieren Makrophagen nach
LPS-Stimulation weniger TNE; IL-6 und NO im Vergleich zur Stimulation mit entbakteriellem
LPS. Auf der anderen Seite hat pseudomallei-LPS ein starkeres mitogenes Potential auf murine
Splenozyten. Der Grund ist wahrscheinlich in deml8tur des LPS zu suchen, es besitzt einen
saurestabilen Kern, der mit den Lipid A-Seitenkeitderagiert (128, 193).

1.5.3. Flagellen und Pili

B. pseudomallei ist bipolar begeiRelt. Uber die Rolle d&tagellen in der Virulenz gibt es
gegensatzliche Erkenntnisse. Mutationen fil€-Gen (Flagellumfilament) konnten im Hamster-
Modell keine Attenuierung vermitteln (50). Auch @ elegans war diefliC-Mutante ebenso virulent
wie der Wildtyp, allerdings war die Mutante in delsen Studien nach intranasaler Infektion in
BALB/c Mausen avirulent (35). Bei vergleichbarenrSechen in unserer Arbeitsgruppe induzierten
fliC-Mutanten ebenso eine akute Sepsis in BALB/c Mawugerder Wildtyp (59).

Neben den Flagellen wurdd®ili vom Typ | und vom Typ IV nachgewiesen. Letzteredsin die
Adhéarenz vonB. pseudomallei an die Lungenepithelzellen A549 und auch in dieudnz im
Mausmodell involviert (58). Ein Beispiel fur ein gyV-Gen istpilA. Das Produkt des Gens scheint
an der Bakterienaggregation beteiligt zu sein,ailie optimale Interaktion zwischen Wirtszelle und
Bakterium behindertpil A spielt aber keine direkte Rolle bei der Adhéremz &rreger an die
Wirtszellen (15).

1.5.4. Quorum Sensing und Biofilmbildung

DasQuorum Sensingwird in B. pseudomallei durch die Konzentration an N-Acyl-homoserinlaktone
(AHL) verschiedener GrofRe und das Zweikomponentete®gn der FamiliduxI/IluxR realisiert. Als
Konsequenz greift der Transkriptionsregulator LuxRdie Expression von Proteasen, Chitinasen,
Siderophoren, Genen der Biofilmbildung und Virulgaezen ein. Dartiber hinaus kann er Uber das
RpoS-System auch Gene fir die Stressregulatiomrar Expression verandern (58). pseudomallel
besitzt ein kompliziertes Netzwerk an Quorum Sem$iomponenten Insgesamt wurden deed und
funf luxR Homologe im Genom gefunden (171, 189, 195). Dartibewus Ubernimmt die Multidrug-
Efflux-Pumpe BpeAB-OmpB irB. pseudomallel die Sekretion besonders hochmolekularer AHLs
(25). Normalerweise vermittelt die Pumpe die Resiztfir Makrolide und Aminoglycoside iB.
pseudomallei.
Eine sehr wichtige Konsequenz des Quorum Sensshghd Bildung vorBiofilmen. Biofilme geben
einem Bakterienverband Stabilitat und bieten zlishtz Schutz vor Antibiotika. So sind
Biofilmbildende B. pseudomallei Stamme resistenter gegen Ceftazidim und Cotrinax@®7). Die
Regulation obliegtoxyR (123), dem alternativen Sigmafaktor RpoE (111) @wdorum Sensing
Signalen. Mutanten, die nicht in der Lage sind, fiBiee zu produzieren, waren im BALB/c
17



Einleitung

Mausmodell weniger virulent als der Wildtyp (Songst007, 5th World Melioidosis Congress,
Abstract PAP022).

1.5.5. Typ lll Sekretionsapparat

Nach der Entdeckung des Typ lll-SekretionssysteiS{) in gram-negativen Bakterien konnten
auch inB. pseudomallei gleich drei Loci fur TTSS (TTSS1,2,3) identifizieverden. TTSS Cluster 1
weist Homologie zuRalstonia solanacearum, Cluster 2 Homologie zlB. mallei und Cluster 3
Homologien zu Salmonellasv/spa/prg und zu Shigellagpa/mxi/spa auf (148, 180) . Wahrend die
Komponenten des Typ llI-Sekretionsapparates inrilsteuktur gut konserviert sind, weisen seine
Effektorproteine grol3e Unterschiede auf (86). Balin®nella werden Uber diesen Apparat Sop und
Sip Proteine freigesetzt. Wahrend Sop-Proteinedenit Signaltransduktionskaskade des Zytoskeletts
interagieren, binden Sip-Proteine direkt an diefénte und beeinflussen deren Bewegung. Uber
dieses System wird zum Beispiel ein endozytieremierzess eingeleitet. B. pseudomallei wurde
bisher nachgewiesen, dass Mutanten mit einem DéafeRipD (Homolog zu SipD) eine verminderte
Invasion aufweisen und in der intrazelludren Repidn deutlich inhibiert werden. Auf3erdem scheint
das TTSS3-Sekretionsprodukt BopE (analog zu Sop&aimonella spez.) die Reorganisationen im

Aktinskelett der Wirtszelle zu ibernehmen, diedi@ Invasion essentiell sind (180, 176).
1.5.6. Typ VI-Sekretionsapparat

Das Typ VI-Sekretionssystem (T6SS) ist ein Sekns@apparat, der 2006 in gram-negativen Bakterien
beschrieben wurde. Er besteht wie das TTSS ausnelf@nalsystem durch das Effektorproteine
abgegeben werden. Es gibt inzwischen eindeutigavélse darauf, dass der T6SS eine Rolle in der
Wirts-Pathogen-Interaktion spielt. Bisher konnteajgt werden, dass er Pseudomonas aeruginosa
wichtig fur die Virulenz im Ratten-Modell fur chr@th respiratorische Infektionen ist. By mallei
fuhrte der Verlust der Strukturkomponenten eineSS 6 Clusters zu einer starken Attenuierung im
Hamstermodell (161). Dartber hinaus wurde Salmonella thyphimurium ein Zusammenhang
zwischen dem T6SS-Apparat und der Invasion sowilkdion in HEp-2-Zellen gezeigt (144, 163,
141).

Anhand von Sequenzvergleichen identifizierten Sakell. sechs potentielle T6SSBnpseudomallei
(160). Funf davon befinden sich auf Chromosom & Dmster zwischen BPSS1496 und BPSS1512,
genanntss-5, ist eines der wenigen, dessen Transkriptiom hafektion von Makrophagen induziert
wird wie Shalom et al mittelsn vivo Expressionstechnologie (IVET) nachweisen konnt®ie.
identifizierten BPSS1503{ssD-5 als Homologes des Hcp (hamolysin coregulatedeprp der
Hauptkomponente des T6SS-Kanals wbrio cholerae und Pseudomonas aeruginosa (167, 146).
Dariiber hinaus hatte das GesH-5 Ahnlichkeit mit ClpB-Chaperonen, die unter Eneggifwand
Proteinaggregate durch Kanile schleusen. Altereeifeib unserer Arbeitsgruppe beschrieben
aul3erdem das hypothetische Protein BPSS1509 (Mutadb), dass essentiell fur die Virulenz im
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Mausmodell der Melioidose ist (143). Mit der neuelassifikation kann BPSS1509 nun als TssK
annotiert werden. Die Untersuchung des T6S8.ipseudomallel steht im derzeitigen Fokus vieler
Arbeitsgruppen.

tss-2 (BPSS0095-BPSS0116) 63.9%
fagD-3 tagB-3 E-3 fagK-3 B-3 D-3

B4 0-4 tagB-4 tagD-4

tagAB-4  fagC-4 J-4
D-5 tagB-5 lagD-5 L-5

E-5 tagAB-5 tagC-5 J-5

tss-6 (BPSS2003-BPSS2109) 70% ) ¢ 1kb

Abb. 1.2. Zusammenfassung von genetischer Lokalisati und Anordnung der sechs T6SS-Apparate iB.
pseudomallei. Gezeigt sind die einzelnen Komponenten der sechs/IAyBekretionsapparate (tss-1 bis tss-6) inklusive
des G+C mol%. Diagonal gestrichelte Pfeile symbeiesi T6SS-assoziierte Gene (Tags), farbig ausgefilkile

zeigen Strukturkomponenten. (aus: Shalom et al7 2Riicobiology, 153:2689-2699)

1.6. Der intrazellulare Replikationszyklus vonB. pseudomallei

Rezeptoren vermitteln dikdhésion B. pseudomalleis an Epithelzellen. Komponenten des Flagellums
oder LPS werden hierfur bendétigt (Wikraiphat, 208t World Melioidosis Congress, Abstract
PAPQO5). Wilbur et al. berichteten auRerdem vormir88 kDa grofRen Protein mit Homologien zu
der Autotransporterdoméne von YadA (Wilbur, 200# SVorld Melioidosis Congress, Abstract
PAP013). YadA vermittelt beYersinia enterocolitica die Adh&sion an Wirtszellen (153). Weitere
Ergebnisse zeigen, dass die Asialoganglioside GM& GM1 in die Interaktion zwischeB.
pseudomallet  und Pharyx-Epithelzellen involviert sind (68). Aliganglioside sind
Glycosphingolipide mit einem Anteil an Sialsdureme( Neuraminséure), sie induzieren zellulare
Signalkaskaden. Des Weiteren hat auch die Baktangphologie einen Einfluss auf die Adharenz der
Pathogeneln vitro bildet B. pseudomallel h&ufig Mikrokolonien, die die Aufnahme in die Zsil
erschweren (15).

Im nachsten Schritt erfolgt dlavasion. In vitro wurde nachgewiesen, daBspseudomallei fahig ist,

in Epithelzellen aber auch in Zellen des angebardmanunsystems wie Monozyten, Makrophagen

oder Neutrophilen zu replizieren (96, 145). Es kengezeigt werden, dass der Erreger Uber C3b-
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Molekile opsoniert wird und damit sehr effizient phagozytierende Zellen eindringen kann (54).
Daruiber hinaus wird dem TTSS eine wichtige Rolle der Invasion eingerdumt &hnlich wie bei
anderen intrazellularen Bakterien (86). Nach desasmon sind die Bakterien in einer Vakuole der
Zelle lokalisiert. Elektronenmikroskopische Unterisungen machten deutlich, dass der Erreger in der
Lage ist, das Phagolysosom etwa 15 Minuten nach lmigestion zu zerstérenE¢capg (75).
Mutationen im TTSS3-Protein BsaZ fuhren zu einenzdgerten Freisetzen der Bakterien aus der
Vakuole (22). Aber dieser Mechanismus kann nicleiraldie Grundlage des Escapes sein. So zeigte
unsere Arbeitsgruppe, dass Mutanten mit einem Défedlem Gen BPSS1539 nicht in der Lage sind,
die Vakuole zu verlassen. Sie replizierten in desikeln (143). Eine neuere Studie zeigt aul3erdem,
dass in Makrophagen von Melioidose-Patienten nafdkiion mitB. pseudomallei weniger Fusionen
zwischen Phago- und Lysosomen stattfinden als ikrdfdagen von gesunden Probanden, somit
scheint das Verlassen und das Vermeiden von Pleggumynen eine Strategie des Pathogens zu sein
(147).

r ' Attachment

bipD ?(1 76)

Q
bopE ? (150) /

Invasion

™~

Aktinschweif-

Ear ~ formation

BPSS1539 143 \ Proliferation

bipD, bsaZ 1s0) '
intrazelluléres \ ‘

Uberleben

bipDy176) /
bimA
e.g. BPSL2825, pabB ;

BPSL2818, purM; BPSL1528 (143)
BPSL3133 (143)

Zell-zu-Zell-Ausbreitun

bopA? (1s0)

Abb 1.3. Schematische Darstellung des intrazellulén Relikationszyklus vonB. pseudomallei. Gezeigt sind die

einzelnen Schritte der Infektion mit den darin iwerten Virulenzfaktoren, die von verschiedenemditsgruppen
beschrieben wurden (in griin), die von Pilatz dtealichrieben wurden (in blau).

Die Replikation im Zytoplasma der Wirtszellen wird bestimmt vomhreioffarmen Milieu, das dort
herrscht. Die Synthese von essentiellen Stoffwdkbsgonenten ist Voraussetzung dafir, dass der
Erreger diesen Mangel ausgleichen kann. Arbeitesenan Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass zum
Beispiel Mutanten mit Defekten in der Purinsynthesker Paraaminobenzoat-Synthese eindeutige
Defizite in der intrazellularen Replikation aufweis Dies korreliert mit einer sehr starken
Attenuierung in vivo (57, 143). Des Weiteren ist auch die TTSS-KomptmeBsaZ an der

intrazellularen Replikation beteiligt (180).
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B. pseudomallel meidet das interzellulare Kompartment und bresgeth durch Zell-zu-Zell-
Infektionen aus. Fir die intrazellulare Bewegung nutzt er #dehweife, die ebenso bei wenigen
anderen intrazellularen Bakterien und Viren beotsiohurden (103). Am Aufbau des Schweifes ist
das Protein BimA und der Arp2/3 Komplex beteilider Mechanismus unterscheidet sich allerdings
von allen bisher Bekannten (57, 174, 175). ZelErli-Infektionen flihren beB. pseudomallei h&ufig

zur Induktion von vielkernigen Riesenzellen (multtfeated giant cells - MNGC) (57, 103). Damit
unterscheidet er sich von anderen gram-negatimnazeellularen, schweifbildenden Erregern. Bei der
Induktion der Riesenzellen Ubernimmt der globalguRator RpoS eine Kernaufgabe. RpoS-Mutanten
sind nicht mehr in der Lage MNGC in RAW 264.7 Matihagen zu induzieren (191). Des weiteren
legen neuere Ergebnisse den Schluss nahe, daRgedienzellbildung Osteoklasten-ahnlich ist. Flegg
et al konnten die Expression von NFATcl (Regulater Osteoklastogenese), von verschiedenen
Osteoklastenmarkern (CTR), von Enzymen (TRAP, CT&K)Y von Chemokinen (CCL2) nach
Infektion von Makrophagen miB. pseudomallei nachweisen (Flegg, 2007, 5th World Melioidosis
Congress, Abstract PAOQ05S).

Tab. 1.2. Uberblick tiber die wichtigsten Virulenzfakoren

Virulenzfaktor Putative Funktion Zitat

Sekretorische Faktoren:

) L Mutanten mit Defekt in der Sekretion zeigen
Proteasen, Lipasen, Lecithinasen . . . . (109, 166, 49)
keine bis geringfligige Attenuierung

Katalasen, Peroxidasen,

o Neutralisieren von Sauerstoffradikalen (201)
Superoxiddismutase

. . Vermittelt die Eisenaufnahme bei niedrigem pH-
Siderophore Malleobactin ) (124, 213)
Wert; reguliert durctiur

Effektorproteine des TTSS3, z.B. BopB/ermutlich beteiligt in InvasionbopE-Mutanten

. . L . (176, 177, 180, 182)
BipD, BipB keinein vivo Attenuierung

. Wichtiges Quorum sensing System; Mutanten in
Pmll-PmIR quorum-sensing system; ) . . (195)
Pmll zeigtenin vivo Attenuierung;
Mutanten mit verkirzten  Aktinschweifen,
Putative export protein BPSL1528 Replikationsdefekt und  Attenuierung im
Mausmodell

Zellassoziierte Antigene
Kapselpolysaccharid CPSI CPS IViimvivo Virulenz involviert (151, 4)
Vermutlich an Adhérenz und Invasion beteiligt

Lipopolysaccharide O-Antigene vermitteln im ZytoplasmaiNOS (51)
Expression
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Virulenzfaktor Putative Funktion Zitat

Motilitat, vermutlich an Adhéarenz und Invasion

N beteiligt, (58)
Flagellum / Pili ] ) )
fliC-Mutanten in BALB/c Mausen wenige(50)
virulent

i Vermutlich an Invasion und Escape beteiligt,
Typ Il Sekretionsapparat, Locus 3, z.B. . . .
Mutanten mit Defekten im Apparat zeigemvivo (6, 148)

BsaZ .
Attenuierung

Two-Partner Sectretion System ) (21), Jones, 2007, 5th World
Funktion unklar

TPS BtpAB; BpaAB Mel. Cong. Abstract PAP017

Mutante zeigen verminderten vivo Virulenz, Lazar Adler, 2007, 5th World
Funktion unklar Mel. Cong., Abstract PAP006

Sensorkinase BPSS0687

Dephosphorylierungen  aktivierter,  zellularer
Protein Thyrosinphosphatase .p P .y g (108)
Signalproteine

Outer Membran proteine

38 kDa: bildet Aggregate, Porenbildung moglich  (¥D0
70, 38, 31, 24, 17 kDa 99reg 9 mog (o)

BPSL2063; ahnlich YadA- . . . Wilbur, 2007, 5th World Mel.
. Vermutlich an Invasion beteiligt

Autotransporterdomane Cong., Abstract PAP013

BPSS1536 Beteiligt an Escape aus der Vakuole (143)

. . vermutlich Teil des T6SS; Attenuiert im
Hypothetical protein BPSS1509 (143)

Mausmodell

1.7. Die Immunantwort gegerB. pseudomallel

1.7.1. Mechanismen der angeborenen Immunantwort geg B. pseudomallei
1.7.1.1. Interaktion von Virulenzfaktoren mit dem Komplementsystem

Bereits 1988 konnten Ismail et al. zeigen, d&sspseudomallei serumresistent ist und vom
Komplementsystem nicht lysiert wird (51, 9B).pseudomallei bindet die Komplementfaktoren C3b
und iC3b an der Oberflache auch in Abwesenheit \Amtikbrpern. Auf3erdem wurden
Membranenangriffskomplexe (MACs) nachgewiesen, kaime Lyse der Bakterien induzierten (54).
Moglicherweise wird die Resistenz gegen die Kompgletikaskade durch das LPS vdh

pseudomallei vermittelt. Dartber hinaus scheinen auch Kapsg$aaicharide eine partielle Inhibition

von C3b-Molekulen zu vermitteln, die aber nicht kampletten Resistenz fuhrt (150).
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1.7.1.2. Interaktionen des Erregers mit Neutrophila und Makrophagen

Neutrophile und Makrophagen leisten einen wichtidggmitrag zur Abwehr vorB. pseudomallei.
Selektive Depletionen von Makrophagen oder Neuitephin C57BL/6 Mausen fuhrten zum friheren
Versterben der Tiere nach Infektion (57, 74). Agattazu sind Neutrophile bei Erkrankungen wie
Diabetes mellitus, Alkoholismus, chronischen Niemdmankungen und Thalassé&mie in ihrer Funktion
eingeschrankt. Genau diese Patienten stellen esikoBruppe fir schwere septische Verlaufe der
Melioidose dar (29).

Die Aktivierung der Phagozyten durctB. pseudomallei erfolgt unter anderem Uber
Bakterienkomponenten (LPS), Zytokine (IfN-oder opsonierte Bakterien. Jingst konnte gezeigt
werden, dasB. pseudomallei-LPS von den Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4asmht wird. Fir die
Induktion immunvermittelnder Mechanismen ist allegs nur ein Engagement von TLR-2
ausschlaggebend (200, 204) und nicht TLR-4 wieadbeieren gram-negativen Erregern. Die Folgen
der Aktivierung sind Phagozytose, die Bildung voedi&itoren sowie die Produktion von Stickstoff-
und Sauerstoffradikalen. Sauerstoffradikale im Bhapsom werden durch die NADPH-Oxidase
gebildet und spielen eine wichtige Rolle in dei-#htpseudomallei Reaktion. So verstarben C57BL/6
Mause mit einem Defekt in dem Enzym signifikanthied als WT-Mause, aulRerdem war ihre
bakterielle Last in den Organen im frihen Stadiumehnder Infektion hoher (57). Auch konnten
Knochenmarkmakrophagen von Wildtyp-Mausen eingeggna Bakterien effizienter abtdten als
Makrophagen NADPH-defizienter Mause.

Stickstoffradikale NO werden durch die induzierbBi@-Synthase (iINOS) in Makrophagen gebildet.
NO ist fur eine effektive Eliminierung von Erregebereits wenige Stunden nach der Infektion
essentiell (130, 190, 194}. pseudomallei-LPS besitzt nur geringes Potential, die Bildung WO zu
induzieren. Utaisincharoen et al. mussten murineM284.7 Makrophagen mindestens sechsmal
langer mitB. pseudomallei-LPS stimulieren als mit LPS vdescherischia coli oderSalmonella thyphi,

um eine NO-Produktion nachweisen zu kénnen (198ymitlich ist die ungewdhnliche LPS-Struktur
von B. pseudomallei ein Grund fur die wenig effiziente NO-Antwort (10Ejiehe Abschnitt 1.5.2). So
induziert die O-Polysaccharid-Mutante SRM117 eitéekere Expression votNOS und wird besser
eliminiert als der Wildtyp (Utaisincharoeni, 200Bth World Melioidosis Congress, Abstract
PAOO002). Neben der LPS-Struktur sind allerdingdevigeitere Einflussfaktoren zu beachten. Die
Expression voniNOS wird von mindestens sechs verschiedenen reguat®n Sequenzen
kontrolliert, die teilweise kooperativ arbeiten Y6Busatzliche positive Signale kdnnen unter ardere
durch IFNf vermittelt werden. Das Zytokin wird produziert, nve LPS (ber TLR-4 eine
Signalkaskade induziert. (& pseudomallei-LPS nur TLR-2 effizient engagieren kann, ist dié&43-
Produktion insuffizient. Eine exogene Supplemeatathit IFN{3 in vitro erhdhte die NO-Freisetzung

und verringerte die intrazellulare Erregerzahl (104).
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Abb. 1.4. Modell der INOS Expression in murinen
Makrophagen nach Jacobs et al Die Induktion von
iNOS ist ein multifaktorielles Geschehen. Nach
Infektion mit gram-negativen Bakterien ist haufig3.P

ein erstes Signal fur die Expression. Verstarkurigesr

~6 hr IFN-y und IFN$-Signale spielen nadB. pseudomallei-

inR () — p-STAT-1 —» INOS o iNosS NO

" % i
% o

MAPK IRF-1 » IRF-1
mRNA

Infektion eine wichtige Rolle, um physiologisch

wirksame Konzentrationen des iINOS-Produkts NO zu

erreichen (aus: Jacobs et al.2000, The J. of Biolog.
Chemistry 276:47950-47957.

LPS’

Im Gegensatz zu den Daten in der Zellkultur komm@57BL/6iNOS™ Mausen gezeigt werden, dass
ein Fehlen von INOS in den ersten drei Monaten ndeh Infektion keine Rolle spielt. Auch
Knochenmarkmakrophagen voNOS * Mausen wiesen keine Unterschiede in ihrem baktisizi
Potential im Vergleich zu Makrophagen von WT-Mauaeh(57). Nach Meinung der Autoren ist hier
der genetische Hintergrund der Tiere zu beachtem ¢h derin vitro Daten wurde ausschlief3lich die
Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 auf BALB/c-Hintergrd verwendet (Wongprompitak, 2007, 5th
World Melioidosis Congress, Abstract IMO001).

Daruber hinaus erfolgte die Kultivierung der Zeikin unter Zugabe von Fétalem Kéalberserum (fetal
calf serum = FCS). Seit den spaten 70er Jahren egbBestrebungen das Supplement FCS in
Makrophagenkulturen zu ersetzen, da es einersedismiinschte Elemente wie Endotoxin, Zytokine,
Hormone, Glucocorticoide und langkettige Fettsdwathalt und andererseits jede Charge in ihrer
Zusammensetzung variiert (16, 46, 8, 9, 62, 67 fiart insbesondere bei der Ausdifferenzierung
von primaren Knochenmarkmakrophagen (BMMs) zur ig&rug der Zellen, in Abhangigkeit von
der Zusammensetzung der aktuellen Charge (80, B7ahrungen haben gezeigt, dass sich das
bakterizide Potential der Makrophagen mit der FQ@sGe verandert. Aus diesem Grund ist die
Verwendung eines stabilen, serumfreien Kultiviesgsygtems fir Makrophagen bei der Bearbeitung
von molekularen Fragestellungen wie die Bedeutueg MO-Antwort in der antB.pseudomallei

Reaktion ein wichtiger Schritt, um vergleichbarealysen durchfiihren zu kdnnen.
1.7.2. Die Rolle von IFNy im Infektionsgeschehen

IFN-y ist eines der Schllissel-Zytokine in der frihendehder Immunantwort gegéh pseudomallei.

Es aktiviert Makrophagen, Thl-Zellen und NK-Zellesprgt unter anderem fiir eine erhohte
Expression voriNOS in Makrophagen und Neutrophilen (114). Dabei rerclschon sehr geringe
Mengen des Zytokins aus, um die Infektion initial kontrollieren. In T-Zell-defiziente Mause, in

denen die NK-Zellen mit Antikorper depletiert wondgind, konnte die IFN-Konzentration um etwa
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95% verringert werden. Die Tiere zeigten keinensemtidenden Uberlebensnachteil gegeniiber
Wildtyptieren (74).

Die Produktion von IFN¢ kann auch durch die Zytokine IL-12 und IL-18 it werden. Die
Depletion von IL-12 in Taylor Outbred-Méausen zegigh mit der Infektion fuhrte zu einer
verminderten IFN¢ Konzentration und einer héheren Mortalitat derr@i€113, 156). Auch bei
Melioidosepatienten wurden erh6hte KonzentraticaxedFNy, 1L-12 und IL-18 im Serum gemessen
(113, 19). Die Produktion von IFMdurch IL-12 und IL-18 scheint dabei einerseiteerarstarkende
Wirkung zu haben, andererseits auch als antigebh#mgige Bystander-Reaktion zu entstehen (119).
Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass \IHdéreits in der frihen Phase der Infektion eine
effektive Wirtsabwehr gewéhrleistet. Allerdings Bstpseudomallel wie Listeria monozytogenes in der
Lage die Produktion des Zytokins aktiv zu unterkimdEr exprimiert SOCS-3 (supressor of cytokine
signalling 3) und CIS (cytokine-inducible Src howgy 2-containing protein), die
Tyrosinphosphorylierung von STAT-1 und damit digoEession von IFN¢sverhindern (55).

1.7.3. Mechanismen der erworbenen Immunitat gegeB. pseudomallei
1.7.3.1. T-Zell-vermittelte Mechanismen

T und B-Zell-defiziente Mause versterben in Langegerimenten friher als die Kontrollen, so dass
hieraus die Hypothese reifte, dass die T-Zell-Amtwwichtig ist, um die Erreger vollstandig zu
eliminieren und eine Persistenz zu verhindern. Aedeits hat die angeborene Immunantwort
wabhrscheinlich einen Einfluss auf die Reaktiviernog B. pseudomallei (10, 104).

Uber die Epitope der T-Zellen ist wenig bekannt.vEsden CD4Z Zellen gefunden, die spezifisch
gegen die TTSS3-Komponenten BipD und BipB gericlsied. Durch adoptiven Transfer dieser
Zellen konnte Immunitat vermittelt werden (73). Mabden TTSS3 Komponenten wurde auch
gezeigt, dass Flagellin wichtige kostimulatoris@ignale fur die T-Zellen bereitstellt, durch die di
IL-2-Produktion induziert wird. Ye et al vermutedass dies ein Mechanismus fir eine Memory-
Zellantwort gegeB. pseudomallei sein kénnte (136).

Im Gegensatz dazu zeigen klinische Studien, dassKdin Risikofaktor fiir eineB. pseudomallei
Infektion ist (33). Diese Daten machen deutlicrssddie Rolle der CDO4Zellen in der Infektion noch

nicht abschlieRend geklart ist.
1.7.3.2. Antikdrpervermittelte Mechanismen

Bei Melioidosepatienten wurden hohe Titer der Adtler-Subklassen IgG1 und IgG2 nachgewiesen
(32), wobei sie bis zu drei Jahre im Korper peisish konnen (196). Zahlreiche immunogene
Proteine sind bekannt: CPS, LPS (81), Flagellunidie, (28, 51, 127, 142), Zellwandkomponenten
(169), Chaperone (GroEL; GroES) und KomponentenTde3S3 (BipB) (Tumapa, 2007, 5th World

Melioidosis Congress, Abstract IMP006). Einen neugnsatz, um weitere Targets fiur die
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Antikdrpervermitelte Immunantwort zu finden, vesitlichten Su et al. in ihrer Beschreibung des
Immunoms. Sie fertigten Expressionbibliotheken ®npseudomallei- Isolaten aus thailandischen

Patienten an. AnschlieRend identifizierten sie #i®ne der Bibliothek, die mit Seren von

Melioidosepatienten in einem Kolonie-Blot Bindungeeigten (136). Dabei offenbarten sie einen
neuen Pool mdglicher immunogener Proteine. Weitdnéersuchungen mussen zeigen, ob damit
protektive Antikorper generiert werden konnen. Be&ute gelten nur Antikdrper gegen das LPS-O-
Polysaccharid Typ Il, gegen Exopolysaccharide undhgonenten des Flagellums als diejenigen, die

tatsachlich immunologischen Schutz vermitteln kin¢ler, 97).

1.7.4. Immungeschehen in verschiedenen Mausmodelleach Infektion

mit B. pseudomallei

Die Schwere einer Burkholderia-Infektion ist niclmur abhangig von der Virulenz des
Bakterienstammes, sondern wie bereits beschriebbeh son der genetischen Konstellation des
Wirtes. Diese Variabilitéat in der Empfindlichkeitikn in Mausmodellen nachgeahmt werden und ist
ein Pha@nomen, das nicht aBf pseudomallei begrenzt ist. Es wurde unter anderem auch bei
Leishmania major, Yersinia enterocolitica, Brucella abortis und Coxiella burnetii beobachtet.
Bestimmte Infektionsgeschehen kdnnen besser kumemtden, wenn die Immunantwort sehr
proinflammatorisch ist, andere brauchen eine dfgmmmatorische Antwort (172).

B. pseudomallei-Infektionen kénnen besser mit einer proinflammiatiten Immunantwort unter
Kontrolle gebracht werden. Diese Thl-vermittelteedidanismen sind bei BALB/c Mause nicht so
stark ausgebildet. Auf mRNA-Ebene konnte gezeigtrder, das C57BL/6 Mause frihzeitig
proinflammatorische Zytokine exprimiert werden, weitd bei BALB/c Mausen die Expressionslevel
deutlich niedriger sind (188). Sie sind deswegempfanglicher fur eine Infektion (7, 115, 122) als
C57BL/6 Mause. Supplementationsexperimente mit yFh+ BALB/c Mausen versuchten die
Immunbalance zu verschieben, damit konnte die M@taesenkt werden (156).

Eine starke Proinflammation induziert allerdingslaeine massive Gewebezerstorung. So korrelierte
eine erhthte Konzentration von IL-6, IL-8 und THFAn schwererkrankten Melioidosepatienten mit

einer schlechten Uberlebensprognose (64, 183).
1.8. Vakzinierungs-Strategien gegeB. pseudomallel

Eine Herausforderung bei der Entwicklung einer Igriichen Vakzine ist der intrazellulare

Replikationszyklus vonB. pseudomallei. Fir ein effektives Immungedéchtnis missen die
Vakzinekomponenten intrazellular prozessiert undchheRend préasentiert werden. Als mdgliche
Lebendvakzinen wurden sehr stark attenuierte Metamh Mausmodell getestet, Beispiele hierfir
sindilv-, TTSS3- oder Mutanten mit Defekten in der Nukdginrebiosynthese (5, 57, 143, 177). In
aktuellen Arbeiten wird eine Kombination mit CpGigainukleotiden als Adjuvants untersucht. CpG

allein wirkt bereits protektiv, es erhdht die Reletung und Phagozytose von Makrophagen und
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Neutrophilen und wirkt selbst bei intranasaler Agggion (207, 192). Eine Vorbehandlung mit CpG
und Flagellin vorBalmonella enterica erhdhte die Resistenz von C57BL/6 Mausen gegergiberB.
pseudomallei-Infektion (Rozak, 2007, 5th World Melioidosis Coags Abstract IMP018). Des
Weiteren triggern zwitterionige Liposomen mit CpGidu einer antigenen Komponenten die
proinflammatorische Antwort bei BALB/c M&usen. D¢orteil der Liposomen ist, dass sie durch
Phagozyten aufgenommen und prozessiert werden ¢petnh, 2007, 5th World Melioidosis
Congress, Abstract IMO004). Trotz dieser positiversatze ist eine Vakzinierung gegen den Erreger

noch weit entfernt von einer klinischen Anwendung.
1.9. Zielstellungen der Arbeit

Die molekularen Mechanismen und Determinanten dagazellularem Uberlebens voiB.
pseudomallel sind bisher wenig verstanden. Ziel dieser Arbar ws mit Tn5-Transposonmutanten
Gene zu identifizieren, die fur die Virulenz deshégens wichtig sind.

Zur Identifikation virulenz-assoziierter Gene safitdie Tn5-Transposonmutanten im zellbasierten
Plaqueassay analysiert werden. Bei Mutanten mitandgerter Plaquebildung sollte die
Transposoninsertionsstelle identifiziert werdentsgrechend der Ergebnisse galt es ausgewdhlte
Mutanten auf Adharenz, intrazellulare Replikatiokktinschweifbildung und Schwarmverhalten
sowie die Virulenz in der Maus zu untersuchen. Uplam Effekte auszuschliel3en, sollten
ausgewahlte Tn5-Mutanten komplementiert werden.

Weiterfuhrend war es Ziel dieser Arbeit Makrophafyfutanten-Interaktionenin vitro zu
beschreiben. Um standardisierte Bedingungen fir #ieltivierung der dafir genutzten
Knochenmarkmakrophagen zu haben, sollte ein seeigsfr Kultivierungssystem etaliert und

charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

BioDoc Analyzer
COe-Inkubatoren
Digitalkamera
Drigalskispatel
ELISA Reader
FACScan
FACSCalibur
Gelelektropherese

Feinwaage

Heizblock

Inkubator

Kuhlschranke

CB 150
Power Shot G5

Multiskan ex

Biometra, Gottingen (D)

Binder Labortechnik, Tuttling&)
Canon Deutschland,é{ddiD)

Institut fur Medizinische Mikrobagie
Thermo Electron CorpanatiDreieich (D)

BD Biosciences, Heidelberg (D)

BD Biosciences, Heidelberg (D)

Standard Powerpack P25  Biontetittingen (D)

Owa Labor 34011

Unitek H3-130
B6420
HeraCell

Vitacool
28

VEB Wagetechnik RapigokiDschatz
Sartorius AG, Gottingen (D),
UniEquip, Martinsried (D)
Heraeus, Hanau (D)
Heraeus, Hanau (D)
Foron/Ardo Deutschland, Duigh(D)



Kahl- und

Gefrierkombinationen

Mausschranke

Mauskéafige
Mikrokuvetten
Mikroskope
Invers
Mikroskop
Laser Scanning
Mikrowelle
Multipette Plus
Multikanalpipette

Neubauer Zahlkammer

PCR-Cycler
pH-Meter
Pipetboy

Praparierbesteck
Proteingelkammer
Schuttler

Sicherheitswerkbanke

Spektrophotometer

CN3956

Uni Protect

100 pl

Axiovert 40 CFL
Olympus BX60

Zeiss LSM 510 META

MG583MC

UNO I
pH523
pipetus

Minigel Twin
Ika Vibra VXR
HeraSafe HS12/2
HeraSafe K 15
Antair BSK
Genesys

GeneQuant pro

Thermo-Schittel-Inkubator Haube TH-15
Thermo-Schittel-Inkubator KS-15 control

TiefkUhlgerate -20°C
TiefkUhlgerate -70°C

Tischzentrifugen:

HFU 686 Basic
5417R

Biofuge fresco
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Liebherr Internatigrizallle (CH)

VWR Int., Hannover (D)

Liebherr International, Bulle (CH)
Tecniplast, Hohenpeil3enberg (D)
Ehret Labor- und Pharmatechnik,

Emmendingen (D)

Tecniplast, Hohenpeil3enberg (D)
Hellma GmbH, Mullheim (D)

Carl Zeiss, Jena (D)
Olympus, Hamburg (D)
Zeiss, Jena (D)
LG Electronics Deut. GmbH, Wdh (D)
Eppendorf, Hamburg (D)
Abimed GmbH, Langenfeld (D)
Glaswarenfabrik Klaus Hecht,
Sondheim (D)
Biometra, Goéttingen (D),
Omnilab Laborzentr. Bremen (D)
Hirschmann Laborgeréate GmbH,
Eberstadt (D)
Institut fir Medizinische Mikralbogie
Biometra, Gotting@)
IKA-Labortechnik, StaufeD)
Heraeus, Hapau

Heraeus, Hanau (D)

Thermo Electron Corpordiireieich (D)
Pharmacia Biotech, Uppsala (S)
Edmund B{htechingen (D)
Edmund BithHechingen (D)
Liebherr International, Bul@H)
Heraeus, Haiju (
Eppendorf, Hamburg (D)

Heraeus, Hanau (D)



UV-Lampe VL215B

UV-llluminator

UltraTurrax T8

Vakuum-Sicherheits-

Absaugsystem AF 202

Vortexer

Wasserbad

Zentrifugen: Hettich
Multifuge 1L-R
GS15R

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Chamber slides

Deckglaser rund 12 mm
rechteckig 24 x 20 mm
Einmal-Infektionskanilen mit Graduierung

100, 250, 500, 1000 ml

Rundboden

Erlenmeyerkolben
Facs-Rohrchen
Filterpapier Whatmann

Glasflaschen 100, 250, 500, 1000 mi

Immun-Blot PVDF Membran 0,2 pm
Impfésen grin
blau
Injektionskanulen 271G ¥
Kivetten aus Kunststoff, 1,5ml
Kryoréhrchen 1 bzw. 1,5 ml

Mikrotiterplatten
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Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell (D)

Bachofer, Reutlingen (D)
IKA-Labortechnik, Staufen (D)

HLC Biotech, Bovenden (D)
Heidolph, Schwabach (D)
IKA-Labortechnik, Staufen (D)

VWR Int., Hannover (D)
GFL Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel (D)

Eppendorf, Hamburg (D)
Heraeus, Hanau (D)

Beckmann Coulter, Krefeld (D)

Nunc/Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold (D)
Glaswarenfabrik Klaus Hecht,
Sondheim (D)
Omnilab Laborzentr. Brertign
Dispomée)nhausen (D)
VWR Idannover (D)
BD Biosciences, HeidelBrg (
Schleicher & Schuell, Dh@sg
VWR Int. HarmnqD)
Bio-Rad, Miinchen (D)
Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe (D)

Braun Melsungen, Melsun@sn
Brand, Werthein) (D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Nunc/Thermo Fisher Btifie,
Langenselbold (D)

96, 24, 12, 6-well, F-Form Greir®@o-one, Solingen (D)



Mikrotiterplatten,

Multipette-Aufsatze 10 mi
Nitrocellulosefilter Durchmesser 6 cm
Objekttrager

PCR Réhrchen MicroAmp

Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen 5000 pl
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie 1,5ml, 2,0 ml
Reaktionsgefalie 5, 15 ml
Schraubrdhrchen 15 ml, 50 ml
Spritzen 5, 10, 20 ml
Skalpell Fig 21
Stabpipetten 1,5, 10, 25 ml
Sterilfilter 0,22 um,
Stericups 250, 500 ml
Wattestdbchen
Zellkulturflaschen 25 cfh

75 cm
Zellschaber

2.1.3. Allgemeine Chemikalien

Agarose MS

SeaPlaque Agarose
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest. injectabilis

Acrylamid/Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)

BM Blue POD Substrat
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

96-well, U-Form

10, 100, 200, 1000 pl

gestopft, 10, 100, 200 pl

Material und Methoden

Nunc/Thermo Rex Scientific,
Langenselbold (D),
Sarstedt, Nurnberg (D)
Eppendorf, Hamburg (D)
Sartorius A&jttingen (D)
R. Langenbrinck, Emmendingen (D)
Applied Biosyst., Foster C{tySA)
Sarstedt, NUrnberg (D)
Sarstedtibpdig (D))
Brand, Wertheim (D)
Bio-Rdidnchen (D)
Sarstedt, NUrnfeyg
Eppendorf, Hamburg (D)
Greiner bio-one, Sohr(@®
BD Biosciences, HadglD)
Braun, Mannheim (D)
Dahlhausen Medizintechnik, Kol (D
Sarstedt, Nirnbejg (D
Millipore GmbH, Schwalbafb)
Millipore GmbH, Schwalbach (D
unomedical, Birkergd (DEN)

Greiner bio-one, Solingen (D)

TPP, Trasadingen (CH)

Roche Diagnostics, Mannheim (D)
Difco/BD Diagnostics, HeidelljBig
AppliChem, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Braun, Melsungen (D)
CarltR&mbH, Karlsruhe (D)
Roche Diagnostics, Mannh&in (
Serva, Heideberg (D)
VK Labor- und Feinchemie
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)



DNA-Langenstandard VIIl, 1l
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

EDTA, Na-

Ethanol

Ethidiumbromid

Essigsaure

Fluoroprep

87%
100%

Glycerol

Glycin

Harnstoff

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin-sulfat

Ketamin

Methanol

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Naphthyl-Ethylendiamin
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumacid

Natriumhydroxid

Natriumnitrit

Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Propidiumiodid
Proteinmarker RPN 756, prestained
Saccharose

Salzsaure
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Roche Diagnostics, Méneim (D)

Sigma-Aldrich, Taufkien (D)
Sigma-Aldrich, TaufkirchgD)
Roche Diagnostics, Mannheim (D)
Merck, Darmstadt (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Serva, Heidelberg (D)

J.T. Baker, Deventer (NL)
BioMérieux, Nurtingen (D)
Merck, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Serva, Heidelberg (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Dr. E. Graeub AG, Bern (CH)
J.T. Baker, Deventer (NL)

New England Biolabs, Ipswich, &)S

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchén)
Merck, Darmstadt (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Merck, Darmstadt (D)

Sigma-Aldrichaltiifkirchen (D)
BD Biosciences, Heideberg (D)

GE HealthcAmaérsham,
Buckinghamshire (UK)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Merck, Darmstadt (D)



Saponin

Sulfanilsaure

Sodiumdodecyldinatriumsulfat (SDS)

TEMED
Tergitol
Thioharnstoff

Trichloressigsaure

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Triton X-100

Tween20

Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Serva, Heidegl{®)
Serva, Heidelberg (D)
Fluka AG, Buchs (CH)
Merck, Darmstadt (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Serva, thdberg (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Ferak, Berlin (D)
Merck, Darmstadt (D)

2.1.4. Allgemeine Puffer und Kits

PBS:

0,2 M NaCl + 2,5 mM KCI + 8 mM MaQ, + 1,5 mM KHPGO,;

auf 1 Liter mit A. bidest auffillen, pH 7,4

Tergitol-Lysepuffer
Reagenzien fur NO-Assay:
1. Natriumnitrit Standard:

2. Sulfanilsaure:

3. Naphtyl-Ethylendiamin:

Fix & Perm Permeabilisation Kit
CBA Inflammation Kit

Blood and Tissue DNA Isolation Kit
Bacterial RNA Protection Kit
RNeasy Mini Kit

Affinity Script cDNA Synthesis Kit
Strata Script cDNA Synthesis Kit
QiaPrep Mini Kit

QiaPrep Midi Kit

NucleoSpin Plasmid QuickPure

BioRad Quick Start Bradford Protein Assay

Hemafix

0,1% BSA in PBS, steril filtrien; + 1% Tergitol steril

690 mg in 10 ml A. é&d 16sen; 1:1000 verdinnen
4 N HCI herstellen (60 ml +mD37% HCI)
500 mg Sulfanilsaure in 50 ml 4N HCI auflésen
500 g Naphtyl-Ethyldigtmydrochlorid in 20 ml
96% Methanol resuspendieren; im Wasserbad téoliég
I6sen; weitere 30 ml Methanol zugeben; vor tigaschitzt
im Kahlschrank aufbewahren
An der Grub, KaumipéA)
BD Biosciences, Heideberg (D)
Qiagen, Hilddm)(
Qiagen, Hilden (D)
Qiagen, Hilden (D)
Stratagene, Helderg (D)
Stratagene, Héidey (D)
Qiagen, Hilden (D)
Qiagen, Hilden (D)
Machery Nagel GmbHeD{{D)
Bio-Risidinchen (D)
Biomed Labordiagn. Oberschleil3heim (D)
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2.1.5. Material fur die Kultivierung von B. pseudomallei und E. coli

Bakterienstamme

E. coli

B. pseudomallei

Chemikalien, Medien und Platten
Agarplatten Blut

Muller-Hinton Il
Bactoagar
Kristallviolett
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalium-D-Glucuronat
Luria Bertani Bouillon

Difco LB Broth, Lennox
Luria Bertani Agar Difco LB Agar, Lennox
Magnesiumsulfat
Mauller-Hinton Agar
Natriumammoniumhydrogenphosphat

Neutralrot

Trypton-Soja Broth

Zitronensaure-Monohydrat

DH5a

OP50

HB101 pRK2013

SM10 pOT182-Tn5

DH5a pMLBad

DH5x pUC18T-Tn7T-Zeo loxP

DH50 pUC18T-Tn7T-Zeo loxP BPSL0918
DH50 pTNS3

E8 (Bodenisolat Thailand)

E8A BPSL(S) Transposonmutanten
fliC-Mutante (Dissertation Beate Fehlhaber)

BD Diagnostics, Heidelberg (D)
BD Diagnostics, Heidelberg (D)
Difco / BD Diagnostics, Heidelberg (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Invitrogen, Karlsruhe (D)

BD Diagnostics, Heidelb€i)
BD Diagstics, Heidelberg (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Oxoid, Wesel (D)

Merck, Darmstaglt (D
AppliChem, Darmstadt (D)
Serva, Heidelberg (D)

BD Diagnostics, Heidelberg (D)
Merck, Darmstadt (D)

Ashdown Agar : 1% Trypton-Soja Broth + 1,5% Bactgaf + 3,48% Glycerol +
0,0005% Kristallviolett + 0,005% Neutralrot 1§/ml Gentamycin
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Vogel-Bonner Minimalmedium:

Material und Methoden

28 mM NaNHHPQ, * 4H,0 + 37 mM KHPO, * 3H,0 +
3,3 mM MgSQ* 7H,0 + 10 mM GHgO; * H,0,

pH 7,2 autoklavieren
Mit Glucose als C-Quelle: 0,214 mM K-D-Glucorsteril filtriert

Mit Glycerol als C-Quelle: 50 mM steriles Glycknaicht steril filtrieren

Vogel-Bonner Agarplatten: Vogel-Bonner Medium m&% BactoAgar

Softagarplatten:

fir Schwarmverhalten

Antibiotika

Ampicillin
Chloramphenicol
Gentamycin
Kanamycin-Monosulfat
Polymyxin B-Sulfat
Streptomycinsulfat
Tetrazyklin
Trimethoprim

Zeocin

LB-Medium + 0,3% Bacto-Agar

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen)(D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Fluka AG, Buchs (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Invivogen, Karlsruhe (D)

2.1.6. Material fur die Kultivierung von Zellen

Zellkulturreagenzien

DMEM Medium

DMEM ohne Phenolrot

MEM Eagle Medium

RPMI

Fotales Kélberserum (FCS)
Panexin fir Knochenmarkmakrophagen
Glutamin

Natriumpyruvat
Nichtessentielle Aminoséuren
PBS

Trypanblau-Ldsung
Trypsin/EDTA

35

BIOCHROM KG, Berlin (D)
BIOCHROM KG, Berlin (D)
BIOCHROM KG, Berlin (D)

BIOCHROM KG, Berlin (D)

BIOCHROM KG, Berlin (D),
PAN BiotecheAimhch (D)

BIOCHROM KG, Berlin (D)

BIOCHROM KG, Berlin (D)
BIOCHROM KG, Berlin)(D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

PAA Laborat., Pasching (A)



Material und Methoden

Stimulantien

Murines rGM-CSF PAN Biotech, Aidenbach (D)
Murines IFNy Roche Diagnostics, Mannheim (D)
Murines IL-12 PAN Biotech, Aidenbach (D)
Murines IL-18 PAN Biotech, Aidenbach (D)

LPS &almonella typhimurium) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Zelllinien

Tab. 2.1. Uberblick iiber verwendete Zelllinien und @éren Kultivierung

Bezeichnung der

Ursprun Herkunft Kultivierun
Zellen prung g
RAW 264.7 murine Makrophagen-ZelllinidAG Walther, Institut fir DMEM + 4% Panexin
(BALBI/c) Medizinische Biochemie
HelLa humane Epithel- ZelllinieFriedrich-Loeffler-Institut ~ MEM-Earle + 10% FCS +
(Zervixkarzinom von Henriettaftir Medizinische 1 mM  Natriumpyruvat +
Lacks) Mikrobiologie Greifswald 0,1 mM nichtessentielle
Aminoséauren +
2 mM Glutamin
HeLa T humane Epithel-Zellinie AG  Klos, Medizinische Siehe HelLa
transfiziert mit T-Antigen Mikrobiologie, MHH
Hannover
Ptk2 Nierenepithel-Zelllinie derFriedrich-Loeffler-Institut = DMEM + 10% FCS
Beutelratte fur Medizinische
(Potorous tridactylis) Mikrobiologie Greifswald
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2.1.7. Material fur die Tierversuche

Rompun Bayer Vital GmbH, Leverkusen (D)
Ketamin Dr. E. Graeub AG, Bern (CH)

2.1.8. Material fur die Fluoreszenzfarbungen

Antikérper zur Darstellung von B. pseudomallei Infektionen:

Anti B. pseudomallei: EPS Klon 3015 eigene Herstellung (Steinmetalet1995)
Anti B. pseudomallei EPS Klon 3165 eigene Herstellung

Ziege-anti-Maus IgG Alexa488, div. Subklassen Mualar Probes/Invitrogen, Karlsruhe (D)
TRITC-Phalloidin Molecular Probes/Invitrogen, Kathe (D)

Antikérper zur Charakterisierung der Knochenmarkmak rophagen:

Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 Invitrogen, Karlsrbg
Ratte (IgG2b)-anti-Maus F4/80 PE; Klon C1:A3 AbBr&ech, Oxord (UK)
Ratte (IgG2b)-anti-Maus CD117; Klon 2B8 AbD SentteOxord (UK)

Ratte-anti-Maus CD11b (MAC-1); Klon M1/70.15  Ab[@rStech, Oxord (UK)
PE Hamster (IgG1)-anti-Maus CD11c; Klon HL-3 ~ BDoBciences, Heidelberg (D)
Ratte (IgG2&)-anti-Maus CD13: KI. ER-BMDM-1 Cedarlane Labor&@ntario (USA)

Ratte 1gG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbD Sezoh, Oxord (UK)
PE Ratte 1gG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbDr8t&ch, Oxord (UK)
PE Ratte 1gG2a Isotypkontrolle; Klon R35-95 BD &i@nces, Heideberg (D)
PE Hamster IgG1 Isotypkontrolle; KI. G235-2356 Bidsciences, Heideberg (D)
PE Ratte-anti-Maus CD3; Klon 17A2 BD Bioscienddsideberg (D)
FITC Ratte-anti-Maus CD4; Klon GK1.5 BD Biosciesceleideberg (D)
FITC Ratte-anti-Maus CD8; Klon 53-6.7 BD Biosaies, Heideberg (D)
FITC Ratte-anti-Maus CD49b; Klon DX5 BD Biosciesceéleideberg (D)
FITC Ratte IgMk Isotypkontrolle; Klon R4-22 BD Biosciences, Hdideg (D)
Ratte-anti-Maus Mono/Makro.; Klon MOMA-2 AbD Seeah, Oxord (UK)
Ratte 1gG2b Isotypkontrolle; Klon LO-DNP AbD Sezoh, Oxord (UK)
Ziege-anti-Ratte 19G (H+L) Alexa Fluor488 MolecuRrobes/Invitrogen, Karlsruhe (D)

Puffer und Loésungen

PBS” PBS + 1 mM MgCl + 0,1 mM Cagl

FACS-Puffer: PBS + 2% FCS + 0,02% Natriumazid

Permeabilisierungspuffer:  FACS-Puffer + 0,01% 3S&po
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2.1.9. Material fir den Western Blot

Antikérper
Rabbit-antiB. pseudomallel BipD Mark Stevens, London (UK)
Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) POD Dianova, Hamb(IDy
Puffer und Lésungen
Laemmli-Puffer: 8 mM Harnstoff + 0,05% SDS + 0,2B¥omphenolblau
ggf. mit 0,04%3-Mercaptoethanol
SDS-Laufpuffer 5x: 125 mM Tris + 1.25 Glycin + 199S; pH 8,3
Transferpuffer: 192 mM Glycin + 25 mM Tris + 20% tanol + 0,1% SDS,
pH 8,1 bis 8,4
TBS-Puffer: 10 mM Tris + 150 mM NacCl; mit HCI auHp/,5 einstellen
TBST-Puffer: 20 mM Tris + 500 mM NacCl + 0,05% Tweén+ 0,2% Triton X-100;

mit HCI auf pH 7,5 einstellen

2.1.10. Material fir molekularbiologische Methoden

Enzyme

EcoRlI New England Biolabs, Ipswich, (USA)
BamHI New England Biolabs, Ipswich, (USA)
Hindlll New England Biolabs, Ipswich, (USA)
T4 DNA-Ligase New England Biolabs, Ipswich, (USA)
Pfu Polymerase Stratagene, Heidelberg (D)

Hot Start Gold Polymerase Eurogentec, Koln (D)

Proteinase K Boehringer, Mannheim (D)

Lysozym Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
DNAse | Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Puffer und Lésungen
TAE Puffer fir Agarosegelelektropherese (20x)
48,2 g Tris + 3,72 g EDTA, auf 500 ml A. bidest
mit Essigsaure auf pH 7,9 einstellen
Probenpuffer (6x) 20 g Saccharose + ub0,5 M EDTA + 0,25 mg Bromphenolblau
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Primer

Alle Primer wurden synthetisiert von MWG Biotech AEbersberg (D)

BF5 5-ACATGG AAG TCAGATCCT GG -3

12/85b for 5-CCC GAATTC GTATTG CAT GCT GCT GACTC - 3
12/85b rev 5-CCC AAG CTT CTC GAC GAC GTACTTGETIG -3
KoBPSL2397fora 5-AAG CCT TCAATC CGC ACACGA TCAG - 3
KoBPSL2397rev 5-GGA TCC CTC GGC CGG ATG GGA ATA- 3
KoBPSS1504bfor 5-AAG CTT CCG CGC ATT CGT TCG GAT - 3
KoBPSS1504brev 5-GGATCC CCG CGT GCCAGC TCG AOT3

Tn7L 5-ATT AGCTTACGACGCTACACCC-3

BPGLMS1 5- GAG GAG TGG GCG TCG ATC AAC - ¥

BPGLMS2 5- ACA CGA CGC AAG AGC GGAATC-%

BPGLMS3 5-CGG ACAGGTTCGCGC CATGC -3

2.1.11. Software und Datenbanken

Software:

BD CBA Analysis Software BD Biosciences, HeidethéD)

CellQuest", Analysis BD Biosciences, Heidelberg (D)

Clone Manager 9 Scientific ad Educational Software

GraphPad Prism 4 GraphPad Software Inc., San légé\)

MetaMorph 4.6 Visitron Systems GmbH, Puchheim (D)

Spot Advanced Visitron Systems GmbH, Puchheim (D)

WinMDI 2.8 TSRI, The Scripps Research Institute,
Flow Cytometry Core Facility (USA)

Datenbanken

Artemis www.sanger.ac.uk/

KEGG www.genome.jp/kegg/

NCBI www.ncbi.nih.nlm.gov

Clustal W www.ebi.ac.uk/clustalw/
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2.2. Methoden

2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung und Konservierung
Kultivierung:

Die Kultivierung von E. coli- und B. pseudomallei-Stammen erfolgte auf Columbia Blutagar
(5% Schafblut) oder LB-Agar (ggf. mit Antibiotikal:tr B. pseudomallei wurden weiterhin Muller-
Hinton Il Agar und Ashdown Agar verwendet. Entsiiende Flissigkultivierungen wurden in LB-
Medium unter Zugabe von Antibiotika (siehe Tab@l2) bei 37°C, 140 rpm bzw.160 rpia. (coli)
durchgefunhrt.

Wenn nicht anders vermerkt, wurden fir experimémighsatze die Bakterien aus dem Arbeitsstock
auf Blutagar fraktioniert. Fur die Vorkulturen werd 3 bis 5 Kolonien in 3 ml Medium mit

entsprechenden Antibiotika angeimpft und 16 bis b#i bereits genannten Bedingungen kultiviert.

Tab. 2.2. Uberblick iiber die verwendeten Bakteriengtmme und deren Antibiotikaresistenzen

Bakterienspezies Stamm Antibiotika-Resistenz
B. pseudomallei Tn5-Transposonmutanten Tetrazyklin (50ug/ml),
Streptomycin (10Qg/ml)
Komplementanten mit pMLBAD Trimethoprim (10Qug/ml)
Komplementanten mit Zeocin (25 pg/ml)
pUC18T-Tn7T-Zeocin - loxP
E. coli SM10, pOT182 Tetrazyklin (12,5ug/ml)
DH50 pMLBAD BPSL(S) Trimethoprim (10@ug/ml)
Hb101 pRK2013 Kanamycin (35 pg/ml)
DH5a pUC18T-Tn7T-Zeocin loxP Zeocin (25 pg/ml) oder
Ampicillin (100 pg/ml)
DH50 pTNS3 Ampicillin (100 pg/ml)

Konservierung:

Die Konservierung der Bakterien erfolgte in frih&8gicher Passage in LB-Medium/20% Glycerol.
Dazu wurden die Bakterien in LB-Medium Uber Naché pis 18 h) kultiviert, mit entsprechender
Menge Glycerol versetzt, aliquotiert und sofort £1°C eingefroren. Die Kultivierung von Mutanten,
Komplementanten oder plasmidhaltigen Stammen d@dalgter Zugabe entsprechender Antibiotika.

Je Stamm wurden Aufbewahrungs- und Arbeitsstockgaséellt und bei -70°C eingefroren.
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2.2.1.2. Erstellen einer Wachstumskinetik voiB. pseudomallel in vitro

Aus der Vorkultur wurden Bakterien in eine Hauptiul(15 ml Medium im 50 ml Falcon) auf eine
ODgs0 nmVvOn 0,01 eingestellt und bei optimalen Kulturbegingen inkubiert. Als Medien dienten LB-
Medium oder Vogel-Bonner Minimalmedium mit K-D-Gluonat (beides in der Hauptkultur ohne
Antibiotikum). Mindestens zweimal am Tag wurde @®gs5q m bestimmt. Ab einer OD von 0,8
wurden die Kulturen zur Messung 1:10 verdinnt. @diem Wachstumsversuch wurde als interne
Kontrolle der Wildtyp E8 mitgefihrt.

2.2.1.3. Schwarmverhalten auf Softagar

Von einer Reinkultur auf Columbia Blutagar wurdaesPipettenspitze Koloniematerial in die Mitte
der Softagarplatte aufgebracht und nach 16 bis 2dfem Hofdurchmesser ermittelt. Als interne
Kontrolle diente der Wildtyp E8.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Praparation bakterieller DNA

Fur die Praparation verwendeten wir das Blood aisdue DNS Isolation Kit der Firma Qiagen. Als
bakterielles Material dienten 5 bis 6 Kolonien dhisauf Columbia Blutagar passagierter Bakterien
oder Bakterien einer 3 ml Kultur (16 h). Die Zellerurden in 180ul ATL (Kit Komponente)
resuspendiert und Uber Nacht in Anwesenheit vontePrase K bei 55°C inkubiert, um die
Bakterienwande aufzuschliel3en. Die Separation vd¥A DProteinen und RNA erfolgte tber

Minisdulen. Die Elution wurde zweimal in B0 destilliertem Wasser durchgefihrt.
2.2.2.2. Praparation Gesamt-RNA und DNAse Verdau

Gewinnung vonB. pseudomallei Gesamt-RNA nach Kultivierung in LB-Medium:

B. pseudomallei wurde von Columbia Blutagar in einer Ubernachtkulton 15 ml LB-Medium
inokuliert und fir 16 h bei 37°C inkubiert. Um diNA-Menge zu quantifizieren, wurden mittels
Bestimmung der Optischen Dichte 2% Bakterien eingestellt, abzentrifugiert , in 500_B-Medium
resuspendiert und mit 1 ml RNA Protection Reagéitt Bacterial RNA Protection Kit, Qiagen)
versehen. Die Extraktion der RNA erfolgte anschdie®® mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Der
Aufschluss der Zelle wurde mit Lysozym und Protes& durchgefiihrt, die anschliel3ende Reinigung
erfolgte Gber RNA Minisaulen. AbschlieBend wurdee d®NA in 40 pl RNAse-freiem Wasser

resuspendiert.
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Gewinnung vonB. pseudomallei Gesamt-RNA nach Kultivierung in verschiedenen Medin:

B. pseudomallei wurde von Columbia Blutagar in einer Ubernachtkulton 15 ml LB-Medium,
Vogel-Bonner Minimalmedium mit K-D-Glucuronat od&lycerol inokuliert, fir 16 h bei 37°C
inkubiert und am folgenden Tag in einer Hauptku(®0® ml) auf eine OBy nmVvon 0,01 eingestellt.
Die Probenentnahme erfolgte anschlieRend in verdehien Wachstumsphasen (exponentiell,
logarithmisch), dazu wurden die Proben mit Bacldpiatection Reagent behandelt und bei -20°C
eingefroren. Die Extraktion der RNA erfolgte mitndeRNeasy Mini Kit (Qiagen), wobei 40 pl

RNAse-freies Wasser zur Elution dienten.
DNAse Verdau

Verbliebende DNA-Kontaminationen wurden in einensé&ulichen Schritt mit DNAse 1 (Stratagen)

nach Vorschrift des Herstellers eliminiert.
2.2.2.3. Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Der DNA- bzw. RNA-Gehalt wurde photometrisch beiegiWellenldnge von 260 nm bestimmt.
Zur Kalkulation des Gehalts diente folgende Formel:

DNA / RNA in ngful = OD,g nm* Verdinnungsfaktor x Extinktionskoeffizient
Der Extinktionskoeffizient betragt bei einzelstrangiger Nukleinsaure 0,04 liddoppelstrangiger
Nukleinsédure 0,05. Der Quotient aus der OD bei 860 und 280 nm gibt den Grad der Verun-
reinigung an. Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 fllAund zwischen 1,9 und 2,0 fir RNA sind ideal.

2.2.2.4. Ethanolische Fallung von Nukleinséuren

Zur Reinigung oder Konzentrierung der DNA. wurde @NA-haltige Lésung mit dem zweifachen
Volumen eisgekihltem, konzentriertem Ethanol untd1¥olumen einer 5 M Natriumacetatlésung
versetzt. Die Féllung erfolgte fir mindestens 3@ bei -20°C. Anschliel3end wurde die gefallte DNA
bei mindestens 20 000xg fiur 30 min, 4°C zentriftigimd einmal mit 70%igen Ethanol gewaschen
(10 min, 20 000x%g, 4°C). Um uberschissigen Ethan@ntfernen, wurde das Pellet getrocknet und in

einem entsprechenden Volumen destilliertem Wagseispendiert.
2.2.2.5. Restriktion und Ligation von Nukleinsauren

Restriktion

In dieser Arbeit kamen EcoRI, Bam HI oder HindZlr Restriktion von doppelstrangiger DNA zum
Einsatz. Jgig DNA wurden 10 U Enzym in einem Volumen von mirtdas 30ul verwendet. Der
Verdau erfolgte mit den vom Hersteller empfohlerfeuffern und den fir die Enzyme idealen

Temperaturen fur mindestens 1 h, in den meistderiraber Nacht.
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Ligation

Es wurden sowohl Restriktionsfragmente religiererodektor/Insert-Ligationen vorgenommen. Die
Religation erfolgte in einem Volumen von gbmit 2,5 ul Ligasepuffer und maximal 100 U Ligase.
Vektor/Insert-Ligationen erfolgten in den molekaarVerhaltnissen 1:1 und 1:3 in einem Reaktions-
volumen von 10 bis 1fl. Die Ligationen wurde entweder Gber Nacht bei@ @urchgefiihrt oder fur

1 h bei Raumtemperatur.
2.2.2.6. Agarosegelelektropherese

Zur Analyse von DNA-Fragmenten kamen 0,8, 1 undgghiAgarosegele zum Einsatz. Die Agarose
wurde mit 1xTAE-Puffer aufgekocht, im Wasserbadediidplt, mit Ethidiumbromid versetzt und in
die Gelkammer gegossen. Die GroR3en der Fragmefierlisich mit den Markern Ill: ~500-5000 kB
und VIII: ~50-1100 kB abschatzen.

2.2.2.7. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR diente als Nachweis der Tn5 bzw. Tn7-limend im Rahmen der Komplementation.

PCR zum Nachweis der Tn5 Insertion sowie zur Amplikation von Genen fir die

Komplementation

Die Primer wurden 100-200 bp upstream vom Zielgan. in Gen-flankierenden Bereichen mit Hilfe
des Programms Clone Manager erstellt und bei daraFMWG synthetisiert.

Ansatze: 2,5 ul 10 x Pfu Puffer
2,5 pl DMSO
2,5 pl dNTPs (100 mM)
1,25 pl Primer forward (10 nM)
1,25 pl Primer reverse (10 nM)
0,25 pl Pfu Turbo Polymerase
X ul DNA
X ul Aqua dest.
In Abhangigkeit der Fragestellung wurden @®der 50 ul als Ansatz verwendet.
Programm: Initiale Denaturierung, 94°C 300 s
Denaturierung 94°C 60 s
Annealing x°C 60 s
Elongation 72°C 90 s
Finale Elongation 72°C 300 s
Lagerung 4°C unendlich

Das Programm wurde in 35 bis 40 Zyklen wiederholt.
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PCR zum Nachweis der Tn7-Insertion

Die Primer wurden mit den Sequenzen aus Choi@4albei der Firma MWG synthetisiert.

Ansatze: 2,5 ul 10 x Pfu Puffer
2,5 ul DMSO
2,5 ul dNTPs (100 mM)

1,25 pl Primer Tn7L (10 nM)
1,25 pl Primer reverse (10 nM) (BPGLMS1; BPGLMS2,

BPGLMS3)
0,25 pl Pfu Turbo Polymerase
X ul DNA
X ul Aqua dest. (Fa. Braun)

In Abhangigkeit der Fragestellung wurden2®der 50 ul als Ansatz verwendet

Programm: Initiale Denaturierung, 94°C 300 s
Denaturierung 94°C 60 s
Annealing 61°C 60 s
Elongation 72°C 90 s
Finale Elongation 72°C 300 s
Lagerung 4°C unendlich

Das Programm wurde in 35 Zyklen wiederholt.
Als Template wurde gereinigte DNA oder eine Susjgenswus Koloniematerial verwendet. Dazu

wurde eine Kolonie in destilliertem Wasser resudjen und 10 min bei 95°C inaktiviert.
RT-PCR

Zwischen 250 und 3000 ng isolierte Gesamt-RNA wurdeder reversen Transkriptase in cDNA
(Stratagen Kit) umgeschrieben. Als Primer wurdessablie3lich Random Primer verwendet.

Die cDNA Synthese erfolgte auf einem PCR-Cyclerfoigendem Programm:

Programm: Annealing 25°C 5 min
Amplifikation 42°C 15 min
Termination 95°C 5 min

Die cDNAs wurden bei -20°C gelagert.
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2.2.2.8. Herstellung CaGl-kompetenter Zellen

Aus einer LB-Vorkultur vork. coli DH5a wurde eine LB-Hauptkultur von 200 ml beimpft (1000.

In der exponentiellen Phase (optische Dichte zveisdh3 und 0,5) wurde die Bakteriensuspension fir
mindestens 15 min auf Eis gekuhlt. AnschlieBenddenrdie Zellen in vier Falconréhrchen tberfihrt,
durch milde Zentrifugation sedimentiert (2600xg, i, 4°C), dreimal mit gekihltem CaQL0 ml

pro Falconréhrchen) gewaschen und nochmals bei @@0x 10 min, 4°C sedimentiert. Vor dem
abschlieRenden Waschschritt wurden die Bakterid®iml CaC} pro Falconréhrchen aufgenommen,
fur 30 min auf Eis inkubiert, wie beschrieben sestitiert und in insgesamt 4 ml CaD% Glycerol
resuspendiert. Die Aufbewahrung der kompetenterledekrfolgte zu je 200 ul Aliquots (in

vorgekihlten Eppendorfgefal3e) bei -70°C.
2.2.2.9. Hitzschocktransformation

Die kompetenterE. coli DH50 wurden auf Eis aufgetaut und anschlielend mit maki500 ng
Plasmid far 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzesckerfolgte bei 42°C im Wasserbad fir 90 s, dem
sich unmittelbar eine Abkuhlung fir 2 min auf Eissehloss. Zur Regeneration wurden die Zellen in
3 ml LB-Medium fur mindestens 1 h bei 37°C, 140mrpinkubiert. Zur Selektion auf
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten wurden 2(0Dder gewachsenen Kultur ausplattiert. Bei erwartet
schwacher Transformationseffizienz (z.B. Selbstidamg) konnte die Effizienz erhtht werden,
indem die Bakterien nach der LB-Passage abzeniftign 100l LB-Medium resuspendiert und

komplett auf einer Selektionsplatte verteilt wurden
2.2.2.10. Tn5-Transposonmutagenese nit pseudomallel E8

Der Wildtypstamm E8 wurde am Tag vor der MutageraageColumbia Blutagar fraktioniert und bei
42°C Uber Nacht inkubiert. Ebenso wurde der Trasspeenthaltende Stami coli SM10 pOT182-
Tn5 in LB-Medium mit 12,5ug/ml Tetrazyklin, 25ug/ml Kanamycin und 2pg/ml Chloramphenicol
bei 37°C, 140 rpm Uber Nacht kultiviert. Tetrazpkiselektierte die Resistenz im Transposon,
Kanamycin eine intrinsische ResistenzZincoli SM10 und Chloramphenicol eine Resistenz auf dem
Plasmid pOT182.

Am Tag der Mutagenese wurée pseudomallei E8 von Blutagar mit 10 mM MgSGbgeschwemmt,
auf eine ORso nm VON 0,65 (3,25x10Bakterien pro ml) eingestellt und 1:10 in 10 mM $4@
verdiinnt. Ebenso wurde die Ubernachtkultur #¥ormoli SM10 auf eine ORg nmVvon 0,8 (3,25><1$O
Bakterien pro ml) eingestellt. Der konjugative Tstam erfolgte nach Kokultivierung von jeweils
130 ul der Suspensionen auf Blutagar bei 37°C Uber Nd2b$ Weiteren wurden Kontrollausstriche
von beiden Stammen separat auf Blutagar angefertigt

Der Gber Nacht entstandene Bakterienrasen liensicBx2 ml 0,85%igen NaCl und einem sterilen

Wattetupfer von der Oberflache l6sen. Jeweils 1D@digser Suspension wurden auf mehrere LB-
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Agarplatten mit Tetrazyklin (5Qug/ml) und Streptomycin (10Qg/ml) ausplattiert und mindestens
36 h bei 37°C inkubiert. Die Kontrollen wurden ebeitbehandelt. Der Rest der Suspension konnte fur
spatere Transposonmutagenesen unter Zugabe voiGR@%rol bei -70°C konserviert werden.

Nach einer Inkubation von 24 bis 48 h waren Einaelkien auf den Selektionsplatten sichtbar. Diese
wurden je in ein well einer 96-well Platte mit j@Qul LB-Medium (50pg/ml Tetrazyklin, 10qug/ml
Streptomycin) und 10% Glycerol Uberfiihrt, bei 3Ti6zr Nacht bebritet und anschliel3end bei -70°C
konserviert.

Fur das Screening auf eine veranderte Virulenz sumie Mutanten aufgetaut und in eine 48-well-
Platte mit 40Qul LB-Medium (50ug/ml Tetrazyklin, 10Qug/ml Streptomycin) tUberimpft, tber Nacht

im Brutschrank kultiviert und dann bei 4°C fir maeal drei Wochen gelagert.
2.2.2.11. Identifikation der Tn5-Insertionsstelle

Zur ldentifizierung der Transposoninsertionsstellarde aus den Mutanten DNA isoliert (siehe
2.2.2.1.), verdaut, religiert, transformiert undseimieRend sequenziert. Dazu wurdemudgp DNA
eingesetzt. Als Restriktionsenzym wurde Eco RI wareet.
Restriktion:  5ug DNA

15l Restriktionspuffer

0,5l Restriktionsenzym

x Ul Aqua dest. auf 1501 auffillen
Die Spaltung erfolgte bei 37°C Uber Nacht.
Die verschieden grofRen Restriktionsfragmente wurdigoh DNA-Fallung gereinigt (siehe 2.2.2.4.),
in 60 ul resuspendiert und anschlieend mit T4dégeligiert:
Ligation: 20 pl gereinigte Restriktionsfragmente

2,5 ul Ligasepuffer

0,5 ul T4 Ligase

X pl Aqua dest. auf 25 pl auffillen
Die Inkubation erfolgte bei 16°C iber Nacht.
Die religierten Fragmente wurden in kompetetecoli DH5a transformiert und auf LB-Agar
(22,5 pg/ml Tetrazyklin) ausplattiert (siehe 2.2.p. Bei positiver Transformation konnten Klone
isoliert und die Restriktionsfragmente durch Plafpraparation gewonnen werden. Um die
erfolgreiche Selbstklonierung zu Uberprifen, wurdi#ia gewonnen Fragmente hinsichtlich des
Vorhandenseins einer EcoRI-Schnittstelle kontrdllie Die Identifizierung des zerstorten
Genabschnittes erfolgte durch Sequenzierung mitidlémer BF5, der an die letzten Nukleotiden des
Tansposons bindet. Die erhaltenen Sequenzen wimdksn Datenbanken von NCBI und Artemis auf

Homologien imB. pseudomallei-Isolat K96243 untersucht.
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2.2.2.12. Komplementation der Tn5-Transposonmutante

Fur eine funktionelle Komplementation der Mutant8\M 12/85 wurde das Gen BPSLO9hRIusive
100 bis 200 flankierende Basenpaare aus dem GewrsnWildtyps E8 amplifiziert. In die Primer
wurden Restriktionsschnittstellen fir die EnzymeoRk und Hindlll integriert. Nach der
Amplifikation (siehe 2.2.2.7.) und Restriktion (3& 2.2.2.5) konnten die Genfragmente in die
Vektoren kloniert werden. Der Vektor pMLBAD ist elaw copy Plasmid, dass Uber konjugativen
Transfer gut vorB. pseudomallei aufgenommen wird. Er enthalt zur Selektion einen@&thoprim-
Kassette (Abb. 2.1. A). Der Tn7-Vektor pUCL18T-mimi7T-Zeo IloxP enthalt die
Transposonelemente Tn7, die spezifisch hinter dem @er Glutamin-6-Phosphat-Synthaghmg)
stabil im Genom integrieren. Das Gen BPSL0918 wumdischen diese kloniert, damit spater Gber
homologe Rekombination eine stabile Integration4lekjens BPSL0918 in das Genm erfolgen kann.
(Abb. 2.1. B). Beide Vektoren wurden zunachsgircoli DH5a kloniert. Fir Kontrollexperimente
wurden Vektoren ohne entsprechende Zielgene arigfeDie Ubertragung der Vektoren iB.

pseudomallei erfolgte nach zwei unterschiedlichen Protokollen.

mini-Tn7T-Zeo
{4,569 bp)

) loxP -
onT
" TrL

Abb. 2.1. Karten der flr die Komplementation eingestzten Vektoren pMLBAD (A)

und pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP (B). Abkirzungen: Pgap - arabinoseinduzierbarer PromoteraraC
Transkritionsregulator-GemynB - Transkriptionsterminatomob - Gen fiir den konjugativen Transfegp - Gen fir ein
Replikationsproteindhfr - Dihydrofolatreduktase-Gen codierend fiir TrimetimeResistenz.Tn7R/L - rechtes und linkes
Ende des mini-Tn7-ElementsToT; - Transkriptionsterminatoren des Bakteriophagen nd (E.coli rrnB; loxP
Rekombinationssequenz aus dem BakteriohagenbRl: Zeocinresistenz-GengriT - Origin flir den konjugativen
Transfer;ori - Origin aus ColElbla B-Lactamase-codierendes Gen; (Abbildungen aus Lefebd Valvano 2002 sowie
adaptiert aus Choi et al, 2008)

I'n trans Komplementation mit pMLBAD Vektor:

Folgende Stamme wurden fir die Komplementation tilaaht in LB-Medium angezichtet:
Rezipient: zu komplementierende Mutante mit Tetkaay50 pg/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)
Donor:E. coli pMLBad BPSL(S) mit Trimethoprim (100 pg/ml)

Helferstammg. coli HB101 pRK 2013
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Jeweils 2 ml wurden abgenommen und niedrigtourigrfagiert (7000xg, 5 min), um die fir die
Konjugation wichtigen Pili nicht zu beschadigen.eDPellets wurden in je 50Ql LB Medium
resuspendiert. Zur Vorbereitung der Konjugation deur 100ul der Suspension des Helferstammes
mit 100 yl des Donorstammes fir 10 min bei Raumtemperatkuwhbiert und anschlieend 2Q0
Suspension des Empfangers trépfchenweise zugegaheohlieRend wurde der Konjugationsansatz
auf Blutagar vorsichtig (mehrere 50 ul Portionengzkantrocknen lassen) verteilt und tGber Nacht
(mindestens 4 h) im Brutschrank inkubiert. Der Ralenrasen lie3 sich in insgesamt 1 ml PBS
aufnehmen, die Suspension wurde verdinnt®,(100° 10°% und auf Selektionsagar (LB mit
Trimethoprim (10Qug/ml) und Tetrazyklin (5Qug/ml)) ausplattiert. Kontrollausstriche von Rezigiie

Donor und Helferstamm erfolgten ebenfalls auf Sedekagar.
Stabile Komplementation mit dem mini-Tn7 System:

Fur die Mutagenese wurden folgende Stamme UberthtaeB Medium kultiviert.

Rezipient: zu komplementierende Mutante mit Tetkaay50 pg/ml)/Streptomycin (100 pg/ml)
Donor:E. coli DH50 pUC18T-Tn7T-Zeo BPSL(S) mit Ampicillin (10@y/ml)

Helferstamm 1E. coli HB101 pRK 2013

Helferstamm 2E. coli DH50 pTNS3 mit Ampicillin (100ug/ml)

In Vorbereitung auf den konjugativen Transfer wuk@-Agar (LB/4 % Glycerol) mit 10l einer

2 M MgSQ, versetzt, mit einem sterilen Nitrozellulosefilig;45 um) versehen und fur 30 min bei
37°C inkubiert. Je 10Qul der Kulturen wurden in 60@ 10 mM MgSQ resuspendiert und bei
geringer Geschwindigkeit abzentrifugiert (7000xgmi2). Nach einem Waschschritt mit 1 ml 10 mM
MgSQ, und erneuter Zentrifugation konnte der Konjugaamsatz tropfchenweise auf die
angewarmten LBG Platten verteilt werden. Die Inkidraerfolgte fiir 8 h bei 37°C.

Der Bakterienrasen auf den Filtern liel3 sich mml2PBS resuspendieren. Je 20@er so gewonnen
Bakteriensuspension wurden auf Selektionsagar (ZB&in/15ug/ml Polymyxin B) verteilt und bei
37 °C fur drei bis vier Tage inkubiert. Kontrollastische von Rezipient, Donor und Helferstamm

erfolgten ebenfalls auf Selektionsagar.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Isolation extrazellularer Proteine aus egr B. pseudomallei Flussigkultur

Aus einer LB-Vorkultur wurde eine 100 ml LB-Kultunit einer Start-Olgovon 0,01 angesetzt. Zur

Isolation extrazelluldrer Proteine in ausreichendenzentration wurden die Kulturen bei 37°C, 140
rom Uber mindestens 30 h inkubiert. AnschlielRendrdeu der Proteaseinhibitor PMSF
(Endkonzentration 3 mM) zugesetzt und die Baktsuspension bei 6583xg, 10 min, 4°C
abzentrifugiert. Die Proteinfraktion lieR sich durZugabe von 100%iger TCA (Endkonzentration
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10%) nach Inkubation Uber mindestens 24 h bei &fl€rf. Die Suspension wurde zur Proteinisolation
bei 8331xg, 1 h, 4°C abzentrifugiert, sechsmal &6% Ethanol und zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen (Zentrifugation 8331xg, 10 min, 4°C). ridbleiissiger Alkohol lieR sich durch Trocknen

des Pellets entfernen. Diese wurden dann in 2@\t Harnstoff/2 M Thioharnstoff resuspendiert.
2.2.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bdford

Die gelosten Proteine wurden 1:200 mit Bradforde@agverdinnt und bei QR im Photometer
gemessen. Anhand einer Bradford-BSA-Eichreihe londie Konzentration der Proteinfraktion

abgeschatzt werden.
2.2.3.3. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelekipherese

Fur die diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Geldétopherese wurden 12,5%ige Trenngele zum
Einsatz verwendet. 25 pg Protein wurde mit Laeniufifer (mit und ohne R-Mercaptoethanol)
versetzt und fur 5 min bei 95°C aufgekocht. Naam d=laden des Gels wurde eine initiale Spannung

von 80 V angelegt, die auf 180 V erhéht wurde, kbdee Proteine die Trennschicht erreicht hatten.
2.2.3.4. Western Blot zur Bestimmung von Komponentedes TTSS3

Mit dem Western Blot wurde die Bildung von BipD, ner Komponente des Typ Il
Sekretionsapparates der Mutanten, nachgewiesenAillfieennung der Proteine erfolgte Uber eine
SDS-Gelelektropherese (siehe 2.2.3.3.). Zur Vorharg des Transfers der Proteine aus dem Gel auf
die PVDF Membran wurde das Gel 15 min in Transfégoudie PVDF-Membran kurz in Methanol
geschwenkt und anschlieRend ebenfalls in Trandfermpgewaschen. Der Transfer fand mit einem
Wet Blot mit angelegter Stromstérke von 300 mAtstaer Erfolg des Transfers liel3 sich anhand des
verwendeten Prestained Rainbow Markers RPN756 tilferp Im Anschluss wurde die Membran flr
10 min in TBS-Puffer gewaschen und der Western Biath folgendem Protokoll durchgefihrt
(Tabelle 2.3.)
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Tab. 2.3. Zusammenfassung der durchgefiihrten Farbebatte

Schritt Reagenz Protokoll
Blocken

3% BSA/TBS 60 min oder Uber Nacht, 4°C
Waschen TBS, TBST 2x10 min TBS, 1x10 min TBST

Darstellung von BipD

Bindung an BipD Rabbit anti-BipD, 90 min oder uber Nacht, 4°C

1:2000 in TBS verdunnt
Waschen TBS, TBST 2x10 min TBS, 1x10 min TBST
POD gekop. Sekundarantikérper  Anti-rabbit IgG (HRAQD, 60 min

1:2500 in TBS verdunnt
Waschen TBS, TBST 2x10 min TBS, 1x10 min TBST
PeroxidaseReaktion 5 ml BM Blue Peroxidase Substrat s géaviinschte Farbintensitat erreicht ist
Stoppen Aqua dest.

Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt.

2.2.4. Zellbiologische Methoden

2.2.4.1. Kultivierung von Zellinien

Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% Gankubiert und je nach Bedarf zweimal wochentligsgagiert.

Die maximale Anzahl der Passagen betrug 50.
Einfrieren und Auftauen

Dazu wurden Zellen einer gut konfluenten mittleFetikulturflasche (75 c) geerntet, zentrifugiert,
in Medium mit Zusatz von 10% DMSO resuspendiert ahiguotiert. Die stufenweise Adaptation an
die Kalte erfolgte mit einer Kaltefalle, die Aufbatrung im flissigem Stickstoff. Zum Auftauen

wurde ein Aliquot entnommen und unmittelbar bei@aufgetaut.
Bestimmung der Zellzahl

Die Zellsuspension wurde 1:2 mit Trypanblau verdimmd in der Neubauer Zahlkammer
quantifiziert. Die genaue Zellzahl berechnet sig fmlgender Formel:
Zellzahl/ml = gezéhlte Zellen in neun Quadrateviexdiinnungsfaktor (2) x 10

Tote - blau gefarbte - Zellen wurden bei der Z&plaicht berticksichtigt.
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2.2.4.2. Kutivierung von primaren Makrophagen
Gewinnung von murinen Knochenmarkmakrophagen (BMM)

Knochenmarkstammzellen wurden von weiblichen BALBAhd C57BL/6 Mausen (mindestens zehn
Wochen alt) aus Femur und Tibia gewonnen. Die M&uselen durch Genickbruch getdtet, Femur
und Tibia unter aseptischen Bedingungen enthommenvan Muskulatur und Bindegewebe befreit.
Um die Kontaminationsmdglichkeit zu verringern, dein die entnommenen Knochen fir 10 min in
70% Ethanol inkubiert und anschlieBend in PBS iiletf Von Femur und Tibia wurden die
Epiphysen mit einem sterilen Skalpell gekappt, Kiaschenmark lie3 sich mit sterilem PBS in einer 5
bis 10 ml Spritze und vorgesetzter Injektionskan(8¢G 3%4) ausspillen. Die so gewonnenen
Stammzellen wurden zentrifugiert (~200xg, 10 bigriiB), in Medium resuspendiert und in mittlere
Zellkulturflaschen (20 ml Medium pro Flasche) ausigeJe Maus kamen drei Flaschen zu je 75 cm
zum Einsatz. Wahrend der Differenzierung erfolgte enikroskopische Begutachtung, an den Tagen
5/6 bzw. 8/9 ein Medienwechsel (10 ml verbrauchyegen 10 ml frisches Medium).

Zellernte

Nach mindestents 10 Tagen Differenzierungszeit eidds alte Medium verworfen und die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Die stark adharentelerzéeRen sich mit Hilfe von geringen Mengen
Trypsin (ca. 100 pl pro Flasche) und dem Zellschdbsen. Anschlie3end wurden die Zellen
mindestens einmal gewaschen, um Trypsinreste mirgéren. Die Ernteeffizienz lie3 sich durch
Auszéhlung in einer Neubauer Zahlkammer feststellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Medien fildie Kultivierung der
Knochenmarkmakrophagen verwendet:

RPMI mit 10% FCS 5@M Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem Zellkulturigiend

RPMI mit Panexin (0,5 bis 6%), 3M Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem Zellkulturigtend
RPMI mit Panexin, Glucokortikoide, Spurenelemen®®) pM Mercaptoethanol und GM-CSF
haltigem Zellkulturiiberstand.

RPMI mit 5% adaptiertem Panexin BMM, 50M Mercaptoethanol und GM-CSF haltigem
Zellkulturiberstand

RPMI mit 5% adaptiertem BMM Panexin, 3M Mercaptoethanol und 2 ng/ml rekombinanten,
murinem GM-CSF.

2.2.4.3. Screening von Tn5-Transposonmutanten auékénderte Plaquebildung

Zur Charakterisierung des intrazellularen Verhateon Transposonmutanten im Vergleich zum
Wildtyp wurde ein Plaqueassay durchgefiihrt. 2,2>@0K2-Zellen wurden pro well einer 12-well
Platten ausgesat. Die Anzucht der zu untersuchekdésnten und des Wildtyps erfolgten tber Nacht
in einer 48-well Platte in LB-Medium mit Antibiotk
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Am Infektionstag wurden die PtK2-Zellen mit 1QDeiner 1:100 Verdinnung der Mutanten infiziert.
Als Positivkontrolle fur eine starke Plaquebildudgente der Wildtyp E8. Nach einer Stunde
Inkubationszeit wurden extrazellulare Bakterienctiumindestens zwei Waschschritte eliminiert und
anschlieRend die Zellen mit DMEM-Medium ohne Phesttl,25% Agarose/250g/ul Kanamycin
Uberschichtet. Nach 24 und 48 h wurde der Assagrathbeiner Plaquebildung bewertet.

Als verandertes Plagueverhalten galten die Bildkgiger, weniger oder kleinerer Plagues sowie eine
verzdgerte Induktion der Zellzerstérung. Um einsigeerte Aussage Uber das Plaqueverhalten treffen
zu kénnen, wurde jede Mutante mindestens dreimdiesem Assay analysiert.

Bei Mutanten mit mehrmals beobachtetem verandertelequeverhalten gab eine parallele
Dosiskontrolle der Bakteriensuspension Aufschluagilder, ob die Mutanten und Wildtyp in der

Infektionsdosis vergleichbar waren. Die Dosiskoltgravurde auf Columbia Blutagar durchgefihrt.
2.2.4.4. Assay zur Charakterisierung von Invasionnd intrazellularer Replikation

Dieser Assay wurde genutzt, um das intrazelluarehdleen von Bakterien zu charakterisieren. Die
Anzucht der Bakterien erfolgte auf Columbia Blutagaus dem Arbeitsstock. Fur die
Infektionsexperimente wurden Bakterien in PBS rpeuodiert, die OBy nm bestimmt und die

entsprechende Bakterienzahl in Zellmedium eingé¢Talbelle 2.4.).

Tab. 2.4. Zusammenfassung des Invasions- und Repliikensassays

Test auf Zellen MOI Schritte
Invasion 1,2 -15x10 Hela- 10:1 Zentrifugation ~ 300xg, 10 min
Zellen pro well 30 min Inkubation
2xWaschen

Versorgen mit Kanamycin-Medium (250 pg/ml),
10 bis 20 min Inkubation
2xWaschen

Lyse mit 150 ul Tergitol, Bestimmung der cfu

Intrazelluléare 2,2 -25x18 Hela- 10:1 30 min Inkubation
Replikation Zellen pro well 2x\Waschen
Versorgen mit Kanamycin-Medium (250 pg/ml),
10 bis 20 min Inkubation
Zeitpunkte: 0 h, 6 h, 24 h:
2x\Waschen
Lyse mit 150 pl Tergitol

Bestimmung der cfu
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Test auf Zellen MOl Schritte

1,5 x 16 RAW264.7 pro 5:1 Analog HelLa-Zellen
well mit IFN-y (100-300
u/ml)

1-1,2 x 16BMM 50:1 Analog HelLa-Zellen
pro well mit oder ohne
IFN-y (100-300 U/ml)

2.2.4.5. Immunzytochemische Fluoreszenzfarbungen
Charakterisierung des Infektionsverlauf in HeLa T Zellen

HelLa T Zellen wurden auf 12 mm Cover Slips in 24hatten ausgesat (2x1dellen pro well).
Die Infektion erfolgte analog dem Invasionsassag. IDkubationszeit mit Kanamycin-Medium wurde
auf 6 bzw. 22 h ausgeweitet, die Zellen danachrmakmit PBS* gewaschen und mit PFA fixiert.

Tab. 2.5. Zusammenfassung der durchgefuhrten Farbebdtte

Schritt Reagenz Protokoll
Fixieren
4% PFA 300 pl pro well, mind. 20 min
Waschen PBY Zweimal
Permeabilisieren
Tween20, 0,1% in PBS 300 pl pro well, 1-2 min
Quenchen
NH,CI 300 pl pro well, 5 min
Waschen PBY Zweimal
Abséttigen
BSA 1% in PBS' 300 pl pro well, 60 min oder Gber Nacht 4°C
Darstellung intrazellularer Bakterien
Bindung an EPS  Zellkulturiiberstand Hyridomaklon 300 pl pro well, 90 min oder Giber Nacht 4°C
3015 oder 3165, 1:2 verdunnt
Waschen PBY Zweimal

Bindung an denAlexa 488 gekoppelter anti-Maus Ak50 pl auf Parafilm; 45 min
Primarantikdrper Subklassen entsprechend Isotyp des EPS-
Ak; 1:800 verdiinnt

Waschen PBY Zweimal
Darstellung des Aktingertstes

Phalloidin TRITC; 1:200 50 pl auf Parafilm; 20 min
Waschen PBY Zweimal
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Im Anschluss an die Farbung wurden die Cover Sisaschen, mit Fluoroprep versetzt und auf
Objekttrager aufgebracht. Die Auswertung und dagodfafieren erfolgten am Institut fur
Immunologie und Transfusionsmedizin sowie am lastitir Mikrobiologie und Molekularbiologie
Greifswald.

Elektronenmikroskopische Untersuchung serumfrei kulivierter Knochenmarkmakrophagen

Eine phéanotypische Analyse von murinen BMMs eriolgih den Tagen 3, 6, und 10. Dazu wurden die
Zellen gewonnen (siehe 2.2.4.2.) und in kleinekzdtiirflaschen mit 7 ml Medium ausgesat. An den
oben genannten Tagen wurden die adhéarenten ZelienMedium gewaschen und mit 3 ml
bereitgestellten Fixans (Paraformaldehyd, Glutatayd und Cacodylatpuffer) Uber Nacht im
Kuhlschrank inkubiert.

An den jeweils folgenden Tagen wurden die Flaschen Versand verpackt. Dazu wurde der Puffer
entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und tischen mit PBS luftblasenfrei aufgefillt. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen fiihrte Dr. Medf Rohde im Helmholtz-Zentrum flr
Infektionsbiologie in Braunschweig durch.

FACS-Analyse serumfrei kultivierter BMMs

Die Analyse der Makrophagen auf die Expressiorsiper Marker erfolgte an den Tagen 3, 6 und 10.
Insgesamt reichten pro Farbekinetik die Stammzeliem zwei Mausen aus. An jedem Zeitpunkt
wurden zwei Zellkulturflaschen geerntet, je nactsiBeute konnten fir die Farbeansatz 2,5 bis®5 10
Zellen verwendet werden. Die Zellen wurden mit FARS8fer (~ 300xg, 6 min, 4°C) gewaschen und

anschlie3end wie folgt behandelt.
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a) extrazellulare Farbung: (Tabelle 2.6.):

Tab. 2.6. Zusammenfassung der extrazellularen FACS&rfbung

Schritt Antikdrper Konzentration Inkubationszeit

Blockieren
Maus anti-Maus CD16.2/CD32.2 16 pg/ml 15 min

Primarantikérper

Ratte (IgG2b)-anti-Maus F4/80 PE 30 pg/mi 60 min
Ratte (IgG2b)-anti Maus CD117 20 pg/mi
Ratte-anti-Maus CD11b (MAC-1) 40 pg/ml
PE Hamster (IgG1)-anti-Maus CD11c 20 pg/mi
Ratte (IgG 2«)-anti-Maus CD 13 (ERBMDM-1) 4 pg/mi
Ratte 1gG2b Isotypkontrolle 1:50

PE Ratte 1gG2b Isotypkontrolle 1:50

PE Ratte 1gG2a Isotypkontrolle 1:50

PE Hamster IgG1 Isotypkontrolle 1:50

PE Ratte-anti-Maus CD3 40 pg/ml
FITC Ratte-anti-Maus CD4 10 pg/ml
FITC Ratte-anti Maus CD8 10 pg/mi
FITC Ratte-anti-Maus CD49b/PAN-NK cells (DX5) 10 pg/ml
FITC Ratte IgMk Isotypkontrolle 1:50

Waschen Zweimal mit FACS Puffer

Sekundérantikorper
Ziege-anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 488 20 pg/mi 20 - 30 min

Waschen Zweimal mit FACS Puffer

b) intrazellulare Farbung:
Fur die Darstellung des Monozyten/Makrophagen MarkdOMA-2 wurden die Zellen mit dem Fix
& Perm® Kit behandelt (Tabelle 2.7.).

Tab. 2.7. Zusammenfassung der intrazellularen FACS-&bung

Schritt Antikdrper Konzentration  Inkubationszeit
Fixieren

Reagenz A 5pul 10 min
Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer

Permeabilisieren

Reagenz B 5pul 10 min
Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 10 pg/ml

Blockieren
Maus-anti-Maus CD16.2/CD32.2 8 pg/ml 15 min
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Schritt Antikdrper Konzentration  Inkubationszeit

Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer

Primarantikérper

Ratte-anti-Maus Mono/Makro 10 pg/mi 60 min
Ratte 1gG2b Isotypkontrolle 1:50
Waschen Zweimal mit Permeabilisierungspuffer
Sekundarantikdrper
Ziege-anti-Ratte IgG (H+L) Alexa Fluor 488 20 pg/ml 20-30 min
Waschen Zweimal mit FACS-Puffer

Nicht gebundene Antikorper oder Medienreste wurdarch die Waschschritte vor der Farbung,
zwischen Primar- und Sekundarantikdrper und naah Sekundarantikdrper entfernt. Sie wurden mit
etwa 700ul Puffer bei ~300xg, 4°C fir 6 min durchgefihrtleAlnkubationsschritte wurden bei 4°C
im Dunkeln durchgefiihrt. Die Analyse aller Fluomszfarbungen erfolgte am FACScan bzw.

FACSCalibur im Institut fir Immunologie und Transionsmedizin.
2.2.4.6. NO-Messung nach Griess

Fir die Messung von reaktiven Stickstoffmetabolitenden 2 bis 5x1O0Makrophagen pro well einer
96-well Platte eingesét und mit verschiedenen Komadonen IFNy (0, 20, 60, 100, 500 U/ml) Gber
Nacht inkubiert. Die Stimulation erfolgte mit vensedene Konzentrationen LPS v@&almonella
typhimurium (2, 50, 100, 500, 1000 ng/ml) fir 45 min. AnscRéad wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit pbfrischem Medium versorgt. Da der NO-Gehalt vorMR®edium mit
diesem Assay interferiert, kam hierbei NO-freies EMImit 4% Panexin zum Einsatz.

Alle Werte wurden in Triplikaten erhoben. Die Uldérsle wurden nach 48 h entnommen und
entweder sofort analysiert oder bei -70°C eingefnor

Die Messung der NO-Konzentration erfolgte mit deie€s-Reaktion. In eine 96-well U-Form Platte
wurden jeweils 50ul des Nitrit-Standards (1:2 Verdinnungsreihe) bzler zu analysierende
Uberstand vorgelegt und nachfolgend mit jegubSulfanilsaure und 10l 37%iger Salzsaure versetzt.
Fiur die Reaktion der Stickstoffverbindung mit Sulfsure wurde die Platte 10 min bei 37°C
inkubiert. Die Bildung des Azofarbstoffes erfolgtach der Zugabe von %0 Naphthylethylendiamin.
AbschlieRend wurde der Farbumschlag bei 540 nm lisaEReader gemessen und anhand des

Nitritstandards die NO-Konzentration abgeschatzt.
2.2.4.7. Zytokinmessung mit dem Cytokine Bead Arrayytem

Die Bestimmung der Zytokine TN&; IL-6, IL-10, MCP-1, IFNy und IL-12 erfolgte im
Kulturiberstand nach Stimulation mit LPS bzw. ILAL218 sowie nach Infektion mit dem Wildtyp
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E8, Mutante HGW 12/85, Komplementante HGW 12/85 pBTGTn7T-ZeoloxP BPSL0918 sowie
Kontroll-Komplementante HGW 12/85 pUC18T-Tn7T-Zedbleer.

Stimulation mit LPS bzw. IL-12/IL-18

Dazu wurden 2,5x105 Makrophagen pro well in einené8 Platte eingesat. Ein Teil der Zellen
wurde mit 100 U/ml IFNy versetzt und Uber Nacht inkubiert. AnschlieRerfdigte die Stimulation
mit LPS (500 ng/ml) oder mit den Zytokinen IL-12/118 (5 ng/ml). LPS wurde nach 45 Minuten
durch Waschen entfernt und die Zellen wieder mid gDfrischem Medium versorgt. IL-12/IL-18
verblieb Uber den gesamten Inkubationszeitraum iedilym. Als Kontrollen dienten unstimulierte
Zellen und IL-12/IL-18 haltiges Medium ohne Zelleklle Ansatze wurden in Triplikaten
durchgefuhrt. Von den unstimulierten Zellen, LP®igolFN/LPS-stimulierten Zellen wurden nach 12
und 48 h Uberstande entnommen; von den IL-12/Ilsth@ulierten Zellen sowie vom IL-12/IL-18
haltigem Medium wurden nur nach 48 h Uberstandaceninen. Alle Proben wurden bei -70 °C bis
zur endgultigen Analyse gelagert.

Infektion mit Wildtyp E8, HGW 12/85, Komplementante sowie Kontroll-Komplementante:

Dazu wurden 1-1,2xf0BMMs mit und ohne IFN¢ pro well einer 48-well Platte eingesét. Die
Infektion erfolgte analog eines Replikationsasgaiehe 2.2.4.4.). Die Uberstande wurden nach 6 und
10 h gewonnen und bis zur Analyse bei -70°C getagéor der Messung wurden 30 pul jedes
Uberstandes in einer 96-well Platte mit UV-Lichaltiviert (Abstand 5 cm, 10-15 min).

Die Zytokin-Messung erfolgte mit dem Cytometric Be@rray System (Kit: Mouse Inflammation)
der Firma Becton Dikinson. Der beigefuigte Standamdde nach Anleitung hergestellt. Jeweils| 25
Standard und Probenvolumen wurden in einer 96-u«ibrm Platte vorgelegt. AnschlieRend erfolgte
die Inkubation mit 4Ql PE/Bead Reagenz. Dieses enthielt PE-gekoppeftké&ldn gleicher Anzahl
wie Zytokinspezifische Beads.

Zur vollstandigen Bindung der Antikdrper wurden dieséatze fir zwei bis drei Stunden im Dunkeln
auf dem Schuttler inkubiert und anschlieRend mitidgeendem Waschpuffer gewaschen.Vor der
Analyse musste das verwendete FACScan mit beildgyanSet-ups Beads kalibriert werden. Die

Auswertung erfolgte mit empfohlener Software imdetrungslabor der Klinik fir Chirurgie.

2.2.5. In vivo Versuche

Far allein vivo Versuche wurden weibliche BALB/c Mause im Alternvenindestens 8 Wochen,
geliefert von Charles River, verwendet. Die Verguelurden bei Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei (LALLF) unteam AZ: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-044/05

beantragt.
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2.2.5.1. Intranasale Infektion mitB. pseudomallei

Fur die Charakterisierung der Virulenz der MutanterBALB/c Mausmodell wurden die Bakterien
von Columbia Blutagar oder LB-Agar mit Antibiotika 3 bis 5 ml LB-Medium fir 16 bis 18 Stunden
kultiviert. Mit Hilfe der Optischen Dichte bei 65im wurde die gewilnschte Dosis von 100 bis 200
Erregern pro 30 ul zu applizierendes Volumen eitgdiesDie Tiere wurden mit einem Ketamin und
Rompun anasthesiert und anschlieend mit 30 pésialiter Bakteriensuspension intranasal infiziert.
Die Dosis-Bestimmung erfolgte auf Columbia Blutadaie Tiere wurden Gber mindestens 14 Tage
beobachtet und tberlebende Tiere auf Organbelastumgtersucht.

2.2.5.2. Bestimmung der Keimzahl in Leber, Lunge whMilz nach Infektion mit

B. pseudomallei

Uberlebende Tiere wurden euthanasiert, Leber, Mitw Lunge entnommen und in Tergitol-
Lysepuffer mit dem UltraTurrax homogenisiert. Fiimige und Milz wurden standardisiert 500 pl, fur
Leber 1 ml Tergitol-Lysepuffer verwendet. Die cfed€immung der Organsuspensionen erfolgte auf
Ashdown Selektionsagar. Zur Anreicherung der Badtewurden mindestens 100 pl der Suspension
in 3 ml LB-Medium dberfihrt und fur 72 Stunden b&r°C inkubiert. Anschlieend wurden
Ausstriche auf Columbia Blut- und Ashdown-Seleksiagar von den LB-Anreichungskulturen

angefertigt.

2.2.6. Statistik

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit GRguh Prism4. Zum Vergleich von Mittelwerten
unabhéangiger Stichproben wurde der zweiseitige st-Merwendet. Signifikant unterschiedliches
Uberleben von M&usen lieR sich mittels der KaplagieviMethode darstellen.
Die im Ergebnisteil verwendete Symbolik erklarthswie folgt:

* p = 0,01 bis 0,05

*x p = 0,01 bis 0,001

% p<0,001
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3. Ergebnisse

3.1. Generierung von B. pseudomallel -Mutanten mit dem
Tn5-Transposonsystem

Zur |dentifizierung Virulenz-assoziierter Gene weirdine Mutantenbank mit dem Transposon Tn5-
Derivat Tn5-OT182 hergestellt. Es konnte gezeigtder, dass das Transposon zuféllig, stabil und
mit hoher Frequenz (4,6x%0n das Genom voB. pseudomallei inseriert (50).

Die Mutagenese erfolgte tUber Konjugation zwiscBegoli SM10 Tn5-OT182 und. pseudomallei

E8, selektioniert wurde mittels einer Tetrazykligkatte im Transposon. Das Transposon enthalt
auBerdem einen pBR352 ori und diverse Restriktidmgstellen, welche die Identifizierung der
Insertionsstelle erlaubten (Abb. 3.1). Mit dieseethbde gelang es im Rahmen der Arbeit 2344

Transposonmutanten mit verschiedenen Gendefektendtellen.
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A B
Tn5-0T182 E.coli SM1C B. pseudomallei WT E8

Donor:E.coli SM10 (pOT 18) @

Tetracyclin-Resistenzgene R und A

1
BamHI  Ciall EcoRI Sall Hindill

Zufallige, stabile Integration

Screening nach
Virulenz-assoziierten Gendefekten

Abb. 3.1. Schematische Darstellung des Transposonsd (A) sowie der Transposonmutagenese (EGezeigt sind
die moglichen Schnittstellen fiir die Selbstligiegurder Startpunkt der Replikation (ori) sowie dietraeyklin-

Resistenzkassette in A. In B ist die Methodik dem$psonmutagenese skizziert.

3.2. Screening der Tn5-Transposonmutanten im Plagassay

Aus dem Pool der hergestellten Mutanten solltee jeentifiziert werden, die Defekte in Invasion,
Replikation, Aktinvermittelter Motilitat und vor leim Zell-zu-Zell-Ausbreitung aufweisen.
Urspringlich wurde dazu fir Shigellen ein Plaguagsntwickelt, der 2000 auch das erste maBbei
pseudomallei angewandt wurde (103, 140). Der Assay beruht daassB. pseudomallei den
Epithelzellmonolayer aus PtK2-Zellen infiziert,riatellular repliziert und sich anschlieRend voreZel
zu Zelle ausbreitet. Eine Ausbreitung Uber dasaeritulare Medium wird verhindert, indem der
Zellmonolayer mit Antibiotika-haltiger Agarose Ubehichtet wird. Die intrazellulare Replikation
fuhrte zum Absterben infizierter Zellen, das alagRle in der Agaroseschicht sichtbar gemacht werden
konnte. Von den 2344 generierten und gescreenteansposonmutanten induzierten 44
Transposonmutanten in mindestens drei unabhangRgplikaten weniger, kleinere, keine oder
verzdgert Plaques (Tab. 3.1.). Diese wurden alglligfgewertet. Der hochvirulent®. pseudomallei

Wildtyp verursachte zahlreiche Zelllysen und -fusin.

Tab. 3.1. Prozentualer Anteil unterschiedlicher Plagephanotypen von Tn5 Transposonmutanten

Prozentualer Anteil leer
Plaguephanotype
Tn5-Transposonmutanten

Weniger Plaques 82 %
Kleinere Plaques 9%
Keine Plaques 7%
Verzogerte Plaquebildung 2%
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3.3. Identifikation  der  Transposoninsertionsstelle bei
44 Tn5-Transposonmutanten

Um die genetische Lokalisation der Transposoniimseliei Mutanten mit veranderter Plaque-Bildung
zu identifizieren, wurde die Selbstligation angedtaulie bereits DeShrazer et al. etablierten (S&.
beruht auf dem Verdau genomischer DNA der Mutantem anschlieRender Religation der
Restriktionsfragmente. Auf einem dieser Fragmestedas Transposon Tn5 lokalisiert, dass durch
Transformation irkE. coli DH5a und Selektion auf Tetrazyklin-haltigem Agar isdliend angereichert
werden konnte. Eine Sequenzierung mit Transposdehiten-Primern identifizierte den Genbereich
downstream der Transposoninsertionsstelle. In diggmeit wurde EcoRlI als Restriktionsenzym und
BF5 als Sequenzierungsprimer verwendet.

Mittels Analysen in PubMed BlastN und im Blast-Sarwdes Sanger Institutes lie3 sich der
identifizierte Genbereich mit den Genomen sequetezi8. pseudomallei Stamme vergleichen. Als
Referenz diente die Sequenz des Klinikisolates K362

Die Insertion erfolgte in 88% der Falle in Chrommsa, nur 12 % der Transposons inserierten in
Chromosom 2. Eine Ubersicht (iber die Transposortingsstellen ist in Abbildung 3.2. dargestellt.
Anzumerken ist, dass bei einer Mutante die Selbst&tung nicht mdglich war, auch der Einsatz

verschiedener Restriktionsenzyme erbrachte kefloégeziche Transformation.
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B. pseudomallei. Durch schwarze Striche gekennzeichnet wurdeingiertionsstellen der 44 Transposonmutanten.
(adaptiert aus: Holden et al.2004, Proc Natl AcaidUSA 101:14240-14245)

Die BlastN-Analysen gaben erste Hinweise auf pugafiunktionen der defekten Gene. Hieraus liel3
sich eine Klassifikation ableiten, die der Struldtwng der Arbeit diente. Die meisten defekten Gene

sind assoziiert mit der Bakterienmorphologie unsewegung, 33% der Gene sind in metabolische
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Vorgange involviert und ein Viertel der Gene konrlainer Funktion zugeordnet werden. Drei
Mutanten wurden als Sonstige zusammengefasst arsgparate Gruppe behandelt.

m Stoffwechsel
W Struktur
Hypothetisch

Sonstige

Abb. 3.3. Einordnung der Gendefekte in funktionellesGuppen. Anhand von Blast-Analysen kdnnen die
Transposonmutanten vier Gruppen zugeordnet wefslereigt ist der prozentuale Anteil, den jede Grugpe

Gesamtpool der Tn5-Mutanten tibernimmt.

3.4. Defekte in Genen mit metabolischer Funktion

3.4.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 10/83 HGW 14/28,
HGW 16/82 und HGW 23/12

Insgesamt wiesen 15 Mutanten Insertionen in eirgtoffwechselgen auf. Bei einer Mutante
integrierte Tn5 in einer intergenischen Region rgash von einem Stoffwechselgen. (Tab. 3.2). In
den Mutanten HGW 16/82 und 21/37 inserierte dasgpason in dasselbe GhioD.
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Tab. 3.2. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Stoffechsel-assoziierten Genen

Mutante Gendefekt Putative Funktion

HGW 2/2 BPSS0462 Putative Oxidoreduktase

HGW 2/14 BPSL3387 Putative Fettsdure-CoA-Ligase
HGW 3/46 BPSL3395atpC ATP Synthase, Epsilon Untereinheit
HGW 4/64 BPSL3256 Put. Aminosaure Permease

Putativer Transmembranen-Transporter Sulfonat,

HGW 7/67 BPSLOTLS Taurin, Nitrat Permease

HGW 9/47 BPSL30511rpG Anthranilat Synthase, Komponente

HGW 9/59 BPSL2825 Chorismat bindendes Enzym

HGW 11/54 BPSL0210dapF Diaminopimelat-Epimerase

HGW 12/58 BPSL0630dan D-Aminoacylase

HGW 14/28 BPSL0117]ysR bakterielles Regulatorprotein

ng 21/267/82 = BPSL0365hioD Biotin-Synthase

HGW 23/12 BPSL2963 pyrF Orotidin 5'-phosphatedecarboxylase

HGW 24/59 BPSL1196jlvi Acetolactat-Synthase Ill, grol3e Untereinheit

Insertion in intergenischer Region:

Protein  zugehorig zu Dihydrodipicolinsaure-
HGW 10/83 BPSL0345/0346 N
Synthetase Familie

Fur weitere funktionelle Analysen wurden aus daugpe der Stoffwechselmutanten vier ausgewabhit.:
HGW 10/83, HGW 14/28 mit Defekt im RegulatorprotdigsR, HGW 16/82 mit Defekt in der
Biotinsynthese und HGW 23/12 mit Defekt in der Bydinbiosynthese.
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HGW 10/83 — intergenische Region

Das Transposon inserierte zwischen die ORFs BPI.@8&l BPSL0346, einem hypothetischen
Protein und einer Komponente der Dihydropicoline8ynthetase. Letztere katalysiert einen der
ersten Schritte der Lysinsynthese aus Pyruvat sphaat.

HGW 14/28 — LysR

Die Insertion erfolgte nach Base 115 in reversethi®ing in das Gen BPSL0117, das fur den
Transkriptionsregulator LysR codiert. Die LysR-Fhenibesteht aus Uber 50 autoregulatorischen
Transkriptionsregulatoren ahnlicher GroéRe. Sie kemnin vielen Prokaryoten vor, haben aber
wabhrscheinlich verschiedene evolutiondre Urspriihgénteraktion mit Co-Induktoren regulieren sie
Target-Gene verschiedener Funktionalitat (z.B. Aosiduresynthese, Transporter). Regluatoren der
LysR-Familie bestehen aus einer a) DNA-bindendem@mwe mit Helix-turn-Helix Motiv, b) einer
Bindungsdomane fur Co-Induktoren und c) einer Dagndlie sowohl fir DNA-Interaktionen als auch
als Target fur Co-Induktoren gilt (159).

HGW 16/82 - Biotin-Synthase

Die Insertion erfolgte nach Base 430 in das GenlBB65.BioD codiert fir ein Schlisselenzym im

Biotinkatabolismus.

EBIOTIN METABOLISM

Pimelate Pimelovl-Cos

&-Amino-7-
OXONONANOATE

iohint 7 B-Diarmino-
Drethiobiotin O 6333 O afe

Eiotinyl-

Bintinyl-Cos SAMP [gz111 o
O 621110 — O 351 1z |—q HE-Biotnyl-
521110 6349 [63410] Bintin 55112] & L-lysine
6.34.11|6.34.15
(I) L-Lysine
ﬁ;”gﬁ&m <+ ——-1 Abb. 3.4. Schema des Biotin
[ . o
Taloid J Metabolismus.Die Biotin-
biosynhesis 11 Synthase (rotes Kastchen) ist
6549 65410 ein Schliisselenzym der
»o—{3a—}— ot
6341163415 Biotinsynthese. (aus

Holo-[rarboxvlaze]

00750 142509 www.genome.jp/kegg/)

‘et Fanehiza T aboratnries
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HGW 23/12 - Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase
Die Insertion erfolgte in der Mitte des Gens BPS&2% den codogenen Strang. Die Decarboxylase
ist am Aufbau der Pyrimidine beteiligt (Abb. 3.5)

| PYRIMIDINE METABOLISM |

Pentose phosphate pathway -——————— —==QFREP
EXE ; 5 UDPglucas

13114 Orotidine-SP © fextracelinlaz)
fo;ﬁ;”r;ﬁﬂ 3523 O 1331]—WO 24210w0O o( ' 23 eyelic /"__
Dilgimomtat | aga| CIEE TR F-UMP UMP . Paudoutidine
0.1 (extrace Iular) QO 3.1416—0 // S phosphate
CarbamoylP fmwo e
0 o 2423 & 1311 Dmfdgw o Umilo-
| L2 P [2.7.422]UME, (rdie] 3223 Tracil [ 1312 - proplemats
! 3615 L 3616 [35.5]
‘ 35138 3615 BE
[36.119]
O A3 -Alanine

?L-Glmamme 5 36.1.1 3618 ocn;;lm 4
ik EXTrACE Al
3615] W°PR, [27414]°MP { '
| 1. 5 il - 27148
i

2422 i |
O Cytosine 117594 |

5 3
2776 S {eras ) _|. 3615 EEEE] g 3
CGlutamate 2008 2 %ﬁ%h: .2.2..
metbolism Red Thinredoxin Red Thipredasin o-{a1d16l-»C Barbituate | e a0 agarnte
-0, =C F-CMP
2-Deoxy-S-hydroxy- 24Deoxy-S-hoadroxs 3521
- [tai1a] [Livaz] [taiz] [ti744] e Tyl yOAine-5°F e thyle ytdine-5-3F
o o j— 2128 o—mO——mQ :
Thioredozin) i Thivge dontin Oxd Thinm dozin E i — + £ 3-Ox0-3-ureidopropa noate
ooy
r’ o 36112 {71 palme ol yiline S 2R 35195
Oa—{ 2745 WO o O Deny-
1819 | [11742 ACTP L ACDF 27.4.14 j aCMp-3-1-3 5 cytiding
Trimetaphosphate
{36112 G545 |[5a1d] EEAER
35430

C ©
Oxd 354.12 24223 Malonate Urea.
. ) 35413 36119 - -
Thioredoxin| aline, Jeucine and
777 [ 36123 24zl |[24z4
N 2746 WIo0F [2744] MW, [erie] X A

27
O
dUTP 36139 2749 AUME Decoryuridine |
Oxd Thioredoxin W
— 5-Metul g
Oﬁ O cy\usme gy 3 -
[1e1s] [La17a1] [e1aas][21114s] isobutnoae
\—-—o—“
el THORISHRS vpp 51385 2544 —
¥ 4TTP ATDE, [Z7as . « [2426] WThymind 13.11] thymine
R it DR K1 B e BN 3 B e D 5 vo4 [FEzElro
3615 3rmp Thymidine | £:4-2.4 1312 3-Ureido-
5615 - sobutyrate
£ 117504
36139 2-Deoxy-D-rbose-1P
S EEET
S-Methyl- M ethylmalonate
barhiturate

ooz40 11115/07

Abb. 3.E. Schema des Pyrimidin MetabolismusDie Orotidin- 5 Phosphat-Decarboxylase katalysietBildung von UMP

aus Orotidin-5-phosphat. (aus www.genome.jp/kegg/)

3.4.1.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik vonHGW 10/83, HGW 14/28,
HGW 16/82 und HGW 23/12

Die ausgewahlten Mutanten zeigten ein normales Schwerhalten auf Softagar, damit war kein
Defekt in der Motilitat nachweisbar (Anhang Abb.)AAuch auf Festmedien wie LB- oder Columbia
Blutagar wuchsen sie normal. HGW 23/12 fiel allegdi durch variierende Morphotypen auf.
Insbesondere bildete die Mutante neben normaleh aahr kleine Kolonien, die erst 48 Stunden
verzogert gegenuber dem Wildtyp sichtbar warene®©kich dabei um small colony variants (SCVs)
handelte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht soteint.

Alle ausgewdahlten Mutanten wuchsen in LB-Vollmedig#bb. 3.6 A). Im Vogel-Bonner-Minimal
Medium allerdings zeigten sich deutliche Wachstusfigde bei HGW 14/28 (LysR). Dartber hinaus
waren HGW 16/82 und HGW 21/37 nicht in der LageMimimalmedium zu replizieren (Abb. 3.6 B).
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Abb. 3.6. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 108 HGW 14/28 (LysR), HGW 16/82 (Biotin-Synthase)
und HGW 23/12 (Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylasejn LB Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-
D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veranderung der Optischen [Eicimt Abhangigkeit von der Zeit fir den

Wildtyp E8 @) und die Transposonmutanten. Die Wachstumsfahighei Tn5-Transposonmutante in den beiden

Medien wurde nur einmal quantifizie
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3.4.1.2. Charakterisierung des Invasionsverhaltensyvon HGW 10/83, HGW 14/28,
HGW 16/82 und HGW 23/12 in HelLa Zellen

Die identifizierten Mutanten zeigten ein verandertéerhalten im Plaqueassay gegeniber dem
Wildtyp E8. Eine Mdglichkeit daftir konnte ein Defdéh der Invasion sein. In einem Invasionsassay
wurden die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp an&ys Wie Abb. 3.7 zeigt, drangen signifikant
wenigerlysR- und diepyrF-Mutanten in die HeLa-Zellen ein als Bakterien de#dyps E8. HGW
10/83 und HGW 16/82 zeigten ein normales Invasierisadten.
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Abb. 3.7. Invasion der Transposonmutanten HGW 10/88A), HGW 14/28 (LysR) (B), HGW 16/82 (Dithiobiotir
Synthase) (C) und HGW 23/12 (Orotidin-5'-Phosphat-Bcarboxylase) (D) in HeLa ZellenDargestellt ist jeweils die
logarithmische intrazellulare Erregerzahl pro welh Wildtyp E8 (schwarz) und Mutanten (grau). Digé&bnisse sind
Mittelwerte von Dreifachansatzen inklusive Standasdeichungen. Die Grafik reprasentiert die Ergedmison
mindestens zwei unabhéngigen Experimenten jederamdeit Statistische Signifikanzen wurden mittelserin
zweiseitigen-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01sk,00..

3.4.1.3. Darstellung von Lokalisation und intrazelilarem Verhalten der Mutanten
HGW 14/28 und HGW 23/12 in der Immunfluoreszenz

Bei HGW 14/28 und HGW 23/12 wurde ein Invasionsiiefestgestellt. Um weitere Erkenntnisse
Uber das intrazellulare Verhaten der Mutanten zwimggen, wurde eine Immunfluoreszenz bei
infizierten Zelen durchgefiihrt. Damit kbnnen gesitl Aussagen Uber Lokalisation und Anzahl der

Erreger sowie ihre Interaktion mit dem Aktingerdet Zelle getroffen werden.
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HGW 14/2€6 h p.i. _ HGW 23ji2 22h DII

Abb. 3.8. Lokalisation der Transposonmutanten HGW 1428 und HGW 23/12 in HeLa T Zellen nach der
Invasion. Dargestellt ist das Verhalten des Wildtyp E8 (A) argleich zur Mutante HGW 14/28 (B) sechs Stunden
nach Infektion sowie der Mutante HGW 23/12 (C) 2@nsien nach der Infektion. Mittels Immunfluoreszenzden die
Bakterien (griin) mit anti EPS-Antikdrper 3165 unce»d488 dargestellt, das Zytoskelett (rot) mit Rhidih TRITC.

Die Bilder in (A) und (B) geben eine 400fache Vergnifg, in (C) 600fache VergrdéRerung wieder.

Die Farbung in Abb.3.8. zeigt, dass die intrazéllelAnzahl der Mutanten HGW 14/28 und HGW
23/12 deutlich geringer ist als beim Wildtyp. Esnkite beobachtet werden, dass sich die Bakterien
frei im Zytosol bewegen, es wurden weder zum friiheoh zum spaten Zeitpunkt Aktinschweife
beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten Wildtypiartie Zellen zum Zeitpunkt 22 h nicht mehr

dargestellt werden, da sie komplett lysiert waren.

3.4.1.4. Charakterisierung der Mutanten HGW 10/83,HGW 14/28, HGW 16/82 und
HGW 23/12 im Mausmodell

Die intranasale Infektion mB. pseudomalle ist ein etabliertes Mausmodell der Melioidose. Jim

Virulenz der Stoffwechsel-Mutanten zu untersuchaurden weibliche BALB/c Mause intranasal mit
den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp infiziert. Uauch minimale Unterschiede in der Virulenz
darstellen zu konnen, wurde eine geringe MOI vonb&) 100 cfu fir die intranasale Infektion

gewahlt.
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Abb. 3.9. Intranasale Infektion von weiblichen BALB/cMausen mit HGW 14/28 (LysR) (A), HGW 16/82
(Dithiobiotin-Synthase) (B), HGW 23/12 (Orotidin-5-Phosphat-Decarboxylase) (C) und HGW 10/83 (Dfzezeigt
ist der Prozentsatz Uberlebender Tiere nach Imfekmit den Stoffwechsel-Transposonmutanten im \échl zum
Wildtyp E8 (@) Uber einen Zeitraum von 14 bzw. 28 Tagen. Sistisé Signifikanzen wurden mittels der Kaplan-Meier
Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,6l 0,001.

Abbildung 3.9 zeigt, dass die Tiere eine Infektrait den Stoffwechsel-Mutanten signifikant besser
Uberlebten als mit dem Wildtyp E8. Tiere, die mGW 14/28 und HGW 23/12 infiziert wurden,
zeigten Uber den gesamten Beobachtungszeitraura sgmptome. Alle Gberlebenden Mause wurden
nach 14 bzw. 28 Tagen euthanasiert und Milz, Ledogvie Lunge auf Sterilitat geprift. In beiden
Gruppen konnten keine Erreger in den Organen nagbhgen werden.

Mause, die mit HGW 16/82 infiziert wurden, zeiglamrz nach der Infektion struppiges Fell, waren
ansonsten klinisch unauffallig. Bei der Praparatiamrde bei einem Tier ein Milzabszess festgestellt.
Wie Abb. 3.10 zeigt, befanden sich teilweise iit@t°tfu in Milz und Leber. In den Lungen wurden
zunachst keine Bakterien nachgewiesen, allerdirgste dort nach Anreicherung in LB-Medium
Uber 72 h bei den Tierne 1, 4 und 5 ebenflisseudomallei isoliert werden.

Bei der Infektion mit HGW 10/83 waren die TiereBdg 3 nach der Infektion leicht struppig, aber fit.
Ein Tier verstarb 22 Tage nach der Infektion. DigpRration der Uberlebenden Mause ergab bei zwei
Tieren Abszesse in der Milz (Abb. 3.10) sowie hdkeimzahlen in Milz und Leber. Nach

Anreicherung in LB-Medium wurde auch im Lungenlysah Maus 2B. pseudomallei nachgewiesen.
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Abb. 3.10. Keimzahl in Milz, Leber und Lunge uberlelender Tiere nach intranasaler Infektion mit
HGW 16/82 (A) und HGW 10/83 (B).Dargestellt ist die Zahl isolierter Bakterien je @ngvon tberlebenden Mausen.
Jedes Tier ist durch ein Symbol gekennzeichmet{laus 1,A - Maus 2,¥ — Maus 3¢ - Maus 4,6 — Maus 5).

# Keimzahler»1x 1010 cfu / Organ

Um die Attenuierung delysR-, pyrF- und bioB-Mutante besser abschatzen zu kdnnen, wurden in
einem zweiten Versuch BALB/c Mé&use intranasal niivee zehnfach hoheren Dosen infiziert.
Wiederum zeigten Mause, die mit HGW 14/28 und HG®/12 infiziert wurden, Uber 80 Tage
keinerlei Symptome. Nur insgesamt drei Organe wiesach diesem Untersuchungszeitraum
minimale Keimzahlen (maximal 4 Keime pro Organf.ddause, die mit HGW 16/82 infiziert

wurden, verstarben verzogert im Vergleich zum WpdE8 (p=0,0494) (Daten nicht gezeigt).

3.5. Defekte in Genen, die fur Strukturkomponenterkodieren

3.5.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 5/30, HGW 2/5 und
HGW 15/93

Nach Sequenzvergleichen nidt pseudomallel K96342 konnten 15 der defekten Gene als putative
Strukturkomponenten identifiziert werden. In den téhuen HGW 4/12 und 6/81 inserierte das

Transposon in dasselbe GehbiE an unterschiedlichen Stellen.

Innerhalb dieser Gruppe bildeten Mutationen im Elagapparat und in der Lipid A Biosynthese zwei

Schwerpunkte. Da Gene und Funktionen von Flagelimd LPS Biosynthese-Komponenten bereits
gut in der Literatur beschrieben worden sind, dd#eren Charakterisierung in dieser Arbeit keinen
Schwerpunkt (51, 50).
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Bei Transposonmutante HGW 2/5 wurde durch die tiwerdes Transposons zwischen die Gene
minC und minD eine ganze Region fur die Transkription unzug&@mgljemacht. Bei HGW 15/93

wurde ebenfalls die Transkription eines ganzen @peverandert.

Tab. 3.3. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Strutur-assoziierten Gene Griin unterlegt sind Gene fir die Lipid
A Biosynthese, blau unterlegt sind Gene fiir Aubad Eanktion des Flagellarapparates.

Mutante Gendefekt Putative Funktion

HGW 2/33 BPSL0007, gspD Komponente des Typ II-Sekretionssyst
HGW 5/30 BPSL2990, hctB Histon 1- &hnliches Protein

HGW 5/83 BPSS1547 Komponente des Type IlI-Sekretionssystems
HGW 20/90 BPSL2521, gyrA Gyrase, Untereinheit A

E ﬁ\g\/?//é/zgl BPSL2676, whiE Putative Glycosyltransferase

HGW 7/14 BPSL2672, whil Putative Epimerase / Dehydratase

BPSL0791, waaF,
HGW 16/09 Put. ADP-heptose--LPS heptosyltransferase Il
synonym: rfaF

HGW 9/73 BPSL3311, flnD Flagellarregulon Masterregulator, Untereinheit FIhD
HGW 15/29 BPSL0274 Flagellumprotein (hook protein)
HGW 15/42 BPSL0225 Flagellumprotein (hook-length control protein)
HGW 15/48 BPSL0027, fliM Flagellum, Motorprotein (motor switch)
HGW 19/73 BPSL0028, fliN Flagellum, Motorprotein (motor switch)

BPSL0271, flgC; Flagellum Basalkdrperprotein
IS 20 synonym: flaw (basal body rod protein)

Insertion in intergenischen Regionen

HGW 2/5 BPSL2596/2597, minC/minD  Komponente dert@apildung

HGW 15/93 BPSS1490 bis 1492 Aktinschweif-bildendet&ine
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Fur weitere funktionelle Analysen wurden aus digSeunppe drei Mutanten ausgewahlt: HGW 5/30
mit Defekt in einem Histon-1-ahnlichen Protein, H@&% und HGW 15/93.

HGW 5/30 — Histon-1-ahnliches Protein

Das Transposon inserierte in das letzte Drittel@essBPSL2990, das als Histon-1-&hnliches Protein
(hctB) annotiert wurde. HctB zeigt Ahnlichkeit zu Hc2nvGhlamydia trachomatis. Dort agieren Hcl
und Hc2 in Kooperation bei der DNA-Kondensation ugdllzykluskontrolle. Histon-&hnliche
Proteine haben demnach funktionelle Parallelerukamgotischen Histonen (99).

HGW 2/5 — intergenische Insertion zwischen Gene d&eptumbildung

Das Transposon inserierte in reverser Richtung cwis den GeneminD und minC. Beide sind
essentiell bei der Septumbildung (Abb. 3.11). Diatdtte imponiert durch sehr grof3e, schleimige
Kolonien und lange, fadenférmige Strukturen in Bieloreszenzmikroskopie, was auf Probleme in der

Zellteilung hinweisen kdnnte.

MinE ring ®® vinc Abb. 3.11. Schema der
[ Septumbildung bei Bakterien.
Die Konzentration der MinCD

Komplexe ist entscheidend fir die

Bildung des MinE-Ringes. (aus:

archimede.bibl.ulaval.ca)

FtsZ ring

HGW 15/93 — intergenische Insertion in dasimA-Operon

Die Insertion erfolgte zwischen die ORFs BPSS1489BPSS1490 und damit in enger Lokalisation
zumbimA, einer wichtigen Komponente der AktinschweifbilduStevens et al. beschrieben die in
Abb. 3.12 gezeigten Gene als Operon, das einerigeamen genetischen Kontrolle unterliegt. Die

Transposoninsertion wirkt sich vermutlich auf dismktion mehrerer Gene aus.

Abb. 3.12. Genetische Organisation dgsmA-
Operons.Der Pfeil deutet auf die Stelle der

MN-acetylmuramoyl-L-alainine

amidase

Putative two-companant

1493 ﬁ Hypothetical protein
")

Putative two-component

Sensor kinase

TibC-like putative
glycosyl-transferase
Response regulator

1490 'D
1491 @
1492 l BimA

o Transposoninsertion bei HGW 15/93 hin (adaptiert

1489 Q Putative exported protein

=

1488 ﬂ_ Putative exported protein

BPSS No. aus: Stevens et al; 2005, Molecular Microbiology,

56:40-53).
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3.5.1.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik voiGW 5/30, HGW 2/5 und HGW
15/93

Die Mutanten zeigten keine Defekte in der Bewedlgh auf Softagar (Anhang Abb. A2). Sie

wuchsen normal auf Festmedien. Im LB Vollmedium und Vogel-Bonner Medium mit K-D-

Glucuronat zeigten sie keine Replikationsdefektiet(A3.13).
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Abb. 3.13. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/fMinC/D), HGW 5/30 (HctB) und HGW 15/93
(bimA-Operon) in LB Medium (A-C) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (D-F). Dargestellt ist die

Veranderung der Optischen Dichte in Abhé&ngigkeitn vder Zeit fur den Wildtyp E8 m) und Struktur-

Transposonmutanten. Die Wachstumsfahigkeit der ThaBsposonmutante in den beiden Medien wurde mmadi

quantifiziert.
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3.5.1.2. Charakterisierung des Replikationsverhaltes der Mutanten HGW 5/30, HGW
2/5 und HGW 15/93 in HeLa Zellen und RAW 256.7 Makophagen

Die identifizierten Mutanten zeigten ein verandertéerhalten im Plaqueassay gegeniber dem

Wildtyp E8. Eine Mdglichkeit dafur konnte ein Defekn der Invasion oder intrazellularen

Replikationlnvasion sein.
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Abb. 3.14. Invasion und intrazelluldre Replikation
der Transposonmutanten HGW 2/5 (MinC, MinD)
(A), HGW 5/30 (HctB) (B) und HGW 15/93 pimA-
Operon) (C). Dargestellt ist die logarithmische
intrazellulare Bakterienanzahl der Struktur-
Transposonmutanten im Vergleich zum Wildtyp B8 (
in HelLa Zellen. Gezeigt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei Replikaten. Statistisc
Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigenes{T
ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 bis 0.

Wie Abb. 3.14 zeigt, war HGW 15/93 (C) nicht in dexge intrazellular zu replizieren. Die Keimzahl
24 Stunden nach der Infektion war zwei Log-Stufeanger als nach der Invasion.

Die hctB-Mutante HGW 5/30 und auch HGW 2/5 waren dagegedeinLage in den Epithelzellen

intrazellul&r zu replizieren, beide zeigten allags in der Tendenz eine geringere intrazellulaneats

der Wildtyp E8. Um ihr Verhalten in immunkompetaniellen darzustellen, wurden auch serumfrei
kultivierte RAW 256.7-Makrophagen mit den Mutantefiziert.
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Abb. 3.15. In vitro Verhalten der Transposonmutanten HGW 2/5 (MinC/D) @A) und HGW 5/30 (HctB) (B).
Dargestellt ist die intrazellulare Replikation dén&tur-Transposonmutanten im Vergleich zum WildB§ @) in RAW
256.7 Makrophagen. Die Werte geben die logarithn@sintrazellulare Erregerzahl pro well an. Gezeigirden
Mittelwerte inklusive Standardabweichungen von dRaplikaten. Statistische Signifikanzen wurden rstteines
zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,605p = 0,01 bis 0,001.

Die Ergebnisse in Abb.3.15 zeigen, dass 24 Stumdeh der Infektion sowohl bei HGW 5/30 als
auch bei HGW 2/5 die intrazellularen Keimzahlerdan Makrophagen signifikant unter dem Level
des Wildtyps ES8 liegen.

3.5.1.3. Darstellung von Lokalisation und intrazelllarem Verhalten der Mutante
HGW 15/93 in der Immunfluoreszenz

Es konnte gezeigt werden, dass HGW 15/93 in Epighieh nicht mehr effektiv repliziert. Auf Grund
der Insertionsstelle in der Nahe d@sA und des Replikationsdefektes sollte die Immunigaenz

wichtige Aussagen uber das intrazellulare Verhat@nMutante bringen.
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HGW 15/93 6 h p.i.

Abb. 3.16. Darstellung der intrazellularen Lokalisaton der Transposonmutante HGW 15/93 in HeLa T Zellen
A-C: Dargestellt ist das intrazellulare Verhaltem beitante HGW 15/93 6 und 22 Stunden nach Infekim Vergleich
zum Wiltyp E8. Die Bakterien (griin) wurden mit aB#S-Antikdrper 3165 und Alexa488 dargestellt, dgw2kelett
(rot) mit Phalloidin TRITC. Die Bilder geben eine 686iie VergroRerung wieder.

D: Kolokalisation intrazellularer Membranen mit déransposonmutante HGW 15/93 6 Stunden nach dektlah
(1000 x). Dargestellt ist die Verteilung von LAMRyrgn), teilweise in unmittelbarer Ndhe zu den Baéter
(Markierung), das Zytoskelett wurde wiederum mialRsidin TRITC (rot) gefarbt.

Abbildung 3.16 A zeigt beim Wildtyp E8 bereits 6uBtden nach der Infektion Aktinschweife.
Daruber hinaus war das Infektionsgeschehen nichtaodi eine Zelle begrenzt, und es konnten
vielkernige Riesenzellen beobachtet werden.

Die Mutante HGW 15/93 drang in die Epithelzellen end befreite sich aus den Lysosomen. 6 h nach
der Infektion lagen nur wenige Bakterien in Asstigia mit dem lysosomalen Marker LAMP vor
(Abb. 3.16 D). Es konnten aber keine Aktinschwéifeder 24 h nach der Infektion nachgewiesen
werden. Die intrazelulare cfu nahm zwischen 6 uhdh2vach der Inektion signifikant ab. Nach 24 h

waren nur noch wenige intakte Bakterien und Exageadgharid-Trimmer in den Zellen sichtbar.
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3.5.1.4. Charakterisierung der Mutanten HGW 5/30, FGW 2/5 und HGW 15/93 im
Mausmodell

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Mutanten HE93, HGW 2/5 und HGW 5/30 in
Epithezellen beziehungsweise Makrophagen einen I&hmisnachteil gegeniiber dem Wildtyp E8
haben. Zur Charakterisierung dieser Mutationernivo wurden BALB/c Mause mit einer geringen

Infektionsdosis intranasal infiziert.
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Abb. 3.17. Intranasale Infektion von BALB/c-Mausen nit HGW 2/5 (MinD/C) (A+ B), HGW 5/30 (HctB) (C) und
HGW 15/93 (himA-Operon) (D). Gezeigt ist der Prozentsatz tiberlebender Tiere hdiektion mit Transposonmutanten
im Vergleich zum Wildtyp E8 Uber einen Zeitraum vad bzw. 28 Tagen. Die Infektion erfolgte in A, C, d
weiblichen BALB/c Méausen in D an mannlichen TieretatStische Signifikanzen wurden mittels der Kapldeier-
Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,6l 0,001.

In Folge der Infektion mit dehctB-Mutante HGW 5/30 bekamen die Tiere leicht struppigrell,
wirkten aber sonst klinisch unauffallig. Im weiteréinfektionsverlauf wurde ein Tier neurologisch
krank, es verstarb an Tag 11. Bei der Praparatenutierlebenden Tiere zwei Wochen nach der
Infektion wurden Abszesse in Milz und Leber sicitidie Organpréaparation zeigte eine besonders
hohe bakterielle Belastung der Milzen (Abb. 3.18).
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Mause, die mit der Tn5-MutantelGW 2/5 infiziert wurden, Uberlebten signifikant besses al
Wildtyp-infizierte Tiere. In dieser Arbeit wurdemvei in vivo Versuche mit der Mutante durchgefiihrt,
die sich im Geschlecht der M&use unterschiedens(éér 1 mit ménnlichen Tieren, Versuch 2 mit
weiblichen Tieren). In beiden Versuchen zeigten diere nach der Infektion Symptome wie
struppiges Fell, verquollene Augen, geschwollenselNapater gestelzter Gang. In Folge dieser akuten
Erkrankung verstarben die weiblichen Tiere im Vels@ (Abb. 3.17). Die Uberlebenden mannlichen
Tiere aus Versuch 1 wurden prapariert. Eine Maigtedeine Auffalligkeiten, die restlichen zwei
imponierten durch groRe Abszesse in den Milzen. &lle praparierten Organen konnten Bakterien
isoliert werden (Abb. 3.18).

Mause, die mit deHGW 15/93 infiziert wurden, wiesen keinerlei klinische Sympte auf. Eine
Praparation der Mause am Tag 21 zeigte abszes$mgjane mit geringer bakterieller Belastung
(Abb. 3.18). Um die Virulenz dieser Mutante genawueschreiben zu kdnnen, wurden Mause mit einer
zehnfach héheren Dosis intranasal infiziert. Dier@ihatten in den ersten Tagen nach der Infektion
leicht struppiges Fell, sie regenerierten sichTidg 11 nach der Infektion vollkommen. Alle Mause
Uberlebten den Untersuchungszeitraum von 80 Td&giranschlieRender Praparation konnten nur aus
einer Maus Erreger isoliert werden. Sowohl Lunge alch Leber waren mit weniger als 10 cfu

besiedelt (Daten nicht gezeigt).
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3.6. Defekte in Genen mit hypothetischer Funktion

Etwa 10 % der codierenden Bereiche auf Chromosomn@ 8 % auf Chromosom 1 irB.
pseudomallel Genom konnten bisher keiner Funktion zugeordnedere(82). In dieser Arbeit wurden
acht hypothetische Gene zerstort, deren Funktiongh dem intrazellularen Uberleben in
Zusammenhang stehen.

HGW 9/44 mit Insertion in BPSL1528 war identiscmexi Mutante, die bereits von unserer

Arbeitsgruppe beschrieben wurde, deswegen wurdaché naher charakterisiert (143).

Tab. 3.4. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in hypbetischen Gene

Mutante Gendefekt Putative Funktion

HGW 8/35 BPSL2397 Hypothetisches Protein
HGW 9/44 BPSL1528 Hypothetisches Protein
HGW 13/10 BPSS0267 Hypothetisches Protein
HGW 13/38 BPSL0410 Hypothetisches Protein
HGW 15/17 BPSL2093 Hypothetisches Protein
HGW 20/79 BPSL0658 Hypothetisches Protein
HGW 20/85 BPSL0783 Hypothetisches Protein

Hypothetisches Protein

HGW 22/18 BPSS1504 Insertion in einen Locus

des Typ VI-Sekretionsapparat

3.6.1. Charakterisierung der Tn5-Mutanten HGW 8/35, HGW 13/10,
HGW 13/38, HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 im Masmodell

Da durch vergleichende Analysen keine Ruckschlas$alie Funktion der zerstorten Gene gezogen
werden konnte, wurde die sieben Mutantenimmvivo Modell mit geringer Infektionsdosis getestet.

AulBer HGW 15/17 zeigten alle Mutanten eine Atterurig unterschiedlicher Auspragung in der
Maus (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19. Intranasale Infektion von weiblichen BALBc-Mausen mit HGW 13/10 (A), HGW 13/38 (B), HGW 8/3

(C), HGW 20/79 (D), HGW 20/85 (E) und HGW 22/18 (F)Gezeigt ist der Prozentsatz Uberlebender Tiere nach
Infektion mit den Transposonmutanten im VergleieimzWildtyp E8 (ber einen Zeitraum von 24 bis 28 érag
Statistische Signifikanzen wurden mittels der Kapldeier-Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05;p*= 0,01 bis 0,001.

Tiere, die mitHGW 13/10 und HGW 13/38 infiziert wurden, wiesen die bekannten Anzeichen d
Erkrankung: struppiges Fell, geschwollene Nasegetes Laufen auf. Alle Mause der Gruppe HGW
13/10 verstarben verzégert gegentuber Wildtyp-iafien Tieren (Abb. 3.19 A). In der Grupp&W
13/38 Uberlebte ein erkranktes Tier mit hohen Erregderain Milz und Leber (Abb. 3.19 B, Abb.
3.20).

Die vier verbliebenen Mutanten mit Defekten in hiyptischen Proteinen erwiesen sich als stark
attenuiert. Alle Tiere Uberlebten den Untersuchmeisaum von drei Wochen ohne nennenswerte
Symptome (Abb. 3.19 C-F). Bei der Praparation waremen vier Tieren, die miHGW 20/85
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infiziert wurden, bis zu 10cfu in der Milz nachweisbar. Ein Tier hatte diekBaien komplett
eliminiert (Abb. 3.20 C).
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Abb. 3.20. Keimzahl in Milz, Leber und Lunge Uberldender Tiere nach intranasaler Infektion mit HGW 13/38
(A), HGW 8/35 (B), HGW 20/85 (C) und HGW 22/18 (D)Dargestellt ist die Zahl isolierter Bakterien je @ngvon
Uiberlebenden Tieren. Jedes Tier ist durch ein Syddrgestellt Symbol gekennzeichnd. {Maus 1,A - Maus 2,V —
Maus 3.4 - Maus 4)

Nach Infektion mit der MutantelGW 8/35 wurden bei zwei Tieren weniger als 50 Bakteries au
Milz und Lunge isoliert, in der GruppgeGW 22/18 waren Lunge und Leber eines Tieres mit weniger
als 10 Erregern belastet. Mause, die eine InfektdnHGW 20/79 Uberlebt hatten, wiesen kel
pseudomallei in den Organen auf.

Zur weiteren Charakterisierung ihrar vivo Virulenz wurden Mause mit einer zehnfach héheren
Dosis der Mutanten HGW 8/35 und HGW 22/18 infiziént der Gruppe HGW 8/35 verstarben alle
Tiere verzogert gegentber dem Wildtyp (**, p=0,004i der Gruppe HGW 22/18 waren alle Tiere

nach 80 Tagen gesund, aus Milz, Leber und Lungeevukeine Bakterien isoliert.
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Ergebnisse

Auf Grund dieser Ergebnisse koénnen in den folgendlbachnitten die Mutanten mit Defekte in
hypothetischen Genen hinsichtlich ihrer Virulenzwei Gruppen unterteilt werden 1.) Mutanten mit
moderaterin vivo Attenuierung HGW 13/10 und HGW 13/38, 2.) Mutant@it starkerin vivo
Attenuierung HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85 und H@@/18.

3.6.2. Charakterisierung von Transposonmutanten mitmoderater in vivo
Attenuierung: HGW 13/10 und HGW 13/38

3.6.2.1. Schwarmverhalten und Wachstumskinetik voRGW 13/10 und HGW 13/38

Beide Mutanten zeigten im Softagar einen geringétefdurchmessers als der Wildtyp E8 (HGW
13/10: 77%; HGW 13/38: 81%) (Anhang Abb. A4). Siads in ihrem Schwarmverhalten

eingeschrankt. Auf Festmedium konnten keine Wacohstiefizite festgestellt werden. In den
Flissigmedien LB und Vogel-Bonner Minimalmedium wacHGW 13/38 allerdings deutlich

langsamer als der Wildtyp und erreichte schon bengerer Optischer Dichte sein Plateau (Abb. 3.21
B)
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Abb. 3.21. Wachstum von E8 Transposonmutanten mit urékannten Gendefekten HGW 13/10 und HGW 13/38 in
LB Medium (A, B) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C, D). Dargestellt ist die Veranderung der
Optischen Dichte in Abh&angigkeit von der Zeit fiandWildtyp @) und Transposonmutanten. Die Wachstumsfahigkeit

der Tn5-Transposonmutante in den beiden Medienewmnuid einmal quantifiziert.
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3.6.2.2. Charakterisierung des Invasions- und Rejationsverhaltens von HGW 13/10
und HGW 13/38 in HeLa-Zellen

Um die Effekte der Mutationen im intrazellularen SGeehen beurteilen zu kénnen, wurde die
intrazellulare Replikation von HGW 13/10 und HGW38in der Epithelzelllinie HeLa untersucht.

107+ A 107+ B
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Abb. 3.22. Replikationsverhalten von E8 Transposonmainten mit unbekannten Gendefekten HGW 13/10 (A)
und HGW 13/38 (B) in HelLa Zellen. Dargestellt ist die intrazellulare Replikation deraisposonmutanten im
Vergleich zum Wildtyp E8x) in HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmisc¢htrazellulare Erregerzahl pro well
an. Gezeigt werden Mittelwerte inklusive Standawadeibhungen von drei Replikaten. Die Ergebnisse sépidasentativ
fur mindestens zwei Experimente pro Transposonnmeit&tatistische Signifikanzen wurden mittels einssiseitigen t-
Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01skd,001.
Wie Abbildung 3.23 zeigt drangen beide Mutanten igen effizient in die Epithelzellen ein. Im
Infektionsverlauf stieg die intrazellulare cfu asp dass sie 24 Stunden nach der Infektion ein
vergleichbare Bakterienanzahl erreichte wie derdWji E8. Die unterschiedliche Keimzahl zum
Zeitpunkt 0 h kénnte auf Defekte in der Beweglidhlder Bakterien, im Attachement oder in der
Invasion zurtickzufthren sein. In einem weiterenagssurden die Mutanten HGW 13/10 und HGW
13/38 auf die Zellen aufzentrifugiert, um Motilgé@interschiede auszuschliel3en.
Beide Mutanten drangen unter diesen Bedingungensebeffizient in die HeLa-Zellen ein wie der
Wildtyp E8
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Abb. 3.23. Invasionsverhalten von E8 Transposonmutaah mit unbekannten Gendefekten HGW 13/10 (A) und
HGW 13/38 (B) in HeLa Zellen:

Dargestellt ist jeweils die logarithmische intrdzkire Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (schwarmd Mutanten
(grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte dreier Relen inklusive Standardabweichungen von drei Fapdéin. Die
Grafik reprasentiert die Ergebnisse von mindestensi unabhangigen Experimenten jeder Mutante..isBtxthe
Signifikanzen wurden mittels eines zweiseitigeresflermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; ** p = 0,01 @H01.

3.6.3. Charakterisierung von Transposonmutanten misehr starkerin vivo
Attenuierung: HGW 8/35, HGW 20/79, HGW 20/85 und H&V 22/18

3.6.3.1. Schwarmverhalten und Wachstum von HGW 8/35HGW 20/79, HGW 20/85,
HGW 22/18

Die Mutanten HGW 8/35 (106%) und HGW 20/85 (103%gigen ein vergleichbares
Schwarmverhalten wie der Wildtyp E8. HGW 20/79 (j4%%d HGW 22/18 (58%) erreichten einen
geringeren Hofdurchmesser (Anhang Abb. A3). AllervMutanten wuchsen gut auf Festmedium.
HGW 22/18 wies statt der weil3en, glatten Kolongaibe, trockene Morphotypen (Abb. 3.24) auf.

Abb. 3.24. Koloniemorphologie der Tn5
Mutante HGW 22/18. Gezeigt ist eine

Kolonie eines fraktionierten Ausstrichs auf

Columbia Blutagar.

Daruiber hinaus waren alle vier Mutanten der Grupper Lage in flissigem LB und Vogel-Bonner-
Minimalmedium zu wachsen. HGW 22/18 wuchs tenddinaiegsamer als der Wildtyp E8 (Abb. 3.25
B, D).
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Abb. 3.25. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 88 HGW 20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Verénderung der

Optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit fiandwWildtyp @) und Transposonmutanten. Das Wachstum der Tn5-

Transposonmutante in den beiden Medien wurde manaiquantifiziert.
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Charakterisierung des Invasions- und Replikationsvehaltens von HGW 8/35, HGW
20/79, HGW 20/85 und HGW 22/18 in HeLa-Zellen

Um die Beteiligung der defekten hypothetischen étnet in der Virulenz aufzuklaren, wurde die
intrazelluare Replikation der Mutanten in der Egitielllinie HeLa untersucht.
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Abb. 3.26.1n vitro Verhalten von E8 Transposonmutanten HGW 8/35 (A), H®/ 20/79 (B), HGW 20/85 (C) und
HGW 22/18 (D) mit unbekannten GendefektenDargestellt ist die intrazellulare Replikation deaifsposonmutanten
im Vergleich zum Wildtyp E8x«) in HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmisghtrazellulare Erregerzahl pro

well an. Gezeigt werden Mittelwerte von drei Repi#a inklusive Standardabweichungen. Die Ergebnisise
reprasentativ fir mindestens zwei Experimente pem3posonmutante. Statistische Signifikanzen wurdigtels eines
zweiseitigen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05p = 0,01 bis 0,001.

Die Mutanten HGW 8/35, HGW 20/85 und HGW 22/18 dyem effizient in die Zellen ein, bei HGW
20/79 wurde eine signifikant geringere Invasion bdesttet. Im weiteren Verlauf der Infektion
ergaben sich grol3e Unterschiede zwischen den afiwbizen cfu der Mutanten und des Wildtyps ES8.
HGW 8/35 lag 6 Stunden nach der Infektion in gezieg Keimzahl vor, diese blieben bis 24 Stunden
nach der Infektion auf einem einheitlichen LevebA3.27 C). Einen &hnlichen Verlauf zeigte die
Entwicklung der intrazellularen cfu nach der Infekt mit HGW 20/85. Der Verlauf der Kurve bei
HGW 20/79 lasst darauf schlieen, dass die Mutaidet in der Lage war, sich intrazellular zu
vermehren. HGW 22/18 erreichte 6 Stunden nachrdektion signifikat geringere intrazellulare cfu
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wie der Wildtyp E8, anschlieRend war aber ein l@chAnstieg der Keimzahlen zu verzeichnen,
obwonhl diese nicht das Level des Wildtyps erreighte

Um den Unterschied der intrazellularen cfu zum @eikt O h zwischen Mutante HGW 20/79 und
Wildtyp E8 naher zu charakterisieren, wurden di&t&aen in einem weiteren Assay auf die Zellen
aufzentrifugiert. Unter diesen Bedingungen konregen Knvasionsunterschied zwischen HGW 20/79
und dem Wildtyp E8 nachgewiesen werden. Moglichesaveesultiert das Ergebnis in Abb. 3.28 B
aus einem Unterschied in der Beweglichkeit.

Abb. 3.27. Invasionsverhalten der TransposonmutantdHGW
1064 20/79 in HelLa Zellen.Dargestellt ist jeweils die logarithmische
1054 intrazellulare Erregerzahl pro well von Wildtyp ES&chwarz) und
Mutante (grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte valnei

Replkaten inklusive  Standardabweichungen. Die  Grafik

104-

103-

reprasentiert die Ergebnisse von mindestens zwabhéngigen
102-

intrazellulare cfu/well

Experimenten. Statistische Signifikanzen wurdentetsit eines

104 zweiseitigen t-Tests ermittelt; * p = 0,01 bis Q,65p = 0,01 bis

10%- 0,001.

E8

HGW 20/7
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3.7. Defekte in sonstigen Genen

3.7.1. Charakterisierung der Immunophilin-Transposoxmutante
HGW 12/85

Die Sequenzvergleiche von drei Tn5-Transposonmemtantit dem Referenzstamm K96342 ergaben

putative Funktionen, die sich in der Klassifikat@ls Sonstige zusammenfassen liel3en.

Tab. 3.5. Tn5-Transposonmutanten mit Defekten in Genewerschiedener Funktion

Mutante Gendefekt Putative Funktion

HGW 6/12 BPSL3324 Transferase

HGW 12/85 BPSL0918 FkpB-type peptidyl-probtyk-trans Isomerase
HGW 16/46 BPSL0965, pepA Leucyl-Aminopeptidase

Aus dieser Gruppe wurde die Tn5-Mutante HGW 12/@5weiteren Charakterisierung ausgewahlt.
Das Transposon Tn5 inserierte hinter Base 169 ées BPSL0918, das fur ein Protein mit Peptidyl-
Prolyl-Cis-Trans-Isomerase-Doméane codiert. Solche Enzyme z&hlederulmmunophilinen. Man
unterscheidet Cyclophiline, FK506-bindende ProtdiRkbP) und Parvuline. Sie sind evoluntionar
stark konserviert und kommen in verschiedener Forrallen Organismen vor. Mit ihrer Petidyl-
Prolyl-Cis-Trans-Isomerase-Aktivitat (PPiase) fuhren sie Konformmasénderungen in Prolyhaltigen
Polypeptiden durch. Diese energetisch sehr aufwenRieaktion spielt bei der Proteinfaltung eine
grol3e Rolle. Immunophiline haben demnach eine kamlgls Co-Chaperone (71). BPSL0918 codiert

fur ein Immunophilin vom FkbP-Typ.
3.7.1.1. Schwarmverhalten und Wachstum von HGW 12%3

Die Immunophilin-Mutante lieR sich auf allen Festliem anzichten. Ihre Kolonien wuchsen aber
kleiner und langsamer als die des Wildtyps E8. Adftagar erreichte sie einen geringeren
Hofdurchmesser (70%) als der Wildtyp (100%) (Anhakigh. A4), das auf eine eingeschrankte
Schwarmfahigkeit hinweist.

HGW 12/85 wuchs in Flussigkulturen mit LB- und Vég®nner-Minimalmedium genauso schnell

wie der Wildtyp E8 (Abb. 3.28). Allerdings zeigtéedViutante ein langsameres Wachstum in der

Flussigkultur, wenn sie direkt aus einem Stock angé wurde, der bei weniger als 4°C lagerte.
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Abb. 3.28. Wachstum von E8 Transposonmutante HGW 1283in LB Medium (A) und Vogel Bonner Medium mit
K-D-Glucuronat (B). Dargestellt ist die Veranderung der Optischen @idhtAbhangigkeit von der Zeit fiir den
Wildtyp () und Transposonmutanten. Das Wachstum der TnSsposonmutante in den beiden Medien wurde nur

einmal quantifiziert

3.7.1.2. Untersuchung der Genexpression von BPSL@1 in verschiedenen

Kulturmedien

Es konnte gezeigt werden, daksgionella pneumophila wichtige Virulenzfaktoren nur unter
intrazellularen Stoffwechselbedingungen ausbiltietitro lieRen sich diese Bedingungen imitieren,
indem Glycerol als einzige C-Quelle im Medium angfeb wurde. Um zu Uberprifen, ob und unter
welchen Bedingungen der Wildtyp E8 den ORF BPSLOB18itro exprimiert, wurde er in LB-
Medium, Vogel-Bonner-Medium mit K-D-Glucuronat undogel-Bonner-Medium mit Glycerol
angezichtet. Es konnte in der exponentiellen Waoisgthase aller drei Kulturbedingungen cDNA
fur BPSL0918 nachgewiesen werden. Uber die Exmassffizienz kann aus diesen Daten keine

Aussage getroffen werden, da es sich um keinentigataren Ansatz handelte.

Abb. 3.29. Expressionsanalyse von BPSL0918 in
verschiedenen Kulturmedien.Gezeigt ist die
Amplifikation des Gens BPSL0918 aus cDNA von
Wildtyp ES8 kultiviert in LB Vollmedium (3),
Vogel-Bonner Minimal Medium supplementiert mit
K-D-Glucuronat (5) sowie Vogel-Bonner Minimal
Medium supplementiert mit Glycerol (7). Die
Bakterien wurden zwischen OD 0,3 und 0,7

geerntet.

(M — Marker, 1 — E8 DNA aufgereinigt; 2 — E8 RNA, INBedium; 3 — E8 cDNA, LB Medium; 4 — E8 RNA, VB +
K-D-Glururonat; 5 — E8 cDNA, VB + K-D-Glururonat; 6.E8 E8 RNA, VB + Glycerol; 7 — E8 cDNA, VB +
Glycerol)
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3.7.1.3. Charakterisierung des Invasions- und Regdationsverhaltens von HGW 12/85 in
HelLa-Zellen

Zur Charakterisierung ihres intrazellularen Verbadt wurde die intrazellulare cfu der Mutante in
HelLa-Zellen zu verschiedenen Zeiten quantifizietie Immunophilin-Mutante zeigte keine

Unterschiede in der Invasion verglichen mit demdtyib E8 (Abb. 3.30 A). DarlUber hinaus war die
Mutante in der Lage intrazellular zu replizierefieraings erreichte die intrazellulare cfu nach 24
Stunden signifikant geringere Werte als die desitiils (Abb. 3.30 B).

106+ A 107+ B
_ 10 _ 104
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3 104 2
o o
o o 104 *kk
«© 3l «©
i 5 104
© °
5 10 g
£ £ 107
= 10 = - E8
10* A HGW 12/85
(ES8ABPSL0918)
100" %) 100 T T T T 1
w % 0 6 12 18 24 30
g Stunden nach der Infektion
[}
I

Abb. 3.30. Invasions- und Replikationsverhalten vofE8 Transposonmutante HGW 12/85 in HelLa Zellen.

A) Dargestellt ist jeweils die logarithmische irgedlulare Erregerzahl pro well von Wildtyp E8 (s@ma) und Mutante
(grau). Die Ergebnisse sind Mittelwerte von drei Bepen inklusive Standardabweichungen. Die Graéigrasentiert
die Ergebnisse von drei unabhéangigen Experimen®h. Dargestellt ist die intrazellulare Replikation der
Transposonmutante im Vergleich zum Wildtyp =3 ih HeLa Zellen. Die Werte geben die logarithmesahtrazellulare
Erregerzahl pro well an. Gezeigt werden Mittelwevten drei Replikaten inklusive Standardabweichungbre
Ergebnisse sind reprasentativ fiir zwei unabhangigerimente.

Statistische Signifikanzen wurden mittels einesigeigen t-Tests ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05;p*= 0,01 bis 0,001.
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3.7.1.4. Darstellung der intrazelluaren Lokalisatiom und der Aktinschweifbildung von
HGW 12/85 in der Immunfluoreszenz

Da die Immunophilin-Mutante trotz vergleichbarer vdsion geringere Erregerzahlen im
Infektionsverlauf aufwies, sollten mit der Immurdheszenz intrazellulare Interaktionen und die

Aktinschweifbildung nachgewiesen werden (Abb. 3.31)

HGW 12/856 h p.i.

)

Abb. 3.31. Darstellung der intrazellularen Lokalisaion der Transposonmutanten HGW 12/85 in HeLa T Zekkn.
Dargestellt ist das Verhalten der Mutante HGW 12856 Stunden nach Infektion im Vergleich zum WitE8 (B).
Die Bakterien (griin) wurden mit anti EPS-Antikor3d65 und Alexa488 dargestellt, das Zytoskelet) frot Phalloidin
TRITC. Die Bilder in geben eine 400fache VergroRerwiegler.

Die Mutante HGW 12/85 wurde in mehreren Zellen getiesen. Sie bildete 6 h nach der Infektion
Aktinschweife aus. Die intrazellulare Keimzahl waei der Mutante aber deutlich geringer wie beim
Wildtyp E8 (Abb. 3.31).

3.7.1.5. Untersuchungen zur Expression des Typ lIBekretionssystems, Lokus 3 im
Kulturiiberstand von HGW 12/85

Der Typ |llI-Sekretionsapparat Lokus 3 (TTSS3) isermautlich in Invasion, Escape vom
Phagolysosom, in die Riesenzellbildung und in dieluktion der Onkose involviert. Um zu
uberprufen, ob die bisherigen Ergebnisse bei denunophilin-Mutante mit einer Einschréankung im
TTSS3 in Zusammenhang stehen, wurde BipD, eine Kompe des TTSS3-Nadelapparates im
Western Blot nachgewiesen. In der extrazellulareroteihfraktion von Wildtyp E8 und
Immunophilin-Mutante konnte eine BipD- Bande in dihe 33 kDa detektiert werden (Abb. 3.32).
Daruber hinaus waren kleinere Fragmente sichtbai, denen es sich wahrscheinlich um
Degradationsprodukte handelte. Eine Kreuzreaktidié® Sekundarantikbrpers wurde ausgeschlossen.
Des Weiteren konnte auch BopE, ein Sekretionsptodak Apparates, im Western Blot detektiert
werden (Anhang, Abb. C1).
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Abb. 3.32. Nachweis von BipD im Western Blot.
Dargestellt ist die Detektion der Typ IlI
Sekretionsapparat-Komponente bipD in den
extrazellularen Proteinen (25 pg/Spur) \Bin
pseudomallei E8 und Mutante HGW 12/85. Die
Farbung erfolgte mit anti-BipD Antikdrper,

45 kD

30 kDa
bereitgestellt von Mark Stevens (Institute for
20 kD Animal Health, Compton Laboratory, Berkshire,

UK), visualisiert mit BM Blue POD Substrat. (1 —

Marker RPN756; 2 — E8; 3 — HGW 12/85)

3.7.1.6. Charakterisierung der Immunophilin-Mutante HGW 12/85 im Mausmodell

Die Funktion des Immunophiling vivo wurde durch die Infektion von weiblichen BAB/c-Msan
untersucht. Bei einer initialen Dosis von 70 Erregatranasal zeigte sich eine deutliche Attenuigru
(Abb. 3.33 A). Die Tiere waren am Beginn des Bebhangszeitraumes leicht struppig, erholten sich
ab Tag 8 nach der Infektion wieder. Die Praparatwom Milz, Leber und Lunge ergab keine
Abszesse. Allerdings wurden in den Milzen geringetérielle Belastungen nachgewiesen (Abb.
3.34). Nach der Anreicherung in LB-Medium konnterckain den Leberlysaten der Mause 2 und 4
und in dem Lungenlysat der Mau®5pseudomallei nachgewiesen werden.

Wurden hohere Infektionsdosen (700 cfu intranasaljvo verwendet, verstarben die Tiere innerhalb
von 6 Tagen, allerdings signifikant verzdgert gedesr dem Wildtyp E8 (Abb. 3.33 B).

A B
S 100 A S 100
£ - £
o ** p=0,0025 o
_E 75+ .g 751 - E8 i.n. (n=5)
[} () .
—h— .n. (n=
HE: E o i
8 , 3
% 25 - E8 i.n.(n=5) . T oo
= -A-HGW 12/85i.n(n=5) =2 "
(ESABPSL0918) »p=0,0016
C L) L) L) L) L) L) C L) L) L) L) L]
0 2 4 6 8 10 12 14 0 1 2 3 4 5 6 7
Tage nach der intranasalen Infektion (~ 70 cfu) Tage nach der intranasalen Infektion (700-900 cfu)

Abb. 3.33. Intranasale Infektion von weiblichen BALBc-Mausen mit der Immunophilin-Mutanten HGW 12/85.
Gezeigt ist der Prozentsatz tberlebender Tiere t#ektion mit etwa 70 cfu (A) und etwa 700 cfu (Bjranasal im
Vergleich zum Wildtyp E8 Uber einen Zeitraum von Ti&gen. Statistische Signifikanzen wurden mitteds idaplan-
Meier-Methode ermittelt. * p = 0,01 bis 0,05; **0,01 bis 0,001.
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3.7.2. Komplementationen des Gens BPSL0918 in HGV2/B5

3.7.2.1. Vergleich der Komplementationsmethoden nigls Vektor pMLBAD
und mini-Transposonsystem Tn7

Beruht der gefundene Phanotyp einer Mutante a#lefrder induzierten genomischen Mutation, sollte
er durch eine funktionelle Komplementation voll eesibel sein. Um das zu Uberprifen, wurde das
Gen BPSL0918 auf zwei verschiedene Methoden iMdiinte HGW 12/85 komplementiert.

Die Komplementation mit dem Vektor pMLBAD-BPSL09is einein trans Komplementaton mit
einem extrachromosomalen Plasmid. Die Komplementatit dem Vektor pUC18T-mini-Tn7T-Zeo
loxP-BPSL0918 fuhrt zu einer stabilen Integratioes dZielgens in das Genom uber homologe
Rekombination.

Mit beiden Methoden lie3en sich Komplementanteriasen. Sowohl pMLBAD transformiert®.
pseudomallei Klone zeigten ein BPSL0918-Amplifikat in der PCR auch mini-Tn7-transformierte
B. pseudomallei Klone (Abb. 3.35). Im Gegensatz dazu konnte beiMatante HGW 12/85 kein
Amplifikat fur BPSL0918 gefunden werden.
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M 1 2 3 1 2 4da 4b 4c

Abb. 3.35. Nachweis vorBPSL0918 n der pMLBAD (A) und Tn7 Komplementante (B). Amplifikation des Gens
BPSL0918 in dem Wildtyp E8, Mutante HGW 12/85 undifdementanten mit den Primern 12/85b for und 124&%b
(M - Marker VIII; 1 - HGW 12/85, 2 - Wildtyp E8, 3HGW 12/85 pMLBAD-BPSL0918, 4 - HGW 12/85 mini-Tn7T
Zeo-loxP-BPSL0918, Klon a, b, c

3.7.2.2. Charakterisierung von Koloniemorphologie od Verhalten im Plaqueassay der
Immunophilin-Komplementanten

Die Koloniemorphologie war ein Kriterium, in denckidie Immunophilin-Mutante deutlich vom
Wildtyp E8 unterschied. Nach funktioneller Komplartagion sollte die Koloniemorphologie
zwischen Wildtyp und Komplementanten vergleichbains Die Komplementante HGW 12/85
pMLBAD-BPSL0918 zeigte groRere Kolonie (Abb. 3.3@)Aals die Mutante (Abb. 3.36 A2). Sie
erreichten allerdings nicht die Grolze des Wildti&s(Abb. 3.36 Al).Die Komplementante mit dem
leeren Konstrukt und die Mutante hatten ahnlichergWologien (Abb. 3.36 A2 und A3). Bei der
stabilen Tn7-Komplementation waren die Kolonien Bemplementante in ihrer Gré3e analog des
Wildtyps E8 (Abb. 3.36 B6 vs B1). Tn7-Kontroll-Kogmentante und Mutante HGW 12/85 zeigten
ein dhnliches Wachstum (Abb. 3.36 B5 und B2).

Infolge der Mutation induzierte die Mutante HGW 82/hach der Infektion von PtK2-Zellen weniger
Zelltod und damit weniger Plaques im Screeningasdagh der Komplementation ist die Anzahl der
entstandenen Plaques wieder vergleichbar mit dehdtyii E8. Folgende Reihenfolge entsprechend
der Anzahl der Plagues konnte beobachtet werderr B&W 12/85 pUC18T-mini Tn7T-ZelmxP
BPSL0918 > HGW 12/85 pMLBAD BPSL0918 >> HGW 12/85 r7-Kontroll-Komplementanten.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Tn7-kKemgntation fur weiterfihrende Experimente
verwendet.
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Abb. 3.36. Morphotypen von Wildtyp, Immunophillin M utante, pMLBAD-Komplementante (A) und Tn7-
Komplementante (B).Gezeigt ist ein fraktionierter Ausstrich auf eit@lumbia Blutplatte. 1 - E8; 2 - HGW 12/85; 3
HGW 12/85 pMLBAD leer; 4 - HGW 12/85 pMLBAD BPSL0918;- HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-ZelmxP-leer;
6 - HGW 12/85 mini-Tn7T-ZedexP-BPSL0918.

3.7.2.3. Identifizierung der mini-Tn7-Insertion-Stdle
in HGW 12/85 pUC18T-mini Tn7T-ZeoloxP BPSL0918

Die Integration des Tn7-Transposon ins Genom erfolier homologe Rekombination hinter dem
Gen der Glutamin-6-Phosphat-Synthaglen§). B. pseudomallel besitzt drei ORFs fir das GghmS.
Die Tn7-Integration kann hinter jeder der Sequenggttfinden, auch eine Mehrfachinsertion ist
mdglich. Die Lokalisation des Tn7-Elements mittefSR ergab fir die Komplementante HGW 12/85
mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 ein Amplifikat von 2&® mitglmS2- (Abb. 3.37) sowie 309 bp mit
glmS3-spezifischen Primern(Daten nicht gezeigt). Bei der Kontroll-Komplementa erfolgte die
Integration hinteglmS2.
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Abb. 3.37. Kolonie-PCR von Komplementante und Kontoll-Komplementante zum Nachweis der site-spezifiseh
Tn7-Insertion. Amplifikation von glmS2-spezifischen Bereichen mittels PTn7L und BPGLMS@quenzen aus Choi et
al, 2008). (M — Marker VIII; 1 - E8; 2 - HGW 1583 - HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP leer; HGW
12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918

3.7.2.4. Intrazellulares Verhalten von HGW 12/85 ud HGW 12/85 pUC18T-mini Tn7T-
ZeoloxP BPSL0918 in murinen Knochenmarkmakrophagen

Makrophagen sind im Infektionsgeschehen Bompseudomallei sowohl Zielzellen als auch wichtige
Zellen der immunologischen Abwehr. Zur Darstellalay Interaktion zwischen Makrophagen und der
attenuierten Mutante HGW 12/85 wurden BMMs mit défitdtyp, der Immunophilin-Mutante und
der Komplementante infiziert. Um standardisiertersdiehsbedingungen zu erhalten, wurden die
BMMs serumfrei kultiviert (siehe Abschnitt 3.9).
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Abb. 3.38. Intrazelluldres Uberleben von HGW 12/8%ind Komplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-
loxP-BPSL0918 in serumfrei kultivierten Knochenmarkmakrophagen nach Infektion von FestmedienA + B:
Dargestellt ist die logarithmische intrazelluléafe pro well der Immunophilin-Mutante HGW 12/85 imekgleich zur
Komplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-Tn7T-Zeo-IoBRPSL0918 und zum Wildtyp E&a) in IFN-y aktivierten
(B) und nicht aktivierten (A) Knochenmarkmakrophagem BALB/c Mausen. Gezeigt werden Mittelwerte voreid
Replikaten inklusive Standardabweichungen. Die Bngesle sind repréasentativ fir zwei unabhangige Exmarte. C+D:
Gezeigt ist die Konzentration der Zytokine TNKC) und IL-6 (D) im Uberstand 11 Stunden nach Itifekvon nicht
aktivierten Knochenmarkmakrophagen. Die Werte gebdfittelwerte von drei Replikaten inklusive

Standardabweichungen wieder, sie sind repraseffitatanei unabhéngige Experimente.

Die intrazellulare cfu der Mutante HGW 12/85 wacin@4 Stunden signifikant niedriger als die cfu
von Wildtyp E8 und der Komplementante (Abb. 3.38 Bgi IFN-y aktivierten Makrophagen zeigte
sich dieser Unterschied noch deutlicher (Abb. 3B38Des Weiteren konnte 24 Stunden nach der
Infektion aktivierter Marophagen auch eine geriegéteimzahl von Tn7-Komplementanten im
Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Die Kdempentation des Gens BPSL0918 konnte den

Phanotyp nicht komplett wieder herstellen.
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Die Konzentrationen der frihen inflammatorischemokine TNFe und IL-6 waren 11 Stunden nach
der Infektion im Uberstand nach Infektion mit demhunophilin-Mutante signifikant niedriger als im
Uberstand Wildtyp- oder Tn7-Komplementanten-infiee Makrophagen (Abb. 3.38 C+D)

Die Abbildung zeigt aber auch eine verminderte $mwa der Immunophilin-Mutante in die
Makrophagen. Um diesen Effekt zu uUberprifen, wurdeneinem weiterfihrenden Assay die
Bakterien nicht auf Festmedium, sondern in LB-Alirsedium angeziichtet.
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Abb. 3.39. Intrazelluldres Uberleben von HGW 12/85in serumfrei kultivierten Knochenmarkmakrophagen nach
Infektion aus LB-Medium. A+B) Dargestellt ist die logarithmische intraze#itg cfu pro well von HGW 12/85 im
Vergleich zum Wildtyp E8x) in IFN-y aktivierten (B) und nicht aktivierten (A) Knochearkimakrophagen von
BALB/c Mausen. Gezeigt werden Mittelwerte von drei Rejten inklusive Standardabweichungen. C+D) Geazsigt
die Konzentration der Zytokine TNé{C) und IL-6 (D) im Uberstand 10 Stunden nachHKtiéam von nicht aktivierten
Knochenmarkmakrophagen. Die Werte geben Mittelwestedrei Replikaten inklusive Standardabweichungesder.

Statistische Signifikanzen wurden mittels einesigeiggen t-Test ermittelt; * p = 0,01 bis 0,05; p*= 0,01 bis 0,001.
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Unter diesen Bedingungen war die Invasion zwisdh&hV 12/85 und Wildtyp E8 in nicht-akivierten
BMMs vergleichbar (Abb. 3.39 A), allerdings mantfege sich der Unterschied in IFNaktvierten
BMMs (Abb.3.39 B). Im Infektionsverlauf wies die NMunte HGW 12/85 auch unter den veranderten
Bedingungen geringere intrazellulare cfu nach 24&kn im Vergleich zum Wildtyp E8 auf.

Auch die Produktion von TNE-und IL-6 zeigte denselben Trend, jedoch keine iffkgmz wie in
den bereits beschriebenen Experimenten (Abb. 3+39) C

3.7.2.5. Charakterisierung von HGW 12/85 und HGW 1/85 pUC18T-mini-Tn7T Zeo
loxP BPSL0918 im Mausmodell

Um die Stabilitat und Funktionalitéh vivo zu untersuchen, wurden finf weibliche BALB/c M&ause
mit dem Wildtyp E8, der Mutante HGW 12/85 und demiplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-
Tn7T-ZeoloxP-BPSL0918 in niedriger Infektionsdosis infiziert.

Abb. 3.40. Intranasale Infektion von weiblichen
BALB/c Mausen mit der Immunophilin-
. Mutanten HGW 12/85 und der
754 Komplementante HGW 12/85 pUC18T-mini-
Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 Gezeigt ist der

100

>

Uberlebende Tiere in %

> Prozentsatz tiberlebender Tiere nach Infektion mit
254 30 bis 90 cfu intranasal im Vergleich zum Wildtyp
o ' ' ' ' H'** ' E8 lber einen Zeitraum von 138 Tagen.
0 25 50 75 100 125 150 Statistische Signifikanzen wurden mittels der
Tage nach der intranasalen Infektion (30-90 cfu) Kaplan-Meier-Methode ermittelt. E8 vs HGW
- E8 i.n.(n=5) 12/85 ** p = 0,0026; E8 vs Tn7-Komplementante

—A— HGW 12/85 i.n. (n=5) (EBBPSL0918)

** p = 0,0026; Tn7-Komplementante vs HGW
-BH-HGW 12/85 pUC 18T-Tn7T-Zeo-loxP-BPSL0918 P P v
12/85 **, p=0,0018

Zwei Tage nach der Infektion zeigten Mause, diedain Wildtyp und der Komplementante infiziert
wurden, typische Infektionsanzeichen wie struppigel und geschwollene Nase. Wahrend sich der
Zustand der Wildtyp-infizierten Tiere verschleckegerholten sich Komplementanten-infizierte Tiere
am Tag 4 nach der Infektion wieder. Sie entwickelédlerdings im Infektionsverlauf chronische
Kranheitsanzeichen wie Paresen und verstarben néiles Beobachtungszeitraumes. Wie Abb. 3.40
zeigt Uberlebten Mutanten-infizierte Tiere den Vers Uber den 138. Tag hinaus. Es konnte bei

diesen Tieren keiB. pseudomallei in Leber, Milz oder Lunge nachgewiesen werden.
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3.8. Etablierung eines serumfreien Kultivierungssytem far

murine Knochenmarkmakrophagen

3.8.1. Der Serumersatzstoff Panexin®

Fur die Kultivierung von Makrophagen, einschlieBli BMMs werden Medien mit FCS
supplementiert. FCS wird aus Kalbern gewonnen umter Uverschiedene Reinigungsschritte
aufgearbeitet, dennoch enthélt es Substanzen wiekidg, Endotoxine, Glucokortikoide. Diese
Substanzen kdnnen Makrophagen aktivieren und ihm@unantwort polarisieren. Darliber hinaus
variiert die Qualitat des Supplements chargenabigan®ie Etablierung eines serumfreien
Kultivierungssystems fur Knochenmarkmakrophageintesgtandardisierte Bedingungen fir unsere
funktionellen Assays, aber auch Mikroarray- odet@manalysen garantieren.

In einer Reihe von Versuchen verwendeten wir korzimirerhéltliche Vollmedien wie IMDM (PAA
Laboratories, Pasching, Deutschland), X-VIVO 15rBeex Bio Science, Verviers, Belgium) und
DC Cellgro (CellGenix, Freiburg, Germany), die fdie Kultivierung von Dendritischen Zellen
entwickelt wurden. Dariber hinaus setzten wir desruBersatzstoff Paneﬁn(Pan Biotech,
Aidenbach, Deutschland) ein. Diese Versuche waight erfolgreich, die Zellen verstarben innerhalb
der ersten 3 bis 5 Tage. In Zusammenarbeit mit Flena Pan Biotech konnte der Gehalt an
Lipoproteinen, Adharenzfaktoren, Spurenelementesh Albumin im Panexifi so optimiert werden,
dass die Kultivierung von adharenten BMMs in aigbiender Quantitat und Qualitéat gelang. Das so
entstandene Panexin BMMist inzwischen kommerziell erhéltlich. Es bestehis folgenden
Inhaltsstoffe: hoch gereinigtes Bovines Serumallmimhumanes Apo-Transferrin, humanes
Fibronektin, bovines Fetuin, bovines Lipoprotei¢tD(), rekombnantes humanes Insulin, Trijod-
Thyreonin,p-Estradiol, Prostaglandin k2Pyruvat, Ethanolamin und Mercaptoethanol. Es kiide
Glucokortikoide, Mineralokortikoide, Ornithin, Citlin und Nitrit enthalten. Zytokine (TNF-a, IFN-
y, IL-4, IL-5) und LPS liegen unterhalb der Detektsgrenze. Die Argininkonzentration betragt 84
mg/l (in 5%iger Gebrauchslosung: 4,2 mg/l) und Kis@iumnitrat-Konzentration betragt 1,52 mg/l (in
5%iger Gebrauchsldsung: 0,0076 mg/l).

3.8.2. Adharenz und Ausbeute nach serumfreier Kultiierung

Mit dem neu entwickelten Panexin BMMonnten nach 10tégiger Kultivierung von BALB/c Ns&m
durchschnittlich 2,49x10+9,23x106, 8 Experimente) Zellen geerntet werden, bei C58BU&usen
lag die Ausbeute bei 1,96xX8(37,77x10, 6 Experimente) Zellen. Die hohen Standardabweigbn
ergeben sich unter anderen aus dem Alter der Mingsaus der Ernteffizienz.

Um die Adharenz der Makrophagen zu begutachtendevuZellen nach dem Ernten in 48-well-

Mikrotiterplatten ausgesat und am darauffolgendelg T™indestens finfmal mit PBS gewaschen.
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Adhéarente BMMS wurden vor und nach den Waschsehritusgezahlt. Die serumfrei kultivierten

BMMs zeigten eine exzellente Adhérenz, > 97% déledAevaren Uber alle Passagen adhéarent.

3.8.3. Phanotypische Charakterisierung der Knochenarkmakrophagen im
serumfreien System

Gewonnene Stammzellen waren nach der Praparattm ailharent und abgerundet (Abb. 3.41 A).
Innerhalb der ersten 3 Tage vergrolRerten sie sicth as bildeten sich Cluster adharenter Zellen
(Abb. 3.41 B). Bis zum Tag 5 nahm die Zahl adharider Stammzellen stetig zu. Nach dem
Mediumwechsel am Tag 5 hefteten sich die Zelletefean die Oberflache und bildeten Auslaufer
(Abb.3.41 C). Knochenmarkmakrophagen von BALB/c B erschienen dabei kirzer und mit
breiterem Zellkoérper. Makrophagen von C57BL/6 Maub#ddeten sehr lange Fortsatze und wirkten
insgesamt den Fibrozyten ahnlicher. Oft lagertexh shehrere C57BL/6 Makrophagen sehr dicht
aneinander. Ab dem 10. Differenzierungstag ersehmeatie Zellen gleichmafig ausdifferenziert (Abb
3.41D, E)
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Abb. 3.41. Lichtmikroskopische Betrachtung

differenzierender muriner
Knochenmarkmakrophagen von BALB/c (A-D)
und C57BL/6 Mausen (E). Gezeigt sind
Differenzierungsstadien am Tag der Praparation
sowie am 2., 4. und 10.Tag von BMMs aus BALB/c
Méausen, im Vergleich dazu BMMs von C57BL/6
Mausen am Tag 10. (Bilder: Jens Kéhler, Friedrich
Loeffler Institut fir Medizinische Mikrobiologie,

Universitat Greifswal)

In der Elektronenmikroskopischen Betrachtung bigéit sich die phanotypischen Unterschiede der

Knochenmarkmakrophagen beider Mausstamme (Abb).33gherell schien die Differenzierung bei

den C57BL/6-generierten Zellen schneller voranzigitdn als bei den BALB/c-generierten Zellen.
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Abb.3.42: Elektronenmikroskopische
Betrachtung ausdifferenzierter muriner
Knochenmarkmakrophagen aus BALB/c und
C57BL/6 Mausen. Gezeigt sind Aufnahmen der
Transmissionselektronenmikroskopie am 10.Tag
der Differenzierungszeit.

(Bilder: Dr. Manfred Rohde, Helmholtz Zentrum
fur Infektionsbiologie, Braunschweig)
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Unreife BMMs haben die Fahigkeit zu allen Zellem deyeloiden Linie zu differenzieren. Anhand
von Makrophagen-assoziierte Expressionsmarkernevdedt Phanotyp der Zellen an den Tagen 3, 6
und 10 charakterisiert. Dabei wurden fir alle Meg®n einer Zeitfolge Makrophagen einer
Mauspraparation verwendet. Als Makrophagen-asstzii®arker wurden F4/80, C11b (MAC-1),
CD13 und MOMA eingesetzt. Der Stammzellmarker CD1mid CD11c dienten als zusatzliche

Charakterisierungsmerkmale.
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Abb. 3.43. Phanotypische Charakterisierung von Kndeenmarkmakrophagen von BALB/c Mausen im
Durchflusszytometer. Dargestellt ist die Expression von F4/80 (A), ERBMDKR), CD11b (C) und CD11c (D) an den
Tagen 3, 6 und 10 (schwarz). Die Kontrollen undetZellen (hellgrau) und Isotypkontrolle (dunkelgy sind fiir jedes
Histogramm gezeigt. Die Abbildungen sind repragianféar drei unabhangige Experimente. Pro Farbungden 20 000

Zellen analysiert.

103



Ergebnisse

F4/80 und CD13 wurden mit zunehmender Kultivieralageer starker exprimiert (Abb. 3.43 A, B).
F4/80 ist ein typischer Makrophagenmarker auf reifgewebestandigen Makrophagen. CD13
(ERBMDM-1) weist die Aminopeptidase N auf Makropkagnhach, deren Expression stark mit dem
Reifungsgrad korreliert. Am Tag 10 konnten beide'lida auf nahezu 90 % der Zellen nachgewiesen
werden. CD11b/MAC-1 (Abb. 3.43 C) ist ein Marker fidlen Komplementrezeptor CR3, der auf
Granuloyten, Makrophagen und NK-Zellen nachweisstarAuf Gber 90 % der serumfrei kultivierten
BMMs ist der Repeptor nach 10 Tagen messbar. Datiibaus exprimierten reife BMMs ebenfalls
CD11c (Abb. 3.43 D). CD11c ist ein Teil des Leukiezyintegrinsu,f,, das auf Dendritischen Zellen
und teilweise auch auf Zellen der Makrophagen/Mgtedinie nachweisbar ist. Der
Stammzellmarker CD117 konnte bei den adharenterrdpailagen nach 3 Tagen Reifezeit nicht mehr
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dariiresus exprimierten 93% aller gemessenen
Zellen von BALB/c Mausen nach zehn Tagen das isthalare Antigen MOMA-2 (Abb.3.44 ) In der

Tabelle 3.6. sind die prozentuale Anteile der Egpi@nen zusammengefasst.

128

Abb. 3.43. Expression von MOMA-2 in
adharenten  Knochenmarkmakrophagen

Events

von BALB/c Mausen. Dargestellt ist die
Anzahl MOMA-2 positiver Zellen (schwarz),
aulRerdem die Isotypkontrolle (grau). Die

ot e Abbildung ist reprasentativ fir drei

v

unabhéngige Experimente. Pro Farbung
MOMA-2 wurden 20 000 Zellen analysiert.

Tab. 3.6. Zusammenfassung der prozentualen Markerexpssion auf BALB/c und C57BL/6 an den Tagen 3, 6 unddl

Marker BALB/c C57BL/6
F4/80 Tag 3 27% 5 45 % +6
Tag 6 73 % 6 79 % +11
Tag 10 86 % 8 90 % +2
ER-BMDM Tag 3 19 % 41 39 % +1
Tag 6 57 % + 78 % +11
Tag 10 92 % 2 91 % +0
MOMA-2 Tag 10 94 % #4 93 % +4
CD11b Tag 10 94 % 3 90 % +4
CD11c Tag 10 854 87 +6
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3.8.4. Analyse der NO- und Zytokin-Produktion serunfrei kultivierter
Knochenmarkmakrophagen

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werderg Nekrophagen von BALB/c unter Stimulation
mit LPS oder IFNy weniger NO produzieren als Makrophagen von C57BUéusen (129, 157).
Nach Stimulation der serumfrei kultivierten BMMstmverschiedenen Konzentrationen IfyNsnd
LPS von Salmonela typhimurium konnte eine NO-Produktion nachgewiesen werden. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Liteqatoduzierten bei Inkubation mit 500 ng LPS
in Kombination mit 500 U/ml IFNt BMMs von C57BL/6 Mause signifikant mehr NO als BBic
BMMs.

188: Abb. 3.45. Produktion von NO durch serumfrei
38: kultivierte BMMs von BALB/c (weil3e Balken) und
’2; 60 C57BL/6 (schwarze Balken) 48 Stunden nach
:\EJ ig: Stimulation. Die Zellen wurden mit 20, 100 oder 500
< 307 U/ml IFN-y sowie 500 ng/ml LPS stimuliert. Die Mess)
ig: erfolgte nach 48 Stunden im Zellkulturiberstande Di
0-

Ergebnisse sind reprasentativ fir mindestens zwei

20Uml__H

unstimulier
unstimulier

20 umiji}

60 U/mi| H

100 U/ml_H
100 Uil

500 U/ml |-|

500 U/ml

unabhangige Experimente, Mittelwerte von drei
Replikaten inklusive Standardabweichung sind daegjest

IFN-y Konzentration
Zur Charakterisierung der ebenfalls bereits besbkrien unterschiedlichen Zytokinproduktionen

zwischen BALB/c und C57BL/6 Makrophagen wurdenZilen mit LPS bzw. mit den Zytokine IL-
12 und IL-18 stimuliert.
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Stunden im Kulturiiberstand von BALB/c- (weilRe Balkemd C57BL/6-BMMs (schwarze Balken). Dargestellt sind
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Abb. 3.46. Zytokinproduktion nach Stimulation mit LPS, LPS/IFN-y sowie IL-12/IL-18. Gezeigt sind die
Mittelwerte von drei Replikaten inklusive Standav@ichungen. Die Messung ist reprasentativ fir nmstetes zwei

Konzentrationen von IL-12 nach 12 Stunden (A), 1B, MCP-1 (C), IL-10 (D), TNFa (E) und IFNy (F) nach 48

Experimente.
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Zur Charakterisierung der ebenfalls bereits besbknen unterschiedlichen Zytokinproduktionen
zwischen BALB/c und C57BL/6 Makrophagen wurden sdrei kultivierte BMMs mit LPS,
LPS/IFNy oder mit den Zytokine IL-12 und IL-18 stimulieNVie Abb. 3.46 zeigt, konnte eine
signifikant erhdhte IL-12 und IL-6-Produktion vorbZBL/6 BMMs nach Stimulation mit LPS/IFX-
nachgewiesen werden. BALB/c BMMs produzierten n&timulation mit LPS hingegen signifikant
hohere Konzentrationen von IL-10 und MCP-1. In d&oduktion von TNFx wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen BALB/c und CEBMMs gefunden werden - weder nach
Stimulation mit LPS noch mit LPS/IFM-Die Stimulation von BMMs und Peritonealmakrophage
mit 1L-12/IL18 fuhrt zur IFNy-Produktion (134). Allerdings fiihren Schleicher @t dies auf
minimale Kontaminationen mit lymphoiden Zellen ztkil Zur Detektion einer mdglichen IFN-
Produktion durch serumfrei kultivierte BMMs wurddie Zellen mit LPS, LPS/IFN; bzw. IL-12/IL-

18 inkubiert. Abb. 3.46 F zeigt etwa 100 pg/ml IifNn Uberstand C57BL/6 BMMs und 30 pg/ml im
Uberstand von BALB/c BMMs.

3.8.5. Bakterizide Fahigkeiten serumfrei kultivierer

Knochenmarkmakrophagen nach Infektion mit B. pseudomallel

Knochenmarkmakrophagen, die mit FCS-haltigen Medieitiviert wurden, haben bakterizides
Potential gegenibeB.pseudomallei (57). Dieses kann auch in serumfrei kultiviertaejfen
Knochenmarkmakrophagen von BALB/c Mausen nachgemiegerden (Abb. 3.47). Nichtaktivierte
BMMs waren in der Lage die Zahl der intrazellulaBakterien tber 24 h auf einem konstanten Level
zu halten. Aktivierte BMMs reduzierten die intrdmédre cfu innerhalb von 24 h sogar um zwei Log-

stufen.

Abb. 3.47. Intrazellulares Uberleben von

107 B. pseudomallei in serumfrei kultivierten

BALB/c Knochenmarkmakrophagen
106-

= Dargestellt ist das intrazellulare Uberleben des

§ 105¥ —a B.pseudomallei Wildtyps E8 in unstimuliertensi)

:é 10 % und IFNy aktivierten )

% 10%4 — Knochenmarkmakrophagen. Die Werte geben die
g 1024 IFN-y-aktiviert logarithmische intrazellulare Erregerzahl pro well

101 an. Gezeigt werden Mittelwerte inklusive

100 Standardabweichungen. Die Ergebnisse sind

L) L)
0 6 12 18 24 30

reprasentativ fir zwei unabhéngige Experimente.
Stunden nach der Infektion
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3.8.6. Nachweis von lymphoiden Zellen in Kulturen erumfrei kultivierter

Knochenmarkmakrophagen

Uberraschend fanden Schleicher et al minimale Koimationen durch Lymphozyten in Kulturen mit
reifen Knochenmarkmakrophagen, die in FCS-haltitygadien gehalten worden waren (162). Sie
vermuteten, dass die Lymphozyten unter anderemhdiliecProduktion von IFN-die Reaktionen der
BMMs beeinflussen. Um die Kulturen serumfrei kutiter BMMs auf Lymphozyten-
Kontaminationen zu kontrollieren, wurden die Zeleem den Tagen 3, 6, 8 und 10 geerntet und auf
phanotypische Lymphozytenmarker und den NK-Zell4¢arCD49 PAN im Durchflusszytometer
untersucht. Als Kontrollen dienten Milzzellen, @disn Tag der Analysen BALB/c M&usen entnommen
und durch ein Zellsieb zu einer Einzel-Zell-Susp@mfiomogenisiert wurden.

In die Auswertung wurden alle intakten Zellen darltifr einbezogen. Innerhalb dieser Population
konnten am Tag 10 weniger als 0,2% CD3+, CD4+ @i#8+ Zellen nachgewiesen werden. Daruber

hinaus wurden maximal 0,12% NK-Zellen detektiert.

Tab. 3.7. Expression von lymphoiden Markern in der Kiltur adharenter Knochenmarkmakrophagen

Marker BALB/c C57BL/6

CD3 0,009 bis 0,22% 0,03 bis 0,11%
CD4 max. 0,22% max. 0,03%
CD8 max. 0,02% max. 0,015%

CD 49/Pan NK cell
max. 0,012% max. 0,012%
marker (DX5)

108



Ergebnisse

Daruber hinaus zeigten die Parameter GrolRe und u@ritédt serumfrei kultivierter
Knochenmarkmakrophagen am Tag 3 zwei PopulationédnuRd R2, die sich im Laufe der
Entwicklung in einer distinkten, granulierteren Bigtion vereinten. Vergleichenden Untersuchungen
mit FCS-kultivierten Knochenmarkmakrophagen durchl&cher et al zeigten auch an Tag 8 noch

zwei distinkte Populationen (162).

1023

Tag3 . Ta96_=__

1023

1023
1023

53¢
gs¢
gs¢
53¢

1023 1023 1023 1023

Abb. 3.48. Density-Blot Analyse von BALB/c Knochenmrkmakrophagen an den Tage 3, 6, 8 und 1@argestellt ist
die Veranderung von Grof3e (FSC) und GranularitatC}S®n BMMs wahrend ihrer Entwicklung zu Makrophagen.
Bereiche mit roter Farbe deuten auf eine hohe Zditdi hin. Die Ergebnisse sind représentativ fuhsamabhangige

Experimente. Pro Farbung wurden 60000 Zellen ausgety
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4. Diskussion

B. pseudomallei gilt heute als Modellorganismus fiir intrazellukireUberleben. Seine
Virulenzmechanismen weisen Parallelen zu andetteazigllularen Pathogenen wie Salmonellen oder
Shigellen auf, er verfligt aber auch Uber Besondterhevie die Ausbreitung von Zelle zu Zelle. Im
Gegensatz zu anderen intrazelluaren Pathogendretdsieh gut im Labor untersuchen. Er hat kurze
Replikationszeiten, wachst unter einfachen Kultdibgungen, infiziert verschiedene Zelltypen, und
es existieren etablierte Tiermodelle in Maus, HamsiderC. elegans. Mit zunehmendem Wissen
Uber seine Epidemiologie und Virulenz bekonBnpseudomallei auch mehr Aufmerksamkeit in den
endemischen Gebieten. Zudem stieg das Interesseeimitr Deklaration als potentielles Agenz fir

Biowaffen in nichtendemischen Gebieten.

4.1. Ildentifikation essentieller Gene fur die intraellulare

Ausbreitung von Burkholderia pseudomallei im Plagueassay

Der intrazellulare Infektionszyklus ist maf3gebefid die Virulenz vonB. pseudomallei. Bis heute
sind nur wenige molekulare Details und Zusammenidaeiner Pathogenese verstanden. In dieser
Arbeit soll ein Beitrag zur Aufklarung von Virulefaktoren und -mechanismen B pseudomallei
geleistet werden. Dazu wurden Tn5-Transposonmutahéggestellt und auf Defekte in Virulenz-

assoziierten Genen mittels des Plaqueassays uctiedab. 3.1). Bereits Oaks et al nutzten 1985 bei
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der Untersuchung vorghigella flexneri den Plaqueassay, um die intrazellulare Ausbreitang
analysieren (140). Im Jahr 2000 wurde der Plagagassstmals miB. pseudomallei durchgefihrt
(103). Pilatz et al konnten zeigen, dass Mutantgneduzierter oder fehlender Plaguebildung haufig
auch in Zellassays und in Tiermodellen eine germgérulenz aufwiesen. Sie identifizierten von
insgesamt 6000 Transposonmutanten 12 Kandidat@n%), mit veranderter Plaquebildung (143).
Basierend auf diesem Protokoll wurden in diesereftrinsgesamt 2344 Tn5-Transposonmutanten im
Plagueassay analysiert, 44 Mutanten (1,9 %) bidk¢ene, weniger, kleinere oder verzogert Plagues.
Die Sensitivitat des Assays war deutlich hoher lzd$ Pilatz et al, vermutlich weil minimale
Veranderungen in den experimentellen Bedingungemvf&nden einer neuen Agarose) vorgenommen
wurden.

Neben dem Plaqueassay sind in der Literatur mehkdglichkeiten beschrieben, Gene zu
identifizieren, die fir die Virulenz wichtig sindum Beispiel wurden Mutanten auf Veranderungen in
der Motilitat der Bakterien (50) oder der Biofilnthing (Songsri, 2007, 5th World Melioidosis
Congress Congress, Abstract PAP023) untersucht PRejueassay hat gegeniber diesen Methoden
den Vorteil, dass ihm ein komplexes Infektionssystl Grunde liegt. Eine veranderte Plaguebildung
kann auf Mutationen in Genen fur die Invasion, Repion, Aktinschweifbildung oder Zell-zu Zell-
Ausbreitung zurtickzufiihren sein. Wie bereits béatPiet al. korrelierte auch in dieser Arbeit eine
verénderte Plaquebildung haufig mit einer vermiteteiintrazellularen Keimzahl im Zellassay und
einer Attenuierungn vivo (143). Damit war ein Screening im Mausmodell niobitwendig (39).

Bei der Identifikation der mutierten Gene fiel adéss 88% der Insertionen, die zu einer verantlerte
Plaguebildung fiihrten, in Chromosom 1 stattfand@&ob( 3.2). Auch Pilatz et al. und Cuccui et al.
beobachteten Uberwiegend Mutantionen in Chromos@d®,1143). Insgesamt gelang es mit der Tn5-
Mutagenese und anschlieenden Screening im Plagyeasene zu identifizieren, die
unterschiedlichen funktionellen Gruppen wie Struktunponenten oder Stoffwechselkomponenten

zuzuordnen sind.

4.2. Stoffwechseldefekte und ihre Rolle in der Virlenz

15 der gescreenten Mutanten wiesen einen DefekGénen auf, die vermutlich metabolische
Funktionen tGbernehmen. Die Mutante HGW 14/28 kaam Transkriptionsregulator LysR nicht mehr
synthetisieren. Sie replizierte deutlich schwackar Vogel-Bonner-Minimalmedium mit K-D-
Glururonat und wies einen intrazellularen Replikasidefekt in HeLa-Zellen auf (Abb. 3.6 F, Abb.
3.8 B). Das Gen BPSL0117 befindet sich in engeralisktion mit Genen der Lysin-, Threonin-,
Thryptophan-Biosynthese sowie der DNA Topoisomei#isdn Vibrio cholerae, Salmonella spp.,
Brucella melitensis, Burkholderia glumae, Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas solanacearum

werden Proteine der lysR-Familie nicht nur als Ra&gwen anaboler Prozesse sondern auch als
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Regulatoren von Virulenzfaktoren beschrieben (112, 106, 72, 23, 159). Des Weiteren sind sie in
die Synthese von Aminosauren (Lysin, Threonin, Toppan) sowie in die Fixierung von Nitrat und
Kohlendioxid involviert (159, 79). Der Defekt fulrtin der Mutante HGW 14/28 zur starken
Attenuierung im BALB/c-Mausmodell (Abb. 3.9).

Die Mutante HGW 16/82 ist nicht mehr in der Lage &xzym BioD zu bilden, das den letzten Schritt
der Vitamin H-Biosynthese katalysiert. Vitamin Hrdials Cofaktor flir Transcarboxylierungen
bendtigt wird. Als solcher interagiert das Vitanmnt der Acetyl-CoA-Carboxylase und erméglicht
die Fettsdure-Biosynthese in Bakterien (94). Bintingel induzierte ihactobacillus plantarum eine
Reduktion der Gesamtfette um 20% (38). Dariiberusingird Biotin von der Pyruvat-Carboxylase
bendtigt. Phanotypisch fiel die in dieser Arbeihgaerte Mutante HGW 16/82 dadurch auf, dass sie
im Minimalmedium nicht replizieren konnte (Abb. 3@&). In der Literatur sind Biotin-auxotrophe
Bakterien von Snorhizobium melinoti beschrieben. Sie wachsen kleiner und akkumulieren
Polyhydroxybutyrat, was einen Defekt im kataboldoff8/echsel impliziert (56). Im Wirt fhrte eine
Infektion mit HGW 16/82 erst bei sehr hohen Infek8dosen zur akuten Erkrankung. Das deutet

darauf hin, dass sich die Mutante auch uimteivo Bedingungen nicht optimal vermehrt.

Ebenfalls eine starke Attenuierung im Mausmodeiytzedie Tn5-Transposonmutante HGW 23/12
mit einem Defekt irpyrF. Das Genprodukt katalysiert die Decarboxylierung @otidin-5-Phosphat
zum Uridinmonophosphat (UMP). Dieser Prozess istBakterien bis zum Menschen stark
konserviert. UMP dient sowohl als Vorstufe fir dignthese von DNA und RNA als auch als
Vorstufen fur Phospholipide, Kohlenhydrate, Vitaminnd Glycoproteine. Die de novo-Synthese
steht in Konkurrenz zur Aufnahme und Wiederverwagtwon UMP und CMP aus der Umgebung.
Beide Wege tragen zur Aufrechterhaltung des Pyimridetabolismus bei (24). HGW 23/12 zeigt
neben der vermindertem vivo Virulenz auch eine schlechtere Motilitat auf Sgée und eine
verminderte Invasion in HelLa-Zellen (Abb. 3.9 C,hang Abb. Al, Abb. 3.7 D). Hierbei werden
Parallelen zuPseudomonas aeruginosa sichtbar. InPseudomonas aeruginosa wurden Mutanten mit
Defekten in der Pyrimidin-Biosynthese hergestediie produzierten weniger Virulenzfaktoren wie
Hamolysin, Rhamnolipid und Pyoverdin. Dartber hgaonnten sich einige der untersuchten
Mutanten nicht effektiv auf Softagar bewegen unfidaigtrten schwacher an Zellkulturplatten. Die
Autorin erklarte diese Beobachtungen damit, dasshddie defekte Pyrimidin-Biosynthese negativ-
geladene lonen im Zellinneren akkumulieren. Daskevisich negativ auf die Produktion und
Regulation von Virulenzfaktoren aus und beeintrigehtlariber hinaus auch weitere enzymatische
Aktivitaten (2, 18). Eine genauere Untersuchungalaiven Virulenzfaktoren bei HGW 23/12 wére
demzufolge ein wichtiger néchster Schritt, um dielld&k von pyrF in der Melioidose besser zu

verstehen.
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Die eben dargestellten Mutationen betreffen metatioé Aktivitaten. Welchen Beitrag
Stoffwechselgene zur Virulenz des Pathogens beitraigt umstritten. Das intrazellulare Milieu biete
verschiedene C-Quellen, Aminoséuren, Fettsaurgrgoptoteine, Glycolipide oder NO-Quellen. Die
intrazellularen Bakterien missen den Stoffwechesl Wirtes mdglichst unbeeinflusst erhalten, um
ihn als Lebensgrundlage nicht zu verlieren. Deswegeatzen intrazellulare Pathogene héaufig
Speicher- oder Abfallprodukte fiir ihren eigenen albeismus (98). Diese Adaptation an den Wirt ist
die Grundlage fur die Virulenz des Bakteriums.

Therapeutische Bedeutung haben avirulente Mutam#énDefekten in Stoffwechseldefekten als
Kandidaten flr neue Vakzinestrategien gedgernpseudomallei. Inwieweit die hier beschriebenen
Mutanten als Vakzinekandidaten geeignet sind, védmeinteressanter Ansatzpunkt fir zuklnftige

Untersuchungen.

4.3. Zusammenspiel von Aktinschweifbildung und intazellularer
Replikation?

Die Fahigkeit, sich entlang von Aktinfilamenten timbewegen, ist die Voraussetzung fir die
intrazellulare Motilitdt von B. pseudomallei. Die Mutante HGW 15/93 fiel in der
Fluoreszenzmikroskopie auf, da sie keine Schwaeitluzierte und sich nicht von Zelle zu Zelle
fortbewegte (Abb. 3.16). Darliber hinaus zeigteesie signifikant verminderte Virulenz in der Maus
und einen fulminanten intrazellularen Replikaticefedt in HeLa-Zellen (Abb. 3.17, Abb. 3.14). Die
Insertion des Transposons erfolgte downstreambae&-Operons (BPSS1490 bis BPS1492) \&n
pseudomallei. Wir vermuten, dass in Folge dessen die Transéripties gesamten Operons nicht
funktioniert. Stevens et al konnten zeigen, das®A (BPSS1492) eine essentielle Komponente der
Aktinschweifbildung ist (179). Das Protein befindgth am apikalen Pol des Bakteriums. Es bindet
Aktin-Monomere in vivo und induziert deren Polymerisierung in einem ABpROmMplex-
unabhéngigen Weg (57). Die Beobachtungen aus derakur bestétigen den von uns gefundenen
Phanotyp. Allerdings erklaren sie nicht den intHak&ren Replikationsdefekt und die Attenuierung
im Mausmodell. Im Operon sind neben BimA auch diAcetymuramoyl-L-Alaninamidase und
eine TibC-ahnliche putative Glycosyltransferaseidédd Beide scheinen im Zusammenhang mit der
Aktinschweifbildung zu stehen (178). Uber einen hudgn Zusammenhang der Aktinschweifbildung
und der intrazellularen Replikation kann nur spektilverden. Um einen polaren Effekt der Mutation
in HGW 15/93 auszuschlieRen, sollte eine Kompleatén der Mutante oder ein gezielter Knock out

desbimA-Operons durchgefihrt werden.
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4.4. Effektorproteine des Typ VI-Sekretionsapparate sind

essentiell fur Virulenzin vivo

Etwa 18 % de®. pseudomalle Genoms kodiert flir Gene hypothetischer Funktiondieser Arbeit
wurden acht Mutanten mit Defekten in Genen unbetarfrunktion identifiziert. lhre Bedeutung fur
die Virulenz lasst sich daran erkennen, dass se@ser Mutanten eine Attenuierung im BALB/c-
Mausmodell zeigten (Abb. 3.19).

Die stark attenuierte Mutante HGW 22/18 hat einefiekt im Gen BPSS1504 (2543bp), dass durch
Alanin-reiche Domanen und sechs Pentapeptid-Seqoneanrn N-terminalen Ende gekennzeichnet ist.
Pentapeptide sind Muster, die aus Cyanobakteriganoe sind, haufig haben sie die Sequenzfolge
A(D/N)LXX. Es wird vermutet, dass Pentapeptide teghdrehte helikal@-Faltblattstrukturen bilden
und als Targetpositionen genutzt werden kénnen @/bteine mit diesen Motiven kommen sowohl
zytoplasmatisch als auch Membran-assoziiert vos. likannteste ist HIgK aus Anabaena spez. (14).
Interessant ist, dass BPSS1504tgn5-Cluster eines potentiellen Typ-VI-Sekretionsappes liegt
(160, 167). Das Clustetss-5 umfasst die Gene BPSS1496 bis BPSS1512. Es wverdtarkt
intrazellular exprimiert (167). Neben den StruktumponentenssA,C, F, H, I, J, K, L undM konnten
Shalom et al. weitere Tss-assoziierte Gene, sogéndrags, innerhalb des Clusters identifizieren.
Tags sind moglicherweise Exportproteine des Selssiystems, obwohl einige von ihnen auch
Transmembrandoménen aufweisen. Neben Serin/Thredtrioteinkinasen, Phosphatasen und
Forkhead-assoziierte Proteindoméanen zeigen viays @iach Pentapeptidstrukturen (167). BPSS1504

kodiert fur eines dieser Effektorproteine.

bimA regB tssB-5 tssD-5 tssG-5
OO K e ) ) s >
tssE-5

.tagAB—5 tagC-5 tssJ-5 tssL-5
<m-/-%l- t_ssK—5>@ tssM-5 :>—
S~—— tagB-5 tagD-5

BPS51512 folE Low complexity bprC bprB bicP  bopA bopE  bapC
Scrambled Scrambled
Tnps Tnps
I mp—
1 kb I Bsa locus (TTSS-3)

Abb. 4.1. Das T6SS Clustetss-5 im genomischen Kontext irB. pseudomallei. Gezeigt sind die

Komponenten dess-5 in Farbe, wobei voll ausgefillite Pfeile Strutmionenten darstellen, diagonal gestrichelte Pfeile
sind Tags. Grau abgebildet sind flankierende Gezitiee. Markiert wurde das Gen BPSS1504 (schwarzhmtja(aus:
Shalom et al. 2007, Micobiology, 153:2689-2699)
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Wir vermuten, dass BPSS1504 mit den Pentapeptidsten in der Membran verankert ist, da es eine
Signalsequenz am Beginn des Proteins (AS1 bis A8886itzt. Detailliertere Untersuchungen sind
nun notwendig, um z.B. den ungewothnlichen Morphaiyg die Bildung von Bakterienaggregaten im
Zellassay zu erklaren (Abb. 3.24). Diese Untersaogka wirden einen Beitrag leisten, das Potential
des T6SS in der Pathogenese zu erklaren. Insgddgaemehmen 2,3% alld. pseudomallei-Gene
T6SS-Funktionen, mehr als in allen anderen Patlegebnd nicht nur bei der Aufklarung der
Virulenz, sondern auch fur die Intervention derr@rikkung bietet der T6SS-Apparat Moglichkeiten.
In Patienten mit Cystischer Fibrose und chronisdPssudomonas aeruginosa Infektion wurden
Antikérper gegen die Strukturkomponente Hcp-1 gdém Da alle Gene des T6SS in vielen gram-
negativen Bakterien konserviert sind, kdnnten siglicherweise Targets flr Vakzinestrategien sein
(133).

4.5. Immunophilin BPSL0918 und seine maoglichen Aufthen in

der Pathogenese voB. pseudomallei

4.5.1. Struktur und Funktion von Immunophilinen?

Fur die Mutante HGW 12/85 konnte ein Defekt in eneon neun Immunophilinen irB.
pseudomallel nachgewiesen werden. Die Identifizierung als Imnplmin beruhte auf einer Domaéne,
die Ahnlichkeit mit der fir Immunophiline charakstischen Peptidyl-Prolytis-trans-lsomerase
besitzt. AuRerdem wies das Protein Homologien z6@&bindenden Proteinen auf und zahlt damit
zu den Immunophilinen vom FkbP-Typ. Immunophilirermen ubiquitar vor. lhre Aufgabe ist es als
CoChaperon die Rate von Konformationsanderungepralylhaltigen Polypeptiden zu erhéhen. Sie
Ubernehmen damit eine wichtige Funktion bei derturg, Degradierung, Aktivierung oder
Polymerisierung von Proteinen (71, 60). Normaleseeiverbleiben native Proteine nach den
posttranskriptionellen Modifikation in der energeti ginstigertrans-Form. Aber 5 bis 7% aller
struktur-aufgeklarten Proteine bendtigen wahrend d&altung, des Transportes und der
Multimerisierung ihre Peptidyl-Prolyl-Bindungen (X#ro) incis-Konformation. Diese Konversion,
die von Immunophilinen vorgenommen wird, ist emitierender Schritt in der Funktionalitat dieser
Proteine (12).

Die Funktionen der Immunophiline sind sehr vielfilMedizinische Relevanz erlangte ihre Fahigkeit
die Immunsuppressoren Cyclosporin A und FK506 ndém. Die damit verbundene Reduzierung
aller inflammatorischen Immunprozesse wird heutetfigrapeutische Zwecke genutzt. Inzwischen
gibt es auch Hinweise darauf, dass prokaryotiscmenunophiline in die Pathogenese von
Mikroorganismen und Protozoen involviert sind (/83.konnte festgestellt werden, dass Cylcosporin

A, FK506, Rapamycin sowie nicht immunsupressorisgtkende Analoga sehr starke inhibitorische
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Effekte auf Parasiten haben, sowohl in der Kultsraaich in Infektionsmodellen (13). Die zu Grunde
liegenden Mechanismen sind wahrscheinlich sehrchiezden. Aber auch ein Wechselspiel zwischen
eukaryotischen und prokaryotischen Immunophilineh denkbar. Cyclophilie und FKBPs von
Makrophagen sind in die Chemotaxis von Leukozytemlviert (118, 168). Es wird vermutet, dass
prokaryotische Analoga wéahrend einer Infektion @i@schtigen immunregulatorischen Funktionen
nachahmen. Weiterhin ist denkbar, dass prokarywistmmunophiline Bindungspartner auf

Immunzellen im Wirt finden und damit die Signaltdgaiktion unterbinden (71).

4.5.2. Funktioneller Vergleich zwischen MIP-defiziaten und BPSL0918-

defizienten Pathogenen

Funktionell zeigt BPSL0918 groRe Ahnlichkeiten MIP (macrophage infectivity potentiator) in
Legionella pneumophila. BPSL0918 weist eine Signalsequenz zwischen A8dl24 auf und kdnnte
damit extrazellulare Aufgaben Ubernehmen. MIP wiasttranskriptionell ausgeschleust und agiert
ebenfalls extrazellular. Es besitzt am N-Terminirge Peptidyl-Prolyeis-trans-lsomerase-Domane,
die C-terminale Faltung des Proteins zeigt Hom@ogiu dem FKBP12 aus hdheren Eukaryoten (61,
164). MIP ist essentiell fir die Virulenz des eladisf intrazellularen Pathogens Legionella. Neben
MIP sind ebenso MIP-&hnliche Proteine bekannt, ksismmen beiChlamydia trachomatis (125),
Chlamydia psittaci (152),Coxiella burnetti (131), Neisseria gonorrhoeae (120), Salmonella spp.(84),
Trypanosoma cruzel (132),E. coli (83) und in dem Pflanzenpathog&anthomonas camprestis (212)
vor. In vielen pathogenen Organismen UbernimmtM#3-ahnliche Protein ebenfalls eine Rolle in
der Virulenz, im nicht-pathogenéncoli allerdings agiert es als Hitzeschockprotein (212).

Um die Auswirkungen der Mutation in BPSL0918 aué dfirulenz der Mutante zu Uberprifen,
wurden Invasions- und Replikationsassays durchgefiln HelLa-Zellen drangen Wildtyp und
Mutante HGW 12/85 vergleichbar gut ein (Abb. 3.38)BMMs wurde eine geringere intrazellulare
Keimzahl zum Zeipunkt O Stunden festgestellt (ABI88, Abb. 3.39). Wagner et al. fanden heraus.
dass MIP-defizientenLegionella pneumophila-Mutanten Schwierigkeiten bei der Invasion in
Lungenepithelzellen NCI-H292 hatten (199). Sie eaktien, dass die Anwesenheit von Collagen IV
auf den Zielzellen an dem Invasionsdefekt beteikgt Darlber hinaus wurde ein Kontakt der N-
terminalen, PPiase-haltigen Domane von MIP an ddlegzn IV im ELISA nachgewiesen (199). Ob
bei HGW 12/85 ebenfalls ein solcher direkter Kontakischen der PPiase haltigen Domane und
Oberflachenstrukturen der Zellen entsteht und fén dnterschied in der frihen intrazellularen
Keimzahl verantwortlich ist, geht aus den vorliedem Ergebnissen nicht hervor. Da dieser
Invasionsunterschied nur in Makrophagen beobadhtetiede, kénnten mdéglicherweise sehr frithe
immunologische Abwehrmechanismen, die unmittelb@echnder Invasion aktiviert wurden und die
intrazellulare Keimzahl der Mutante HGW 12/85 rdduen, fur dem Phanotyp verantwortlich sein.
Fiur diese Begrundung spricht, dass der Unterschigdchen Mutante HGW 12/85 und Wildtyp
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besonders deutlich bei IFNaktivierten Makrophagen zu erkennen war (Abb. B3&bb. 3.39 B).
Aus friheren Studien ist bekannt, dass die baldtieriEffizienz IFNy-aktivierter Makrophagen
wesentlich héher gegentber nicht-aktivierter Makiagen ist (36, 194).

Im Rahmen der Replikationsassays konnte weiterhinngoderater Replikationsdefekt in Hela-
Zellen und BMMs fir die Tn5-Transposonmutante HG®/85 nachgewiesen werden (Abb. 3.30,
Abb. 3.38). Dieser tragt vermutlich auch dazu Hags BALB/c-Mause, die mit moderaten Dosen (ca
100 cfu intranasal) der Mutante infiziert wurdemjnie Krankheitssymptome aufwiesen. Hingegen
verstarben Tiere, die mit zehnfach héheren Dostriernt wurden sehr rasch an der Infektion (Abb.
3.33). Die vorliegenden Defekte in BPSL0918 fiihreicht zu avirulenten Phéanotypen. Bei
Legionellen vermittelt das FkbP MIP ebenso eine htige Funktion bei der intrazellularen
Replikation (36, 184). Das wurde vitro mit Actamoba, Hartmannella Amdben und Tetrahymena
Ziliaten, mononuklearen Zellen und Lungenepithédzebezeigt(57, 206, 37, 36)Fur diese Schritte
ist eine Dimerisierung von MIP essentiell (57). Bb@ kdnnen sich Legionellen mit sehr geringer oder
fehlender PPiase-Aktivitdt des MIP-Proteins in Me&iveinchen weniger gut ausbreiten und besitzen
eine geringere Mortalitét in diesem InfektionsmbdBl7). Zu dieser Attenuierung tragt vermutlich
bei, dass das FkbP mit der Proteinkinase C in Mphtlen interagiert und damit die immunologische
Potenz dieser Zellen einschréankt (88).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Immunephilder Pathogenese der beiden Pathogene
eine Rolle spielen. Eine Komplementation des Ger3SIB918 stellte die phanotypischen
Eigenschaften des Wildtyps wieder her. Allerdingsrwdie Virulenz der Komplementante
vergleichsweise schwacher als die des Wildtyps (AhB6, Abb. 3.38, Abb. 3.40 ). Daflir kénnen
polare Effekte verantwortlich sein. Darlber hinaunass in Betracht gezogen werden, dass die
Insertion der Tn7-Elemente hintghmS2 erfolgte und nicht am urspringlichen Lokus von B&%L8.

Dadurch unterliegt das Gen mdéglicherweise andesguRtionsmechanismen.

45.3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen BPSL091énd der

Regulation von Metallionen?

Wie bereits beschrieben, ergdnzen sich BPSL0918Mifd funktionell sehr gut, zeigen genetisch
allerdings keinerlei Homologien. In Sequenzverdieit mit bekannten FkbPs zeigte sich die
gréRtmogliche Homologie von 40,6% zwischen BPSLOGME dem FkbP SIpA vok. coli. SIpA
besitzt PPiase-Aktivitat aber keine FK506 bindeKdpazitat (85). Ob diese Eigenschaften auch in
BPSL0918 vorhanden sind, wird in Kooperation mit debeitsgruppe von Richard W. Titball,
Universitat Exeter, UK gerade untersucht. Intenessst, dass SIpA eine verkirzte Form des FkbPs
SlyD darstellt, das in die Regulation von Metalkoninvolviert ist (85). Vor diesem Hintergrund wére
es interessant zu sehen, ob auch BPSL0918 regstitoin die Verfugbarkeit von Metallionen

eingreift. Bekannt ist bisher, dass die Verfligb#arken Eisen mit der Virulenz voB. pseudomallei
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in Zusammenhang steht. Das Siderophor Malleobastinvichtig fir die Eisenaufnahme iB.
pseudomallei. Tuyanok et al. konnten zeigen, dass sich einzkbmaponenten des T6SS, Cluster 1
durch geringe Eisenkonzentrationen induzieren fgsséhrend die Expression anderer Komponenten
davon unbeeinflusst bleibt (186). Dartber hinauglsgEisen eine entscheidende Rolle bei der
Regulation des TTSS3. Werden Bakterien in Vorbengitauf eine Mausinfektion in eisenhaltigen
Medien angeziichtet, sind sie weniger virulent (1&mM Grund fur diese Zusammenhénge zwischen
Eisen und der Sekretion von Virulenzfaktoren korsgm, dass TTSS, T6SS und Malleobactin einen
gemeinsamen Transkriptionsregulatar haben (Warawa, 5th World Melioidosis Congress,trsus
MOOO002).

In der Klinik gelten die Krankheitsbilder Thalassémoder Hamosiderose, die durch einen
Eisenlberschuss gekennzeichnet sind, als Risikaofaktfir einen akuten Verlauf der Melioidose
(126, 154). Diese Daten lassen vermuten, dass iisan starker in die Pathogenese involviert sind
als zunachst angenommen (29). Es ist interessamiteusuchen, ob das FkbP BPSL0918 hierbei eine
Rolle spielt.

4.6. Relevanz der Gendefekte fiur den intrazellulam

Replikationszyklus

Insgesamt konnte die Beteiligung von sechs neueunlérizfaktoren an den einzelnen Schritten des
intrazellularen Replikationszyklus gezeigt werd®ie Fahigkeit vonB. pseudomallei, Zellen zu
infizieren, kann sowohl von Stoffwechsel- als agthukturkomponenten abhangig sein (Tab. 4.1,
Abb. 4.2). Daruber hinaus gibt es auch zahlreiaheelkannte Gene, die in diesem Zusammenhang
noch aufgeklart werden mussen. BPSL2397, BPSLOBPEL0783 sind drei Gene hypothetischer
Funktion, denen in dieser Arbeit eine Aufgabe in idérazellularen Replikation zugeordnet werden
konnte.

Die Mutanten HGW 22/18 (T6SS) und HGW 12/85 (Imnpimbn) zeigten eine Attenuierung im
Mausmodell und sind ebenfalls wichtige Determinarder Virulenz. lhre Funktionen innerhalb der
Pathogenese konnten mit den hier durchgefuhrterrtrpnten nicht aufgeklart werden. Allerdings
kénnen in denin vitro-Analysen nur einfache funktionelle Schritte in tegten Zeitfenstern
untersucht werden. Dabei wurden vor allem die bakten Fahigkeiten, nicht aber die
immunologische Abwehr oder das Zusammenspiel mehidikrokompartimente (wie Blut, Leber,
Gehirn) bericksichtigt.

Weitere molekularbiologische Untersuchungen dieSene sollten darauf ausgerichtet sein, die
Struktur der Proteine aufzuklaren und ihre Intécaigpartner zu identifizieren. Darlber hinaus ist e
gezielter Knock-out der Gene bzw. deren Komplentamaessentiell, um polare Effekte ausschliel3en

zu koénnen.
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Tab. 4.1. Einordnung der identifizierten Transposoningrtionsstellen in den intrazellularen Repikationszklus

Schritt des Replikationszyklus Mutante (Gendefekt)
Invasion HGW 14/28IysR), HGW 23/12 pyrF)
Escape Nicht nachweisbar

HGW 8/35 (BPSL2397), HGW 14/28/6R),
Replikation HGW 15/93 (BPSS1490-92), HGW 20/79 (BPSL0658),
HGW 20/85 (BPSL0783), HGW 23/1py(F),

Aktinschweifbildung HGW 15/93 (BPSS1490-92)
Zell- zu-Zell-Ausbreitung Nicht nachweisbar
r ‘ Attachment A/

Invasion

bipD (176
bonE ? (180

4

lysR,
pyrF

Escape
bipD, bsaZ ? (180)

Y

Proliferation

Intrazelluléres N " ‘
Uberleben bipD (176

—_— e _-'
e.g. BPSL2825pabB ; ‘\

BPSL2818 purM;
RPSI 3133(143" BPSL1528 (143)

Zell-zu-Zell-Ausbreitung

bopA? (180)

bimA (1X9"

BPSL149(-92, Aktinschweifbildung BPSL 1490-1492
BPSL0658 hyp. Protein
BPSL0783 hyp. Protein
BPSL2397 hyp. Protein

lysR
pyrk

Abb. 4.2. Schematische Darstellung des intrazelluldaren Rédationszyklus vonB. pseudomallei. Gezeigt sind
die einzelnen Schritte der Infektion mit den damwolvierten Virulenzfaktoren, die in der Literatbeschrieben
wurden (in griin), die von Pilatz et al. mit dersgilMethode beschrieben wurden (in blau), die isatiérbeit

beschriebeben wurden (in rot).
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4.7. Serumfreie Kultivierung von murinen
Knochenmarkmakrophagen

Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in fdégren Wirtsabwehr gegen verschiedene
Pathogene. Wahrscheinlich sind Makrophagenfunktiomeitbestimmend, ob ein Mausstamm
empfindlich oder resistent gegen einen bestimmigiektionserreger ist (100, 57, 205). Diese
vermutlich genetisch determinierten Unterschiedden Makrophagenfunktion kdnnen am besten in
BMMs untersucht werden, da ihre Eigenschaften naurch unbekannte Signale vivo gepréagt
wurden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass BMis C57BL/6 Mause starkere bakterizide
Fahigkeit gegerB. pseudomallei haben als BALB/c BMMs. Weiterfuhrende Experimeimeinserer
Arbeitsgruppe machten aber deutlich, dass der gezkinterschied im bakteriziden Potential von der
Zusammensetzung des FCS™ abhéangt, in denen die BiiNigiert wurden. Die Zusammensetzung
variiert chargenabhangig. Auf Grund dieser Beohauin versuchten wir ein standardisiertes
Zellkulturprotokoll zu etablieren, dass reproduzége Bedingungen fur Experimente mit BMMs
garantiert. In Zusammenarbeit mit der Firma Parntegio (Dr. J. Seidl) wurde der Serumersatzstoff
Panexin BMM® hergestellt. Nach zehn Tagen Genaratiaind Differenzierungszeit konnten mit
dem in dieser Studie beschriebenen Zellkultursystest adharierende, ausdifferenzierte BMMs
gewonnen werden. Die Ausbeute und Adharenz waBMits vergleichbar, die unter serumhaltigen
Bedingungen reiften (siehe Abschnitt 3.8.2). In hiten Studien etablierte serumfreie
Kultivierungssysteme waren haufig durch eine gerimgusbeute und/oder schlechte Adhéarenz
gekennzeichnet und konnten sich deswegen in deisRrght durchsetzen (16, 46, 63).
Bei der Betrachtung der BMMs zu verschiedenen Zeikfen ihrer Entwicklung fiel auf, dass sie
morphologischen Veranderungen unterlagen (Abb.)3141 Vorwarts-/Seitwarts-Scatter wurden aus
urspringlich zwei abgrenzbaren Populationen am Jagine homogene Population am Tag 6.
Undifferenzierte BMMs waren klein und wenig graeulj reife BMMs grof3 und stark granuliert
(Abb. 3.48). Unter serumhaltigen Bedingungen komntdés zum 8. Tag zwei Populationen
nachgewiesen werden (162). Wir vermuten, dass sicterseits die serumfreie Kaultivierung
andererseits die lange Differenzierungszeit vondestens zehn Tagen positiv auf die Homogenitat
und Reife der BMM-Population auswirken. Daher ermf#e wir eine Kultivierung von BMMs fur
den experimentellen Einsatz Gber mindestens zeba.Ta
Phanotypisch waren Uber 90% der adharenten BMMgeimten Tag nach der Isolation positiv flr
die Makrophagen-typischen Marker MAC-1, F4/80, CD(ERBMDM-1) und MOMA-2 (Tab. 3.6.).
Das bakterizide Potential von BALB/c-BMMs gegenulierpseudomallei konnte gezeigt werden
(Abb. 3.47). Es wies denselben Unterschied gegenGb&BL/6 auf wie er von Breitbach et al.
beschrieben wurde (Daten nicht gezeigt). Nach 3&timwn mit LPS und IFN¢ produzierten die
BMMs beider Mausstamme NO (Abb. 3.45). Dabei eramesich Makrophagen von C57BL/6-
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Méausen als potentere NO-Produzenten als die Makgsyh der BALB/c Mause. Auch Mills et al
konnten zeigen, dass Makrophagen von Mausen mitPHEhotyp tendentiell leichter und mehr
IFN-y produzieren als Makrophagen aus Tieren mit ThzaBtyp (129).

Ebenso waren BMMs von BALB/c-Méausen starkere Predtem von antiinflammatorischen
Zytokinen wie IL-10, wohingegen C57BL/6-Mause méhl2 sezernierten. Die MCP-1-Freisetzung
in BALB/c-Makrophagen nach LPS/IFidStimulation war erhdht (Abb. 3.46). In der Literatvurde
eine Korrelation zwischen einer starkeren MCP-Jideteung und einer erhéhten Empfindlichkeit in
murinen Infektionsmodellen beschrieben. So wurdehrlafektion mitChlamydia trachomatis und
Trypanosoma congolense in Schleimhautsekret des Genitaltraktes und in Méz von BALB/c-
Mausen hohere Konzentrationen von MCP-1 nachgewiatein C57BL/6-Mausen, die allerdings
wesentlich resistenter gegeniber einer solcherktinfe waren (47, 139). Die Zytokin-Freisetzung
zeigt, dass die Zellen in dem von uns entwickelk&andardisierten Kulturbedingungen dieselben
Th1/Th2-Phanotypen entwickelten wie sie auchnmvo-Geschehen beobachtet wurden.

Des Weiteren konnte eine geringe Freisetzung vdivihachgewiesen werden, wobei Uberstande
von BALB/c-BMMs (30 pg/ml) deutlich weniger Zytokianthielten als Uberstande der C57BL/6-
Makrophagen (100 pg/ml) (Abb. 3.46 F). Uber die ddion des Zytokins IFN- durch
Makrophagen gibt es in der Literatur keinen Konse3chleicher et al zeigten eindrucksvoll, dass
schon 0,7 % Kontaminationen von CD8 + T-Lymphozyitenler Kultur der BMMs ausreichen, um
physiologisch funktionelle Konzentrationen von I§Nin der Kultur zu messen. Wurden die
Makrophagen von den Kontaminanten gereinigt, gelasg den Autoren nicht mehr IFN-
nachzuweisen, allerdings wurde mRNA detektiert. Bigoren schlussfolgerten, dass Makrophagen
nicht in der Lage sind das Zytokin zu sezernieadyer sehr wohl die genetische Grundlage dafiir
haben.

In serumfrei kultivierten BMMs machten die IFNProduzenten CD3+ und NK-Zellen zusammen
einen Anteil von maximaD,3 aller lebenden Zellen aus (Tab. 3.7.). Damit kenngeringere
Kontaminationen und auch signifikant weniger lifia serumfreien System nachgewiesen werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das meeunnid definierte Zellkultursystem die
Mdglichkeit bietet Komponenten selektiv zu verdmdend deren spezifische Effekte auf die Reifung
und Funktion von BMMs zu analysieren. In bereitéémden Proteomuntersuchungen an BALB/c und
C57BL/6 BMMs lasst sich eine hervorragende Reprigatbarkeit erkennen. Das zeigt einen grof3en
Vorteil des neuen Kultivierungssytems fir globalen&xpressionsanalysen und Funktionsanalysen

von Knochenmarkmakrophagen.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Burkholderia pseudomallei ist ein gram-negatives, intrazellulares Stabchktelaim, das in

tropischen und subtropischen Gebieten endemiscBasieutung erlangte das Bakterium als
Modellorganismus fiir intrazellulares Uberleben. #déches isB.pseudomallei in der Lage in
Wirtszellen einzudringen, sich aus der Vakuole efidden, sich intrazellular zu vermehren und sich
von Zelle zu Zelle auszubreiten. Er ist der Verdngs der Melioidose, einer Erkrankung mit sehr
variablen klinischem Bild, in dem schwere, septistterlaufe mit hoher Mortalitéat aber auch milde
chronische Manifestationen auftreten.

Trotz zunehmender Beachtung in der Offentlichkieid isher die molekularen Details seiner
Virulenz weitestgehend unverstanden. Unserer Agbrippe gelang bereits 2004 die Identifikation
neuer Virulenzfaktoren und -mechanismen (143). ®dbeit setzt die damals begonnene Studie fort.
Insgesamt konnten mit der Tn5-Transposonmutage2®be Mutanten hergestellt und im Plaqueassay
analysiert werden. Der Assay identifiziert Mutanieit Defekten in Invasion, intrazellularer
Replikation, Aktinschweifbildung sowie Zell-zu-Zellusbreitung. Von 40 Tn5-Transposonmutanten
mit einer verdnderten Plaquebildung wurden die §paroninsertionsstellen bestimmt. Mit BlastN-

Analysen konnten erste Aussagen Uber die funktiefehordnung der Gene getroffen werden.
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Zusammenfassung

Mit dieser Methode wurden Tn5-Mutanten mit Defekiteistoffwechselprozessen,
Strukturkomponenten oder hypothetischen Genen defurBei insgesamt zwdlf Mutanten konnte
nach intranasaler Infektion eine verringerte Vindlén der Maus nachgewiesen werden, darunter finf
Mutanten mit Defekten in Genen unbekannter Funkf8@sonders interessant war ein Gendefekt in
BPSL0918, der fur ein putatives Immunophilin kotignmunophiline kdnnen als CoChaperone die
Konformation von Proteinen verandeBi.pseudomallei-Mutanten mit Defekt in BPSL0918 zeigten
normale Wachstumskinetiken in Flissigmedium, sieiarerten Aktinschweife und wiesen nur einen
moderaten intrazellularen Replikationsdefekt in Bllellen auf. Trotzdem konnten wir eine starke
Attenuierung in weiblichen BALB/c-M&usen nachweisknserumfrei kultivierten, IFN+aktivierten
Knochenmarkmakrophagen wurden Mutanten mit einefekdén dem Immunophilin signifikant
schneller eliminiert als der Wildtyp E8. Eine Koraplentation der Immunophilin-Mutante mit Hilfe
des mini-Tn7-Systems konnte den Phanotyp des VB#dB8 mit einigen Einschrankungen wieder
herstellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es in Aregdrgelungen ist, mit der Methode der Tn5-
Transposonmutagenese und anschlieender AnalyBRgueassay 14 neue Virulenzfaktoren und
mechanismen zu identifizieren. Dartber hinaus keeim serumfreies Zellkultursystem fiir murine,
primare Knochenmarkmakrophagen etabliert und charialert werden. Dieses erlaubt die

Untersuchung von Wirts-Pathogen-Interaktionen usiiEndardisierten Kulturbedingungen.
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6. Anhang

Anhang A: Motilitat
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Abb. Al. Schwarmverhalten von E8 Transposonmutanten ih Defekten in putativen Stoffwechsel-Genen.
Dargestellt ist die Grofl3e des erzeugten Hofdurcheresder Mutanten bezogen auf den HofdurchmesseWildtyps
E8 24 h nach Beimpfung der Softagarplatten. Mutgntkmen relativer Hofdurchmesser unter 5% war, eurdls
unbeweglich eingestuft (rot markierte Flachen). &mden, deren relativer Hofdurchmesser unter 50% warden als
eingeschrankt beweglich definiert (blau markiertichen). Gezeigt sind Mittelerte von mindestens Replikaten.
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Abb. A2. Schwarmverhalten von E8Transposonmutantenmit Defekten in putativen Struktur -Genen Dargestellt

ist die GréRRe des erzeugten Hofdurchmessers daarart bezogen auf den Hofdurchmesser des Wildtgpz4eh nach

Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren ix&atHofdurchmesser unter 5% war, wurden als unigéere

eingestuft (rot markierte Flachen). Mutanten, dewdativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurdeneaigeschrankt

beweglich definiert (blau markierte Flachen). Ggzesind Mittelerte von mindestens drei Replikaten.

L T/ST MOH

BE/ET MOH

OT/€T MOH

© © © © © 0 O & 0 © © O o
N 4 © 6 ® ~ © b ¥ ® « o
- -

(%00T) 83 dAIp|IA\ UOA JassawyanpjoH jne uabozaq
% Ul JoSSaWY2INPJOH Janireoy

Abb. A3. Schwarmverhalten von E8Transposonmutantenmit Defekten in hypothetischen Genei Dargestellt ist

die GroRRe des erzeugten Hofdurchmessers der Muatdéetzogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps EB @dch

Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, derentivela Hofdurchmesser unter 5% war, wurden als urdgtich

eingestuft (rot markierte Flachen). Mutanten, dexdativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurdeneaigeschrankt

beweglich definiert (blau markierte Flachen). Ggisind Mittelerte von mindestens drei Replikaten.
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Abb. A4. Schwarmverhalten von E€TransposonmutantenHGW 6/12, HGW 12/85 und HGW 16/4¢ Dargestellt ist
die GroRRe des erzeugten Hofdurchmessers der Mutéetzogen auf den Hofdurchmesser des Wildtyps EB @dch
Beimpfung der Softagarplatten. Mutanten, deren ivaatHofdurchmesser unter 5% war, wurden als unigéale
eingestuft (rot markierte Flachen). Mutanten, dewdativer Hofdurchmesser unter 50% war, wurdene@igeschrénkt

beweglich definiert (blau markierte Flachen). Ggisind Mittelerte von mindestens drei Replikaten.
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Anhang B: Wachstumskurven
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Abb. B1. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/2HGW 2/14, HGW 3/46 und HGW 4/64 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Verénderung der
Optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit fiandwildtyp E8 @) und Stoffwechsel-Transposonmutantei). Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbeééshen Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B2. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 7/67THGW 9/47, HGW 9/59 und HGW 12/58 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Verénderung der
Optischen Dichte in Abh&angigkeit von der Zeit fiandWildtyp E8 &) und Stoffwechsel-Transposonmutantei). Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbaééthen Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B4. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 21/3dnd HGW 24/59 in LB Medium (A+B) und Vogel
Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veranderung der Optischen @idht Abhangigkeit

von der Zeit fur den Wildtyp E8m) und Stoffwechsel-Transposonmutantet). (Die Wachstumsfahigkeit der Tn5-

Transposonmutante in den beiden Medien wurde manadiquantifiziert.
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Abb. B5. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 2/33HGW 5/83, HGW 20/90 und HGW 4/12 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Veranderung der
Optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit fiendWildtyp E8 @) und Struktur-Transposonmutantehp( Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbééten Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B6. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 7/14HGW 16/09, HGW 9/73 und HGW 15/29 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Verénderung der
Optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit flendWildtyp E8 @) und Struktur-Transposonmutanten).(Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbaééthen Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B7. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 15/4HGW 15/48, HGW 19/73 und HGW 20/39 in LB
Medium (A-D) und Vogel Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (E-H). Dargestellt ist die Verénderung der
Optischen Dichte in Abhangigkeit von der Zeit flendWildtyp E8 @) und Struktur-Transposonmutanten).(Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbeéshen Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B8. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 9/44ind HGW 15/17 in LB Medium (A+B) und Vogel
Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veranderung der Optischen [Ridht Abh&ngigkeit
von der Zeit fir den Wildtyp E8mj und Transposonmutanten mt Defekten in hypothetiscGenen cf). Die

Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante inbeééshen Medien wurde nur einmal quantifiziert.
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Abb. B9. Wachstum von E8 Transposonmutanten HGW 6/12nd HGW 16/46 in LB Medium (A+B) und Vogel
Bonner Medium mit K-D-Glucuronat (C+D). Dargestellt ist die Veranderung der Optischen Bidht Abhangigkeit
von der Zeit fiir den Wildtyp E&@j und Transposonmutanten)( Die Wachstumsfahigkeit der Tn5-Transposonmutante

in den beiden Medien wurde nur einmal quantifiziert
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Anhang C: Detektion TTSS-Effektorproteins BopE im Western Blot

45 kDa

30 kDa

20 kDa

du]
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HGW 12/85

Abb. C1. Western Blot von BopE-
Freisetzung durchB. pseudomallei E8 und
Transposonmutante HGW 12/85Etwa

25ug Protein/Spur aus der extrazellularen
Fraktion wurden mit anti-BopE Antikdrper,
bereitgestellt von Mark Stevens (Institute for
Animal Health, Compton Laboratory,
Berkshire, UK) und BM Blue POD Substrat
untersucht. In schwarz gekennzeichnet, sind
positive BopE-Banden bei etwa 35kDa.
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Anhang D: Detektion der Transposoninsertionsstellefeschriebener Tn5-Mutanten

BPSL0345/0346 - HGW 10/33
365581 tgcttgttte gttcatcgtg atcctc_
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9

368341 tgatctccat gtatcgaaat ggtgaacgat cgegegcttt ttcccattgg aagegettga
368401 attgcgtctt tettttgaat gccggagage gaactcgaat ccatteggte aaggacgtte
368461 aaatgcttgg aaagagaacg ctgactcgac atcgggacgg ctgeegetgt cgecggteeg
368521 ccgtcatgge gaaaccgega caccgaaatt ccatcgatca cgattcegea cgatgttgge
368581 cgcegegget gegettatgt ttaggaatge atgaggttgt gtatgtgegt tggcagaccg
368641 aagcgaactt cgttggcgaa cggattggaa acggagagaa tetgatgege gggaaaggta
368701 actgcgagcg ataaatcgag gettettcag aaaagttgte aaattaggeg ttcgtgagat

368761 e¢goaaaatgg ttatgegaat aaattageet ttteteatec cotottttea atggaatega

368821 gcggcatgac gegatttttt tatttaacga agagttatte gtttgagltc gcegegacgg
368881 atcatgatgg gcgaacgege gaaagatcga agegggecegt ggctgteggt cgagecgteg
368941 ccttgggctt tcgegetacg gtgacggatg gagaacgggc ggeatcgaat cggegegteg
369001 acggggcgec ggctggecgg ctegegegtt gecgegatge gtgaggegag gegeagacgc
369061 cgtgtectge cgggatgect cgecgggacg aatcaccgeg gtggatgaaa gaggetggtt
369121 cgacatcccg aatcgcagac cactcggete ggeaccegtg tetcacgatg cgagtegegg

369181 ccgegecgge gagegegtte gatcggegeg ggcegeggeg gecttetega cgecgatcte
369241 gacggttaca tggggctgga gecttagtgt cgeggttcat geggegeggg cgaaccgege
369301 tgaaacgacc gcgcaatceg gtatgtcgge aatgaacgac gegtagacga acgtaattce

369361 ccgctgeatg geggagatge cgeeggecgt cggeatctec gtccgc_

c ctctaggtga

BBSI08ES, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
BBBIIEES, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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cgecgagegg atgtegegea

BBSI0Hl, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSL0365 - HGW 16/82/ HGW 21/37
aaagageggt tgaaacgage ggctaaaacy CAECECEAUBCEECEBcEcIBCaBEa0a

(€8]
\O
[$8]
N
N
—_

gcggcgg ctecgategg cgtgacgage

BBSIH0BES, Start- und Stopcodon in GroBbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,

139



Anhang

BPSL2963 - HGW 23/12

[S8]
Q1
@
Q1
a1
[«
—_
(@)
(@)
aQ
0
aQ
|

BBSIE988, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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gg acgttctgca aaaaaatttt gegtatttta

BBSIEE08, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
BBBIEBEE, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,

141



Anhang

BPSL2990 - HGW 5/30
3563101 gggtgteega cgttacgeag cgagtcACEEACEBCIBICCaBICEEaAMCABCCatET

C attttctcct tcaggttcag atgagagtca gttcaaacta cacccttegt

BBSIE980, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSS1490 bis 1492 - HGW 15/93

N
o
N
\O
Q1
S
—_
=
0
aq
Q0
(@)
0
aq
aq
s3]
Q
aq
(@}
(9}
o}
(@)
aq
aq
(@}
[}
=
0
aQ
(@}
[}
aq
0
aQ
(@}
(@}
0
aQ
0
[}
(@)
aq
Q
=
=+
(@}
a
aq
aQ
Q0
aq
o
8
(@}
aq
Q0
(@}
(@}

g cgeegtcteg cegegeccgg cacggegage ctegategeg tegegegeat
2030221 cgcctgttec gttgegatga ggegeggecg cegtggeceg catecgecga tgegegacgg
2030281 ggcgegecga gececgttaa aacgegecge ageggcetecg cecggegacg cgggeggett
2030341 gecgegacge cgeecgecce cgecctecga atttctatce cgettgecee gegegeatcet
2030401 tccggecgtg cgegegecac gegeeggeac ttgegegece ccgaatcgac geegegeaat
2030461 agcgctgege catcgecgac gttcggecte accgetegeg cgagegegec gatcacecgc
2030521 gctgttegee gategtgeeg cgagecgact geatcegecg cteggegace gatgecgceac
2030581 gcgaacgege gagegatgtg ccggtegece ggegeaaccg cgaatcgtet tcccgatate
2030641 gtcctcecga ttecggateg getegatgee cggatggage cgecgaaate ggeggegage
2030701 ccatcagcga cgcgacacga acatcgateg cctegeggcet gegtegegeg cegtegectg
2030761 ttcattcccg cgggatgecg aaccatcgge gagecctttc acgaagegtg cgegttacct
2030821 tccttcacca aactgeegeg actgattcaa cacgacgege gacgcettetg cgeecgacgeg
2030881 cttcgctteg cgegegeget cgeaccegtt cgeegegteg atccggacac cacgeccecac

2030941 ccgccgcete gattccgttc acgeggattt tccgctccgg cecattccag tetcgeccga

2031001 atcggcccge cggaatcgte caatatcggt tatttccccg acgeccgaat gecgeccgct

2031061 tgaaataatc gccctectga atgatcgacc gaacgatcge cgccatcact gccgateccg

:

031121 tt@catcgge geacgegate gegatgegaa tegegatege cecgteaccg ggagegegee

N
o
@
—_
—_
o
—_
aQ
aQ
[V
-
aQ
(@)
-
@)
aQ
(@}
0
(@)
[
a9
aQ
[
aQ
aQ
[«¥)
@)
(@)
-
%)
0
(@)
aQ
‘
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tcgaacg taacgaaggc gegacgtgec
2032261 gcgageggeg aagegecgee geegegegeg cggttgegeg cgaacgegeg tgegectege
2032321 acgcecgcett cgeggegege cacgaaccac gattgecate atgecteect ctecttegta
2032381 ttccgacgeg aacgccagge gaagegegea cgagecgecg aaggtcacgt tetgeggcte
2032441 gccgeaaacg ctcgacgcac atgegecgee ggegttegee cctegttege gegegeegea
2032501

l
0
o)
0
ja5)
0
a9
—
o)
fa5)
0
-
aQ
(@)
[e)
o
o)
-
0
aQ
|
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gcaccc gcaaacccce ccgggeateg ctcagegeeg gecagegege

BPS8I8Y, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
BBSSEN, Start- und Stopcodon in GroSbuchstaben
BBS8#8A, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
BBSSI®E, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,

145



Anhang

BPSL2397 - HGW 8/35

N
@3]
\O
S8
\O
[oF]
—_
aQ
(@)
aQ
l

BBSIE80Y, Start- und Stopcodon in GroBbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSS0267 - HGW13/10
354301  cggectgeaa cgggeegeca acgeageegg ccgcGMAB0OEACASCABCIBAICBBIB0

aq
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(@}
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(@}
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0
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(@)
Q
aq
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=
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—
0
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ag
9
ag
Q
Q
=
aq

BP880267, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSL0410 - HGW 13/38

444901 aaacyacATG accgaaccga acaagacegt cgagetgaca ggegaaateg ccacgeccaa

A0 INCAABRICRIGRIBIGHA -5 cgocgctag tttectcet tgecgegege acgegegge

BBSIOEID, Start- und Stopcodon in GroBbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSL0658 - HGW 20/79

747301  gggtttgaca ggggcgattc gecgaacgat a

CCZC

BPSI0G58, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSL0783 - HGW 20/85

910321 tgtcggtgeg tgtcggacge ccgegeecge acageacggg gttttttttg tata-

I
—+
aQ
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9)9)
0
0
Q9
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0
Qg
0
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=
o+
1
aQ
[
0
0
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aQ
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0
aQ
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0
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0
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BBSI0788, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben
Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSS1505 - HGW 22/18

2052901 catc

_ttc cctcgacgcec ttecatgtee gacctegtte acacggegcet cgecgeccte

BBS8IB0, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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BPSL0918 - HGW 12/85
1070881 ggegeegatt gaacgagtac coc A BEGICAICBACONIS0A SaA B A SeCORatt

BBSIOSS, Start- und Stopcodon in Grofbuchstaben

Sequenz, die sich an das Transposon anschliefst, durch Selbstklonierung ermittelt,
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