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Zusammenfassung
Burkholderia pseudomalleind Burkholderia malleisind die Erreger der Melioidose bzw.

Rotz,Yersinia pestizverursacht die Pest. Die drei bioterroristisch relevanten Bakteéhlen
zu den potentiellen biologischen Kampfstoffen. Die teils problentegi§tfferenzierung von
Bakterien der gleichen Gattung und das zunehmende Auftreten msilérgsr
Bakterienstamme, welche die Behandlung mit herkémmlichen Antibiotikschwert,
erfordert daher einerseits Mdoglichkeiten zur spezifischen Diggnesicher Erreger und
andererseits neue Therapiemethoden.

Bakteriophagen sind hochspezifische Viren, die suszeptible Wirtsleaktaittels zellwand-
abbauender Enzyme, sogenannter Bakteriophagen-Endolysine, lysierent &omen
Phagen bzw. Phagenlysine sowohl fur die spezifische Diagnostik dis zamcTherapie
eingesetzt werden. Die spezifische Detektion Bomalleiist mit temperenteBurkholderia
Phagen bereits moglich. Daher sollten Phagen aus der Gd&tukbolderiaisoliert und
charakterisiert werden, die eine spezifische DiagnostikBigmseudomalleermdglichen. Da
bisher keine Lysine bekannt sind, die Gram-negative BakterieeXmgjener Anwendung
lysieren kdénnen, war es zusatzlich von groRem Interesse, das Bkagenhes neuen
BurkholderiaPhagen und des lytischéfersiniaPhagen PY100 zu identifizieren und deren
Potential zur Abtotung dieser Erreger zu untersuchen.

Vier verschiedene temperente Phagen konntenBausholderiaStammen isoliert werden,

die anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen in die FamilieMyewiridae in die
Ordnung deCaudoviralesingruppiert werden kénnen. Zwei Phagen, der Phage phiEO67 aus
Burkholderia thailandensisind der Phage phiBpl0 ais pseudomalleikbnnen aufgrund
ihrer Wirtsspektren in Kombination miteinander fiir die Diagnostik Qiffierenzierung der
Burkholderia SpeziesB. thailandensisB. pseudomalleund B. mallei eingesetzt werden.
Durch Hybridierungsversuche wurden die phylogenetischen Verwanfiescider Phagen
miteinander und im Vergleich zum publizierten Phagen phil026b bestimmt.

Das Genom des Phagen phiEO67 wurde sequenziert, um eine molekulargenetisch
Charakterisierung des Phagens vorzunehnas doppelstrangie DNA-Molekil hat eine
Grol3e von 43,649 kb. Die G8entifizierten potentiellen offenen Leserahmen (OR3Hs)l in

vier verschiedenen Operons angeordnet, was einer lambdoiden Genomorganisgiachént

Bei 19 ORFs war durch eine bioinformatische Analyse oder den @irektperimentellen

Nachweis eine Funktionszuordnung moglich. Diese beinhalten Proteine DNe-
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Verpackung, strukturelle Komponenten, das duale Lysis-System und Protiénean

Replikation, Rekombination und Modifikation der Phagen DNA beteiligt sind.ni@esten

Homologien auf Aminosduresequenzebene konnten im Bereich der Strukturproteine zu

Phagen de8urkholderia cepaciakomplexes festgestellt werden, die ebenfalls zur Familie
derMyoviridaegehoren.

In den Genomen dd3urkholderiaPhagen phiEO67 undersiniaPhagen PY100 konnten die
Gene, welche fur die Phagenlysine PlyEO67 und Ply100 kodieren, idergizifiad inE. coli
kloniert werden. Durch eine terminale Fusion der Proteine méne Hexa-Histidin-Tag,
konnte die Aufreinigung der Proteine mittels Affinititschromadpbre vorgenommen
werden. Nach bioinformatischen Analysen wurde bei PIyEO67 eine NAARG®-
Muramidase Doméne und bei Plyl00 eine D-Alanyl-D-Alanin Carboxyigesst Domane
identifiziert. Die lytische Aktivitat von PlyEO67 als auch BF)Y) konnte mit Hilfe von
Spharoblasten Gram-negativer Bakterien experimentell nachgewiesden. Unbehandelte
Gram-negative Erreger wurden durch beide Enzyme nicht lysiedjeddulRere Membran
eine nicht zu Uberwindende Barriere fur die Endolysine darstethitSvurde bestatigt, dass
Phagenlysine ohne zusatzliche Agenzien zur Eliminierung Granmivegdrreger nicht
geeignet sind. Es wurden fir beide Lysine die optimalen enzyhetisBedingungen
bestimmt, wobei die extreme Hitzestabilitdt von Ply100 hervorzuheeSelbst nach einer
120 minutigen Behandlung bei 99°C behielt das Enzym seine hydroly#ddivitat. Diese
hohe Hitzestabilitdt konnte potentiell sehr nitzlich sein bei denlichég Einsatz des Lysins

zu Dekontaminationszwecken in der Lebensmittelindustrie.
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Summary
Burkholderia pseudomalleand Burkholderia malleiare the causative agents of melioidosis

and glandersYersinia pestiscauses plague. Therefore, these biological threat agents are
considered as potential biological warfare agents. It is a@fifficult to distinguish between
bacterial species of one genus. Furthermore, the increasing nunrbaltioésistant bacterial
strains does not respond to conventional antibiotics. Thus, on the one hareksémtial to
develop specific diagnostic assays to discriminate between these maeisarg, on the other
hand, new therapeutical techniques are needed.

Bacteriophages are highly specific viruses that lyse suscefddterial hosts by means of
lytic enzymes (bacteriophage-endolysins) digesting the balcteli wall. Therefore, phages
or phage lysins can be used for diagnostics as well as fopéhwies.B. malleifor instance
may be detected by temperate phages phiE125 and phil026b.

One aim was to isolate and characterise phagesBumkholderiato find a useful diagnostic
tool for B. pseudomalleiSince no lysins are known to be able to hydrolyse cell walls of
Gram-negative cells when added externally, it was also of gnéatest to detect the
endolysin of a newBurkholderia phage and of the Iyticrersinia phage PY100. The

Endolysins were examined for their potential to eliminate these pathogens.

Within the framework of this study, four different phages frBorkholderia strains were
isolated. Examination of the bacteriophages by electron microseupgled that they can be
classified as members of the familyMfjoviridae of the ordeiCaudovirales Phage phiE067
deriving fromBurkholderia thailandensiand phiBp10 deriving frorB. pseudomallecan be
used in combination to differentiaBe thailandensisB. pseudomalleandB. mallei Based on
DNA-hybridizations, a phylogenetic relation was determindgd/éen the isolated phages and
the B. malleispecific phage phil026b.

PhiEO67 was chosen for detailed analysis at molecular level withnitsrgeebeing sequenced.
It consists of a double stranded DNA molecule of 43,649 kb. The 69 iddnbifien reading
frames (ORFs) are organized in 4 major operons which correspondawitiddid phages.
Functions could be assigned to 19 gene products, based upon bioinformasesnalgirect
experimental evidence. These include DNA packaging proteinsiwsalcomponents, the
dual lysis system and proteins that are involved in replicationpmBination and
modification of phage DNA. Most amino acid sequence homologies werdifidd in

structural proteins dflyoviridaephages of th8urkholderia cepaci@omplex.



The endolysin gengdyE06/ andplyl00were identified in the genome of tBairkholderia
phage phiEO67 as well as tiersiniaphage PY100 and cloned Escherichia coli Amino-
terminal modification by a hexahistidine tag enabled purifically affinity chromatography.
Bioinformatics showed PlyEQ67 featuring an N-AcdiyB-Muramidase domain and Ply100
featuring a D-Alanyl-D-Alanin Carboxylpeptidase domain. Theclgctivity of PlyEO67 and
Ply100 was demonstrated experimentally by sphaeroplasts of t&agative cells. Untreated
Gram-negative cells were resistant to the endolysins due tad¢héat the outer membrane
represents an efficient barrier for prevention of lysisrbg £ndolysin. These results affirmed
the current state of research that, without additional agentss lgsi not work with Gram-
negative bacteria. For both endolysins optimal enzymatic conditions beultetermined
while Ply100 turned out to be extremely thermostable. Even afteament of 99°C for 120
minutes the enzyme maintained its hydrolytic activity. Thisrattaristic thermostability

could be useful for the food conservation technology.
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1. Einleitung

1.1 Die Gattung Burkholderia
Die GattungBurkholderig ehemals Teil der Gatturigseudomonasumfasst zurzeit ca. 40

Spezies. Es handelt sich um Gram-negative, meist beweglicHgatolaerobe und
stabchenférmige Bakterien, die teilweise pathogen fir Menscherg Uil Pflanzen sind.
Die meisten Spezies der FamibBarkholderiaceaesind im Erdboden endemisch. Benannt
wurde die Gattung 1992 von Eiko Yabuuchi und Mitarbeitern nach dem Phytoggtholo
Walter Hagemeyer Burkholder, der Mitte des 20. Jahrhunderts anaieellCUniversity
lehrte und eine Reihe pflanzenpathogener Bakterien beschrieb.
Folgende Arten sind fur ihre Human- oder Tierpathogenitat bekannt:
* Burkholderia pseudomalleider Erreger der Melioidose beim Menschen [39;43;171],
Risikogruppe 3
* Burkholderia mallei der Erreger des Rotz der Unpaarhufer; ist auch fiir den Menschen
pathogen [78], Risikogruppe 3
« Burkholderia cepacia ein wichtiger Verursacher einer mit zystischer Fibrose

einhergehenden Lungeninfektion beim Menschen, Risikogruppe 2

Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in Afl@etargia ordnet®. mallei

und B. pseudomallewegen ihrer hohen Morbiditat, jedoch geringeren Mortalitat in die
Kategorie B der bioterroristisch relevanten Erreger ein. iHikammt, dass vor allerB.
pseudomallekeine hohe Antibiotika-Resistenz aufweist. Auf diese beiden &rreg)l daher

im Folgenden naher eingegangen werden. ABitkholderia thailandensigvird zusétzlich
etwas detaillierter beschrieben, da dieser Erreger tretzers Apathogenitat ein naher
Verwandter vorB. pseudomalleist. Aul3erdem diente der Erreger in dieser Arbeit ebenfalls

der Gewinnung temperenter Phagen.

1.1.1 B. pseudomallei, der Verursacher der Melioidose
B. pseudomallest der Verursacher der Rotz-ahnlichen Infektionskrankheit Melieidmsch

als Pseudo-Rotz bekannt [39;43;171]. Bei dem Erreger handelt es siainumotiles,
aerobes nicht sporenbildendes, Gram-negatives Stabchenbakterium, \Wasser, feuchten
Boden und insbesondere auf Reisfeldern in den Endemiegebieten Sédosias

Nordaustralien weit verbreitet idh dem Hauptendemiegebiet in Nordost-Thailand sind bis
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zu 50% der Reisfelder mi. pseudomallekontaminiert [181].Durch den Reisetourismus
werden zwar immer mal wieder Erreger nach Mitteleurofmsaght, etablieren konnte er sich
dort dauerhaft bislang aber nicht, da er bei Temperaturen unter 11°C misnt
vermehrungsfahig ist. In Norditalien werden allerdings regelmafsgive Erregernachweise
aus Trinkwasserbrunnen erbracht [118].

Die Infektion von Mensch und Tier durd®. pseudomalleerfolgt durch Inokulation des
Erregers Uber Hautverletzungen, tber Inhalation oder Verschluckemioigtden Materials.
In den Endemiegebieten sind zu meist Menschen, die direkten Kontaktagser oder
feuchten Boden hatten, z. B. auf Reisfeldern, betroffen. In den ZeiteWietesmkrieges
traten bei den amerikanischen Hubschrauberbesatzungen gehauft Falleulsamaler
Melioidise auf, die sehr wahrscheinlich durch die Inhalation erreljigdra Aerosole
verursacht wurden [77]. Ubertragungen von Mensch zu Mensch oder nosakomial
Ubertragungen sind selten und spielen epidemiologisch keine weserRladle [1;111].B.
pseudomallei ist ein opportunistischer Erreger, der haufiger chronisch Kranke mit
Grunderkrankungen wie Diabetes, Leukamie, Lungen- und Nierenerkrankurfgaertin
dennoch sind auch gesunde Individuen davon betroffen [36].

Symptome und Beschwerden sind vielféaltig und reichen von chronisch feedan
lokalisierten Formen bis hin zu schweren generalisierten ikragen. Typisch sind Fieber
und Abszessbildung, bei akuten Erkrankungen vor allem Lungenabszesse,dningeung
und Pleural-Ergusse, die lebensbedrohliche Ausmal3e annehmen kdnnerchWezste
Verlaufsform der Melioidose, verbunden mit einer sehr hohen Mottadta, ist die Sepsis.
Bei chronischem Verlauf sind verschiedenste Abszesse z. B. m IMiber, Muskulatur und
Haut charakteristisch. Die klinische Bandbreite an Symptomennisien endemischen
Gebieten gleich, aber wahrend eine Hirnstammenzephalitis héufigdNordaustralien
vorkommt, tritt eine eitrige Parotitis eher in Sudostasien au#g3971]. Die Grinde der
verschiedenen Prasentationsformen der Krankheit basierend auf piescnan
Unterschieden sind bislang ungeklart. Man vermutet aber eine Uméelisthe genetische
Ausstattung der Patienten und/oder Berpseudomallestamme in den jeweiligen Regionen
als Ursache fur diese Differenzen.

1.1.2 B. thailandensis, ein apathogener, eng verwandter Erreger von
B. pseudomallei

B. thailandensisist ein bewegliches Stabchen, das natirlicherweise im Boden und in

stehenden Gewassern vorkommt. Es ist trotz seiner sowohl genetisalsergauch
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physiologisch engen Verwandtschaft Bit pseudomallenicht pathogen und nur &uf3erst
selten Verursacher von Krankheiten in Mensch und Tier [64;98;144;180]. diaslel
Inokulum von B. thailandensidiegt in der Maus etwa 1000 mal héher als das Bon
pseudomallej173].

Biochemisch gesehen haben beide Spezies, mit Ausnahme von L-Aralui@sggeichen
Féahigkeiten zur Metabolisierung unterschiedlicher Kohlenstoffquellea. Ubiterscheidung
erfolgt daher gewdhnlich anhand der Fahigkeit vBn thailandensis Arabinose zu
assimilieren [144]. Vergleichende Analysen der 16S rRNAs Borthailandensisund B.
pseudomallehaben gezeigt, dass 15 Nukleotidunterschiede vorhanderBsitigilandensis
wurde erstmalig 1998 als eigene Spezies beschrieben [29].

B. thailandensiswird aufgrund seiner Handhabung unter S1-Laborbedingungen oft als
Modellorganismus furB. pseudomalleverwendet. Dies betrifft sowohl den Bereich der
Immunologie, wegen der Ahnlichkeiten bei der Immunantwort setnt inaauch in Maus-
Infektionsversuchen ein [173;176], als auch in Bereichen der Bakigigatur Testung oder

Etablierung von z. B. Nahrmedien.

1.1.3 B. mallei, der Verursacher des Rotzes
Die Infektionskrankheit Rotz wird verursacht durch den Errd&djermallej einer aeroben,

unbeweglichen Spezies der GattuBgrkholderia Eine Eradikation des Erregers war bisher
in den USA und Westeuropa erfolgreich, jedoch ist der Erreger imowr endemisch in
Afrika, Asien, dem nahen Osten und Zentral- und Stdamerika. Der RtnidchMalleus

ist primar eine Krankheit der Unpaarhufer. Pferde sind hoch empfargtiédnfektionen und
werden als einziges natirliches Erregerreservoir angesetenawath Menschen und andere
Saugetiere wie Maultiere und Esel kénnen sich infizieren [120]ADsteckung erfolgt durch
den direkten Kontakt mit infektiosen Korperausscheidungen (insbesondesensékret,
Lungenauswurf, Speichel sowie Eiter aus Hautwunden) oder den indikaieakt Uber die
gemeinsame Nutzung von kontaminierten Krippen und Trénken, in der Regel Uber den Nasen-
Rachen-Ring oder die Haut [15;83]. In einzelnen Fallen kommt es zuihfdbdionen mit

B. mallei Die Infektion erfolgt durch Inhalation [79] von erregerhaltigen Aemsaolder Gber
die Haut [146]. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist hdchst selten.

Bei Pferden kann die Erkrankung chronisch oder akut verlaufen. Aatehté Infektionen
sind moglich. Abhangig vom Manifestationsort unterscheidet man chems Hautrotz
(Malleus farciminosus NasenrotzNlalleus humidusoder LungenrotzMalleus Pneumon)e

Chronischer Rotz verlauft bedingt durch wenig ausgepragte Symptorfaenga oft
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unbemerkt. Die Krankheit kann sich jahrelang hinziehen und verlauft irgelmatigen,
fieberhaften Schiben. Durch Lungenlasionen kommt es zu Husten und Ateémvbeden.
Am Unterbauch, an der Brust und an den HintergliedmalRen entstehen Absress
Geschwire in der Unterhaut. Die Lymphbahnen sind in diesen Beredtiegrfialls durch
Entzindungen gekennzeichnet [136]. Bei akutem Rotz sind erste SymptomeFreiiers
(40-41°C), eitriger Nasenausfluss und eine Roétung (Hyperamie) aleis¢hleimhaute. Es
kommt zu einer Schwellung und teilweisen Abszedierung der Kehlgangskyraten. Auf
der Haut und den Schleimhauten der Luftwege bilden sich diphteroidegeBelad
Geschwuire, die sich rasch ausbreiten. Die Tiere verenden oft Gauhd einer
Lungenentzindung und multiplen Organmetastasen [136].

Beim Menschen sind die Erscheinungsformen der Erkrankung ebeafaifngig vom
Manifestationsort. Man kann zwischen Septikédmie, dem Lungenrotzkutendokalen Form
und dem chronischen Rotz unterscheiden. Die Zoonose verlauft unbehantltidit Eine
antibiotische Therapie gestaltet sich langwierig und wirksamgafungen existieren nicht
[82;119]. Die Septikdmie ist zu Beginn gekennzeichnet durch Fieber, t&tiost,
Veranderungen der Lymphknoten sowie nekrotisierende Hautlasionen.- NMihd
Leberschwellungen und Durchfall weisen auf eine Mitbeteiligmngrer Organe hin. Nach
den ersten Symptomen kann innerhalb von 24 - 48 Stunden der Tod durch
Multiorganversagen eintreten [178]. Lungenrotz wird oft durch die Inbalates Erregers
ausgelost. Fieber, schleimig-eitriger Nasenausfluss, LungersakszBleural-Ergisse und
Lungenentzindungen sind typische Merkmale der Krankheit. Hautabsulelese sich nach
einigen Monaten. Die Lungenform fuhrt unbehandelt oft zur Septikav8].[ Bei der
lokalen Form sind Abszesse und Geschwire in den Schleimhauten, Lyafjdrgeder dem
Bindegewebe lokal an der Eintrittstelle charakteristisch.nNhe- 4 Wochen kdnnen sich
Abszesse in der Leber, Milz und Lunge bilden. Solche disseminiertektionen sind oft
eine Vorstufe zum septik&dmischen Verlauf [178]. Charakteristiscldi@ichronische Form
sind Abszesse und Geschwdire in einer Vielzahl von Organen wie MidmjtLeber, Magen-

Darm-Trakt und Lunge. Der chronische Rotz kann sich bis zu 25 Jahre hinziehen [178].

1.1.4 B. mallei und B. pseudomallei als bioterroristische Agenzien und das
Problem der Diagnostik
B. malleiist ein Human- und Tierpathogen und der Verursacher der Krankbizit[ F8], B.

pseudomalleverursacht die Melioidose beim Menschen [43]. Erfahrungen mit amdithet

Therapie beim Menschen sind begrenzt und die Erreger sind bereildattomaus resistent
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gegen viele Wirkstoff-Klassen. Die therapeutische Behandlung dboitlbese ist oft trotz
hoher Dosen von systemisch applizierten Antibiotika verzogert. Diern8éireg besteht aus
einer mindestens zweiwo6chigen intravendsen Initialtherapie, gefolgt emoar oralen
Erhaltungstherapie, die mindestens fiur weitere 20 Wochen durchgegrdgmsollte [171].
Bei etwa 10% der so behandelten Patienten kommt es zu Rickféllen. Nachheiragrie von
nur acht Wochen ist bei einem Drittel der Patienten mit einexdi® zu rechnen. Aus
Thailand wird trotz Antibiotika-Behandlung teilweise eine Le#liton bis zu 50% gemeldet
[171]. AuRBerdem sind die facettenreichen Symptome der Rotzerkrankengueh der
Melioidose oft ein Grund fur Fehldiagnosen und demzufolge einer &isBkehandlung der
Patienten, was die Heilungschancen der Krankheiten weiter wvechtdt. Zu den
bekanntesten Infektionskrankheiten, die haufig mit dem Rotz verwechsaleny zahlen
Tuberkulose und Pyamie [174].

Da eine Ubertragung durch Aerosole hervorgerufen werden kann und zudewenige
Organismen noétig sind, um eine Infektion auszulésen, werden beide Eategestentielle
biologische Kampfstoffe angesehen. Wie einleitend schon beschrielneleniB. malleiund
B. pseudomallevon der ,Centers for Disease Control and Prevention“ in Atl&etargia in
die Kategorie B der bioterroristisch relevanten Erreger sinfje[131]. Die Erreger drfen
nur in Laboren der Sicherheitsstufe 3 gehandhabt werden und bedirfen einer
Umgangsgenehmigung. Es existieren berechtigte Annahmen, dass Bemger als
biologische Waffen missbraucht werden konnten [35;112;119;B30jpseudomallewurde
als mogliche Biowaffe untersucht und kam nach bisherigem Ken@missie zum Einsatz.
Ubertragungen von Mensch zu Mensch sind selten [171], so dass beiteinenstischen
Anschlag davon ausgegangen werden muss, dass keine grol3e Epidemiarian ware und
sich die Falle auf die direkt mit Erregern in Kontakt gekommeRersonen beschranken
wirden.B. malleidagegen wurde wahrend des Ersten Weltkriegs von den Deutschen an der
Ostfront eingesetzt und hat durch Rotzfalle bei Pferden und igl@mt russische
Truppenbewegungen erschwert [170]. Von den Japanern wurde der gleiggerEm
Zweiten Weltkrieg in China verwendet, wobei Menschen und Nutztiesellich infiziert
wurden [113]. Im Falle eines mdglichen zukinftigen bioterroristischescilagsszenarios
geht man davon aus, dass eine Infektion auch Uber Aerosole erfolgde. Inwieweit
vorhandene Antibiotika bei diesem Infektionsweg einen zeitlich alseden
Infektionsschutz aufweisen, ist unklar. Zusatzlich wird davon ausgegandass

bioterroristisch eingesetzte Erreger mit Antibiotika-Resistemzg@usgestattet sein konnten.
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Wegen der hohen Gefahr, die von einem mdglichen terroristischen Agschlpathogenen
Burkholderien ausgehen wirde, muss eine schnelle und eindeutigeeidfézung der
Erreger sichergestellt sein. Die Differenzierung \Bnmallei und B. pseudomallemittels
Nukleinséaure- und Antikdrper-basierenden Methoden ist allerdingsiestipwda die beiden
Spezies eng miteinander verwandt sind [35;127;129;182] und es siBhrhalleivermutlich
um einen Klon vorB. pseudomallehandelt [65]. Auf Nukleotidebene ist eine bis zu 99%ige
Sequenzidentitat zwischen den beiden Spezies festgestellt wdrde)y yodurch ein auf
DNA- basierender Nachweis zur Unterscheidung beider Spezieshwerseu realisieren ist
[18;162]. Auch die 16S ribosomale DNA beider Organismen ist identidehFestlegung in
zwei verschiedene Spezies erfolgte hauptsachlich wegen ihrdengplogischen und
gesundheitlichen Merkmale [183].

Ein zuséatzliches Problem bei der Diagnostik ®rpseudomallestellen die phanotypischen
Ahnlichkeiten der nicht pathogenen Spezié®. thailandensis dar. Durch die
Routinediagnostik kann dieser Errger kaum Brpseudomalleunterschieden werden. Da
hochpathogene Erreger aul3erhalb der endemischen Gebiete in dmhklnPraxis aul3erst
selten auftreten, kdonnte die Identifizierung solcher Erregedgesach durch automatisierte
Verfahren erfolglos sein [91]. Darum erscheint eine alternaisgnostische Unterscheidung
mittels lytischer Phagen als sehr vielversprechend. Die zeitrhdhe Spezifitat, die einige
Phagen Uber Millionen von Jahren der Evolution gegeniber ihren Wirtercksitwhaben,
ermdglicht es, diese als diagnostische Werkzeuge einzusetzebakierielle Erreger zu

erkennen.

1.2 Die Gattung Yersinia
Die Benennung der Gattunfgrsinig die zur Familie deEnterobacteriaceagehort, erfolgte

nach dem Entdecker des Pesterregers Alexandre Emile Jesin [84]. Es handelt sich um
eine Gruppe Gram-negativer Stadbchenbakterien, die sich fakwdteierob vermehren. Von
den 11 bekannten Spezies [72] zahtfemsinia pestisYersinia pseudotuberculosisd einige
Serovare vonYersinia enterocoliticaals enteropathogene Vertreter zu den human- bzw.
tierpathogenen Spezies [19]. Von diesen drei Spezies wirdY nyoestisals potentieller
biologischer Kampfstoff bewertet. Die CDC teilte den Erregesgen seiner leichten
Verbreitung und seiner hohen Letalitat in Kategorie A der bioistisch relevanten Erreger
ein. In Deutschland ist das Bakterium in Risikogruppe 3 eingeordnetY Apéstisvird im

Folgenden néaher eingegangen.
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1.2.1Y. pestis, der Erreger der Pest
Y. pestisder Erreger der Pest [184], der vermutlich als Klon Yompseudotuberculosigr

1500 bis 2000 Jahren hervorgegangen ist [2], ist ein unbewegliches Stabcheri@ehe Gl
Sporenbildung. Trotzdem hat das Bakterium die F&higkeit, auch ohne Spwagbil
monatelang in der Erde, im Kot, Speichel und Eiter als aucleteaunet in Parasiten wie
dem Rattenfloh oder an Wanden von Wohnhdhlen verschiedener Nagetiere zu Uberleben.
Die Ubertragung der Erreger vom Tier auf den Menschen erthigth parasitierende
blutsaugende Flohe. Insbesondere der Rattenfehopsylla cheopsispielt dabei eine
entscheidende Rolle. Diese Fl6éhe selbst kdnnen in ihrem Innérgrestisals Parasit
beherbergen und ihren Wirt bei der Nahrungsaufnahme mit demt@aiagzieren [33]. Der
bevorzugte Wirt dieser Flohe ist die Ratte, der Mensch shdit @benfalls einen potentiellen
Wirt dar. Die Folge des Ubertragungsweges vom Floh auf den Menssthdie Beulenpest
des Menschen. Typische Symptome der Beulenpest sind Fieber, Kopf-ieddr&lhmerzen
sowie bis zu 10 cm grol3e, blau-schwarz gefarbte, schmerzhafte Belf@asaAchselhdhlen
und Leisten. Unbehandelt enden mehr als 50% aller Beulenpest-Falle todlich.

Zur Pestsepsis kommt es durch einen Eintritt der Bakterien iBldilbahn durch das Platzen
der Beulen nach innen, aber auch durch Infektion von auf3en tGber Wunden. Infolge einer
Infektion treten hohes Fieber, Schuttelfrost und Kopfschmerzen aupéteren Verlauf
kommt es zu grof3flachigen Haut- und Organblutungen. Bleibt eine Behandlung dertenfiz
Individuen aus, liegt die Letalitat bei 95%.

Wenn es im Verlaufe einer Pestsepsis zu einer Ausbreiturtgrckger tber die Blutbahn auf
die Lunge kommt, spricht man von Lungenpest. Diese kann auch curalation desy.
pestishaltiger Aerosole verursacht werden. Eine aerogene Ubertzagon Mensch zu
Mensch ist dann durch eine Tropfcheninfektion moglich. Die Symptbegnnen mit
Husten, Atemnot, Blaufarbung der Lippen und schwarz-blutigem Auswdef sehr
schmerzhaft abgehustet wird. Das sich daraus entwickelnde maohga mit
Kreislaufversagen fuhrt mit einer Sterblichkeitsrate von 95%t fimmer zum Tod
[11;12;30;62].

1.2.2'Y. pestis als bioterroristisches Agenz
Von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird der Pesterregem nElregern des

Milzbrands, der Tularamie sowie Ebola- und Marbug-Viren zu den zggiihrlichsten
biologischen Kampfstoffen gezahlt. Der Gram-negative Erregerinvder Geschichte der
Menschheit im 6., im 14. und im 19. Jahrhundert Ursache von drei Panderbi&7(2und
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fuhrte zu vielen Millionen Todesopfern. Die Ausrottung ganzer StédteDorfer und der
Zusammenbruch von Regierungen und Zivilisationen waren die Folge [189].

Fur terroristische Organisationen wére der Pesterregergeignete biologische Waffe. Die
Freisetzung in kriegerischen Auseinandersetzungen Uber Aeroscdee wmit
durchschnittlichem Aufwand zu bewerkstelligen [62]. Die kurze Inkubate@nson teils
wenigen Stunden (Beulenpest) bzw. 1-3 Tagen (Lungenpest), die mdghengagung von
Mensch zu Mensch und die fast 100%ige Letalitdt bei unbehandefieierten, wirde in
kurzer Zeit eine hohe Anzahl von Todesopfern fordern. Trotz der hewfigen Behandlung
durch Antibiotika kann auch bei diesem Erreger nicht ausgeschlossdenwelass eine
genetisch modifizierte Spezies vol. pestis zum Einsatz kommen konnte, die
Antibiotikaresistenzen aufweist. Nach Aussagen der WHO wiurden utighe Zeit, nach
einer Freisetzung von 50 RG pestisenthaltender Aerosole lber einer Stadt mit 5 Millionen
Einwohnern, ca. 150.000 Menschen infiziert werden, wovon ca. 36.000 der Krankheit zum
Opfer fielen [172].

Im Jahre 1346 wurde der erste Einsatz der Pest als biologisdfeehigéorisch dokumentiert.
Der Tartarenfuhrer Khan Djam Bek lie3 damals in der genuesisé¢lafenstadt Kaffa
Pestleichen Uber die Mauern werfen und zwang die Belagerten -lankitucht vor der Pest
nach ltalien [81;92]. Die japanische Armee stellte wahrend dedtenwe&hinesisch-
Japanischen Krieges in Gefangenlagern bei Harbin in der Mands®Maffan her, die mit
Pest infizierte FIohe enthielten. Deren Einsatz in den Jahreni94®42 in der Republik
China verursachte lokale Pestausbriiche. Als die Produktionsstattehien1945 durch die
japanische Armee zerstort wurden, losten mit Pest infizieg#eR in den chinesischen
Provinzen Heilongjiang und Jilin eine Epidemie mit Uber 20.000 Todesopfer[8H62].
Auch Russische Wissenschaftler beschaftigten sich zur ZeitKdien Krieges mit der
Verwendung von Pesterregern als biologische Waffe. Laut Aussagsn damals
verantwortlichen Wissenschaftlers Dr. Ken Alibek gelang es Eleitel1980er Jahre, den

Pesterreger in eine sprihbare Form zu bringen und antibiotikaresistent zun fda¢he

1.3 Bakteriophagen
Bakteriophagen (oder Phagen) sind Viren, die aus einem einaglgga- (ss) oder

doppelstrangigen (ds) DNA oder RNA Genom mit einer umgebendenriPrigtei bestehen.
Entsprechend erfolgt die taxonomische Einordnung der Phagen emersaih der
Zusammensetzung des Nukleinsduremolekuils, so unterscheidet man zveisclogler ds-

DNA Phagen oder RNA Phagen, und andererseits anhand der Morphologe@enhille
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mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen. 1962 wurde von Lwoff, Horne und
Tournier erstmalig ein System zur Taxonomie von Phagen basierend auf der Moghaobbgi
dem Nukleinsauretyp veroffentlicht [3]. Basierend auf Ahnlichkeitisr Protein- und
Genanordnung kénnen Phagen ebenfalls miteinander verglichen werden. SonsgnichB.

von lambdoiden Phagen, wenn eine Lambda-ahnliche Genanordnung vorzufinden ist.
Hinsichtlich der Morphologie differenziert man Phagen mit einechw&nz, solche mit
kubischer oder helikaler Symmetrie oder mit pleomorpher Gesigltie(#\bb. 1-1) [4]. 96%
dieser Phagen, deren gemeinsames Merkmal der Phagenschwanz ist,ikatieeOrdnung

der Caudoviraleseingruppiert werden. Je nach strukturellem Aufbau des Phagenschwanzes
wird diese Ordnung in drei Familien unterteilt, @ghoviridae(Siphophagen) (60,8%) mit
langem, nicht-kontraktiliem Schwanz, dredoviridae (Podophagen]14,1%) mit kurzem,
nicht-kontraktilem Schwanz und didyoviridae (Myophagen) (25,1%) mit langem,
kontraktilem Schwanz. Alle diese Phagen besitzen ein ds-DNA Moldkibische,
filamentose oder pleomorphe Phagen machen einen sehr geringen T8j6%owuler bisher
beschriebenen Phagen aus [4].

Die elektronenmikroskopische Untersuchung von Phagen erfolgt seit 1940 headviisden

ca. 5500 Bakteriophagen charakterisiert [6]. In  Umweltproben ertaittel
Haufigkeitsverhaltnisse lassen vermuten, dass die Menge daeriBphagen die der
Prokaryoten um das Zehnfache lbersteigt, was sie zu der abundantesten ,Lebendgfdem

Erde machen wirde, sofern Phagen/Viren als Lebensformen angesehen werden [32].

ssDNA dsDNA
2 O o O
I\ Microviridae . ‘\_\\_J kuﬁél
\ H ‘ Pod I"}'d Corticoviridas  Tectiviridas
\ odoviridae

L ]
Myoviridae (
Siphoviridae
Plasmaviridag

|
| —_—_——————— '__\_
Lipothrixviridae o

— Fuselloviridae
| J - |

ll‘ll' Rudiviridae

\ dsRNA

\ ssRNA -

\ N
U O 4

Inoviridae Leviviridae Cystaviridan

Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Haupt-Phagengruppem®ekannte Vertreter der Gruppen
sind z.B. der Phage P2 [Gl: 963032FK)yoviridae, der Phage Lambda [GIl: 215104ighoviridag
der Phage T7 [Gl: 9627429p¢doviridag. Quelle: Ackermann, H.-W. et al. [5].
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Bakteriophagen zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, ausschliel3kteriBn als
Wirtszellen zu infizieren. Die Bindung der Phagen an die bakeergelle erfolgt tber
Rezeptoren, die dieser selbst zur Adhasion an andere Zellen zur Rlomeglader anderer
Mechanismen dienen. Ein Verlust oder eine Modifikation dieses Regeigtohdufig als
Ursache fir eine entstandene Resistenz gegen Phagen anzusehBez&sor kann aus
Kohlenhydraten, Proteinen oder Bestandteilen der Lipopolysacchafi® bestehen. Jede
Bakterienart hat ihre eigenen, ubiquitar verbreiteten Phagen [8BgirBer Infektion wird die
Phagen-DNA in die bakterielle Wirtszelle injiziert, das Kedpserbleibt auRerhalb des Wirts.
Anschliel3end kommt es entweder mit Hilfe des Bakterienstoffwkchae Reproduktion des
Phagen in der bakteriellen Zelle, bevor die neuen Phagen nach iden dktse des Wirtes
freigesetzt werden (lytischer Zyklus) oder die Nukleinsaumeese Phagen wird ins
Wirtsgenom integriert, um als Teil dessen zu repliziergrs@benie) (s. Abb. 1-2). Folgen
Phagen dem lytischen Zyklus spricht man von lytischen Phagem HamiWirt integriertes,
reprimiertes Phagengenom kann dort Gber mehrere Generationsabganes wird auch als
Prophage oder temperenter Phage bezeichnet. Die Zelle, die den Pmnopleagebergt,
bezeichnet man als lysogen. Der temperente Zustand eines Pkegendurch aulere
Bedingungen, wie z. B. die Schadigungen der Wirts-DNA, beeinflumsten. Beispielsweise
kbnnen UV-Strahlen oder die Zugabe des Zytotoxins Mitomycin C zu risllde
Flassigkulturen, in Folge einer Schadigung der Wirts-DNA, diesldsung des SOS-
Reperatursystems bewirken. Dieses System beinhaltet nebemgesteigerten Synthese von
Reparaturenzymen und einer verzogerten Zellteilung auch die tEugigevon temperenten
Phagen, die dann vom Prophagenstatus in der lysogenen Zelle in ytigrheh
Vermehrungszyklus wechseln [34]. Wenn der Phage das Wirtsgenom duecMatation

nicht mehr verlassen kann, wird von einem kryptischen Phagen gesprochen.
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Abb. 1-2: Der lytische (A) und lysogene (B) Vermehrungszyklus vonhagen. 1 = Adaption des
Phagen und DNA-Injektion in die Wirtszelle; 2A = Replikatiom Béagen-DNA; 3A = Synthese von
Phagenpartikeln und deren Assemblierung; 4A = Lyse der Widsaall Freisetzung der Phagen.
2B = Integration der Phagen-DNA ins Wirtsgenom (Prophage); 3Beplikation der Wirtszelle
inklusive des Prophagen.

Phagen-DNA ist die Ausbilcapegieller

Endstrukturen. Begrindet ist dies in der Natur der Mechanismerzudi¥erpackung des

Eine Besonderheit bei doppelstrangiger
Phagengenoms wéahrend der Assemblierung von Phagenpartikeln zu konfphettem zur
Anwendung kommen. Die meisten zur Ordnung@audoviralesgehdérenden Phagen weisen
entweder eine terminale Redundanz auf oder haben koh&sive Endesitgsts-Erfolgt die
Verpackung des Genoms Uber den sogenartreadfutMechanismus [141], dann resultiert
daraus terminal redundante DNA. Diese Phagen-DNAs weisen an bErEn einen
identischen Abschnitt auf, der bis zu 6% des gesamten Phagengenomm &i[128]. Dieser
kommt dadurch zustande, dass die Menge an verpackter DNA ausschlidBich die
In der Regel kann ein K&dsA-Mengen

aufnehmen, die die Gro3e eines Genoms in geringem Mal3e Uberscls@itlass es zu einer

Kapazitat des Viruskapsids begrenzt wird.

terminalen Redundanz von einigen wenigen Prozent kommt. Der bekanntestteYe
dessen DNA kohasive Enden besitzt, ist Becherichia coliPhagé.. Phagen-DNA Gram-
negativer Bakterien weisen in den meisten Fallen 5' Uberhangende Erderdahre Lange

variiert zwischen 7 und 21 Basen [56;71].
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1.3.1 Allgemeine Einfiihrung in die Geschichte der
Bakteriophagenbiologie

Als Bakteriophagen vor fast einem Jahrhundert entdeckt wurden, zeichaetschnell ab,
dass ihre stark bakteriozide Wirkung der Behandlung von Infektionskrankheiten in Rerm ei
Phagentherapie von Nutzen sein konnte. Sie geht auf eine Idee vor’Ré&irlle zurlck,
einem Mikrobiologen kanadisch-franzosischer Abstammung, der 1917 ein ungshtba
gegen Bakterien wirkendes Agens beschrieb, das er fir eine @ddikrobe hielt [41]. Die
Geschichte der Phagentherapie kann in funf Perioden unterteilt welam: friihen
Enthusiasmus, die kritische Skepsis, die Stilllegung der Forschumeyegtes Interesse und
die Neubewertung.
Nach 1919 hatte sich die Phagenbehandlung als eine vielversprechethdedvientwickelt
und schnell grof3e Aufmerksamkeit gefunden. In tUber 100 Zeitschriftenartikel sechs
Monographien hatte sich ihr Begriinder, Félix d’Herelle, mit Phagéssste Bis zu den
1920er Jahren hatte die Phagentherapie mit Uber 200 Publikationen [124kaciliche
Popularitat erreicht. Die ersten erfolgreichen Versuche zuuigser Brauchbarkeit von
Phagen als Therapeutikum beschrieb d’Herelle im Jahre 1926. Diekgem mit Typhus
(Salmonella gallinarutmund mitShigella dysenteriamfizierten Hasen [42]. Die Arbeit, der
hinsichtlich der Phagentherapie wahrscheinlich am meisten Akdarekeit zu Teil kam, war
d’'Herelles Report zur Behandlung von 4 Fallen der Beulenpest. Dlelbethandelte die vier
Patienten mit Antipest-Phagen-Préaparaten durch eine direkte Injektion inudenBalle vier
Patienten erholten sich von ihren Erkrankungen, was damals als besveskies Ereignis
betrachtet wurde und in der bekannten medizinischen FachzeitstlariRresse m’edicale”
veroffentlicht wurde [40]. Die widersprichlichen Resultate der Forgg in jener Zeit
fuhrten jedoch dazu, dass die zunachst beeindruckenden ldeen raschanidkmteutung
verloren. Noch vor dem radikalen Durchbruch der Antibiotika in den 1Hleen war die
Phagenforschung zum Stillstand gekommen. Der 2. Weltkrieg und dieriatisistung von
Antibiotika in der westlichen Welt fihrten zu einer Fokussierunfy cie Entwicklung
naturlicher Produkte und ihrer semisynthetischen Derivate mibaktériellen Effekten.
Einzig in wenigen L&ndern Osteuropas und gelegentlich noch in Framkneicde die
Phagentherapie weiterhin praktiziert.
In den 1950er Jahren erlebte die Phagenforschung eine Renaissandmgalinicht auf dem
Gebiet der Phagentherapie. Phagen wie Lambda und T-Phagen dientennas rozch
neuen Gebiet der molekularen Genetik als Modellsysteme. Die fidienting von DNA,
MRNA und viele Fakten, die Uber die Genregulation bekannt sind, wurdemsuafiardiesen

Phagen charakterisiert. Die Phagenforschung wurde in dieser &igtmn praktiziert, aber



Einleitung | 13

mit nur einigen Ausnahmen wurden Phagen primar als wissenschafilgrkzeuge
betrachtet und weniger in ihren eigenen praktischen Anwendungsmaoglichkeiten.

Ende der 1980er Jahre wurde man erneut auf die Phagenbehandlung ammatksman
von Heilerfolgen mit therapeutischen Phagen in Polen und Georgien etditigieich damit
wuchs das Interesse der 6kologischen Nutzung von Phagen in der Lardhitr{6€], in
Aquakulturen [115;122] und in der Abwasserreinigung [177]. Heute, mehr als 6Gspatee
kommt der Phagenforschung auf Grund gehauft auftretender Resistenzen voreBgkigen
einige, und in speziellen Fallen sogar alle klinisch zuget@sséntibiotika ein erneutes
Interesse zu Teil. Diese Ruckbesinnung amerikanischer und englimiseher stitzt sich
auf die Hoffnung, Phagen kdnnten kinftig als Ersatz wirkungslos gewordenibiotika
dienen, da sie die Fahigkeit besitzen, Antibiotika-resistente Baktauf andere Art und
Weise zu zerstbren. Phagencocktails (Mixturen unterschiedlicheageR) konnten
beispielweise bereits Wirkungsvoll gegen Pathogene in Gefliigel [i#]Jn Rindern [52]
eingesetzt werden. In diesem Kontext konnte im August des Jahres iB0D&irehbruch
gemeldet werden, als die amerikanische ,Food and Drug Adminosttati (FDA,
Bundesbehorde zur Uberwachung von Nahrungs- und Arzneimitteln) eineanebekfail,
bestehend aus sechs verschiedenen Phagen, genehmigte. Diese diéSedrad@ung von
Listeria  monocytogeneégerunreinigungen  bei  verpackten  Fertiggerichten  und
Geflugelprodukten [(http://www.cfsan.fda.gov/~dms/opabacqa.html]. Phagematé sind
zur Nutzung in der Landwirtschaft in den USA zwar schon genehabgt dies war das erste
Mal, dass die FDA ein solches Préparat auch als Lebensmittelzusatmggiee

1.3.2 Burkholderia-Phagen
Phagen sind in der GattuBgirkholderianichts Ungewohnliches. Viele kryptische Prophagen

konnten durch Homologievergleiche mit Hilfe der Datenbank und der-Bladition von
NCBI in vielen sequenzierteBurkholderiaGenomen detektiert werden [Summer et al.,
Unpublished]. Aus verschiedenen humanpathogerigurkholderia Spezies wurden
temperente Phagen isoliert und charakterisiert. Zu diesen gehoren BcepMu aus

B. cenocepacid2315 als auch phiK96243 und phil026b Bugpseudomallgi9;68;95;141].
Manzenink et al. konnten 1994 zeigen, dass 92% der von ihnen unterdBiclgsaudomallei
Stamme lysogen waren, was die relativ starke Verbreitundg’tiagen in dieser Spezies zeigt
[110]. In der gleichen Studie und in weiteren Studien konnten allerdiogjs keine Phagen
ausB. malleiStammen isoliert werden und abgesehen von Woods et al. [179], die dEm Pha

phiE125 charakterisierten, gibt es keine Verdffentlichungen, die Phageapdt#rogenen
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Spezies B. thailandensisim Detail behandeln. Auch im Boden der biologischen
Agrarwirtschaft kommemurkholderiaPhagen haufig vor [95;141;152].

Anhand der Morphologien der bisher entdeckiBamkholderiaPhagen kdnnen diese in die
Familien Siphoviridae (Siphophagen) undVvyoviridae (Myophagen) der Ordnung der
Caudoviralessingeordnet werden.

Basierend auf Ahnlichkeiten der Protein- und Genanordnung zu den klassBmighragen
kénnen dieBurkholderiaPhagen trotz der typischen Mosaik-Genome in drei Kategorien

unterteilt werden:

* Lambdoide Phagen
» P2-a&hnliche Phagen
* Mu-ahnliche Phagen

Bei den Phagen phiE125 (aBs thailandensis phil026b (ausB. pseudomall¢j Bcepl76

und BcepGomr (beide auB. cepacia handelt es sich um lambdoide Phagen der Familie
Siphoviridae die strukturelle Proteinhomologien zu Lambda aufweisen (s. Abb. 1-3)
[95;141;152]. Die Phagen phiE125 und phil026b kériBemallei spezifisch erkennen und
lysieren und sind daher fur diagnostische Zwecke von groRem NutzeRhBge phiK96243
aus dem StammB. pseudomalleiK96243 gehort zur Familie deMyoviridae mit
Strukturprotein-homologien zu dem Phagen P2 [151]. BcepMu ist bezuglichr seine
Genanordnung und seinen Proteinhomologien ein Mu-&hnlicher Phadg. eeisocepacia
[153] und ebenfalls ein Myophage. Die virulenten Phagen Bcepl, BcepéBBBA und
Bcep781 (alleMyoviridae aus BurkholderiaStammen desB. cepaciaKomplexes [152]
haben basierend auf Protein- und Genanordnung keine signifikanten Ahnlichkeite

klassischen Coliphagen.
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Abb. 1-3: Genetische Karten des Coliphagen Lambda, phiE125, @026b, BcepGomr und
Bcepl76 im Vergleich.Deutlich wird die Konservierung der strukturellen Genanordnung dieser
Siphophagen. Griine/rote Kastchen in den genetischen KarteBudédrolderiaPhagen deuten auf
Gene kodierend flir Proteine mit Homologie zu lambdoiden Phagen. Tipgiagisorientierung auf

.+t und - Strang werden durch die Position der Kéastchen oberbakr unterhalb der Linie
dargestellt. Quelle: Summer et al. 2007 [151].

Die Abb. 1-3 zeigt Homologien der Gene und der GenanordnunButk&holderiaPhagen
phiE125 ([Gl:17484022], 53,373 kb), phil026b ([GI:38505382], 54,865 kb), BcepGomr
([G1:145321088], 52,414 kb) und Bcepl76 ([G1:76885811], 44,856 kb) im Vergleich zu dem
prominenten Coliphagen LambdgGl 215104], 48,502 kb). Auf Sequenzebene ist
insbesondere eine grolie Homologie im Bereich von Genen zu finden, welidePhagen
Kopf- und Schwanzmorphogenese, der Integration des Phagen in das Genomdimd in
DNA-Replikation involviert sind. Es sind jeweils drei Hauptoperonsrkereen. Das erste
Operon, welches die hochste Homologie der drei Phagen untereinandeisgujesteht aus
Genen kodierend fur Strukturproteine des Phagenkopfes und des Phagenschwaifizes und

Proteine des Lysisapparats. Das zweite, welches in entgegatgefichtung transkribiert
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wird, beinhaltet die Gene fur die Phagenintegration und —regulatiordr@sOperon enthalt

primar Gene kodierend fur Proteine, die an der DNA-Replikation beteiligt sind.

1.3.3 Yersinia-Phage PY100
Im Folgenden soll nicht auf die Gesamtheit d@rsinia Phagen eingegangen werden, da
dieser Teil der Arbeit sich lediglich mit einem Phagenlydes YersiniaPhagen PY100
befasst und nicht mit der Isolation und Charakterisierung eines ocsmhiezlener Phagen
dieser Gattung. In erster Linie wird daher eine kurze Einleitiergbereits veroffentlichten
Daten von PY100 gegeben [140].
Der Phage PY100 wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernd Appel des
Bundesinstituts fur Risikobewertung in Berlin isoliert und charaiest. Zur weiteren
Erforschung wurde PY100 dem Zentrum fur Biologische SicherhBiS2J am Robert Koch
Institut zur Verfigung gestellt. In dieser Arbeit erfolgte dzharakterisierung des
Phagenlysins des Phagen.
Bei PY100 handelt es sich um einen Phagen der FarmMij®viridae mit einem
ikosaedrischen Kapsid und einem nicht kontraktilen Schwanz. Das Kapsidt exitig
doppelstrangige DNA mit einer Lange von 50291 bp. PY100 ist ein lytischer Phageamit e
breiten Wirtsspektrum in der Gattung v¥ersinia U.a. ist der Phage in der Lage, die drei
humanpathogenen Spezies der Gatt¥rgsinia enterocoliticaY. pseudotuberculosisnd Y.
pestisim Spottest zu lysieren [140]. Isoliert wurde PY100 aus der Soegglle eines
Bauernhofes mit der Absicht, einen Phagen in Therapieversuchersetren und bezuglich
seiner antimikrobiellen Wirksamkeit gege¥i. enterocolitica zu untersuchen. In den
Versuchen, in denen einer zuvor mit enteropathogé&hemterocoliticad3 infizierten Maus
PY100 oral verabreicht wurde, konnte die Kolonisation des Darms duremterocolitica

jedoch nicht verhindert werden [140].

1.3.4 Phagen zur Diagnostik und Typisierung von Bakterien
Die Unterscheidung von manchen nah verwandten Pathogenen einer Gattunitels

Nukleinsdure- und Antikorper-basierenden Methoden schwierig. Auf Grundhaleen
Spezifitat einiger Phagen gegenuber ihren Wirten erscheinliatjeostische Unterscheidung
mittels Phagen bei einigen Erregern als sehr aussichtsreich.

Neben bakteriologischen und molekularbiologischen Diagnostikmethoden geliirtde

Sensitivitat vonBacillus anthracisgegeniber dem Gamma-Phagen [GIl: 77020137] zu den
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wichtigsten Kiriterien, die die Identifizierung voB. anthracis und seine Abgrenzung
gegeniber verwandten Spezies aus Hacillus cereusGruppe erlauben, die resistent
gegeniber dem Phagen sind [139].

Die beiden SpezieB. malleiund B. pseudomallebesitzen auf Nukleotid-Ebene eine bis zu
99%ige Sequenzidentitdt [179], wodurch ein auf DNA-basierender vidash zur
Unterscheidung beider Spezies nur schwer zu realisieren 14618 Schon im Jahre 1957
konnten Smith und Cherry acht lysogdBepseudomallebtdmme beschreiben, die Phagen
produzierten, die auB. mallei aktiver als aufB. pseudomalleivaren [143;162]. Einer der
isolierten Phagen, der Phage E, lysierte spezifif&chmalleiStamme. Drei weitere
B. pseudomallePhagen wurden von Manzenink et al. [110] isoliert, die in Kombination
eingesetzt werden konnten, ulBh mallei zu identifizieren. Bedauerlicherweise sind diese
Phagen nicht naher charakterisiert worden und der wissenschafti&@meinschaft auch
nicht mehr zugéanglich. Zwei temperente Phagen, phiE123Baukailandensig179] und
phil026bausB. pseudomallej49], die B. mallei spezifisch erkennen und lysieren kdnnen,
wurden inzwischen von Woods et al. (2002) und deShazer (2004) charakteH#smit ist
eine Diagnostik dieses Erregers mit Phagen bereits mogliehsg@zifische Erkennung der
anderen pathogenen Spezigspseudomalleisteht jedoch noch aus.

In der GattungYersiniawurden Phagen zur Diagnostik eingesetzt und Phagen-Sets konnten
zur Typisierung vonY. enterocolitica Y. kristenseni, Y. frederiksenind Y. intermedia
identifiziert werden [21;87]. Die Unterscheidung vénpestisund Y. pseudotuberculosist
allerdings komplizierter. Die 16S rRNA der beiden Errger ishtideh [20], und anhand von
DNA-DNA Hybridisierungen [20] und Sequenzstudien [2] konnte gezeigtleve dass es

sich beiY. pestisum einen Klon vorY. pseudotuberculosiandelt.

Zur Durchfihrungen eines diagnostischen Phagenassays werden Eysedeeinzelnen
Phagen auf einen unidentifizierten Bakterienrasen getropfAls. 1-49. Im Falle einer
Iytischen Wirkung des sich vermehrenden Phagen kommt es nach gewiss®tionszeit
zur Lyse der umgebenden Zellen und folglich wird ein klares, fasetanfreies Areal, ein
sogenannter Plaque, sichtbar. Zur Typisierung von Bakterienstammen k@uwnen
unterschiedliche Phagen herangezogen werden, die eine Bestimraiteg werfeinern. An
Bakterien gebundene Phagen konnen zuséatzlich durch spezifische Antikotpktiede
werden, wodurch die Sensitivitat der Methode erhéht wird [167].

Weitere Moglichkeiten fur den Einsatz von Bakteriophagen zur Detekpathogener
Bakterien ist z. B. die Kopplung von Reportergenen wie der bakterieligiferaseluxAB
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[90] oder dem grin fluoreszierenden Protein GFP [159] an spezifisageR®, welche diese
in den Wirt tGbertragen und nach Infektion exprimieren. Auch einekbatemit Hilfe einer
kovalenten Verknipfung eines fluoreszierenden Farbstoffes an der Phagemhdllder

spezifischen Absorptionsmessung ist moglich [66].

Abb. 1-4: Plaquebildung durch Phagen im Spottest10 pl Phagenlysat des Phagen phiEQ67 [diese
Arbeit] wurden kreisformig auf eindd. thailandensi€Bakterienrasen getropft. Die Lyse der Bakterien
durch phiEO67-Lysat wird durch einen Plaque, auch Spot oder Lyse-Hemmhof geitdutiody .

1.3.5 Lysissysteme von Bakteriophagen
Generell gibt es zwei unterschiedliche Moglichkeiten, die didzten, dass Phagen am Ende

ihres Lebenszyklus ihren Wirt lysieren und es damit zur Freisgtxon Bakteriophagen
kommt. In beiden Fallen ist die Zellwand das Angriffsziel, aber [degradation dieser
geschieht auf unterschiedlichem Weg. Der erste, selteneresifédgt durch eine Hemmung

von essentiellen Peptidoglykan synthetisierenden Enzymen, stumike Phagen @ und
phiX174 gezeigt werden konnte [22;23]. Die zweite, unter Phagen weiteeitete Reaktion

wird durch ein Zellwand-hydrolisierendes System katalyswas gewoOhnlich aus einem
Holin und einem Endolysin besteht [186;187]. Auf letztere Reaktion wird im Folgenden néher
eingegangen.

Der zeitliche Ablauf der Lyse, der entscheidend fur die viRéproduktion ist, wird bei
geschwanzten Phagen auf nicht ganz geklartem Wege durch ein Elgriiolin, bestimmt
[188]. Holine sind Phagen-kodierte, kleine hydrophobe Proteine, die durch ihre
Assemblierung zu oligomeren Molekullen die Ausbildung von Poren in der agtoptischen
Zellmembran katalysieren. Dadurch wird den Endolysinen ermoéglidde diu passieren, um
zur Peptidoglykanschicht vorzudringen (s. Abb. 1-5 A) [188]. Das Ressitdte sofortige
Lyse der Wirtszelle. Holine stellen mit mehr als 100 bekannten oder putatigear@en eine

sehr facettenreiche funktionelle Gruppe dar, die mehr als 30 oréhGlingppen bilden [166].
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Viele Holine sind in einem dualen Gencluster mit dem Endolysin Hhagengenom
organisiert [166]. Alle Holine besitzen normalerweise mindesteres Biansmembrandomane
[187]. Die Anzahl dieser Domanen ist ein Kriterium fur die Kihsierung der Holine in
Klasse I- oder Klasse Il-Holine.

Das Endolysin, auch als Lysozym oder Lysin bekannt, ist ein adigem Begriff zur
Beschreibung einer Palette Bakteriophagen-kodierter Peptidogh¥@mlasen, die in
phageninfizierten Zellen am Ende des Vermehrungszyklus synthetv@elen. Nachdem in
der inneren Zellwand Poren durch Holine gebildet wurden, steuern Em#obisi Zellwand
an, wo sie dann die hydrolytische Spaltung einer Bindung im Peptidogkatalysieren. Das
Ergebnis dieser Aktivitat ist der Abbau der starren Mureinschichtdimd-reisetzung neu
assemblierter Phagen [187] (s. Abb. 1-5 A). Endolysine haben eine wiisea Wirkung.
Begrindet durch ihre Substratspezifitat konnen Endolysine in zwei duaeke
Hauptgruppen, basierend auf enzymatischer Aktivitat, eingeordnet weéstidmsidasen (5,
6) hydrolisieren die Bindungen der Monosaccharidreste und AmidaseReptidasen (1, 2,
3, 4) greifen die Amid- oder Peptidbindungen der quervernetzenden Interpégketban (s.
Abb. 1-5 B). Bei den meisten der bisher beschriebenen Endolysine handethesm
Amidasen oder Muramidasen.
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Abb. 1-5: Funktionsweise von Endolysin und Holin am Ende des Phag-Reproduktionszyklus.

(A): Gezeigt ist eine schematische Darstellung der baktar Zellwand und die Funktionsweise von
Holin und Endolysin. Ein Holin (blau) oligomerisiert in der cytoptasischen Membran, wodurch es
Lasionen schafft, durch die Endolysine (rot) Zugang zum Peptidaglgkkommen. (B): Detaillierte
Darstellung des Peptidoglykans, wie z. B. \rcoli, und Bindungen, die potentielle Angriffsziele
prasentieren: 1 = N-Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase, 2 = L-AldAdyGlutamat Endopeptidase, 3
= D-Glutamyl-m-DAP Endopeptidase, 4 = Interpeptidbriicken-speb#isEndopeptidases, 5 = N-
Acetyl-B-D-Glucosaminidase, 6 = N-Acety#-D-Muramidase.

CCWP = Kohlenhydratpolymer der Zellwand, GIcNAc = N-acetydgsamin, LU =
Verbindungseinheit, m-DAP = Meso-Diaminopimelinsaure, MurNAdl-acetylmuraminsaure, P =
Phosphatgruppe. Quelle: Loessner, et al. [102].

Quter membrane

-3

Cumrent Opinion in Microbiclogy

Lysine miussen zwei grundlegende Funktionen ausfihren: Zum einen die (8utstraung
und zum anderen die enzymatische Hydrolyse des Substrats. Dids daich die
Kombination zweier unterschiedlicher Polypeptidmodule mit jeweilser der beiden
Funktionen bewerkstelligt. Die meisten bisher untersuchten Endolysim@&ege zu der
Kategorie 1 der molekularen Katalysatoren [88], die aus mindestems separaten
funktionellen Doméanen bestehen (s. Abb. 1-6). Die enzymatische Aktsitatd. R. in der
N-terminalen Domaéane, die Zellwand bindende Domane meist armarn@Aalen Ende
lokalisiert [88]. Sequenzvergleiche von Enzymen derselben funktion@ieppen konnten
zeigen, dass die katalytische Region hochkonserviert und im Gegdagatdie C-terminale
Region variabel ist [58;88].

Fur Endolysine konnte eine erstaunliche Substratspezifitat beschrieeten, die
wahrscheinlich auf der modularen Struktur vieler Phagenlysine untedficher Bakterien
basiert. Zumindest in einigen Féallen kann das auf die Anwesenhetetidandbindenden

Domaéne zurickgefuhrt werden [101;104;106]. Die enzymatisch aktive Dontaaa e
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zellwandbindende Domane geknupft, welche das Enzym selektiv am entspletisubstrat
bindet [63;103]. Folglich wird diesen Hydrolasen die Spezifitdt wbigégd durch die

Zellwand bindende Domane verliehen [103].

Hydrolyse Bindung
N U T -

TRENDS N MENCOIOCGF

Abb. 1-6: Modularer Aufbau eines Endolysins. Hier dargestellt mit einer katalytischen N-
terminalen Doméane, die Uber einen Linker (L) mit der C-terminalen StBétide Domane verknlpft
ist. Quelle: Fischetti, et al. [58].

Die meisten Lysine weisen keine Signalpeptidsequenz auf und sind Hregichen der
Peptidoglykanschicht komplett abh&ngig vom Holin. Allerdings konnten &tudiie
Anwesenheit von Signalpeptidsequenzen in den Endolysinei®eéescoccus oeiithagen
[135] und ded.actobacillus plantarusPhagen phigle [85] nachweisen. Das Endolysin dieser

Phagen benotigt fur den Export zur Membran die Funktion eines Wirtszell-kodiestem®.

1.3.6 Bakteriophagenlysine als antibakterielle Agenzien
Durch die Entdeckung des Penicillins in den 1920er Jahren durclinglghaubte man lange
Zeit, die Gefahr infektioser Krankheiten eingeddmmt zu haben. In den |edkiem Jvandelte
sich diese Lage allerdings. Das zunehmende Auftreten mudteater Bakterienstamme,
einerseits aus naturlichen Reservoiren, andererseits bedingt darelagen Ubermalligen
bzw. unsachgemallen Einsatz von Antibiotika beim Menschen, in der Tiermughtler
Tiermast machte die Behandlung mit Antibiotika zunehmend probleshatis Der
nosokomiale ErregerPseudomonas aeruginoshat inzwischen eine derartig multiple
Resistenz aufbauen konnen, dass der Keim kaum noch zu behandeln ist. Sengis
Sekundarinfektionen stellen bei diesem Keim ein grof3es Problem dar. [Gé&auso
dramatisch kann die Resistenzlage Beterococcus faeciungesehen werden. Zahlreiche
Stamme weisen eine Resistenz gegendber Vancomycin auf, desitetzten 20 Jahren
verstarkt in der Gefligel- und Schweinemast eingesetzt wurde Fadglich kénnen aus
Geflligel verstarkt resistente Stamme isoliert werden. IDWRooblemkeime verursachte
Todesfélle steigen wieder an. In den USA allein sterben ¢gahdchatzungsweise 1400
Menschen an Infektionen mit resistenten Erregern [54]. Diese besemggende Situation

erfordert, nach neuen Alternativen zur Bekampfung bakteriellektlafeen zu suchen. Die
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antibakterielle Anwendung von Bakteriophagen und deren Produkte kénnten eina Opt
darstellen. Die Fahigkeit, mittels spezifischer Phagen einestinbbaten Erreger zu
eliminieren (sog. Phagentherapie), wurde in einigen osteurbpgaiscandern schon seit
langer Zeit praktiziert und wird aktuell auch wieder in welsdic LAndern erprobt. Ein neuer
und sehr interessanter Ansatz ist es, die lytischen Enzyme \deriBphagen zu isolieren
und zur spezifischen Elimination von Erregern zu verwenden. Neben dertsberei
beschriebenen Lyse von innen (s. 1.3.5), sind Endolysine auch in der Lagexogeher
Zugabe Gram-positive Wirtszellen zu lysieren [105]. Fiur Gragatiee Erreger konnte dies
bisher nicht nachgewiesen werden.

Die hohe Spezifitat vieler Lysine (oft Spezies- oder Stammifsgpeh) bietet einzigartige
Anwendungsmadglichkeiten zur Kontrolle spezieller, unerwiinschter Bakteohne dabei
einen Effekt auf andere Organismen zu haben. Diese Spezifitahbiséingig von
Peptidoglykan-assoziierten Liganden, bei denen es sich oft um Koblatdyhandelt, die als
lysinbindende Ziele dienen und bei jeder Spezies eine spezifistheliAing finden. Die
Bindestarke von Lysinen ist zudem sehr hoch und liegt im nanomolarerctB¢L03]. Die
Tatsache, dass Lysine Peptidoglykan-assoziierte Kohlenhydst®indeepitope nutzen,
konnte auch die evolutive Entwicklung von Resistenzen verhindern, da diese
Zellkomponenten oft essentiell fur die Lebensfahigkeit von Baktesiieth (z. B. Cholin in
Streptococcus pneumonjaedRhamnose in Gruppe Astreptococci und ein neutrales
Polysaccharid inBacillus anthraciy Aul3erdem sind die Angriffsziele der Lysine, die
kovalenten Bindungen der Amide und der Monosaccharidreste, bei allen idiegtter
Zellwanden gleich. Dies macht eine Resistenzbildung durch jeglidnektselle
Veranderung, die zu einer phagenunempfindlichen Population fihren kodnnte, sehr
unwahrscheinlich.

Endolysine scheinen zudem synergistisch zu wirken, wenn organismiisspezEnzyme,

die eine unterschiedliche Substratspezifitat aufweisen, in Kondmnaerwendet werden
[51;100]. Dies ist z. B. dann nutzlich, wenn es darum geht, die Emedgirchst schnell zu
eliminieren. Ein besonderes und wichtiges Merkmal von Lysinen, insbesondBezug auf
ihre Nutzung als antibaktierelle Agenzien, ist deren strukturdlielseitigkeit. Die
hydrolytische und die bindende Funktion sind in zwei separaten Lysin4iBmangeordnet

(s. 1.3.5). Beide Doméanen konnen nach einer Trennung aktiv bleiben und mit
komplementaren Domanen anderer Lysine fusioniert werden. Auf Aresend Weise kann

eine limitierte Anzahl von Lysinen zu einem grol3en variablen Pool rekombinieteme
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1.3.6.1 Bakteriophagenlysine in der Lebensmittel- und Agrarwirtschaft
Die offensichtlichste Vorgehensweise zur Anwendung von Endolysinen en d

Lebensmittelbranche oder auch in der Viehzucht auf Mastfuttetigsdirekte Zugabe von
aufgereinigtem Endolysin zu dem jeweiligen Lebensmittel oderwlerararbeiteten Produkt.
Eine elegantere und auch kostengtinstigere Alternative wird durctPrdi@uktion und
Sekretion spezifischer Endolysine durch fermentierende BakterienzwB. Lactococcus
lactis erreicht [61]. In diesem Fall darf das Peptidoglykan des Wiidkt sensitiv fir das
Endolysin sein, da sich der Endolysin produzierende Stamm ansonsterveeiiditet. Im
Gegensatz dazu haben andere Applikationen die Selbstzerstorungelalsvedches durch
Zellen vermittelt wird, die Endolysingene beinhalten, dessedukte in der Lage sind, das
eigene Murein abzubauen. In der Kéaseproduktion erhofft man sich, durch eideeserh
Wege kontrollierte Lyse vonLactococcus Starter-Kulturen, einen beschleunigten
Reifeprozess erlangen zu kénnen [45;161]. Ein weiteres Beispiel wirdeb Fermentation
von Milch angewandt. Hier wird durch die Sekretion eines rekombinantemsLy®n
Lactococcus lactiStarter-Kulturenl.. monocytogendsekampft, da dieser Erreger haufig ein
Grund fur Kontaminationen in Milchprodukten ist [61].

Eine nicht so viel beachtete, aber dennoch interessante Anwergdutig Generation von
transgenen Pflanzen, die selbst Endolysine exprimieren. So z. B. lygsdha transgenen
Kartoffeln, die das Lysozym des T4 Phagen exprimieren und sigegen phytopathogene
Erwinia sp. schitzen [46]. Die Bekampfung des gleichen Erregers erfalgte nach
Expression rekombinanter Lysine i coli und einer exogenen Anwendung durch Zugabe

auf die Oberflache von Birnen [89].

1.3.6.2 Bakteriophagenlysine zur therapeutischen Anwendung
Der Ansatz, aufgereinigte Endolysinpraparate als therapeutdsgdiezien einzusetzen, birgt

einige grofRe Vorteile gegentber der Behandlung mit Antibiotika. Wter Punkt 1.3.6
beschrieben, ist ein Vorteil von Endolysinen deren hohe Spezifitatictiensder Regel nur
gegen die enzymproduzierende Spezies (oder Subspezies) richtetelBemsige konnten
Endolysine eines Streptokokken-Phagen identifiziert werden, die nurimbdst
Streptokokken lysieren [101] und Endolysine eines Pneumkokken-Phagen nur Pneumokokken
[117]. Folglich wird die normale bakterielle Flora beim Einsatz endolysinen im
Gegensatz zu den gewohnlichen Breitband-Antibiotika komplett verschame. $filche
Applikation konnte im Tiermodell bereits erfolgreich fir den pathogergreger
Streptococcus pneumonidél7] demonstriert werden. Auch fir das Lysin PlyG des

anthracis-spezifischen Gamma-Phagens konnte gezeigt werden, dass diezdisckpe



Einleitung | 24

B. anthracisabtétet [139]. Die Uberlebensrate von infizierten Mausen war échehbher,
wenn nach einer Infektion PlyG verabreicht wurde. Mittlerweilede auch die Wirksamkeit
des Phagenlysins PlyV12 aus dem Enterokokken-Phagen phil bestatigesneic breites
Wirtsspektrum besitzt. Die Stamnisterococcus faecaliand Enterococcus faeciursowie
verschiedeneStreptococcusStamme werden von PlyV12 effektiv abgetdtet und auch
gegeniber einigen Stammen @iaphylococcus aureuigt es einen lytischen Effekt [185].
Einige weitere Enzyme wurden beschrieben, die zur Behandlung Jdeirlcaut- und
anderen Infektionen bei Tier und Mensch nuitzlich sein kdénnten, so z. B. Ply3626 de
Clostridium perfringen®hagen 3626 [190].

Endolysine kdnnten eine Moglichkeit darstellen, hochpathogenen ErregeFalien eines
moglichen bioterroristischen Anschlags therapeutisch entgegeneawirfkine schnelle
Resistenzentwicklung gegen Enzyme mit Lysozym-Aktivitdt ishti@nzunehmen. Dies
konnte auch im Fall des PlyG 8n anthracisfestgestellt werden [139].

Tatsachlich therapeutisch eingesetzt werden Phagenlysine hiagerP bereits in dem
~Southwest Regional Wound Care Centre” in den USA/Texas (www.woundcarnecet)tdn
Kombination mit anderen Methoden werden Lysine und/oder Phagen zur Belgandlun
oberflachlicher Hautinfektionen beim Menschen, die durch antibiotilsheese Bakterien

verursacht werden, verabreicht.

1.4 Zielsetzung der Arbeit
Hochspezifische Bakteriophagen kénnen suszeptible  Wirtsbakterien telsmit

zellwandabbauender Enzyme, sogenannter Endolysine, lysieren. Bhegen bzw. deren
Enzyme haben damit das Potential fur die spezifische Diagnalstilauch zur Therapie
eingesetzt zu werden. Die beiden temperenten Bakteriophagen phiE12%und79hi1026b
[49] aus B. thailandensisE125 bzw.B. pseudomalleil026b kénnerB. mallei spezifisch
erkennen und lysieren, eine spezifische Detektion Bopseudomallemittels Phagen ist
jedoch nicht mdoglich. Innerhalb dieser Arbeit sollen daher Bakterggrhaaus der
apathogenen Spezi®& thailandensisind der pathogenen Spezigés pseudomalleisoliert
und insbesondere hinsichtlich ihrer Wirtsbereiche und damit ihrelichég Nutzbarkeit far
die spezifische Diagnostik untersucht werden. Fur die Diagnosékesgante Phagen sollen
weitergehend auf molekularer Ebene charakterisiert werden.

Im Rahmen der Doktorarbeit ist vorgesehen, das Phagenlysin einas Betkdolderia
Phagen und des Iytischen Phagen PY100 zu charakterisieren. Der P¥age ist

hochvirulent flr eine Vielzahl von Yersinien, darunter aXchpestis.Anhand der DNA-



Einleitung | 25

Sequenzen sollen die Endolysine im jeweiligen Genom identifiziemniddt und
Uberexprimiert werden, umn vitro deren Wirkung gegen Gram-negative Erreger zu
untersuchen. Lysine kénnen erfolgreich zur spezifischen Detektion adeniEtung Gram-
positiver Bakterien eingesetzt werden, fur Gram-negative Hrrekennte diese
Wirkungsweise bisher nicht nachgewiesen werden. Diese ArbeitAsddichluss dariber
geben, ob Phagenlysine zur spezifischen Detektion oder Eliminierung GrativereGaeger

eingesetzt werden konnten.
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2. Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme, Bakteriophagen, Plasmide und P

rimer

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme und deren Eigersthsiftd in den
folgenden Tabellen dargestelit.

Tab. 2-1: Yersinia-Stamme

Stamm

Genotyp oder relevante Eigenschafter

Referenz

Y. enterocoliticassp.

enterocolitica
ATCC 9610
DSM 4780

Typstamm, Serotyp O:8, Biovar 1B,
kein Plasmid

Schleifstein und Coleman
1939, DSMZ (Deutsche
Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH),
Braunschweig, Deutschlan

Y. enterocolitica

29330

Robert Koch-Institut (RKI),
Berlin, Deutschland

Y. enterocolitica

83/88

Serotyp O:5,27

RKI, Berlin, Deutschland

Y. enterocolitica

29881

Serotyp O:5, Biovar 1A, ein Plasmid

FU-Berlin, RKI, Berlin,
Deutschland

Y. pseudotuberculosisSerovar |

29829

FU-Berlin, RKI, Berlin,
Deutschland

Y. pseudotuberculosisSerovar |

29827

FU-Berlin, RKI, Berlin,
Deutschland

Y. pseudotuberculosis

RKI, Berlin, Deutschland

Y. pseudotuberculosisTypstamm, Serovar |

ATCC 29833
DSM 8992

Smith und Thal 1965,
DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

Tab. 2-2: E. coli-Stamme

Stamm Genotyp oder relevante Eigenschaften Referenz

LE392 hsdR514(k-, mk+) suE44sud=58 lacy'l Promega,
galK2 galT22 meB1 trpR55 Mannheim,
(phage host; permissive fagtll) Deutschland

EPI100 Fmcr AA[mrr-hsdRMS-mcrBC] Epicentre
®80dlacAM15 AlacX74 recAl end Al Technologies,
araD139A[ara, leu]7697 galU galK rpsL | Madison, WI,
nupG USA

HB101 thi-1 hsdS20 @, ms-) supE44 recAl3 RKI, Berlin,
ara-14 leu B6 pro A2 lac Y1rpsL20 (strr) | Deutschland
xyl-5 mtl-1

TOP10 FmcrA A(mrr-hscRMS-mcrBC) Invitrogen,
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 Karlsruhe,

A(ara-leu)7697galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Deutschland

BL21 Star™(DE3)

FompT hsd&(rs-ms-) gal dcm rnel3l
(DE3)

Invitrogen,
Karlsruhe,
Deutschland
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Tab. 2-3: Burkholderia thailandensis-Stamme

Stamm Genotyp oder relevante Eigenschaften Referenz

E049, E058, E067,| Apathogene Vertreter; Erreger der Tyrone Pitt, HPA,
E131, E143, E153] Riskogruppe 1 London, England
E163, E184, E202

E207

Die untersuchten Isolate stammen aus Erdproben, die 1990/91 in Nordost-Thedanuirgplt
wurden.

Tab. 2-4: Burkholderia pseudomallei-Stdmme

Stamm, (RKI-Kirzel) | Genotyp oder relevante Eigenschaften| Referenz

99/SID/3477 (Bp01) | Pathogene Vertreter; Erreger der T. Pitt, HPA,
99/SID/3811 (Bp02) | Riskogruppe 3 London, England
01/SID/6052 (Bp03)
03/SID/1615 (Bp04)
H03458-0128 (Bp05)
H03460-0149 (Bp06)
H04198-0220 (Bp07)
HO04374-0683 (Bp08)
H05410-0490 (Bp09)
Bt021/E021(Bpl0)
Bt032/E032 (Bpl1l)
Bt044/E044 (Bpl2)

Die Isolate stammen aus klinischen Proben von Patienten, vsdthien Zeitraum von 1995 bis 2005
in Stdostasien im Zeitraum 1995 — 2005 infiziert haben.

Tab. 2-5: Burkholderiamallel Stamme

Stamm, (RKI-Kirzel) | Genotyp oder relevante Eigenschafter] Referenz

GB3 (Bm01) Pathogene Vertreter; Erreger der D.E. Woods, Univ,
GB4 (Bm02) Riskogruppe 3 of Calgary,

GB5 (Bm03) Alberta, Canada
GB6 (Bm04)
GB7 (BmO05)
GB8 (Bm06)
GB9 (BmO07)
GB10 (Bm08)
GB11 (BmQ9)
GB12 (Bm10)




Tab. 2-6: Bakteriophagen und Plasmide
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D8

Phagen Genotyp oder relevante Eigenschaften Referenz

PY100 Isoliert aus Schweinegtille Schwudke et al., 20
phiEO58 induziert auB. thailandensi€058 diese Arbeit

phiEQ67 induziert auB. thailandensi€067 diese Arbeit
phiE0131 induziert auB. thailandensi€£0131 diese Arbeit
phiE0202 induziert auB. thailandensi€0202 diese Arbeit

phiBp10 induziert auB. pseudomalleBp10 diese Arbeit

phiBp12 induziert auB. pseudomalleBp12 diese Arbeit

Plasmid Genotyp oder relevante Eigenschaften Referenz

pet200/D-TOPO
(s. 6.1 im Anhang)

Expression eines rekombinanten Proteins

einem N-terminalen 6xHis tag

nhitvitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

pet200PIyEQ67
(pet200::0rf19)

Orf19 von phiEO67 kloniert in die Topadiese Arbeit

cloning Site von pet200/D-TOPO

pet200-Ply100
(pet200::0rf48)

Orf48 von PY100 kloniert in die

cloning Site von pet200/D-TOPO

Topodiese Arbeit

1den

den

pet200-49 Orf49 von PY100 kloniert in die Topodiese Arbeit

(pet200::0rf49) cloning Site von pet200/D-TOPO

pet200-50 Orf50 von PY100 kloniert in die Topodiese Arbeit

(pet200::0rf50) cloning Site von pet200/D-TOPO

pet200-51 Orf51 von PY100 kloniert in die Topodiese Arbeit

(pet200::0rf51) cloning Site von pet200/D-TOPO

Agtll Vektor geschnitten miEcar | und Stratagene, Kalifornien

(s. 6.1 im Anhang) | Dephosphoryliert; hat eine Mutation im SJSA

Gen, welches fur dasHolin kodiert

Agt11-49 Orf49 von PY100 kloniert in diecdR | Site | diese Arbeit

(Agt11::0rf49) vonagtll

Agtll-Test pRheoEcaR | Test-Insert (~2.8 kb) diese Arbeit

(Agtll::Test-Insert)

Tab. 2-7: Primer (Metabion)

Bezeichnung Sequenz Funktion

phi067-left-End-1 GCTCGGCGTGCTGTTCGT Analyse phiEO67 Phagen-Er

phi067-right-End-1 GCACCATCTGCGCGGCT Analyse phiEO67 Phagen-Er

phi067-Analyser-A' | CGCGTGCACCGACAGATCG | Analyse putativer ,cos-sites®;
Phage phiE067

phi067-Analyser-A | AACTCGACGACAGCCGGG Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067

phi067-Analyser-B | GTAGGCCAGCCAGGCGG Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiE067

phi067-Analyser-C | GGCGGGTTGAGCATCGC Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiE067

phi067-Analyser-D | CGTCGTACTTCTTCAGGATC | Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiE067

phi067-Analyser-D' | TGCAGTGACGAATTCGACAT | Analyse putativer ,cos-sites®;

AGCG Phage phiE067

phi067-Analyser-X | AACACGAGCATCGCCGCG Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067

phi067-Analyser-Y | TGAGGTTCTGTTCGCGCG A | Analyse putativer ,cos-sites®;
Phage phiE067




Tab.: 2-7 (Fortsetzung):

Primer (Metabion)
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Bezeichnung Sequenz Funktion
phi067-Analyser-T1 | CAGCTGGTTGAAGCCGCC Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067
phi067-Analyser-T2 | GGTGTCGCTGGAGAGCGAT | Analyse putativer ,cos-sites®;
Phage phiE067
phi067-Analyser-T3 | TCGAAACCTGCTCGGGCC Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067
phi067-Analyser-T4 | TCCTGATAGCTCGACTCGTC | Analyse putativer ,cos-sites®;
GA Phage phiE067

phi067-Analyser-T5

CGTCTGTTCCTTGATCGCCTGC
G

Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067

phi067-Analyser-T6 | CTGCCAAGGTCGCACAGC Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067
phi067-Analyser-T7 | GGCGGCTTCAACCAGCTG Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiE067
phi067-Analyser-T8 | ATCGCTCTCCAGCGACACC | Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiE067
phi067-Analyser-T9 | GGCCCGAGCAGGTTTCGA Analyse putativer ,cos-sites";
Phage phiEO67
phi067-Analyser-T10| TCGACGAGTCGAGCTATCAG | Analyse putativer ,cos-sites”;
GA Phage phiE067
phi067-Analyser-T11| CGAGGCGATCAAGGAACAG | Analyse putativer ,cos-sites”;
ACG Phage phiEO67
phi067-Analyser-T12| GCTGTGCGACCTTGGCAG Analyse putativer ,cos-sites”;
Phage phiE067
phi067-Lys-F1 CACCATGGCGATGGCGCT Amplifikation ORF19;
Lysozym; Phage phiEO67
phi067-Lys-R1 TCATGCGTCGCTCCATGCA | Amplifikation ORF19;
Lysozym; Phage phiEO67
pet200-340-F1 TGACTGGTGGACAGCAAA Analyse “multiple cloning site”
pET200/D-TOPO
pet200-592-R1 TTGGTTATGCCGGTACTG Analyse “multiple cloning site”
pET200/D-TOPO
PY100-17422F CACCATGGAAGTTCAACCAA | Amplifikation ORFA48;
CAATA Lysozym; Phage PY100
PY100-17838R Amplifikation Orf48; Lysozym;
+StopCodon TTATTTATACACCCCATACG | Phage PY100
PY100-17838F CACCATGAGCATCCGGCAAC| Amplifikation ORF 49; Phage
TG PY100
PY100-18176R Amplifikation ORF 49; Phage
+StopCodon TCAATCCGGTTGTTGCAT PY100
PY100-18145F CACCGTGCAAATTGCGGAAT | Amplifikation ORF 50; Phage
GC PY100
PY100-18336R Amplifikation ORF 50; Phage
+StopCodon TCAACGACTACCGGAACC | PY100
PY100-18311F CACCGTGATAACGGTTCCGG| Amplifikation ORF51; Phage
TA PY100
PY100-18466R Amplifikation ORF51; Phage
+StopCodon TTATAGCTCCTTACTGCAC | PY100




2.2 Enzyme und Kits
Tab. 2-8: Verwendete Enzyme und Kits
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Enzym/Kit

Hersteller

TaqDNA-Polymerase

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschl

BigDye® Terminator v3.1 Sequencing Kit

Applied Biosystems, Kalifornien, USA

DNase

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

Ribonuclease A (RNase A); DNase free

Fermentas GmbH, St. Leon-RitécbBland

T4-DNA Ligase

New England Biolabs, Inc.

and

Lambda Exonuklease

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutsch

land

Proteinase K

QIAGEN, Hilden Deutschland

Lysozym

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschlag

nd

Qiaquick PCR Purification Kit

QIAGEN, Hilden Deutschland

Qiaquick Gel Extraction Kit

QIAGEN, Hilden Deutschland

DNA-Purification Kit

Promega, Mannheim, Deutschland

Nucleospin Plasmid

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

DIG DNA Labeling Kit

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

Lambda gtl1¥coR I/CIAP-Treated
Vector Kit

Stratagene, Kalifornien, USA

PackagengLambda DNA
Packaging System

Promega, Mannheim, Deutschland

Champion™ pET Directional TOPO
Expression Kits

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

pPET Directional TOPO® Expression Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

ProBond™ Purification System

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Nanoquant

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.3 GrofRRenstandards

Tab. 2-9: GroRenstandards

Substanz

Hersteller

DNA-GroRRenstandards:

- A DNA/ Eco130I (Styl) Marker

- GeneRuler™ 100bp DNA ladder plus
- GeneRuler™ 100bp DNA ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Protein-Grol3enstandards:

- PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(10kDa to 170kDa)

- PageRuler™ Protein Ladder
(10kDa to 200kDa)

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

2.4 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders aufgefuhrt, von damdd Merck

(Darmstadt), Carl

Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheibezogen.

molekularbiologische Arbeiten wurde ,Water for molecular biologgr Firma Fluka Bio

Chemika verwendet.

For



2.5 Allgemeine Mikrob

2.5.1 Nahrmedien und Wachstumsbedingungen

Tab. 2-10: Nahrmedien

iologische Techniken
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Nahrmedium

Zusammensetzung

Luria Bertani (LB)-Medium
(Sambrook and Russel, 200

10 g Bacto-Trypton
1% g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl

ad 1 | HOpidest; PH 7,0

Luria Bertani (LB)-Agar
(Sambrook and Russel, 200

10 g Bacto-Trypton
1% g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl

15 g Agar

ad 1 | HOyidest; PH 7,0

Top Agarose

1 g Pepton / 100 ml
0,5 g NaCl
0,6 g Agarose

Columbia-Blutagar

39 g Columbia-Agar
23 g Pepton

1 g Starke

5 g NaCl

10 g Agar

ad 1 | HOpigest; PH 7,0; autoklavieren, auf 5(
55°C abkiihlen lassen, 50 ml frisches
defibriniertes Schafblut zusetzen

NZCYM-Medium

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

1 g Casaminosauren
1 g MgSQ

ad 1 | HOyidest; PH 7,0

10 g Casein, enzymatisch verdaut

SOB-Medium

20 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCb
10 mM MgSQ
ad 1 | BOpiges;; pH 7,0

SOC-Medium

SOB-Medium
10 mM MgCb
10 mM MgSQ
20 mM Glucose
pH 7,0

Sodiumchloride-MgS®
Puffer/SM-Puffer
(Phagen-Puffer)

5,8g NaCl

29 MgSQe7H,0

50 ml Tris-Cl (1 M, pH7.5)
(5 ml Gelatin(2%, wiv) )
ad 1 | BOpidest

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Medien bei 121°C fiir 20 min autoklaviert.
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Zur Kultivierung der bakteriellen Zellen wurden diese in LBeulen oder auf LB- bzw.
Columbia Blut -Agarplatten bei 37°CB(thailandensis B. pseudomallei B. mallei und
E. col) bzw. 28°C Yersinia spp.) inkubiert. Flussigkulturen wurden zusatzlich bei
200 rpm/min bis zur gewiinschten g@Pinkubiert. Falls notwendig, erfolgte das Wachstum
des entsprechenden Stammes durch Selektion mit dem entsprechenibéotikmb in

folgender Konzentration:

Tab. 2-11: Antibiotika

Antibiotikum Enkonzentration
Ampicilin 100 pg/ml
Chloramphenicol 100 pg/mi
Kanamycin 100 pg/ml
Gentamycin 100 pg/mi

Die Antibiotika wurden von der Firma Sigma-Aldrich in Steinheim, Déhléstl bezogen.

2.5.2 Stammbhaltung
Bakterienzellen in Nahrmedien oder auf Agarplatten sind nur bednafibar. Zum langeren

Aufbewahren von Bakterienstdammen wurden Glycerinkulturen angelegi. idazien 0,8 ml
einer Ubernachtkultur mit 0,2 ml sterilem Glycerin gemischtpskgefroren und bei —80°C
gelagert. Glycerinkulturen sind Gber mehrere Jahre haltbar.

Desweiteren wurden die meisten Stamme (Ausna¥ersiniasp.) mit Hilfe des Cryobank-
Systems (Mast Diagnostica) archiviert. Die Bakterienkultisigr bei diesem System an
Keramikkiigelchen gebunden und werden bei -20 °C und bei -80 °C gelagert. D

Archivierung erfolgte entsprechend dem Protokoll der Herstellerfirma.

2.5.3 Herstellung von Protoplasten Gram-negativer Bakterien
Die Herstellung der Protoplasten erfolgte wie Nakimbugwe, D. et al; 2006beschrieben.

10 ml einer tUber-Nacht-Kultur wurden bei 3800 g und RT fur 5 min petlebas Pellet
wurde in 10 ml Chlorofom/Tris-Puffer (obere Phase) resuspendiert urtb fiinin bei 25°C
geschuttelt und bei 8000g und 4°C fur 20 min zentrifugiert. Zur Entfernun@kitoroform-
Resten wurde das Pellet vorsichtig in Tris-HCI (50mM, pH7) gelaas Resuspendiert
wurde das Pellet dann in Tris-HCI (50mM, pH je nach Versuchsdurehfghrund eine
ODggo von ca. 1,0 eingestellt. BSA wurde dann in einer Konzentration von 0,5mg/m

zugegeben.
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2.5.4 Elektronenmikroskopie
Die Elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit einem Tiseiens-

Elektronenmikroskop nach Negativkontrastierung der Bakteriophagen. Bei der
Probenauftragung wurde die Methode ,GridOnDrop“ angewandt, da sicherPldigser
Grof3e i. d. R. an der Grenzflache von Tropfen anreichern. Die ,Qr@jekttrager) waren

mittels Glimmentladung hydrophilisiert.

2.6 DNA Techniken

2.6.1 Isolierung genomischer DNA aus Bakterien
Zur Isolierung genomischer DNA bakterieller Erreger wurde ,@d¢easy Blood & Tissue

Kit* von Qiagen verwendet. 2 ml einer Uber-Nacht-Kultur wurden durch rifiegation
pelletiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch ResuspendieemnReEllets in 180 pl Lysis
Puffer und einer einstindigen Behandlung mit Proteinase K bei 56°Cwailleren Schritte
erfolgten entsprechend den Angaben des Herstellers. Die DNA wurd® m 100 pl HO

eluiert.

2.6.2 Isolierung von DNA aus Bakteriophagen
Die Praparation der DNA erfolgte in Anlehnung an Sambrook et al. [Z88]Extraktion der

Phagen-DNA wurde ein Volumen (i. d. R. 500ul) von Phagen in SM-P(dfefab. 2-10)
aufgenommen, mit einem Volumen Phenol gemischt, 30 sec gevortext undeddesathl2 min
bei 13200 rpm in der Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert. Die epb@éssrige Phase
wurde abgenommen, mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkoh@4(25v/v/v)
versetzt, mehrfach invertiert und wiederum bei 13200 rpm zentrifugiert.n&chsten
Extraktionsschritt wurde der Uberstand mit einem Volumen Chlorofeaanylalkohol (24:1,
v/v) gemischt und erneut invertiert und zentrifugiert. Die folgendA{Prazipitation mit

Ethanol wurde, wie unter Punkt 2.6.4 beschrieben, vollzogen.

2.6.3 Isolierung von Plasmid DNA
Die entsprechenden Mengen flissigen LB-Mediums (4 ml bei MlimesPlasmidpraparation,

50 ml bei einer Midi-Plasmidpraparation und 200 ml im Falle einen{Asmidpraparation)
wurden mit den jeweiligen bakteriellen Erreger-Kolonien angeimpftiloed Nacht bei 37°C
und 200 rpm inkubiert. Am né&chsten Tag erfolgte nach Pelletierung alderi2zn durch
Zentrifugation die Aufreinigung der Plasmid-DNA. Das DNA-Prapanskit
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,NucleoSpirfPlasmid“ der Firma NucleoSpin diente der Praparation von Plasmitien,
entsprechend den Vorschriften des Herstellers erfolgte. DescAluss vonE. coliZellen

erfolgte durch alkalische Lyse und die Reinigung der DNA Uber ¥dstisoschromatographie
an einer Silicamembran (Mini Kits) bzw. Anionenaustauscherchtognaphie (Midi und

Maxi Kit) entsprechend den Angaben des Herstellers.

2.6.4 Ethanolprazipitation von DNA
Die Fallung von DNA diente ihrer weiteren Reinigung und Aufkonzewing flr

nachfolgende Arbeiten. DNA-Losungen wurden zur Fallung mit 0,1 Volumeévi 3
Natriumacetat (pH 5,2) und 2 Volumen eiskaltem absolutem Ethanoltatergersichtig
durchmischt und fur mindestens 2 Std.bei -20°C aufbewahrt. Durch 30 minttige
Zentrifugation bei 13200 rpm und RT liel3 sich die DNA als Pellevirgeen. Der
ethanolische Uberstand wurde verworfen, die DNA wurde zum Wasatie 70 %igem
Ethanol versetzt und erneut fir 30 min bei 13200 rpm zentrifugiert. Nachutemme
Verwerfen des ethanolischen Uberstands wurde das DNA-Pellea filO min getrocknet, in
40-100 pl HO resuspendiert und bei 4°C aufbewabhrt.

2.6.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR ist eine automatisierte Methode zur enzymatischen ifigiggling eines DNA-
Abschnittes zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenlaufigoanplementéare DNA-
Strange binden. Dabei gelingt der Nachweis kleinster Mengenfispeer DNA-Sequenzen.
Die PCR-Reaktion besteht aus einem wiederholten Zyklus von DNAtr&rang, Primer-
Hybridisierung und Primer-Extension (Reaktionsansatz und Cycladpatjen sieherab.
2-12).
Die Polymerase-Kettenreaktion diente der praparativen Amplditkazon DNA-Abschnitten
und der Analyse von DNA-Konstrukten. FUr analytische Zwecke wurde EageDNA
Polymerase verwendet. Eine Kolonie-PCR wurde zur Kontrolle transfderE. coli Stamme
eingesetzt. Hierzu wurden die zu untersuchenden Klone von den entsprechead@hafign
gepickt und in je 23 ul eines 1/10 Mix aus PCR-Puffer up@ylgks: 10 min bei 99°C kochend
lysiert. Die restlichen Komponenten wurden dann, dem im folgenden bésstere 25 pl
PCR-Ansatz entsprechend, zugefligt und die PCR nach dem unten besehriebegramm
durchgefuhrt.
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Flr praparative Zwecke wurde eine Polymerase mit 3"-5"-, meding“-Aktivitat Pfu DNA

Polymerase) eingesetzt.

Tab. 2-12: Allgemeiner Ansatz fur PCR-Reaktionen und MastercycleBedingungen

Reaktionsansatz Temperaturprofil
2,5ul 10 x Puffer 94°C 5 min 1x
2,501 MgCI2 (25 mM) 94°C 30s 25 - 35 x
2,5ul  dNTP-Mix (2 mM) 50 - 65°C* 30 s
0,5ul DNA Polymerase (1 Wi) 72°C 30 s
0,5ul  Forward-Primer (1.M) 72°C 5 min
0,5ul  Reverse-Primer (10M)
1yl Template-DNA
ad 25yl

*die Wahl der Annealing-Temp. richtete sich nach den Schmelztemperaturengbsegrten Primer

2.6.6 Kolonie-PCR

Zur Identifikation rekombinanter Klone wurde eine Kolonie-PCR durchgefAlstTemplate
wurden die nach der Transformation auf Selektivagar angewachKer@mmen mit sterilen
Pipettenspitzen gepickt, in den PCR-Ansatz getaucht und vorsichtig raGed@3wand
abgestreift. Zusatzlich wurde die benutzte Pipettenspitze verwemchetdie Kolonie auf
Selektivagar zu Uberimpfen. Dies ermdglichte den Erhalt der Klonelienspatere Isolation
der Plasmide von Klonen, die das Plamid mit einem Genkonstrukt darteteten Grolie
enthielten. Das Temperaturprofii und der PCR-Ansatz entsprachenselbgevon der
Template-DNA, dem in Tab. 2-12 beschriebenen Ansatz, mit doppeltemmif@ der

Komponenten, so dass ein Gesamtvolumen von 50 pl vorlag.

2.6.7 Multilokus-Sequenztypisierung (MLST)
Die  Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) fur B. mallej B. pseudomallei und
B. thailandensidpasiert auf der Analyse von sieben Haushaltsgenen. Hierflr wieedemmte
Bereiche der Genace, gltB, gmhD, lepA, lipA, nardnd ndh (s. Abb. 2-1) mit einer Grol3e
von ca. 550 bp mittels PCR amplifiziert und anschlieend sequenziert. jeHan
Bakterienstamm wird flr jeden der sieben Loci je nach Basenaabteein bestimmter
Alleltyp ermittelt. Eine Kombination der sieben Alleltypen defmieinen Sequenztyp des
entsprechenden  Stammes (s. Abb. 2-1). Mit Hilfe der MLST-Webseite
~http://bpseudomallei.mist.net” wurden die Allel- bzw Sequenztypen andlysie
Da bei dieser PCR groBe Mengen genomischer DNA ndétig sind, mvuidNA-

Konzentrationen von 50-150 ng/ul eingesetzt. Das Gesamtvolumen betrug bRwANB&lz
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der MLST 50 pl, so dass entsprechend die doppelten Mengen eihgeseten. Ansonsten

entsprachen Reaktionsansatz und Temperaturprofil der Tab. 2-12.

ace gitB  gmhD lepA lipA nark ndh
- H N H e H H +DNA (7 Haushaltsgene)

P T
6

14 9  Alleltyp

¢\¢\¢\+\/I),,J

Sequenztyp

Abb. 2-1: Prinzip der Multilokus-Sequenztypisierung (MLST). Die Sequenzen der sieben
Haushaltsgene bestimmen den Alleltyp, die Kombination der Afleitydefiniert den Sequenztygce

= Acetyl coenzyme A reductasgltB = Glutamate synthasgmhD = ADP glycerol mannoheptose
epimerasejepA = GTP-binding elongation factolipA = Lipoic acid synthetasejarK = Nitrite
extrusion proteinndh= NADH dehydrogenase.

2.6.8 PCR zur DNA-Sondenherstellung fiir den Southern Blot
Zur Hybridisierung der im Southern Blot (s. 2.6.20) auf Nylonmembran getaotDNA

wurden digoxigeninmarkierte (DIG-markierte) DNA-Sonden eingesktittdem ,DIG DNA

Labeling Kit“, das hier zur Anwendung kam, wurden die Sonden nach ddrotetdes
.,Random Priming" [57] erzeugt. Hierbei lagern sich Oligonukleotidezufalliger Sequenz
an die Template DNA. Das Klenow-Fragment der DNA-PolymelaaesE. coli nutzt diese
Primer, um den komplementaren Strang mit Hilfe DIG-markieridukleotide zu
synthetisieren, wodurch dieser markiert ist.

Der Reaktionsansatz zur Herstellung der DIG-markierten DNA-Sondenisdblgt aus:

Tab. 2-13: PCR zur Sondenherstellung

Reaktionsansatz | Temperaturprofil
X 1l Template-DNA (500 - 1000 ng)
ad 15ul HOpigest - 100°C im Wasserbad 10 min
- Eis 5 min

+ 2 ul 10 x Hexanucleotide Mix
2 ul dNTP Labeling Mix
1 pl Klenow Enzyme labeling grade
-> vorsichtig vortexten und zentrifugieren - 37°C 20 Std.

- Stoppen der Reaktion - 65°C 10 min

2.6.9 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung wurde zur Kontrolle von DNA-Amplifikaten und Pldkaomistrukten

erzeugter Klone durchgefihrt und erfolgte durch das Kettenabbrucheerfft84]. Dabeli
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wurde durch enzymatische Synthese eine markierte, komplementare Kepiezu
sequenzierenden Matritzenstranges erstellt. Die Sequenzid?@Rysvurde mit dem ,BigDye

Terminator Sequencing Kit 3.1 Thermocycler durchgefihrt.

Tab. 2-14: Reaktionsansatz und Mastercycler-Bedingungen fir DN/&equenzierungen.

Reaktionsansatz Temperaturprofil
1,5 pul 5 x Puffer 95°C 1,5 min 1x
1 ul BigDye 3.1 Premix 95°C 30s 25 %
0,5 pl Primer (10 pmol) 50 - 65°C* 05s
1-4 pl Template-DNA 60°C 4min
ad 10ul steriles HOpjgest 72°C 5 min

*die Wahl der Annealing-Temp. richtete sich nach den Schmelztemperaturengtesetrten
Primer

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte wurde von den Niganbem
Sequenzierungslabor des Robert Koch-Instituts durchgefuhrt. Didtesdra Sequenzen

wurden mit den Programmen von Lasergene v8.0 analysiert (s. 2.9.2).

Die Sequenzierung des kompletten Phagengenoms wurde von der GAIEChBAG durch
die Herstellung einer DNA-,Shotgun-Bank* tbernommen. Hierfir wurdem GATC
Biotech AG 10 ug gradientengereinigter Phagen-DNA zur VerfligunglijeEine ,,Shotgun-
Bank® besteht aus mechanisch generierten DNA-Fragmenten m@&idBenordnung von 1,5
bis 3 kb. Diese Fragmente wurden in Plasmid-Vektoren ligiert urtel iocoli Wirtsstamme
transfiziert. Die praparierten und aufgereinigten Klone wufdedie Shotgun-Sequenzierung
mit der Sanger-Technologie verwendet. Zur Absicherung der Ergebnissle ein 8-faches
der anfallenden Stlicke sequenziert. Man spricht von 8-facher Deckomgrgge). Zur
Auswertung und Bearbeitung der Sequenzen wurden auch hier die Rregreon Lasergene

8 verwendet.

2.6.10 Enzymverdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische BasensequenzeDNAm
Doppelstrang erkennen und je nach Typ Einzel- (ss) oder Doppel¢tgnBRestriktionen in
der Erkennungssequenz durchfiihren. Die Restriktion von DNA erfolgte 2ytiscteen
Zwecken in einem Gesamtvolumen von 30zu praparativen Zwecken in bis pD Die
Enzymlosung nahm maximal 0,1 x Volumen des Gesamtansatzes eimkéationspuffer
dienten die vom Hersteller mitgelieferten Puffer, die 10fach korieentvorlagen und auf
einfache Konzentration im Ansatz verdinnt wurden. Rig DNA wurden 2-
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5 U Restriktionsendonuklease zugegeben und mindestens 1 Stunde bei des Eizgan
spezifischen Temperatur inkubiert. Wenn nétig wurden die Enzyme durzbbeitandlung

(10 min bei 65°C) inaktiviert. Nach Uberprufung auf vollstandige und korrSkigitung
mittels Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.6.15) konnten die entstandenen @&rodukt
gegebenenfalls aus dem Restriktionsansatz per Ethanol-Fallung aufgeverden.

2.6.11 Ligation von DNA
Die Ligation dient der Verbindung eines dephosphorylierten Vektorsemigm DNA-

Fragment mit Hilfe einer T4-DNA-Ligase. Vektor und DNA-Fnagnt wurden dazu mit
denselben oder kompatiblen Restriktionsenzymen geschnitten. Die Bilcwamg
Phosphodiesterbindungen zwischen den benachbarten 3-OH- und 5°-Phosphat-Enden
katalysiert die Ligase. Das Verhéltnis von ,Insert"-DNA zekior-DNA lag i. d. R. bei 2:1,

variierte aber je nach Gro6f3e der ,Insert“-DNA.

Tab. 2-15: Ligationsansatz

Ligationsansatz Temperaturprofil

10-50 ng Vektor-DNA 16°C Uber Nacht oder
2-3x Menge der Vektor-DNA Insert-DNA 37°C 1-2 Std.

1,5ul 10 x Ligase-Puffer

1U T4-DNA-Ligase

ad 10},L| BDoidest

Der Ligationsansatz wurde gemischt und im Falle kohasiver EnderNalobt bei 16°C, im
Falle glatter Enden fur 1 Std.bei 37°C inkubiert. Bis zur Weitelds#ang wurden die
Proben auf Eis gelagert.

2.6.12 Ligation mit der TOPO-Cloning-Strategie
Bei dem ,Champion pET Directional TOB@xpression-Kit* wird die Klonierungsstrategie

des ,TOPO-Cloning“ genutzt (s. Abb. 2-2), um blunt-end PCR-Produkte ggrichtinen
Expressionsvektor zu klonieren. Es wird keine Ligase benétigt, dandi€ektor kovalent
gebundene Topoisomerase | d¥acciniaVirus die Ligation mit den PCR Produkten
katalysiert. Verwendet wurde der Vektor pET200/D-TOPO (s. Abb. 6-1Amhang).
Voraussetzung fiir die gerichtete TOPO-Klonierung ist eine sper Sequenz (5"-CACC)
am Zielgen, welche mit Hilfe speziell generierter Priderch eine PCR angehangt wird. Im
Vektor ist eine komplementiare Sequenz (3'-GTGG) als Einzedstdherhang vorhanden,
der in das 5-Ende des PCR-Produkts inseriert und so zur korrektenti€ting des
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inserierten Gens fihrt (s. Abb. 2-2). Fir eine spatere Aufreigigiés zu synthetisierenden
Proteins wird das klonierte Gen bei Expression mit einem N-tatem His-6-Tag fusioniert,
der zwischen Startcodon des Gens und Ribosomenbindestelle des Plasmids lokalisiert
Die hohe Spezifitat der T7-RNA-Polymerase, die beim pET-Exjoressystem zum Einsatz
kam, ermdglichte ausgehend vom T7-Promotor eine regulierte Expressioneterologen
Genen inE. coli [149;150]. Die DNA wurde in denk. coli Stamm BL21 Star™ (DES3)
exprimiert, der einen defekten, lysogerieRhagen DE3 enthalt. Ein Kanamycin-Resistenz-
Gen auf dem Plasmid pET200/D-TOPO ermoéglichte eine Selektion der Klone.

Topoisomerase

o

=—==GETT CACC ATG NNN --- --- —--—- NNN AAG GG===--
-===GGGAAGTGG GTGG TAC NNN --- --- --- NNN TP Bl
PCR Produkt |
Uberhang B
Der Uberhang ersetzt den unteren
DNA-5trang

Topoisomerase

-=-—-CCCTTCACC ATG NNN --- --= --- NNN ARG GG- ---
----GGGAAGTGG TAC NNN --- -=-= --- NNN TTC CC- ---
&

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der gerichteten TOPO-Knierung. Die am Vektor kovalent
gebundene Topoisomerase katalysiert die Ligationsreaktion, dehdsige (GTGG) am Vektor und
die Anfangssequenz CACC am PCR-Produkt sind notwenig fir die geriklibeierung.

Die Ligationsansatze sahen bei Verwendung des ,Champion pET idi@ctTOPC

Expression-Kit“ bei chemisch- bzw. elektrokompetenten Zellen wie folgt aus:

Tab. 2-16: Ligationsansatz bei Verwendung des ,TOP®Expression-Kit*

Reagenzien chemisch kompetentee. coli | elektrokompetenteE. coli
PCR Produkt 0,5-4ul 0,5-4ul

Salz Lésung 1l -

Salz Lésung (1 : 4 verdinnt - 1l
H>Opidest. ad ﬁ| ad 5t|

TOPC vector 1 ul 1l
Gesamtvolumen 6 ul 6 ul
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Der jeweilige Ansatz wurde fur 5 min bei Raumtemperatur inkuliedt danach bei -20°C
Uber Nacht gelagert oder auf Eis gestellt und direkt flr eimMdA-Dransformation

weiterverwendet.

2.6.13 DNA-Transformation durch Hitzeschock
Fur die Transformation durch Hitzeschock wurden die im jeweilig@nmitgelieferten

kompetenten Zellen verwendet. 50 pl Zellalliquots chemisch kompetZetln wurden
langsam auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von jg [3gationsansatz oder 5-10 ng Plasmid-
DNA pro Aliquot wurde vorsichtig gemischt und die Ansatze 30 min aufrikisbiert. Der
Hitzeschock erfolgte fur 30 sec im Wasserbad bei 42°C. Der Amaatde anschlie3end
sofort wieder auf Eis gebracht und 250 raumtemperiertes SOC-Medium zur
Zellregeneration zugegeben. Nach kurzem Mischen wurde der Aitsadéine Stunde bei
37°C im Schuttelinkubator bei 200 rpm bebritet.

Zur Erzeugung der gewtnschten Klone wurden nach der Inkubation 100 — 200 ul der
Transformationsansatze auf LB- Platten mit dem entsprechendepiofikum ausplattiert

und 24 Std.bei 37°C bebrutet. Die gewachsenen Kolonien konnten am n&chsten Tag nach dem
Blue-White-Screening selektiert werden.

Sollte der Transformation eine Expression des klonierten Gens folgeden 10 ml LB mit

dem entsprechendem Antibiotikum, mit dem gesamten Volumen desdrmaatbnsansatzes
versetzt und dber Nacht bei 37 C° im Schittelinkubator bei 200 rpm weitditdtelkm
nachsten Tag konnte die Expression durch IPTG-Induktion durchgefiihrt werden (s. 2.6.19).

2.6.14 DNA-Transformation durch Elektroporation

2.6.14.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen
200 ml LB-Medium wurden mit 1 ml frischer Uber-Nacht-Kultur angeimpftd im

Schittelinkubator bei 37°CE( col)) bis zu einer Ok von 0,8 — 0,9 inkubiert. Die Zellen
wurden fur 20 min auf Eis gestellt und anschliel3end abzentrifugiemifl, 55000 rpm, 4°C).
Das Zellpellet wurde in 1 Volumen eiskaltem Aqua-bidest. resuspendis folgten drei
weitere Zentrifugationsschritte, (15 min, 6000 rpm, 4°C) und die jeyeeResuspendierung
des Zellpellets in 35 ml eiskaltem Aqua-bidest. nach dem erster20ml 10 %iger
Glycerollésung nach dem zweiten und in 0,5 ml 10 %iger Glyceroll6surtg dera dritten

Zentrifugationsschritt. Die gewonnenen kompetenten Zellen wurdeBO pl Portionen
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aliquotiert und konnten sofort zur Transformation eingesetzt werdenfigdeinige Monate

bei —80°C gelagert werden, nachdem sie in flissigem Stickstoff schockgefroremwurde

2.6.14.2 Transformation
50 ul Zellalliquots elektrokompetenter Zellen wurden langsam asf aifgetaut. Nach

Zugabe von je 3l Ligationsansatz oder 5-10 ng Plasmid-DNA pro Aliquot wurde vorgjchti
gemischt und in eine sterile vorgekihlte Elektroporationskiivette (Efigktadnstand 0,2 cm)
Uberfuhrt.

Die Elektroporation erfolgte im Gene Pulser TM (BioRad) 2®iuF, 200Q und 2,5 kV,
wodurch eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und eine Zeitkonstante von 3,5 bis 4,5euwgt er
wurde. Nach dem Stromimpuls wurde sofort 1 ml SOC-Medium in die Kaigetgeben und
der Transformationsansatz in ein 15 ml Falcon Tube tberfihrt und 60 nd@i°einkubiert.
Anschliel3end wurde der Ansatz wie unter Punkt 2.6.13 bereits beschrigb&nzeugung
von Klonen auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum auspiaticer zur

Genexpression zu 10 ml LB mit dem entsprechendem Antibiotikum gegeben.

2.6.15 Agarosegelektrophorese

verwendete Puffer und Lésungen:

1 x TBE 89 mM TRIS Base (10,781 g)
89 mM Borsaure (5,501 g)
2 mM EDTA-Na2
ad 1 | HOyidess PH 8

4 x PCR-Ladepuffer 30 % Saccharose in TE-Puffer (pH 8,0)

0,1 % Xylencyanol
DNA-Fragmente, Plasmide und Genome unterschiedlicher GroRe wurdennem e
horizontalen Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Als Gel- und Elekteg#puffer diente
1 x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE). Die Agarose wurde in 1 xB-Buffer aufgekocht und
nach Abkuhlen auf etwa 60°C mit @ Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) pro 100 ml
versetzt. Die Agarose-Konzentration variierte je nach GroRe déremoenden Fragmente
zwischen 0,7 und 1,5% (w/v). Die Proben wurden mit Ladepuffer versatz auf das
entsprechende Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Trennfolgteemit konstanter
Spannung von 60 — 120 V fur 30 — 90 min, je nach Grol3e des Gels und der Laufstrecke der
nachzuprifenden Fragmente, in Horizontalelektrophorese-Apparaturen  b(Pegla
Biotechnologie GmbH). AnschlieBend wurden die Fragmente mife Hibn UV-Licht
sichtbar gemacht und dokumentiert (s. 2.6.16).
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2.6.16 Fiarbung und Dokumentation von Agarose-Gelen
Agarose, die zur Herstellung von Agarose-Gelen zur Auftrennung von Didkekilen

verwendet wurde, wurde mit 1 ug Ethidiumbromid versetzt, so dasg~ameing nach der
Elektrophorese nicht notwendig war. Die Sichtbarmachung der DNA-BamndeONA-Gel
erfolgte im UV-Durchlicht (254 nm) mit einem ,Molecular ImagénemiDoc XRS System*
(BioRad), die Auswertung mit der ,Quantity One 1-D Analysis* Software.

2.6.17 GrofRenbestimmung von DNA-Fragmenten im Agarosegel
Um eine GroélRenbestimmung von im Agarosegel aufgetrennten DNAnErdgn
durchzufihren, wurde die Software ,,Quantity One 1-D Analysis* undsgatem “Molecular
Imager ChemiDoc XRS* (BioRad) herangezogen. Hierbei werden-Bhidden eines DNA-
Markers mit definierter Grof3e mit den erzeugten Banden des Bawdérs mit Hilfe der
Software verglichen und die GréRe in Basenpaaren zugeordnet. Nachrideiggder Grol3en
der einzelnen Banden ergibt sich durch die Summe der BandengréRensdmat@élle.
Diese Methode konnte z. B. zur groben GréfRenbestimmung eines Phagengenuemnslet

werden.

2.6.18 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentrationen der DNA wurden am Spektrophotometer Nanodrop® ND-1000

(NanoDrop Technologies) gemessen. Die Absorption bei einer Wellenlange von 260 mm ist z
der Nukleinsdurekonzentration in der Losung proportional und kann nach daiveita
Beerschen Gesetz berechnet werden. Bei einer Doppelstrangdbigfrricht eine ORg
Einheit einer DNA-Menge von 50g/ml. Zur Berechnung der DNA-Konzentration ergibt sich
folgende Beziehung: Olgy x 50 = DNA-Konzentration{g/ml]. Eine zusétzliche Messung
bei 280 nm lasst eine Aussage Uber Verunreinigungen mit Proteinen z@QuioBent aus
OD260/OD2g sollte bei DNA-Messungen bei etwa 1,8 liegen. Von den unverdiinnten DNA-
Losungen wurden fur einen Messvorgangl 2ingesetzt. Das Spektrophotometer wurde vor
jedem Messvorgang mit dem jeweiligen Medium, in dem die DNA dmi Elution
aufgenommen wurde, geeicht. Zum Messen der Lésungen wurden dabgipstetekt auf

den Messfuhler des Gerates pipettiert und die Extinktion der DdBAHhg bei 260 nm und

280 nm bestimmt.
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2.6.19 Genexpression mit dem ,pET Directional TOPO® Expression“-Kit

LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum wurde mit ca. 1/100 Volumen
Ubernachtkultur vorE. coli Zellen BL21(DE3), die das gewiinschte Expressionsplasmid
(pet200+Insert) trugen, angeimpft und bei 37°C/200 rpm inkubiert. Bei ®Dgy von 0,5 -

0,8 wurde die Kultur in zwei seperate, gleich grof3e Volumina getéihe der beiden
Kulturen wurde ohne IPTG-Induktion als Negativkontrolle verwendet, beartdzren wurde
die Genexpression mit IPTG (1mM) induziert und fir 1-6 Std.bei 37°Qf2@0vollzogen.
Eine Probenentnahme zur Expressionsanalyse erfolgte alle 60 miufiaraurden die
Zellen bei 5000 rpm/5 min abzentrifugiert und die gewonnenen Pelletsntée Punkt 2.7.1
beschrieben weiter behandelt.

2.6.20 Southern Blot
verwendete Losungen:

Denaturierungslésung 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl
Neutralisierungslésung 1,5 M NacCl, 1,0 M Tris-HCI, pH 7,4 (21° C)
20 x SSC 3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat; pH 7,0

Standard-Hybridisierungspuffer (SHP) 5x SSC
0,1 % Na-Laurolysarkosin
0,02 % SDS
1 % Blocking Reagent

Waschpuffer A 2 x SSCJ/0,1 % SDS

Waschpuffer B 0,5 x SSC/0,1 % SDS

DIG Puffer 1 100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl, pH 7,5
DIG Puffer 3 100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 9,5

Die Southern Blot Methode besteht aus den Arbeitschritten Blottingridisierung und
Filter-Entwicklung und wurde 1975 von Edwin Southern [145] entwickelt.

Die Methode wurde durchgefihrt, um DNA Molekile, die zuvor mittelgarAse-
Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grol3e getrennt wurden, auf eimérdvie(Hybond
N+, Amersham) zu fixieren (Blotting). Man unterscheidet zwisch&apillarblotting,
Vakuumblotting und Elektroblotting. In dieser Arbeit wurde mit dem Kagblbt gearbeitet.
Die treibende Kraft dabei war ein Flussigkeitsstrom (Blogn)ffder von einem Reservoir,
ausgehend von unten durch das Gel, weiter durch die Membran zu eirphs&tayfahigen
Filterpapiers gesaugt wurde. Durch den erzeugten Strom wur@Ndieaus dem Agarosegel
mitgezogen und blieb anschliel3end in den Maschen der Membran hangen (s.3\bbag-

Verfahren wurde 12-16 Stunden (Uber Nacht) vollzogen. In spateren Higtdigen mit
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DIG-markierten Sonden (s. 2.6.8) konnten dann einzelne DNA-Molekile nadsgewi
werden.

Da die DNA fur die Hybridisierung einzelstrangig vorliegemss, wurde diese vor dem
Transfer der Nukleinsdure auf die Membran denaturiert. Dieshglesdurch eine Abfolge
verschiedener Puffer-Behandlungen des Gels. Alle Schritte wurd&Thend unter leichtem
Schatteln durchgefihrt und zwischen dem Wechseln der Puffer wewaag fir 5 min in
H2Opidest. gewaschen. Die Depurinierung (saure Hydrolyse der glykosidischedurigyen)
erfolgte durch eine Inkubation von 10 min in 0,25 M HCI. Die Denaturierufuygee fur
zweimal 15 min mit jeweils frischer Loésung. Zur Neutralisigrwwrurde zweimal fur 15 min
in Neutralisierungslésung inkubiert. Um das Gel auf die Blotbedingueigenstellen, wurde
es fir 10 min in 20 x SSC geschwenkt.

Der Blot wurde entsprechend der AR mit den vorbereiteten Materialien aufgebaut.

Gewicht (ca. 1 Kg) Stapel saugfahigen Filterpapiers

g

3 Lagen Whatman-
Papier

Hybond™ —
/ N+Membran
Agarosegel

. «—— (umgedreht)

2 Lagen Whatman-
Papier (in 20 x SSC
getrankt)

Glasschale als
Unterstiizung

GefalR mit
20 x SSC

Abb. 2-3: Schematische Darstellung vom Aufbau des Southern Blots.

Danach wurde die Membran getrocknet und die DNA im TransillumiriBiometra)durch
UV-Licht, das sogenannte Crosslinking (0,12F)cmauerhaft auf der Membran fixiert.

Zur Vorbereitung der Membran auf die Hybridisierung wurde efr@hybridisierung
durchgefuhrt. Dieser Schritt sollte eine unspezifische Bindundgsdade auf der Membran
vermeiden. Dazu wurde die Membran und 20 ml SHP-LGsung in das Hybridisierusgsroh



Material und Methoden | 45

gegeben und bei 65°C im Hybridisierungsofen fir 4 Std.inkubiert. Bei dehlef®enden
Hybdridisierung wurde die DIG-markierte DNA-Sonde in einer Endkoinagon von
20 ng/ml eingesetzt. Damit die Sonde einzelstrangig vorlag, waied&ir 5 min bei 95°C
erhitzt und dann sofort auf Eis abgekihlt, um eine erneute Basenpaaumggtennten
Fragmente zu verhindern. Die entsprechende Menge markierter Sondedaorden 20 ml
SHP gegeben und gegen die Prahiybridisierungslosung getauscht. Digidigtung erfolgte
Uber Nacht bei 50°C im Hybridisierungsofen.

Um den ungebundenen Anteil der Sonde restlos zu entfernen, wurde die Meawermal
5 min bei RT mit Waschpuffer A gewaschen, gefolgt von zweimal 30mitinVaschpuffer B
bei 50°C.

Der letzte Schritt der Southern Analyse, die Detektion der thgieiten DNA Abschnitte,
erfolgte durch Zugabe eines gegen das Digoxygenin gerichtatékOfpers sowie eines
Chemilumineszenz-Substrats (CDP-Star). An den Antikérper waratkalische Phosphatase

gekoppelt, die das Substrat umsetzen kann, was zu Entstehung der Chemilumineszenz fihrte

2.7 Protein-Biochemische Techniken

2.7.1 Proteinaufreinigung mittels Nickel-NTA-Affinititschromatographie
verwendete Puffer:

,Native Binding Buffer* 20 mM Na-Phosphat, 500 mM NaCl, pH 8
.Native Wash Buffer” 20 mM Na-Phosphat, 500 mM NacCl, 0 — 60 mM Imidazol, pH 8
.Native Elution Buffer” 20 mM Na-Phosphat, 500 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH 8

Die Nickel-NTA-Affinitatschromatographie diente der Aufrgung von putativen Phagen-
Lysinen, die mit dem ,pET Directional TOPCExpression“-Kit tiberexprimiert wurden (s.
auch 2.6.19). Die Aufreinigung fand unter nativen Bedingungen mit Hilfe,FlesBond
Purification Systems*® statt. Die Zellen einer 50 — 500 ml G induzierten tUber-Nacht
Flassigkultur wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm/5 min geerntetirurd — 20 ml
.Native Binding Buffer* gewascherDie Lyse der Zellen erfolgte auf Eis durch eine 30
mindtige Behandlung mit Lysozym und Ultra-Schall-Behandlung. De#lefrerung von
Zelltrimmern erfolgte durch Zentrifugation bei 3000 g/15 min. Palet Uberstand wurden
getrennt und aufbewahrt, bis durch SDS-Polyacrylamidelektrophorestetrmurde, ob
sich das uberexprimierte Protein unléslich im Pellet oder logictberstand befand. Da
sich immer geniigend Protein im Uberstand befand, wurde dieser in folgenden Aslaieen

aufreinigt.
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Zur Vorbereitung der Nickel-NTA-Agarose wurden 2 - 3 ml in €ifeml| S&ule gefillt und
anschlie3end mit 6 ml4® und 2 x 6 ml ,Native Binding Buffer* gewaschen. Maximal 10 mi
des Uberstandes konnten auf eine Saule gegeben werden. Das Bindei eifesm His-Tag
markierten Proteins an die Nickel-lonen, erfolgte unter vorsicht@gwegung auf dem
Schutteltisch fur 60 min. Um unspezifische Bindungen zu entfernen wurden drei
Waschschritte mit ,Native Wash Buffer* durchgefuhrt. Die Immolaanzentration des
.Native Wash Buffer” wurde hierbei von 0 mM auf 20 mM und im drittens@¥achritt auf
60 mM erhoht. Die Elution des Proteins erfolgte mit ,Native Elutiaff&8“ (20 mM Na-
Phosphat, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8). Durch die strukturelle Atkditwird
das His-tag aus der Nickel-Bindung durch Imidazol kompetetiv vertdr&sgwurden 1 ml
Fraktionen gesammelt und anschlieBend auf einem SDS-Gel ranfgetund gefarbt (s.
2.7.3), um die Qualitdt der Eluatfraktionen zu Uberprifen. Die Fraktionen,niendgas
Uberexprimierte Protein identifiziert werden konnte, wurden gepoolt urebgagnfalls mit
Hilfe von ,Amic-on Ultra-15 Centrifugal Filter Devices” (10kDAIMWL und 30kDA

NMWL) weiter eingeengt und ein Puffer-Tausch vorgenommen.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten erfolgte in Mikrptégen unter

Verwendung des ,Roti-Nanoquant Assays®, welcher auf einer Madidn der
Proteinbestimmung nach Bradford basiert [27;191]. Durch Bindung des Fégbstof
Coomassie-Brilliant Blau G250 an Proteine verandert sich das Almswitaximum des
Farbstoffs von 465 mm (ohne Protein) zu 595 nm. Der Farbstoff bindet isoheatspeziell
Arginin) und aromatische Aminosauren der Proteine, wodurch die Vetdrgledes
Absorbtionsmaximums erfolgt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm isfianflr die
Proteinkonzentration in der Losung.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 80des Proteinlysats bzw. Verdinnungen in die
Wells der Mikrotiterplatte vorgelegt und 200 Roti-Nanoquant-Lésung in einfacher
Konzentration zupipettiert. Nach einer 5 minutigen Inkubation bei Raumtatap&onnten

die Absorptionen der Proben bei 595 nm und 450 nm mit einem Platten-Spektrophotomete
bestimmt werden. Alle Messungen erfolgten als DoppelbestimmungenMésdeng wurde
mit Hilfe einer Konzentrationsreihe von Rinderserumalbumin (BSA) kalibriert
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2.7.3 SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE)
verwendete Puffer:

4 x Laemmlipuffer 4 ml 10% (w/v) SDS-L6sung

2,3ml HOpidest

4 ml Glycerin

600ul 0,5M  Tris-HCI, pH 6,8
400 pl 2-Mercaptoethanol

200ul 5% (w/v) Bromphenolblau

250 mM Tris-Base
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS
ad  HOpidest

10 x SDS-PAGE Laufpuffer

Proteine wurden entsprechend ihrer molekularen Masse nach der MethodaevomlIL[94]
getrennt. Das dabei verwendete Detergenz, Sodiumdodecylsulfat, dmipegleichmafiig an
Proteine an, wodurch diese stark negativ geladen und vollstandig dematerden. Somit
erfolgt die Trennung von Proteinen in einem elektrischen Feld naeh Grbl3e und nicht
mehr nach ihrer Ladung.

Durch eine Anderung des prozentualen Anteils von Acrylamid kann diedt6fe in dem
Gel gesteuert werden, um die Trennung unterschiedlich gro3erneraieioptimieren. Zur
Herstellung zweier Gele, die jeweils aus Trenn- und Sammélgetehen, wurden die

folgenden Komponenten miteinander gemischt.

Sammelgel (5%):

H>0 1,8 mi
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 320 pl
Acrylamid (30 %) [Rotiphorese Gel 30 (Roth)] 330 pl
10% SDS 25 pl
TEMED 124
25% (w/v) Ammoniumpersulfatlosung (APS) 1325
Trenngel:

7% 10 % 125% 15% 17%
H,O 3,5ml 25ml 1,75ml 3,6 ml 2,6 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,5ml 1,5ml 1,5ml 3,8 mi 3,8 ml
Acrylamidlésung 1,5 ml 2ml 2,75 ml 7,5 ml 8,5 ml
10% SDS 6a 6Qul 60ul 150 pl 150 pl
TEMED al 8ul 8ul 20ul 20ul
25% APS a 8ul 8ul 20pl 20ul
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Fir die SDS-PAGE wurden Minigelapparaturen (Biometra) mit 1mnkedic,Spacern®
verwendet. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:1 mit 4 x Laemmlipyfeoben) gemischt

und die Proteine flir 5 min bei 95°C denaturiert, bevor sie auf dasu@eti@gen wurden.

Als Molekulargewichtsmarker dienten zweiotein-Groé3enstandards (s. 2.3).

Fur die Fokussierung im Sammelgel wurde eine Spannung von 120V dngéleg
Auftrennung der Proben im Trenngel wurde die Spannung auf 180V erhoht. Als
Elektrophoresepuffer diente 1 x SDS-PAGE Laufpuffer oben). Fir die anschlieRende
Analyse der Proteine wurden SDS-Gele entweder mit Coomaskigbgoder fur Western

Blots verwendet.

2.7.4 Farbung und Dokumentation von SDS-Polyacrylamidgelen
verwendete Puffer und L6sungen:

Coomassie — Farbelésung 0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue R250
25 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigséaure
65% (V/v) HOpidest

Coomassie — Entfarber 10 % (v/v) Essigséaure
40 % (v/iv) Methanol
50 % (v/v) BOpidest

SDS-Gele wurden nach der Elektrophorese fur mindestens 30 — 45 mifT [zif Rinem
Schitteltisch in Coomassie-Brilliant Blau Farbelésung gefaras. Entfernen tberschissiger
Farbe bis zur Sichtbarkeit der Proteinbanden erfolgte Uber &egraum von mehreren
Stunden auf einem Schutteltisch durch Inkubation in  Coomassie-Entfarbeldsung.
Anschliel3end konnten die Gele entweder im hauseigenen Fotolabor des Rabehmdg(ituts
eingescannt und das Bandenmuster mit der Adobe Photoshop Software wqualithti
guantitativ analysiert werden oder es erfolgte eine weitekaBdlung des Gels durch
~Western Blotting“ (s. 2.7.5).

2.7.5 Western Blot

Blotpuffer 50 mM Tris-Base
39 mM Glycin
0,037 % (w/v) SDS
20%  Methanol

Als Western Blot bezeichnet man den Transfer von Proteinen aufesitseMatrix, welche

anschliel3end Uber unterschiedliche Reaktionen nachgewiesen werden kénnen.
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In unserem Fall erfolgte die Ubertragung der zuvor im SDS-Gé&dpeechend ihrem
Molekulargewicht  (MW) elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine  aefne

Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran. Aufgrund hydrophober Wechsddwigen bleiben
diese an der Membranoberflache haften, wobei das Muster der elekétgien
Auftrennung erhalten bleibt. Es wurde die Methode des "Semi-Dryuigjst eingesetzt
[158].

Vor dem Transfer wurde die Membran mit 100 % Methanol aktiviert unchbeBend, wie
das Gel und 4 Lagen auf GelgroRe zugeschnittenes Whatman-Papier, Riotpinfer

aquilibriert. Die Schichtung der einzelnen Lagen auf die Kathoadgesfluftblasenfrei und
in folgender Reihenfolge:

2 Lagen Whatman — Papier

SDS - Gel

PVDF — Membran

2 Lagen Whatman — Papier als direkter Abschluss zur Anode

Nach Verschluss der Apparatur erfolgte der Transfer fir 60 — 80bmin120 mA.

Anschliel3end wurden die gesuchten Proteine immunologisch nachgewiesen.

2.7.6 Immunfarbung und Detektion mittels Chemilumineszenz

TBS-T 20 mM Tris-HCI, pH 7,6

137 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween 20
Nach dem Transfer der Proteine wurde die PVDF-Membran 1 Std.bed&Tuber Nacht bei
4°C mit 10% Milchpulver (w/v) in TBS-T inkubiert, um unspezifische Bingkstellen zu
sattigen.
Anschliel3end wurde der primare Antikorper in 1% Milchpulver (w/v)BSIT verdiinnt und
mit der Membran fur 1 Std.bei RT inkubiert. Der Peroxidase-gekoppekan8arantikorper
wurde bis zu einer Verdinnung von 1: 2000 in 1% Milchpulver (w/v) in TBSagesietzt.
Die Inkubationszeit betrug jeweils 1 Std.bei RT auf einem SchvsatktiNach jedem
Inkubationsschritt wurde die Membran fir je 10 min mit den folgenden Loésungen gemasche

1. TBS-T
2. TBS-T+0,5M NacCl
3. TBS-T + 0,5 % (v/v) Triton X-100

Die Detektion mittels Chemilumineszenz basiert auf einer @ridavon Luminol in

Anwesenheit von kD, durch die an den Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase. Bei
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dieser Reaktion wird Licht freigesetzt, das einen Rontgeriféiithtet. Diese Methode stellt
ein hochsensitives Nachweisverfahren zur Detektion von immobilisierten Aaiigkam.

Das ,Lumi-Light Western Blot Substrat® (Roche) wurde den Amgaldes Herstellers
entsprechend angesetzt. Die gewaschene Membran wurde bei &l 162 min mit Substrat
benetzt. Danach wurde die Membran luftblasenfrei zwischen zveesight-Folien gelegt.
Die Belichtung eines Réntgenfilms (Hyperfilth ECL, Amersham Biosciences) auf der so
eingeschlagenen Membran erfolgte je nach Reaktionsstarke rigle ebekunden bis zu
20 min. Der Film wurde in einer Entwicklungsmaschine (AGFA c6fX nach Angaben des

Herstellers entwickelt.

2.7.7 Aktivitatsbestimmungen durch Mikrotiterplattentests
Mikrotiterplattentests  (96-Lochplatten) wurden zur Bestimmung dwedrolytischen

Aktivitditen der isolierten putativen Phagenlysine gegentber bakeariedell- und
Protoplastenlysaten durchgefthrt.

Zur Dokumentation enzymatischer Aktivitat wurden 270ul Zell- oder Prastglysat pro
well mit 30ul (entsprechend 500 ng) des isolierten Proteins versetzODg der Lysate
wurde kurz vor Beginn des Versuches auf 1,0 eingestellt und dmektZugabe des Proteins
Uber einen Zeitraum von bis zu 25 min im Minutentakt durch den ELISAdReand die
Software Magellal" von Tecandokumentiert. Als Negativkontrolle wurde erstens Puffer
verwendet, indem das putative Lysin gel6st vorlag und zweitens Plosirdes Plasmid
(ohne Insert) tragenden Expressionsstammes, das unter gleicherguBgen gewonnen

wurde wie das jeweilige putative Phagenlysin.

2.8 Phagen-Techniken

2.8.1 Mitomycin C-Induktion und Aufreinigung von Phagen
Mitomycin wurde erstmalig1958 aBireptomyces caespitosissliert. Es ist ein Arzneistoff

und wird als zytotoxisches Antibiotikum verwendet. Mitomycin hemmtNA-Synthese,
indem es zwischen zwei Strangen der DNA interkaliert. Dadweden die DNA-Strange
kovalent miteinander verbunden, so dass eine Dissoziation der DNA-Stwilegsie zur
Replikation bzw. auch zur Transkription benotigt wird, nicht mehr mogsthAuf eine
Zellschadigung dieser Art reagiert die Zelle mit eine@SSReparatursystem. Dieses System

beinhaltet neben einer gesteigerten Synthese von Reparaturenzymemnanneeezdgerten
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Zellteilung auch die Freisetzung von temperenten Phagen, die vornagemstatus in der
lysogenen Zelle in den lytischen Vermehrungszyklus wechseln [34].

Nach Etablierung der Phageninduktion durch Mitomycin C wurde es in l€ore&entration

von 2,5 pg/ml bei einer Qfgy der Kultur von 0,25 dazugegeben. Es folgte eine Inkubation
Uber mehrere Stunden, meist Uber Nacht, schittelnd bei 200 rpm und 37°Cnébdis ei
Reduktion der Oy der Kultur auf 0,2 bis 0,6 zu erkennen war. Nach Zentrifugation bei
6000 rpm und 4°C wurde der Uberstand mit 1 ug/ml DNase, 1 pg/ml RNase nexd ei
Endkonzentration von 10 mM MgQ@ersetzt und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Daraufhin
folgte eine Sterilfiltration (0,22m und 0,45um).

2.8.2 Konzentrierung von Phagen durch Ultrazentrifugation
Zur weiteren Konzentration der Phagen wurde das sterilfitrigysat nach der Aufreinigung

(s. 2.8.1) in spezielle, verschweil3bare Zentrifugationsrohrchen gegeben iub@’®eund
31000 rpm fiir 90 min ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen asdgthsig
sichtbare Sediment in SM-Puffer resuspendiert. Das gewonnene Plsayekdynte fur
Spottests oder Phagenvermehrung eingesetzt werden.

2.8.3 Phagentiterbestimmung
Zur Phagentiterbestimmung der Lysate wurden Verdinnungsstufen degenRhkats

hergestellt und mit der oben beschriebenen Methode, der ,Soft AgalapVvechnik® (1),
mit dem Wirtsstamm und Softagar auf LB-Platten ausplatténhand der Anzahl der
geformten ,Plaque Forming Units" (pfu) auf der Platte der héchsten Verdintufiegssnnte
die Phagenkonzentration pro Milliliter Phagenlysat nach folgender Formehhetegerden:

Plagueanzahl x 10

= pfu/ml
Verdinnungsstufe

2.8.4 Phagenvermehrung
Zur Vermehrung und Aufreinigung von Phagen wurde die ,Soft Agar @ydrechnik” (1)

verwendet. Hierzu wurden 100 pl Phagenlysat bzw. deren Verdinnungen mit [b@@ pl
Phase Kultur (OB ~ 0,8) des Wirtsstammes fur 10 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe
von 4 ml, ca. 50 - 55°C warmen Softagar wurde die Mixtur auf LB-Plagegossen, bei RT
getrocknet und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Softagar einte Pteei der konfluente



Material und Methoden | 52

Lyse zu erkennen war, wurde in 10 ml SM-Puffer Gberfihrt. In derlRegrden zur
Phagenvermehrung 20 Platten mit konfluenter Lyse verwendet. Durdhistinaliges
Schitteln bei RT wurden die Phagen aus dem Agar eluiert und iefigectd wie beschrieben
unter den Punkten 2.8.1 und 2.8.2 zentrifugiert, DNase- und RNase-verdafitfraeriind
konzentriert. Um restliche Kontaminationen im Phagenlysat zu reatfe wurde eine
Aufreinigung mit Hilfe eines Casiumchlorid (CsCl) Gradientenctgefiihrt. Hierbei werden
unterschiedliche Konzentrationen von Casiumchlorid-Lésungen Ubereinanderciyesc(s.
Abb. 2-4). Phagen und Kontaminationen sammeln sich dabei durch Zentrifugation bei
28000 rpm uber Nacht fur 12-16 Stunden je nach Dichte im Gradienten anciidisamen
Banden konnten mit Einmalspritze (Braun) und Einmal-Injektions-Kanir@u(B abgezogen
werden. Die gewonnenen Phasen wurden 8 — 12 Std. bei 4°C $kigenffer dialysiert und
anschlieBend mittels DNA-Isolation, Spottest oder elektronenmikroskmmsAufnahmen
auf vorhandene Phagen untersucht und der Phagentiter bestimmt (s. 2.8.3).

- 9-10 ml Phagenlysat
-8 ml 20 % Saccharose
1 -6ml CsC11.3 gem?
2 - 6 ml CsCl 1.4 g/em?
-6ml CsCl 1.3 glem?

/ _4ml CsCl 1.7 glem?

Phagen-
bande —»

Abb. 2-4: Schichtung des Céasiumchlorid (CsCl) Gradienten Uber die unterschiedlich
konzentrierten CsCl-Schichten wurde eine 20 %ige Losung Sacehaladiber das konzentrierte
Phagenlysat geschichtet.

2.8.5 Einzelplaque-Isolierung
Mit Hilfe eines sterilen Spatels wurden einzelne als posigntifizierte Phagen-Plaques aus

dem Softagar ausgestochen und in ein Eppendorfgefal? mit 0,2 — 0,5 ml feMePeffuhrt.
Durch mehrstindiges Schiitteln bei RT wurden die Phagen aus demudkeinsn eluiert
und mit Zentrifugenfiltern (Millipore) sterilfiltriert. Did.agerung der Phagenstocks erfolgte
bei 4°C. Diese Einzelphagen konnten wie unter Punkt 2.8.4 beschrieben weerterhrt

werden.
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2.8.6 Bestimmung der Wirtsspektren isolierter Phagen mittels Spottest
Zur Bestimmung des Lysisspektrums wurde ein Spottest durchgefilza. idaden 100 pl

Kultur der log-Phase (Odg ~ 0,8) jedes zu testenden Bakterienstammes in je ein steriles
Rohrchen gegeben. Das Rohrchen wurde dann mit 4 ml ca. 50°C warmen Sgftagtat

und der gemischte Inhalt auf eine LB-Platte gegossen. Nach deintdfrtdes Softagars
wurden 10 ul Phagenlysat oder Kulturiiberstand einer induzierten Flussighkultinfektion

des Stammes auf die gewinschte Platte aufgetropft. Bis zunochnén des Tropfens
verblieb die Platte auf waagerechter Unterlage stehen. AeBehlil erfolgte die Inkubation
Uber Nacht bei 37°C. Anhand der entstandenen Lysezonen (Spots) konnteiskgsekyrsim

abgelesen werden.

2.8.7 Lysogenisierung
In den Lysezonen eines temperenten Phagen befinden sich immer sosuertté lgls auch
nicht lysierte Zellen. Nicht lysierte Zellen treten u. a, av#nn der Phage in das Wirtsgenom
des Bakterienstamms als Prophage integriert. Bei diesem ngprgaricht man von
Lysogenisierung.
Zur Etablierung eines Phagen als Prophagen in einem Bakterienstamt® zundchst, so
wie unter 2.8.6 beschrieben, eine Infektion mittels Spottest durchgefihige Bakterien
wurden mit einer Impfése aus dem Lyseareal gepickt und in 250 ul &Bstg
Verdinnungsstufen der gelésten Bakterien wurden auf LB-Plattenatiiespl Ausgehend
von einer Einzelkolonie des Stammes wurde eine stationare UbernaahikulB-Medium
angezogen und wie unter 2.&éschrieben Phagen isoliert. Bei Auftropfen des gewonnenen
Lysats (Spottest) auf den nicht-lysogenen Indikator muss eise dyrch die freigesetzten
Phagen erfolgen (Positivkontrolle). Auf dem lysogenen Indikator dagegdterdikeine
Plaques mehr entstehen (Negativkontrolle). Die Vermehrung der iPleaigégte wie unter
Punkt 2.8.4 beschrieben.

2.8.8 Sterilkontrollen der Phagenlysate
Nach Isolation der Phagen aus den unterschiedlichen Proben wurden Stetithorder

Isolate durchgefuhrt. Hieflr wurde jeweils 1/10 Volumen des Isafatl Volumen steriles,
bei 37°C vorbebrutetes LB-Flissigmedium gegeben und bis zu 5 Tagen beiBBé@ahrt.
Zusatzlich wurden 100 pl des Isolats auf LB- oder Columbiablut-Agagestrichen und

unter gleichen Bedingungen inkubiert. Nach 5 Tagen wurden von der HésBigstrolle



Material und Methoden | 54

weitere 100 pul auf LB- oder Columbiablut-Agar ausgestrichen und ifidlestens 3 Tage bei

37°C inkubiert. Wenn nach dieser Zeit keine Erreger gewachseenwavurde das

Phagenlysat als steril deklariert und konnte, wenn nétig, aus deBereich ausgeschleust

werden.

2.9 Bioinformatik

2.9.1 Auswertung der DNA-Sequenzen

Die Sequenzierung und das Zusammensetzen der einzelnen SequenzermzCaaitig
wurden durch die GATC-Biotech AG durchgefiihrt. Anschlielend wurde dig-B&guenz
unter Verwendung von GeneMark.nmm [108] nach ,open reading frames$ |t ATG,

GTG oder TTG als Startcodon und mit einer Grof3e von mindestens 30 Codons abgesucht. Zur

Identifikation von ORFs fuhrt das Programm eine automatische Swatte Ribosomen-

Bindungsstellen (RBS), nach den Regeln von Stormo [147], durch. Weitdesidfr zur

Bestimmung eines ORF waren die mégliche Homologie vorhandenect#mbRFs, welche

mit der Datenbank (NCBI) analysiert wurden oder die genaue Eunpaskes Gens in ein

Operon.

Die Identifikation von Promotoren erfolgte durch Homolgie-Verglemhg&. coli Promotoren

des Typsc’

nach dem Algorithmus von Mulligan et al. [114] mit Hilfe der iBel

Programme ,Bprom*“ und ,Neural Network Promoter Prediction“2(8.2). Die moglichen

Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren wurden ebenfalls mit Hilfe von@®Rrmittelt.

2.9.2 Software und Internet-Datenbanken

Tab. 2-17: Software und Datenbanken

Programm/Datenbank Funktion Hersteller / Website

Magellan™ Enzymaktivitats- Tecan Group Ltd., Mannedorf,

(ELISA Reader Software) Messungen Schweiz

Adobe Photoshop Bildauswertung und - | Adobe Systems GmbH,
bearbeitung Munchen, Deutschland

Microsoft Office Excel Datenauswertung Microsoft Deutschland GmbH

Genemark.hmm

Suche nach ORFs

http://exon.gatech.edu/Gened

Mark/

NCBI (,National Center for
Biotechnology Information®)

Homologie Vergleiche

http://www.ncbi.nim.nih.gov/

BPROM - Prediction of
bacterial promoters

Identifikation bakterieller
Promotoren

http://linux1.softberry.com/

Neural Network Promoter
Prediction

Identifikation bakterieller
Promotoren

http://www.fruitfly.org

Quantity One 1-D Analysis
Software

Grol3enbestimmung von
DNA-Fragmenten

BioRad, Minchen, Deutschland
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Programm/Datenbank Funktion Hersteller / Website
LaserGene: EditSeq, verschiedene DNA- DNA Star Inc.
PrimerSelect, SeqMan, Analysen

MapDraw, MegAlign

Multi Locus Sequence Typin
(MLST)

yBestimmung der
Sequenztypen von
Burkholderia

http://www.mlst.net/

TMpred - Prediction of
Transmembrane Regions an
Orientation

Transmembran Analyse
dvon Aminosauresequenze

http://www.ch.embnet.org/
n

TMHMM Server v. 2.0
Prediction of transmembrane
helices in proteins

Transmembran Analyse
von Aminosauresequenze

http://www.cbs.dtu.dk/services/
nmMHMM/

ProtScale/ Hphob. / Kyte & | Hydrophobizitats-Analyse| http://www.expasy.ch/cgi-
Doolittle von Aminosauresequenzerbin/protscale.pl
PEDANT - Protein verschiedene Protein- http://pedant.gsf.de/

Extraction, Description and

analysen

Analysis Tool
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Burkholderia Isolate durc ~ h Multilokus
Sequenztypisierung (MLST)
Die dieser Arbeit zur Verfigung gestellten Isolate gehoreVertretern der apathogenen

(B. thailandensisals auch pathogeneB.(pseudomalleiB. malle) BurkholderiaSpeziesB.
thailandensigst in Risikogruppe 1 eingestuft, hingegenBstmalleiund B. pseudomallein
Risikogruppe 3 eingestuft und muss auch unter entsprechendem Containi8enB)(B
bearbeitet werden. Bei den Isolaten handelte es sich um bisrtdtarakterisierte bakterielle
Stamme der oben genannten Spezies. Um eine Bearbeitung dee lsolat korrekten
Sicherheitsbedingungen vorzunehmen, wurden die 22 zur Verfigung geststimme
zunachst mit Hilfe der MLST (s. 2.6.7) charakterisert. Mit NUST konnten 10 der 22
Isolate alsB. thailandensisstamme und 12 aB. pseudomallebtamme identifiziert werden.
Far vier der 1B. pseudomallestdmme konnte dem Allel-Profil kein Sequenztyp zugeordnet
werden. Somit handelt sich bei diesen Stammen um bisher noch nicht bekeguéaztypen
fur die entsprechende Spezies. Die Allelprofile und die daraudieesotlen Sequenztypen
(ST) wurden nach Eingabe der ermittelten DNA-Sequenzen mite Hiér Webseite

Shttp://bpseudomallei.mist.net analysiert und in Tab. 3-kusammengefasst.



Ergebnisse | 57

Tab. 3-1: MLST-Analyse der uncharakterisiertenBurkholderia Isolate.

Allel-Profil bisher bekannte

Isolat ace gitB gmhD lepA lipA narknd] OV Stamme Spezies
E049 6 10 15 8 10 14 9 76 LE1 B. thailandensis
EO58 6 10 15 30 10 14 |9 360 E0146 B. thailandensis
EO067 6 10 16 8 10 14 |8 80 E111, E216, G32B. thailandensis
E131 6 10 15 3010 14 |9 360 E0146 B. thailandensis
E143 6 10 16 8 10 14 |8 80 E111, E216, G32B. thailandensis
E153 6 10 15 8 9 14 9 361 E0433 B. thailandensis
E163 6 10 16 30 9 14 9 356 E0336 B. thailandensis
E184 6 10 15 8 10 14 |8 354 E254 B. thailandensis
E202 6 31 15 8 10 14 8 357 E0202 B. thailandensis
E207 6 10 15 8 10 14 8 345 E254 B. thailandensis
Bp01 1 12 2 1 1 1 I 38 SID 3477, Ranong BOpseudomalle

\W
Bp02 1 12 10 2 1 2 Q1 43 | SID 3811, SID 4045, | B. pseudomalle
2000032026
Bp03 3 1 2 1 6 4 3 49 SID 6025 B. pseudomalle
Bp04 1 1 2 1 5 1 92 2002721123 | B. pseudomalle
Bp05 4 1 6 2 6 2 [ unbekannt - B. pseudomalle
Bp06 31 2 11 3 B3 46 NCTC 10276, | B. pseudomalle
MK1867, SID 3783
Bp07 3 4 11 3 5 4 6 70 383.5, 383.9, LE2B. pseudomalle
Bp08 3 2 3 1 6 4 {1 unbekannt - B. pseudomalle
Bp09 1 12 6 1 1 4 6 unbekannt - B. pseudomalle
E021 (Bp1l0)] 3 4 11 3 5 6 |6 unbekannt - B. pseudomalle
E032 Bpll)| 3 1 2 1 5 4 |1 168 E0233, 2666, EQ2B3pseudomalle
E044 Bpl2)| 3 2 11 3 5 4 |6 654 479a B. pseudomalle

Die Spezies-Zuordnung der Isolate unbekannten STs wurde anhand cest-afinlichen
Sequenztypen vorgenommen. In der Spalte “bisher bekannte Stamudejewieils maximal drei
Stdmme aufgefihriace = ,Acetyl Koenzym A ReduktasegltB = ,Glutamate SynthasegmhD =
LADP Glycerol Mannoheptose EpimeraselepA = ,GTP-Bindung ElongationsfaktorJipA =
.Liponsaure SynthetasefiarK = ,Nitrit Sekretionsprotein“ndh= ,NADH Dehydrogenase”.

3.2 Mitomycin C-Induktion der Burkholderia-Kulturen
Zur Gewinnung von temperenten Phagen aus BlahkholderiaWirtsstammen wurde eine

Mitomycin C-Induktion in Flussigkulturen durchgefuhrt. Unter dem Einftlisses Induktors
beenden temperente Phagen ihren Prophagenstatus in der lysogbkmemdeavechseln in
den lytischen Vermehrungszyklus. Weitere andere Induktoren, wie KoBloxacin oder
UV-Licht, wurden ebenfalls Uberprift. Sie fihrten nicht zur Freisgy von Phagen aus den
getestetemBurkholderiaStammen.

Um eine optimale Induktion von moglichen Phagen Buikholderienzu erreichen, wurden
die Mitomycinkonzentration und der Induktionszeitpunkt variiert. Die Phagenimadukti
wurde anhand der Reduktion der ggder Kultur nach Zugabe von Mitomycin C gemessen.
Die Reduktion der OB, der Kultur weist auf eine Freisetzung von Bakteriophagen und die

damit verbundene Wirtszelllyse hin. Als Versuchsstamm wurde dets3dmm des
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charakterisierten Phagen phiE1ES,thailandensi€E125 [179], verwendet. Die Zugabe von
Mitomycin zu 5ml Flassigkultur erfolgte in einer Endkonzentration von 1,0 H&/®l. Die
Untersuchung ergab, dass eine Mitomycinkonzentration unter 1,0 pg zuselveachen
Reduktion der Ok, bis auf etwa 0,8 - 1,0 fihrten. Bei Konzentration von 1,0 - 5,0 pg/ml
konnte keine direkte Korrelation zwischen Reduktion degd@lnd Mitomycinkonzentration
detektiert werden, in allen Fallen konnte dieggDaber auf Werte von 0,2 - 0,5 reduziert
werden, was auf eine ausreichende Freisetzung von Phagen hindeutetn Umptidelen
Induktionszeitpunkt ~ herauszufinden wurde Mitomycin zZu unterschiedlichen
Wachstumsphasen der Bakterien in der Flissigkultur dazugegebep, (DD- 0,4). Auch
hier konnte keine direkte Korrelation zwischen Induktionszeitpunkt und ReduktiddDRigy
festgestellt werden. In wiederholten Versuchen war eine ReduktiogireufOR, von 0,2 —

0,5 bei allen Zeitpunkten zu erkennen. Fir alle weiteren Versuches wardit entschieden,
die Induktion der moglichen Phagen aus BemnkholderiaStammen mit einer Mitomycin C-
Konzentration von 2,5 pg/ml und bei einem Induktionspunkgdidn 0,25 durchzufihren.

Dies entspricht auch den aus der Literatur beschriebenen Daten [49;179].

Nach Induktion der Kulturen der 1(B. thailandensisStamme als auch der 12

B. pseudomallestamme wurde die Reduktion der P Uber einen Zeitraum von 17
Stunden beobachtet. Die starksten Reduktionen bis auf eigg @in 0,21 — 0,32 konnten

bei denB. thailandensig<ulturen E058, E067, E131 und E202 beobachtet werden (s. Abb.
3-1). Auffallend bei diesen Kulturen ist auch der schnelle Eotbrder ORyo Uber einen
kurzen Zeitraum, der auf eine Freisetzung von Bakteriophagen und die wdsbundene
Wirtszell-lyse deutet. Im Vergleich dazu wiesen die anmderst Mitomycin induzierten
Kulturen eine langsame Verringerung der gfauf, die eher auf eine toxische Wirkung des
Mitomycins auf die Kultur hindeutet. Die Reduktion der optischen Dichten von
B. pseudomalleKulturen konnte auf Grund der Gegebenheiten im L3-Labor lediglich per
Augenmal}d beurteilt werden. Die am starksten eingebrochenen Fllissgkuvaren Bp2,

Bpl10 und Bpl2. Eine zusammenfassende Dokumentation dgp-®Brlaufe nach Zugabe

von Mitomycin C ist in Tab. 3-Bnd Abb. 3-1 dargestellt.

Dass die Iytische Aktivitat in Mitomycin C-induzierten Kulturid@nden auf die
Anwesenheit von Phagen zurtickzuftiihren war, konnte, abgesehen vom E202- und vom Bp2-
Kulturiiberstand, bei den genannten Stdmmen durch Spottests bzw. die Infektion
verschiedeneBurkholderiaStamme nachgewiesen werden. Auch durch intensive Versuche
war es nicht mdglich, Prophagen in den anderen Burkholderien zu detekii@ariglich
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sind diese Stdmme nicht lysogen oder vorhandene Prophagen sind utefestmit z. B.

nicht in der Lage, vom lysogenen in den lytischen Zyklus zu wechseln.

Tab. 3-2: Reduktion der optischen Dichten (Olgy) der B. thailandensis- (a) und derB.
pseudomallel Kulturen (b) nach Mitomycin C-Induktion.

(A) Reduktion der ODggo | Spottest |(B) Reduktion der ODgoo | Spottest
Wirtsstamm der induzierten Wirtsstamm der induzierten
(B. thailandensis) | Kulturen nach 17h (B. pseudomallel) | Kulturen nach 17h
E049 0,99 - Bpl Reduktion -
EO058 0,23 + Bp2 sehr starke Reduktion -
EO067 0,21 + Bp3 Reduktion -
E131 0,28 + Bp4 Reduktion -
E143 0,98 - Bp5 Reduktion -
E153 1,17 - Bp6 Reduktion -
E163 1,61 - Bp7 Reduktion -
E184 0,96 - Bp8 Reduktion -
E202 0,32 - Bp9 Reduktion -
E207 1,07 - Bpl10 sehr starke Reduktion +
Bpl1l Reduktion -
Bpl2 sehr starke Reduktion  +

Mitomycin C-Zugabe erfolgte in einer Endkonzentration von 2,5ug/nnl. [E* signalisiert die
Plaguebildung im Spottest, ein ,— keine Plaguebildung auf RienkholderiaWirtsstammen durch
die jeweiligen Kulturiberstande.
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Abb. 3-1: Wachstumskurven der B. thailandensis-Kulturen mit Mitomycin C-Induktion (rote
Linie) und ohne Mitomycin C—Induktion (blaue Linie). Die Mitomycin C-Induktion erfolgte bei
einer ORgovon 0,25 (roter Pfeil) in einer Endkonzentration von 2,5ug/ml.
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3.3 Isolierung und Vermehrung von B. thailandensis und B.
pseudomallei Phagen
In 4 von 10 sterilfiltrierten Uberstanden Mitomycin C-induzieerthailandensigulturen

und bei 2 von 1B. pseudomalleKulturen konnte lytische Aktivitdt beobachtet werden, die
auf die Anwesenheit von Phagen zuruckzufiihren war. Die Vermehrung hdeger
ausgehend von einem Einzelplaque, erfolgte Uber Softagarplatten mflitekier Lyse des
Wirtsstammes. Eine Konzentrierung konnte durch die PellettierurdgnnUltrazentrifuge
erreicht werden. Durch die anschlieRenden CsCl-Dichtegradientefugation konnten die
Phagen in sehr reiner Form gewonnen und noch stérker konzentrierhwirke Ausnahme
hierbei stellten die beiden Phagen aus Blepseudomallestdmmen Bpl10 und Bpl2 dar. Die
Aufreinigung durch den CsCI-Gradienten zeigte bei diesen Phageenké&rfolg. Nach
mehrfachen Versuchen konnten in den abgezogenen Banden wiedertiigiicHe
Phagenpartikel nachgewiesen werden, obwohl intakte Phagen nachndenk@rung durch
Ultrazentrifugation vorhanden waren.

Aus den induzierten Kulturen E058, E067, E131, E202, Bp2, Bp10 und Bpl2 konnten die
Phagenlysate mit dem Phagen phiEO58, phiE067, phiE131, phiE202, phiBp10 und phiBpl2
gewonnen werden. Diese neuen Phagen wurden in dieser Arbeit eyssobdirt und einer
Charakterisierung unterzogen. Die Anwesenheit von Bakteriophagen ibydaten konnte
durch elektronenmikroskopische Aufnahmen eindeutig bewiesen werdeibl(s3Al). Zur
weiteren Charakterisierung der Phagen wurde u.a. die Bestimmungidespektrums im

Zuge eines Spottests (s. 2.6.7) und DNA-Isolierung mit anschliel3@edaiktionsanalyse (s.
2.6.10) durchgefihrt.

3.4 Wirtsspektren der Phagen
Bakteriophagen besitzen eine in manchen Fallen hochspezifischeathtyssche Fahigkeit

gegeniber Wirtsbakterien. Diese Fahigkeit kann unter anderenm ad&teliches Instrument
bei der Diagnostik unbekannter mikrobiologischer Proben genutzt werdenPHaigen
phiE125 [179] und phil026b [49] beispielsweise, kdnnen auf Grund ihrer spezifisgben
von B. mallei zur Identifikation dieses Erregers genutzt werden. Darum soliteitere
Phagen aus Burkholderien isoliert und beziglich ihres Wirtsbereichesdamd ihrer
moglichen Nutzbarkeit fur die spezifische Diagnostik charakterisigdtene

Fur die Bestimmung der Wirtsspektren der isolierten Phagen wugsrst die Stamme der
GattungBurkholderiauntersucht. Neben déBurkholderiasp. wurde eine Vielzahl weiterer

Bakterienspezies auf ihre Phagen-Sensitivitat getestet. Ideinisolierten Phagen zeigte im
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Spottest eine lytische Wirkung auf einen Stamm einer andergon@a(s. Tab. 3-3). Auf
ihrem jeweiligen Ursprungsstamm zeigten die Phagen ebekéafis lytische Aktivitat. Die
Phagen unterschieden sich aber in ihren Wirtsspektren innherh&brét@olderiasp.

Die B. thailandensi®?hagen phiEO58 und phiE131, die sich durch weitere Analysen als
identisch herausstellten (s. 3.7), zeigten eine lytische Wirkungl@ufon 12 getesteten
B. thailandensis auf 3 von 13. mallei und auf 10 von 12B. pseudomalleStammen.
phiEO67 konnte 11 von 13. thailandensis keinen der 13B. mallei und alle 12

B. pseudomallebtamme lysieren. phiE202 wies keine lytische Aktivitat auf, ewexif den
apathogenen noch auf den pathogdderkholderiaStammen.

Die aus derB. pseudomalleStammen isolierten Phagen phiBp10 und phiBpl2 wiesen ein
Wirtsspektrum auf, das sich auf die pathogenen Speéigseudomalleiund B. mallei
beschrankte. Weder andere getedBetekholderiasp. noch andere Bakterien Spezies wurden
im Spottest durch diese Phagen lysiert. Die lytische AktigeégrentibeB. pseudomalleiwar
jedoch eingeschrankt, so dass nur 5 von 12 Stdmmen lysiert wurden. phiBpRkewies
lytische Aktivitat auf, weder auf den apathogenen noch auf den patimoBenholderia

Stammen.
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Tab. 3-3: Wirtspektren der isolierten Phagen aus. thailandensis (a) und B. pseudomallei (b).

Phagenlysat phiEO58 phiEC67 phiE131 phiE202

Wirtstamm

(Anzahl getestete

Stamme)

B. pseudomallgjl2) + + + -
(Bp2, BpS) (Bp2, BpS)

B. mallei(13) + - + -
(Bm6, Bm7, (Bm6, Bm7,

Bm10) Bm10)

B. thailandensig12) + + + -

(E058, E131) (E067) (EO058, E131)

weitereBurkholderiasp. - - - -

weitere Bakterien sp. - - - -

Phagenlysat phiBp2 phi Bp10 phi Bp12
Wirtstamm
(Anzahl getestete
Stamme)
B. pseudomallgjl2) - + +

(Bp4,Bp5, Bp6,| (Bp4,Bp5, Bpé,
Bp7, Bp9, Bp7, Bp9, Bp10,
Bp10, Bp12) Bp12)
B. mallei(12) - + +
B. thailandensig12) - - -

weitereBurkholderiasp. - - -

weitere Bakterien sp. - - -

Ein ,+“ signalisiert die Plaquebildung im Spottest, ein ,€ie Plaguebildung auf den getesteten
Wirtsstammen durch die jeweiligen Phagenlysate. Die in Klammgpeschriebenen Stamme zeigen die
Ausnahmen an. Komplette Liste getesteter Bakterien: siehe Tab. 6¥hbin6-2 im Anhang.

Nach Betrachtung der Wirtsspektren hinsichtlich einer moglichemw&fedlung der Phagen
fur die Diagnostik von pathogenen Burkholderien und insbesondere zur Difestergivon
apathogenerB. thailandensisStammen und pathogendd pseudomalleibzw. B. mallet
Erregern wurden die Phagen phiEO67 und phiBpl10 ausgewé&hlt und somit in glrdéni
Arbeiten einer detaillierteren Charakterisierung unterzogen.

Die Spezifitdt des Phagen phiBp1l0 gegentber den pathogenen $hgzsesidomalleund

B. malleiermdglicht die Unterscheidung der pathogenen von den apathogenen Burkholderi
Verwendet man dazu in Kombination den Phagen phiEO67, der eine Spemgfnuber

B. thailandensisindB. pseudomalleaufweist, kann zusétzlich eine Differenzierung zwischen

B. pseudomallevon B. malleiStammen erfolgen. Allerdings muss angemerkt werden, dass
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der Phage phiBpl0 den Wirtsstan®n pseudomallenur eingeschrankt lysiert, 7 der 12

getesteten Stamme zeigten keine Sensitivitat gegeniber dem Phagen.

3.5 Analyse der Plaguemorphologie
Zur Charakterisierung der Plaquemorphologie ist die ErzeugungEumzelplaques eine

Voraussetzung, welche man durch Herstellung einer Verdinnungsreijewdzkigen zu
testenden Phagenlysates und Ausbringung auf den jeweiligen Wirtsstainder ,,Soft Agar
Overlay Technik" erreicht. Bei dem auB. thailandensisgewonnenen Phagen phiE067
erfolgte die Einzelplaguerzeugung &ifpseudomalleBpl als Wirtsstamm. Die Plaques, die
durch diesen Phagen erzeugt wurden, hatten einen Durchmesser von 1-anemklar und
hatten einen scharf abgegrenzten Rand (s. Abb. 3-2).

10 mm

Abb. 3-2: Plaguemorphologie von phi067 auf dem WirB. pseudomallei Bpl. Die Fotos wurden
zur deutlichen Darstellung der Plagues mit einem schwarzen Hintergrusfe rdiggd

Zur Dokumentation der Plaques des Phagen phiBpl0 wBrdeallei als Wirtsstamm
verwendet. Die Plaques des Phagen waren denen des Phagen phiEO&[nketr Der
Durchmesser betrug 1-3 mm, die Plaques waren klar und von dem umgebenden
Bakterienrasen klar abgegrenzt (s. Abb. 3-3).
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Abb. 3-3: Plaguemorphologie von phiBpl0 auf dem WirtB. malle Bm3. Auf Grund der
Gegebenheiten im L3-Labor wurden die Fotos zur deutlichen Darmieder Plagues mit einem
schwarzen Hintergrund angefertigt.

3.6 Analyse der Phagenmorphologie durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen
Die Einordnung von Bakteriophagen erfolgt wie einleitend beschrieben ufgaurad ihrer

Morphologie, also der Phagenkopfstruktur und, falls vorhanden, der Phagenschyké&unzstr
Anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen konnte festgestellinwdeds es sich
sowohl bei den auB. thailandensigls auch bei den als pseudomallegewonnenen Phagen
um geschwanzte Phagen mit ikosaedrischem Kopf handelt, die demnadDrdiamg
Caudoviraleszugeordnet werden konnen (s. Abb. 3-4). Die Schwanzstrukturen sind dick, sehr
strukturiert und kontraktionsfahig. Am distalen Schwanzteil sind beigem Phagen
Bodenplatten zu erkennen, an digikeférmige Fortsatze und Schwanzfibern anschliel3en.
Ferner ist bei den Phagen eine sich verjingende Halsstruktur zu erkennen, an vedldsss s
ikosaedrische Kapsid anschliel3t. Die Phagen haben eine GroRe vbrO€00 nm. Alle
Phagen gehoren somit zur Familie Bgroviridae

Auffallig bei denB. pseudomallePhagen waren die oft in Bestandteile zerfallenen Phagen.
Nicht selten waren einzelne Phagenstrukturen, wie Phagenschwanzehagehl&®pfe zu
erkennen. Auch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen Blébailandensig?hagen
phi202 zeigten nur Phagenpartikel, was erklaren kénnte, dass dieser Pltgettest keine

Aktivitat zeigte. Es liegt offenbar ein Defekt bei der Assemblierumdg®tdagenpartikel vor.
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Abb. 3-4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen derBurkholderia Phagen. phiEO58 (A, B),
phiEO67 (C, D), phiE1l31 (E, F), phiBp10 (G) und phiBpl12 (H). Sie gehtren morpbaitoni den
Myoviridae. Zum Teil sind kontrahierte Schwanzteile (Pfeil in C und &)d einzelne

Phagenstrukturen zu erkennen (G und H). Die Bilder wurden angefertiHerrn Dr. Michael Laue,
RKI, Berlin.
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3.7 DNA Analysen

3.7.1 DNA Restriktionen
Zur weiteren Charakterisierung der Phagen und um eine GrolRenbestgnder isolierten

Phagen-DNA durchzufuhren, erfolgten Restriktionsanalysen. Durch #imsate gezeigt
werden, dass alle isolierten Phagen doppelstrdngige DNA enth&ltenRestriktionen
wurden mit verschiedenen Enzymen durchgefiihrt, wobeiEsicR| als am besten geeignet
fur die Restriktion deB. thailandensisals auctB. pseudomallePhagen-DNAs herausstellte,
so dass damit gut differenzierbare DNA-Fragmente nach Restriim Agarosegel
dargestellt werden konnten (s. Abb. 3-5, Abb. 3-6). Die im Agarosega&rkennenden
Fragmente hatten eine Grof3e von ca. 300 — 9000 bp. Das HRggnerzeugte DNA-
Fragmente, die im Agarosegel im niedermolekularen Bereich jedowhmend schwieriger
zu differenzieren waren. Die RestriktionsendonukledamH| EcoRV, Hindlll, Hpall und
Smd dagegen zeigten Bandenmuster, deren Produkte sich im AgaraseBereich eines
hoheren Molekulargewichts bewegten und die einzelnen Fragmente aufgrandsitifie
nicht deutlich genug voneinander getrennt werden konnten (Daten nicht gezeigt).
Anhand der produzierten Bandenmuster konnte des Weiteren festgestdiin, dass es sich
bei den Phagen phiEO58 und phiE131 um dieselben Phagen handelte. Allehgregiic
Bandenmuster waren, bei Verwendung des gleichen Enzyms, fir leeden Phagen
identisch.Abb. 3-5zeigt die Restriktionsverdaus und die identischen Restriktionsmugster
phiEO58 und phiE131 durch die EnzyrBeoRl und Rsd. Bestatigt werden konnte diese
Annahme durch die Analyse der Wirtsspektren beider Phagenlysétbeveech ebenfalls als
identisch herausstellten (s. 3.4). Die MLST der Wirtsstdimme HO&8 E131 zeigten
aulBerdem Ubereinstimmende Sequenztypen. AuchBdr&holderia pseudomalld?hagen
phiBp10 und phiBpl2 wiesen ein identisches Restriktionsmuster auf und konnten als
dieselben Phagen identifiziert werden (s. Abb. 3-6). Zusatzli@gnwimerken, dass die DNA
von phiBp10 und phiBpl2 nur in einer geringen Konzentration von ca. 10ng DNAMQuI H
isoliert werden konnte. Im Vergleich dazu konnten beiBlethailandensig?hagen zum Teil
Konzentrationen von bis zu 2ug DNA/ul,® erreicht werden. Grund hierfir war die
Tatsache, dass sich die Phagen phiBp10 und 12 wegen ihrer Instabilitatbackine CsClI-
Dichtegradientenzentrifugation aufreinigen lie3en und somit Venigteig aufwiesen. Bei
der DNA-Isolation konnte der DNase- und RNase-Verdau zur Reduktionnkioietgender
bakterieller DNA des Weiteren nur eingeschrankt durchgefiiartlen, da sich ein grol3er
Teil der Phagen-DNA wahrscheinlich bereits aul3erhalb der kaputten Phagenkopde befa
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Abb. 3-5: DNA-Restriktionsmuster der isolierten B. thailandensis-Phagen. Gezeigt sind die
Restriktionsmuster der Phagen phiEO58 (1), phiEO67 (2), phiE131 (3)phit202 (4) nach
Restriktion mitEcoRI und Rsd. M, = Marker Lambda DNA/Eco130I; | = 100bp DNA ladder
Plus.

L FooRi-—

Kb M, 1 2 3 M, Kb

18y

7.7
6,2
4.2
20 — 34
2,69
20 1,88
15| 1,48
T2 —
1,03 — 0.92
B5_
01

Abb. 3-6: DNA-Restriktionsmuster der isolierten B. pseudomallei-Phagen. Gezeigt sind die
Restriktionsmuster der Phagen phiBp2 (1), phiBp10 (2) und phiBplr2a(® Restriktion miEcaRl.
M, = Marker Lambda DNA/Eco130I; j = 100bp DNA ladder Plus.
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Zur GroélRenbestimmung der DNA-Fragmente und daraus resultierendhdgeri@genome
wurde das Programm ,Quantity One 1-D Analysis® und das Systdwietular Imager
ChemiDoc XRS*" herangezogen. Anhand der Gro3en der DNA-Fragmentadesr wurden
die GroRRen der einzelnen DNA-Fragmente der Phagen-DNA mé Hif Software bestimmt
und durch die Summe der Fragmentgrof3en die Phagengenomgrol3e berecspieth&fe ist
das System fur diB. thailandensig®hagen in Abb. 3-dargestellt.
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Abb. 3-7: GenomgroRenbestimmung der isoliertenB. thailandensis-Phagen mit Hilfe der
Software ,Quantity One 1-D Analysis“. Durch den Vergleich der DNA-Banden der DNA-Marker
definierter GréRRe, mit den erzeugten Banden des Bandenmustdtilfenitler Software, konnte auf
deren GréR3e (in bp) geschlossen werden. 1= phiE058; 2 = phiBG6EHIE131; 4 = phiE202; M =
Marker Lambda DNA/Eco130I; i} = 100bp DNA ladder Plus.

Die Ergebnisse der Genomgrol3enbestimmungen mit dem “Molecular Imaiger

B. thailandensisind derB. pseudomalleiPhagen sind in Tab. 3-dargestellt. Eine fast exakt
gleiche Genomgrol3e der Phagen phiEO58 und phiE131 sowie phiBpl0 und phiBpl2tbestatig
ein weiteres Mal, dass es sich bei diesen um je zwei ideatiBbhagen handelt. Eine exakte
Bestimmung der Genomgréf3e wurde fir phiEO67 durch die SequenzierumgvgBATC
Biotech AG* durchgefihrt (s. 3.8).

Tab. 3-4: Genomgroéf3en der isolierten Phagen.

phiEO58 53,12 Zur Anwendung kam hier die Software ,Quantity
phiEO67 42,96 One 1-D Analysis® und das System “Molecular
phiE131 53,44 Imager ChemiDoc XRS*. Trotz der Annahme, dass
phiE202 37,00 phiEO58 und phiE131 sowie phiBpl0 und phiBp12
phiBp2 34,00 identische  Phagen  darstellen, wurden die
phiBp10 34,41 GenpmgrbBen zunachst unabhéngig voneinander
phiBp12 34,25 bestimmt.
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3.7.2 DNA Hybridisierungen
Um DNA-Homologien der isolierten Phagen untereinander und zu dentsbpuéiizierten

BurkholderiaPhagen phil026b [49] identifizieren zu kdnnen, wurden DNA-Hybridisierungs-
Experimente mit den Phagen-DNAs durchgefuhrt. Hierbei werden rsespezifische
Homologien auf DNA-Ebene nachgewiesen. EitoR| gespaltene Phagen-DNA wurde dazu
gelelektrophoretisch getrennt und durch Southern Blot auf Nylonmembrandragéer Als
Hybridisierungssonde wurdecaRl-gespaltene, mit DIG markierte Gesamt-DNA der Phagen
phiEO67 und phiBp10 eingesetzt.

Durch die Versuche konnte festgestellt werden, dass Homologieschem den aus

B. thailandensisgewonnenen Phagen phiEO67 und phiEO58 bzw. phiE131 bestehen. Von
einigen DNA-Fragmenten der Phagen phiEO58 und phiE131 ging nach Inkubatidermit
phiEO67-Sonde ein Hybridisierungssignal aus (s. Abb. 3-8 A). Die DNgrkeate des
Phagen phiEO67 als Positivkontrolle zeigten intensive Signale. Dieggebnisse
verdeutlichen die hohe phylogenetische Beziehung zwischen den Phagéb8ahintE131

und phiEO67. Interessanter Weise konnten mit der phiE0O67-Sonde keine Sighalem
ebenfalls aus. thailandensistammenden Phagen phiE202 erzeugt werden. Signale bei den
DNA-Fragmenten derB. pseudomallePhagen phiBplO0 und phiBpl2 und dem Phagen
phil026b wurden nicht detektiert. Des Weiteren konnte hier, wie schon bei der
Restriktionsanalyse gezeigt, ein identisches Muster der Phapen058 und E131
nachgewiesen werden.

Bei Verwendung der phiBpl0-Sonde wiederum konnten keine Signale mitads

B. thailandensisgewonnenen Phagen phiE067, phiEO58 und phiE131 detektiert werden.
Jedoch lieBen sich Signale bei DNA-Fragmenten von Bysseudomalleistammenden
Phagen nachweisen. phiBpl0 als Positivkontrolle eingesetzt, zeidte Signale und auch

bei dem Phage phil026b [49] (s. Abb. 3-8 B) konnten Signale einiger Bandétiedete
werden. Weiterhin konnten starke Signale bei demBatlkailandensistammenden Phagen
phiE202 festgestellt werden, welches ein Hinweis fir eine phy&igehe Verwandtschaft

der Phagen ist.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse der DNA-Hybridigien eine
phylogenetische Verwandtschaft dgrthailandensig?hagen phiE058/phiE131 und phiE067
untereinander sowie eine phylogenetische Verwandtschaft Bdg@seudomallePhagen
phiBp10, phiBp1026b untereinander und mit d@nthailandensig?hagen phiE202.
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Abb. 3-8: Hybridisierung von Phagen-DNAs. Die verwendete Hybridisierungsonde war
phiEO67Ecarl (A) und phiBplOEcdRI (B). Die Phagengenome wurden vor dem Transfer auf die
Nylonmembran mitEcaRl gespalten. Alle sichtbaren Banden sind Signale die durch dilsierung

der jeweiligen Fragmente mit den jeweiligen markierten Sondietektiert werden konnten. 1=
phiE058; 2 = phiE067; 3 = phiE131; 4 = phiE202; 5 = phiBp10; 6 = phi1026b

3.8 DNA-Sequenzierung des Phagen phiE067
Die Sequenzierung der Phagen-DNA phi067 erfolgte durch die Firma QeBidtech AG*.

Der Phage phiBpl0, welcher fir diagnostische Zwecke in Kombinatiordenit Phagen
phi067 eingesetzt werden soll, konnte auf Grund der mangelnden DNA&Duailiht

sequenziert werden.

3.8.1 DNA-Endstrukturen von phiE067

Wie einleitend beschrieben, konnen Bakteriophagen der Ord@awngloviralesentweder
kohasive Enden (,cos-sites”) oder terminale Redundanz als DNA+Ektisen aufweisen.
Dies soll in der Folge zur Charakterisierung der Phagen-DNA untersuchtwerde

Durch Restriktionsanalysen konnte bereits gezeigt werden, dassPtdage phiE067
doppelstrangige DNA besitzt. Die Sequenzdaten des Phagen wurden Emue,GATC
Biotech” generiert. Die DNA-Endstrukturen weisen nach Anotierung v&TdS eine
repetetive Sequenz auf. Nach Analyse der Sequenzierungsergebritssidilfen des
Programms ,MacVector” (s. 2.9.2) konnte ein 509 bp langer ,direct tegea3’ und am 5'-
Ende der Phagen-DNA festgestellt werden. Dies entspricht @mamilen Redundanz von
1,15%. Zur genauen Analyse wurden Amplifikationen der DNA-Endstrukturemgkfichrt.
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Bei diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass es sich nicleine repetetive
Sequenz, sondern um eine singular vorkommende 509 bp lange Sequenz handielh Deut
gemacht wurde dies durch das von den Primern phi067-left-End-1 (1) und pigidBEnd-1

(2) erzeugte Amplifikat (s. Abb. 3-9). Im Falle einer repetgbvkommenden DNA-Region

von 509 bp ware mit den Primern ein Amplifikat einer Gré3e von 1068 bp zutemwa
gewesen, im Falle einer singular vorkommenden Region ein Fragiae@roiie 534 bp. Im
Agarosegel war nach Amplifikation ein Fragment, welches der Gs88éip entsprach, zu
erkennen und zwei weitere Fragmente bei ca. 1350 und 3200 bp. Um sigedenywurden

alle drei Banden aus dem Gel eluiert und per Sequenzierung Uber@igt.
Sequenzierungsergebnisse bestétigten die Annahme, dass es glothlédi dem 534 bp
Fragment um die in Frage kommende Sequenz handeln konnte. Die beiden grol3eren
Amplifikate entstanden durch unspezifische Bindung der Primer atewtiplate-DNA. Die
Sequenzierung bestatigte somit, dass die DNA-Endsequenz nicht, gonW@ATC Biotech
angegeben, repetetiv, sondern singular vorhanden war. Die durch Gdésk@estellte
Gesamtlange des Phagen phiEO67 von 44,158 kp wurde darum um die GrofRe des
vermeintlichen direct Repeat von 509bp reduziert, so dass man eine @&I3a,649 kb

erhalt.

Weiterhin konnte durch die Sequenzierung des 534 bp- Fragementestihityerden, dass

es sich bei dieser DNA-Region nicht um die eigentlichen Phagen-Hraelelt, da Gber die
Region hinaus amplifiziert und per Sequenzierung eine durchgehende Sexjmengt
werden konnte. Im Falle von vorhandenen Phagen-Enden héatte es zum Abbruch der

Reaktionen kommen sollen.
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Abb. 3-9: PCR-Analyse der von ,GATC Biotech” vorgegebenen Phagen-DNEndsequenzen.

(A): Die Primer (schwarze Pfeile) sind in Position 515 — 531u(i 43622 — 43639 (2), also wenige
Basenpaare up bzw. downstream der vermeintlich repetetivenrR@lirch rote Felder markiert) am
3’ und 5’-Ende der Phagen-DNA, lokalisiert. 1 = Primer phiO6%H@id-1; 2 = Primer phi067-right-
End-1. (B): Die Amplifikat représentierende Bande hat imrAgegel eine ungefahre Grofl3e von ca.
540bp (Pfeil). Dariiber liegende Banden reprasentieren unspezifische Aatglifik

Da festgestellt werden konnte, dass es sich bei der von GAgé€hammenen und von uns
untersuchten DNA-Region offenbar nicht um terminal redundante Endsenkhandelt,
sollte nun auf kohasive Enden (,cos-sites") untersucht werden. KohésdenHuihren zu
Konkatemerisierung der DNA, wobei es allerdings nicht zu einemgdRhluss unter
kovalenter Verkntpfung der DNA kommt, sondern lediglich zu einem Ringsct&rsauf
Basenpaarung der uUberhd&ngenden ,cos-sites* basiert. DemzufokyeeasTrennung dieser
Form von DNA-Enden durch eine Erhitzung maéglich.

Nach Hydrolyse der phiEO67-DNA miEcdRl und einer anschlielBenden 10 min/80°C
Behandlung und sofortiger Abkuhlung auf Eis konnte beobachtet werden, ddssddie
Fragmente in Position 39434 — 42192 (2,758 kb) und 7437 — 8167 (730 bp) fast vollstandig
aus dem Restriktionsmuster verschwanden (s. Abb. 3-10, Spur 4). EifichsatEragment,
bei ca. 1,1 kb, konnte nach dieser Behandlung detektiert werden. Logiscleesalie beim
Zerfall des 2,758 kb grof3en Fragments in ein ca. 1,1 kb gro3es Fragmeiteres einer
Grof3e von ca. 1,65 kb entstehen. Dieses Fragment konnte im Agarosegetiatb@éetektiert
werden. Mdglich ist, dass es von dé&uooRI-Fragment bei 1,621 kp verdeckt wurde. Zwei
neue Fragmente nach Erhitzung der DNA, die das 730 bp grof3e Fragprésemnderten,
konnten nicht detektiert werden. Durch Behandlung mit T4-Ligase voragrilRion konnte

sowohl das 2,758 kb als auch das 730 bp gEfeRI-Fragment stabilisiert werden, so dass
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diese in diesem Fall nach der 10 min/80°C Behandlung erhalten blieben utidhdieut

Agarosegel zu sehen waren (s. Abb. 3-10, Spur 1 und 2).

T4-Ligase
180T
Abb. 3-10: EcoRI-Restriktionsanalyse der phiE067 DNA, zur Detektion des,cos-sites*-
enthaltendemEcoRI-Fragment im phiEO67-Genom.M = Marker 100bp+; 1 = T4-Ligase behandelt
+ EcoRl; 2 = wie Spurl +80°C/10min-Behandlung; 3 = nbcdRl; 4 = EcoRI+80°C/10min-
Behandlung. Schwarze Pfeile markieren die fehlerttmRI-Fragmente (2,758 kb und 730 bp); der
gestrichelter Pfeil markiert ein neu auftretendes Fragmermiabdi, 1 kb.

Diese Beobachtungen deuteten darauf, dass die DNA-EndstrukturerhagsnPphiE067
,C0S-sites” aufweisen, die sich innerhalb der Region des 2,758 kb dfo@@iFragments in
Position 39434 — 42192 oder des 730 bp grdBeniRl-Fragments in Position 7437 — 8167
befinden. Zur Analyse dieser Annahme wurden Sequenzierungen demfagionen der
Fragmente mit den Primern phi0O67-Analyser-A’, -A, -B, -C, -D unts@vie den Primern
phi067-Analyser-X und —Y vorgenommen (s. Abb. 3-11). Im Falle vorkommendsrsjtes*
sollte bei der Sequenzierung ein plotzlicher Sequenzabbruch auftreteReBiltate vieler
Wiederholungen der kompletten Sequenzierung der beiden Region&tdrFragmente
ergaben allerdings immer eine durchgehende Sequenz (Daten nigigt)g&omit konnte per
Sequenzierung nicht bestatigt werden, dass es sich bei einemFKi@gmente um ein ,,cos-
sites” tragendes Fragment handelte.

Die ,cos-sites” deBurkholderia Phagen phiE125 und phil026b befinden sich nur wenige
Basenpaare aufwarts des Gens, kodierend fir die groRe Terrbinseinheit. Wegen der
ahnlichen Genomorganisationen des Phagen phiEO67 mit deskinolderiaPhagen (siehe
dazu auch Punkt 3.8.2 und Abb. 3-13) wurde zusatzlich die Region um ORF48 im phiEO67-
Gemom, der fur die grofRe Untereinheit der Terminase kodiert, mitPdenern phiO67-
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Analyser-T1 - T12 sequenziert. Auch hier konnte in mehreren Wiederholuage
durchgehende Sequenz erzeugt werden, die an keiner Position einenhAdbiwes. In
Abb. 3-11 ist das phiE0O67-Genom in seiner Gesamtheit mit allenfidemten ORFs und
den genauen Lokalisationen der Uberpriften Genomregionen (rot madearg®stellt. Die
exakte Lokalisation der Phagenendstrukturen von phiEO67 konnte somit nitiminttes
werden.

Wegen der Schwierigkeiten, die tatsdchlichen Phagenendstruktuidergifizieren, wurde
Anfang und Ende des Genoms so gewéhlt wie von GATC Biotech vorgegehan.die
Nummerierung der ORFS wurde anhand der Vorgabe von GATC Biotech vorgenommen.

730 bp Terminase 2,758 kb,

| o R o o 0 2 ) s R
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Abb. 3-11: Genetische Karte des phiEO67 Genoms (43,649 kb) unéinalyse putativer
Phagenendstrukturen. Der untere schwarze Balken reprasentiert das gesami@rGeon phiEO67
mit GrolRenangabe (hier K in kb). Die Kastchen (teilweiseQRF-Nummerierung) oberhalb des
schwarzen Balken symbolisieren ORFs des ,+* (grau) - und dgblau) -DNA-Stranges. Die rot
markierten Bereiche kennzeichnen die Genomregionen, die durchn3iequeg Uberprift wurden.
Die gepunkteten Linien markieré&toRIl Restriktionsstellen bzw. Start und Stop des Terminass Gen
(terL). Uber den rot markierten Regionen ist die GroReEdeR|-Fragmente angegeben. A = 730 bp
EcdRI-Fragment in Position 7437 — 8167; B = 2,758HduRI-Fragment in Position 39434 — 42192.
terL = ORF kodierend fir die groRe Terminase-Untereinheit in Position 32989 — 34371.

3.8.2 Eigenschaften und Organisation des phiE067 Genoms
Durch die Sequenzierung und anschlieRende Untersuchungen (s. 3.8) wurde eine

Gesamtlange des Phagen phiEO67 von 43,649 kb festgestellt. Der GC-Gehalt liegt mit 64,44%
etwas niedriger als der durchschnittliche Wert Blethailandensissenoms mit 69,3% [3]. In

der 43,649kb grolen Sequenz konnten mit Hilfe von ,Genemark.hmm®
(http://exon.gatech.edu/GeneMark/) 69 potentielle ORFs identifizierten, die 91,6% der
Sequenz abdecken (s. Abb. 3-12). Sieben ORFs weisen GTG als Stadafdsechs ORFs

TTG, alle anderen haben ATG als Startcodon. Die OrientierundO&®¥s des phiEO67-
Genoms lasst darauf schliel3en, dass es in mindestens vier OpemgeiRilt ist (s. Abb.

3-12). Am Start der jeweiligen Operons konnten Promotorsequenzéh dek Typsc’® mit

Hilfe des Programms BPROM festgestellt werden (s. 2.9.2). Di¢ekbDen von
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Ribosomenbindungsstellen nach den Regeln von Stormo [147] ist in die Funktion von

~.Genemark.hmm?* integriert und erfolgte automatsich bei der Identifikatio@Bé&-s.
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Abb. 3-12: Genetische Karte des phiE0O67 Genoms (43,649 kib)er untere schwarze Balken
reprasentiert das gesamte Genom von phiE067 mit GrolRenangabé (imekb). Die Kastchen
(teilweise mit ORF-Nummerierung) oberhalb des schwarzékeBaymbolisieren ORFs des ,+“- und
des ,-“ -DNA-Stranges. Die Pfeile lUber den ORFs stellem dermutlichen transkriptionellen
Einheiten mit dem jeweiligen Promotord{Rlar (siehe auch Tab. 3-5).

Tab. 3-5: Putative Promotoren und Transkriptionsfaktoren der phE067 Genomsequenz.

Promotor | Lage Sequenz -30 Region-10 Region) | Transkriptionsfaktoren
(Bindungssequenz; Position)

Pac. 11103 - 11086 CGTTAMN-ATTTTGACC -

Po14 11109 - 11141 TTGAAMAN;;-CGGTCAAAT rpoD17 ( AAATCAGA; 11112)
Ps:. 40822 - 40795 TTGAAAN-GGATACAAT -

Pess-+ 40828 - 40858 TCGTAAN,s-TAATAGAAT rpoD18 (TTGCTTTT; 40812)

ihf (GCTAATAG; 40847)

Die Identifikation erfolgte durch Homolgie-Vergleiche Eucoli-Promotoren des Typs®° nach dem

Algorithmus von Mulligan et al. [114] mit Hilfe des Programnigggom (s. 2.9.2). Die moglichen
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren wurden ebenfaltsHitfie von BPROM ermittelt. rpoD =
“RNA polymerasep’® (sigma D) factor”; ihf = “integration host factor”

Um die Genom Organisation mit anderen Phagen besser vergleich&mrzen, wurde das
phiEO67-Genom in der Abb. 3-13 mit der grof3en Terminase UntereinieF4&) voran
skizziert. Die Genanordnung des Phagen phiEO67 entspricht einench&misnosaiken
Genom, ahnlich den lambdoiden Phagen. Beim Vergleich des Genoms von phiE@&rmit
Coliphagen Lambda (G1:215104) und dBarkholderia Phagen phiE125 (Gl:17484022),
phi1026b (G1:38505382), BcepGomr (GIl:145321088) und Bcepl76 (GIl:76885811) wird die
Konservierung der strukturellen Genanordnung deutlich. Sowohl bei dem Myophagen
phiEO67 als auch bei den nicht-kontraktilen, geschwanzten Siphophagen &lfeatie
Strukturgene kodierend fur Phagenkopfproteine die der Phagenschwameprddaran
schlieBen Gene, deren Produkte den Lyseapparat zur Wirtszsligywn. Daraufhin folgen

Gene, die an Integration und Lysogenie-Regulation (z. B. Repressograb#e und
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Transkriptionsregulator) beteiligt sind. Im letzten Abschnitt, in/Algp. 3-13 auf der rechten
Seite dargestellt, sind Gene vorhanden, die fur Proteine der Replikation des Gedmren.
Im Gegensatz zu den anderdurkholderia Phagen weist phiEO67 allerdings keine

Gensequenz-Homolgien zu Lambda auf. Auf die einzelnen ORFs wird inag@ifolgenden
Abschnitten unter Punkt 3.8.3 naher eingegangen.

Lambda
Head Assembly Tail Assembly Integration Regulaticn Replication Lysis

Ter

i Int a
| TRt [ J_IJ U A
o L L

phiE125

Head Assembly Tail Assembly ~ LYSis

Ter - - ~nt cl -

H‘ i ”‘ \.:\ ‘li ‘j ‘F { A ﬂu u JI“‘u H T 1 [Jlllh‘[ ]‘ rl \l!.' \l L0 L L 5L A ||“[|“ “H i |U !l T ‘\_TII[ ‘m‘%ﬂﬁ L\ J\ L\‘

D ESETE ahe oo
phi1026b
) Lysis
Head Assembly Tail Assembly
Int
\'\'\'I‘I_:H]j\:]F[‘\ U‘:I“:!l:"\:“\'\'l IJI U{Dc'llj\:lg ‘u "]I'[ul'l'\'\'i‘l‘l‘I:!i ;\_‘\[I':[':F:I‘:‘ﬂ:\lq‘lz'hlljl‘zll‘jg
o o0 O il P
BecepGomr
; Lysis

Head Assembly Tail Assembly

e S N

T o D o d 0
Bcep176
Head Assembly Tail Assembly Lysis
Ter Cl )
e WI ! _ LI . L
=l 'Hﬂi (R

phiE067
Head Assembly Tail Assembly Lysis Integration Regulation Replication
Ter Int

— i secipp, O

T WA Oy,

Abb. 3-13: Genetische Karten des Coliphagen Lambda, phiE12phi1026b, BcepGomr, Bcepl76
und phiEO67 im Vergleich. Verdeutlicht wird die konservierte lambdoide Genanordnung von
phiEO67 im Vergleich zu Lambda und dBarkholderiaPhagen. Transkriptionsorientierung auf ,+*
und ,-“ Strang werden durch die Position der Kastchen oberhalb bzw. alibteldr Linie dargestellt.

Ter = Terminase; Int = Integrase; Rep = Phagenrepresdor Phagenrepressor. Abbildung
modifiziert nach: Summer et al. 2007 [151].
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3.8.3 Bioinformatische Analyse der phiE067 Genprodukte

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen der 69 identifiziertefrsORurden mit der

Datenbank von NCBI mit Hilfe der Blast-Funktion verglichen, um Homelogu Genen

bekannter Funktion zu detektieren. Von den 69 ORFs weisen 36 signifikantedgaenatu

bekannten Proteinen oder Genprodukten der NCBI-Datenbanken auf, 21 sind hamolog

hypothetischen Proteinen und 12 haben keine signifikante Homolgiehar bekannten oder

hypothetischen Proteinen (s. auch Tab. 6-3 im Anhang). Die sigmikaHomolgien zu

anderen Proteinen und eine funktionelle Zuordnung sind in Talawg@listet und in Abb.
3-14 dargestellt. Die Resultate der 19 ORFs, bei denen eine funktidusllenung moglich

war, sind detaillierter in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben.

Bei der DNA-Hybridisierung (s. 3.7.2) konnten keine Homologien des phiB@sioms zum

Genom des. mallei spezifischen Phagen phil026b [49], der zur Diagnostik Bzamallei

eingesetzt werden kann, nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis konmtaieldicalyse mit

Hilfe der Datenbank-Vergleiche von NCBI weitgehend bestatigtden. Die einzigen

signifikanten Homologien, die zu diesem Phagen und zu dem ebenfali$endichten
Phagen phiE125 [179] gefunden werden konnten, sind in ORF9 [@dkholderiaPhage
phi1026b)] und ORF10 [gp38 (Phage phiE125)] lokalisiert (s. auch unten).

Tab. 3-6: Offene Leserahmen (ORF), potentielle Funktionemnd signifikante Homologien der
Aminosauresequenzen des phiE067 Phagen-Genoms.

1Y

ORF Nr. | Start— Stop | Grol3e (AS) | Potentielle Funktion Signifikante Homologien

5 1977- 2828 | 284 Transkriptionsregulator | transcriptional regulator, Fis family
[Paracoccus denitrificanBD1222]

7 3021- 3701 227 Endonuklease phage-type endonuclease
[Methylobacteriummodulans ORS
2060]
gp46 Burkholderiaphage

9 4481-4825 115 - phi1026b]

10 4822- 6117 432 - gp38HacteriophagephiE125]
prophage CP4-57 regulatory prote

15 7514-7732 73 Transkriptionsregulator| (AlpA) [ Burkholderia
pseudomallgi

16 7701-8948 416 Integrase Integrase Burkholderia
pseudomalleNCTC 13177]

19 9729-10547 | 273 Endolysin Phage-related lysozyme
[Burkholderia pseudomall&68]

20 10528- 10821 | 98 Holin -

22 11782-12381| 200 Lipase (GDSL-Familie) | lipolytic protein G-D-S-L family

[Burkholderia phymatur8 TM815]

n
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Tab. 3-6 (Fortsetzung): Offene Leserahmen (ORF), potentie Funktionen und signifikante
Homologien der Aminoséuresequenzen des phiEO67 Phagen-Genoms.

ORF Nr. | Start— Stop | GroRe (AS) | Potentielle Funktion | Signifikante Homologien
23 12449- 13519 | 357 Acetyltransferase acetyltransferasaurkholderia
pseudomalleDM98]
24 13656- 15659 | 668 Schwanzfiber tail fiber protein Burkholderiaphage
BcepNY3]
25 15694- 16353 | 220 - gp32 Burkholderiaphage
Bcep781Enterobacterigphage T1]
26 16354 17535| 394 Basalplatte putative baseplate protein
[Pseudomonaphage SN]
27 1760117951 | 117 - gp53urkholderiaphage Bcepl]
28 17951- 18706 | 252 Basalplatte phage P2 baseplate assembly prot¢
gpV [E. coli53638]
29 18696- 19565 | 290 - gp38 Burkholderiaphage Bcep781]
30 19562- 19864 | 101 - gp50 Burkholderiaphage Bcep781]
31 19864~ 20481 | 206 - gp45 Burkholderiaphage Bcep781]
32 20540~ 22408 | 623 Schwanzstruktur Phage-related tail protein
Protein (,tale tape [Gluconobacter oxydar@21H]
measure protein®)
35 23023-23427| 136 - gpO03AHurkholderiaphage Bcep781]
36 23468-24778| 437 - gp048urkholderiaphage Bcep781]
37 24968 25513 | 182 - BcepNY3gp04 Burkholderiaphage
BcepNY3]
38 25521-25910| 130 - gpO0&urkholderiaphage Bcep781]
39 25907- 26368 | 154 - gpO7Hurkholderiaphage Bcepl]
40 26355-26777| 141 - gp083urkholderiaphage Bcepl]
41 26777-27184| 136 - gp0NHurkholderiaphage Bcepl]
42 27186- 28196 | 337 Grol3es Kapsid Protein major capsid proteirBurkholderia
phage BcepNY 3]
43 28193-28669| 159 - gpl3Aurkholderiaphage Bcep781]
44 28682- 29836 | 385 - gpl4 Burkholderiacepaciaphage
Bcep781]
45 29898- 30707 | 270 Phagen Kapsid Proteinhead proteinBurkholderiaphage
BcepNY3]
46 30707- 32338 | 544 Kleines Kapsid Protein minor head protein-like protein
[Burkholderiaambifaria phage
BcepF1]
48 32989- 34371 | 461 Terminase (Grol3e UE) phage large terminase subunit
[Salmonellaphage E1]
50 34986- 35315 110 - p26 Burkholderiapseudomallei
Pasteur 52237]
51 35331- 35564 | 78 - Bcep22gp19Burkholderiaphage
Bcep22]
52 35561~ 36034 | 158 Transkriptionsfaktor | Pathogenesis-related transcriptiong
(ERF) factor and ERF proteirBurkholderia
viethamiensiss4]
53 36037- 36525 163 Rekombinase endodeoxyribonuclease RusA
[Burkholderiaphymatun5TM815]
66 40864- 41625 | 254 Repressor putative phage repressor

[BurkholderiamultivoransATCC

17616]
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Head Assembly Tail Assembly Lysis Integration Regulation Replication

1 DNA Verpackungsmechanismus

Integration
I Kopf-Morphogenese Transkriptionsregulation
DNA Rekombination (Restriktion)

unbekannt

[0 Schwanz-Morphogenese

NN

B putative Virulenzfaktoren

0 Wirtszell-Lyse

Abb. 3-14: Genetische Karte von phiE067 und ORF-Funktionszuoming. Das phiE067-Genom
ist hier mit der groRen Terminase Untereinheit (ORF48) vekdariert. Transkriptionsorientierung
auf ,+“ und ,-“ Strang werden durch die Position der Kastchentaberbzw. unterhalb der Linie
dargestellt. Int = Integrase; Lip = Lipase; PlyE067 = Endol{sirauch 3.8.3.6); Rec = Rekombinase
(Endo- bzw. Exonuklease); Rep = Phagenrepressor; Ter = Termirrése;= Transkriptionsfaktor;
Trnf = Acetyltransferase; TrReg = Transkriptionsregulator.

3.8.3.1 ORF5
Das Genprodukt des ORF5 (Gp5) zeigt eine zu 46% identische Amiasgguenz zu einem

Transkriptionsregulator der Fis Famile vBaracoccus denitrifican®D1222 [38]. Aul3erdem
weist das Protein eine sehr ahnliche Sequenz (87%) zu einem higobietPhagen Protein
unbekannter Funktion vaBurkholderia cenocepacid2315 [75] auf.

3.8.3.2 ORF7
Eine signifikante Similaritdt (38%) in der Aminosauresequenzehesz. B. zu der

Endonuklease ,phage-type endonuclease” Mathylobacterium nodulan®RS 2060 [107],
aber auch zu verschiedenen Exonukleasen unterschiedlichen Ursprungs.roBte g
Ahnlichkeit besteht zu einem hypothetischen Phagen Protein unbek&umidion von
Burkholderia cenocepacial2315 [74]. Des Weiteren wurde eine YgaJ Domane [163]
gefunden, welche in vielen bakteriellen Spezies gefunden wird, aberirab@m Ursprung

ist. Proteine mit dieser Domé&ne fungieren als Exonukleasen, die sivgpgige DNA in
einer Md* abhangigen Reaktion hydrolisieren und stellen eine Funktionsegiheitviralen
Rekombinase dar [163].
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3.8.3.3 ORF9, ORF10
Gp9 ist das einzige putative Protein, welches mit 32% Sequenzitiétditéiologie zu einem

Protein des Phagen phi1026b [49] aufweist. Die hdchste Ahnlichkeit besieB%% zu
einem uncharakterisierten Protein (gp46) \Burkholderia multivoransCGD2M. ORF10
kodiert ein Protein, das eine 48%ige Sequenzhomologie zu dem hypothetsokean gp38

des Bakteriophagen phiE125 [179] hat. Beiden Proteinen konnte anhand der
Homologievergleiche mit der NCBI-Datenbank keine Funktion zugeordnet werden.

3.8.3.4 ORF15
ORF15 kodiert wahrscheinlich fiir einen Transkriptionsregulator. Ahnlitthkezu einem

regulatorischen Prophagen Protein (,CP4-57 regulatory protein® (Alrkholderia
pseudomallg) [48] von bis zu 84% konnten gefunden werden. In der Sequenz des Proteins
wurde in der N-terminalen Region (As 1 — 51) eine AlpA Domanetiideert, die an der

Transkriptionsregulation beteiligt ist [160].

3.8.3.5 ORF16
Die Aminosauresequenz des vom ORF16 kodierten Proteins hat eine 92%algehieit mit

dem Integraseenzym vddurkholderia pseudomalldNCTC 13177 [126]. Viele weitere bei
NCBI gefundene Homolgien deuten auf eine virale Herkunft. Die itgatie INT-P4
Domane in der Region der 15. — 370. Aminosaure ist eine dem Phagen EeAeémégrase,
die u.a. in temperenten Phagen gefunden werden kann [175]. Die unteSeghénz weist
zusatzlich sechs von sechs ,active sites” im C-terminalerei@®erauf, welche fir die
Aktivitat des Proteins verantwortlich sind und somit sehr wahrscheinfiir die

ortsspezifische Rekombination des Phagen phiEO67 in das Wirtsgenom bendtigt werden.

3.8.3.6 ORF19
Das Produkt dieses Gens hat eine 88%ige Sequenzahnlichkeit mithdgenR.ysozym von

Burkholderia pseudomall&i68 [48]. Viele weitere signifikante Homologien, die mit Hilfe der
Datenbank von NCBI gefunden werden konnten, deuten ebenfalls auf eine Fungtion al
Phagen-Lysozym hin. Bestéatigt wurde dieses Ergebnis durch die fildgidn einer
Endolysin-Doméane ([168], PF00959) im Bereich der 77. — 260. Aminosaure der 272
Aminosauren langen Sequenz (s. Abb. 3-15) mit Hilfe der Pfam-Datkenbae Sequenz
enthalt die beiden fur diese Domane charakteristischen kathbmidReste im N-terminalen

Bereich des Proteins. Entsprechend den bioinformatischen Analysdalthes sich hierbei



Ergebnisse | 82

wahrscheinlich um eine N-AcetptD-Muramidase. Phagen-Lysozyme oder Endolysine,
haben die Funktion, die Peptidoglykanschicht am Ende des Phagen-Reprodukitisnzay
hydrolisieren und somit die Phagen freizusetzen. Eine Infektion eeifmilen durch die
freigesetzten Phagen wird so ermdglicht.

Das beschriebene Endolysin-Gen, im FolgenderplyE067benannt, wurde kloniert und die
Funktion des Produktes PIyEO67 experimentell bewiesen (s. 3.9.1).

1 50 1o 150 200 250 272

|

b b

endolysin_autolysin

Abb. 3-15: Lokalisation der Endolysin-Domane in der Aminosaureseque des phiE067 Lysins,
PIyEO67.Die Grol3e des Proteins (in AS) ist mit blauen Zahlen gekennzeichnet, dishtéa der
Endolysin-Doméane durch den roten Balken, die katalytischen Reste sihdroig®reiecke markiert.

3.8.3.7 ORF20
Fur ORF20 konnten zwar keine Homolgien gefunden werden, aufgrund von Unteggrchun

der Aminosauresequenz konnten aber signifikante strukturelle Homologtebekannten
Holinen identifiziert werden. Nach einer Analyse mit den Progmem ,TMpred” und
»TMHMM* (s. 2.9.2) konnten zwei Transmembrandomanen von der 21. — 43. und 58. — 78.
Aminosaure mit hoher Hydrophobizitat in der Struktur von Gp20 detektiendene was
darauf hindeutet, dass es sich um ein Klasse Il Holin hand@lbi¢s.3-16). Die Lokalisation
direkt abwarts von ORF19, das flir ein Lysin kodiert, lasst weitengeliermuten, dass es
sich bei Gp20 um das phiEO67 Holin handelt. Holine katalysieren die AusbiNdumBoren

in der cytoplasmatischen Zellmembran, wodurch den Endolysinen écintogird, diese zu

passieren, um zur Peptidoglykanschicht vorzudringen.
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Abb. 3-16: Darstellung des putativen phiE067 Holin(A): Gezeigt ist die mdgliche Anordnung des
Holins mit den beiden Transmembrandomanen (1 und 2), einem mitBereich der ins Periplasma
ragt und den N- und C-terminalen Bereichen, die ins Cytoplasnea.réig): Vorhergesagtes Model
der Transmembran-Topologie (mit ,TMpred”). Werte (ber 500 deutenifiggnt auf eine
Transmembran-Domane hin. AS = Aminosaure. (C): Lokalisation dersihembrandomanen in der
Aminosauresequenz von GP20.

3.8.3.8 ORF 22
Die grof3te Homologie von Gp22 besteht zu einem hypothetischen Protein unbekannt

Funktion vonB. pseudomalleDM98 mit einer zu 88% identischen Sequenz. Viele weitere
signifikante Homologien deuten darauf hin, dass es sich bei demnRrotesin lipolytisches
Enzym der GDSL-Familie handelt [9]. Eine Ahnlichkeit der Aminesdaaquenzen von 35%
konnte u.a. zu einem lipolytischen Protein (,lipolytic protein G-D-fuhily* [ Burkholderia
phymatumSTM815]) [37] gefunden werden. Es konnte auch eine Domane der SGNH
Hydrolase in der Region der 45. — 234. Aminosaure identifiziert werder Familie der
GDSL-Hydrolasen gehdren sowohl Esterasen als auch Lipasen p@ken stellen putative
Virulenzfaktoren dar [138].

3.8.3.9 ORF23
Die gefundenen Homologien lassen vermuten, dass das kodierte Proten ein

Acetyltransferase darstellt. Acetyltransferasen sind Enzydie am Lipidmetabolismus
beteiligt sind. Die grol3te Homologie mit einer Sequenzahnlichkeit vont&&&ht zu einer
putativen Acetyltransferase deBurkholderiaPhagen Bups phil [55]. Viele weitere
Homologien zeigen ebenfalls, dass es sich bei der untersuchten Se@ieeszheinlich um

ein Protein der genannten Funktion handelt. Zuséatzlich wurde eine Ametjdirase-Doméne
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entdeckt, die in der Region der 39. — 153. Aminoséaure lokalisiert istylfkaasferasen

stellen putative Virulenzfaktoren dar [10].

3.8.3.10 ORF24
Das von ORF24 kodierte, 678 Aminosauren groRe Protein ist vermutlioh ei

Schwanzstrukturprotein des Phagen phiEO67. Es hat die grof3te Homologie (86Ft¢mu
hypothetischen Protein BpseD 41531 BrpseudomalleDM98 [126]. Viele andere Treffer

der NCBI Datenbank zeigen, dass das Protein als Schwanzfibeeremgkonnte. Die
Aminosduresequenz hat eine ebenfalls 86%ige Ahnlichkeit mit dem tiveata
Schwanzstrukturprotein des Phagen Bups phil [55] und 48% Ahnlichkeit mit dem
Schwanzfiber Protein dé&aurkholderiaPhagen BcepNY3 [154].

3.8.3.11 ORF26
Gp26 hat u.a. signifikante Homologien zu einem putativen Protein der rRBagalplatte

(,putative baseplate protein” [YP_00241885@sfudomonaphage SN]) und ist damit als
Strukturprotein einzuordnen. Im N-terminalen Bereich konnte eine “Batsepl-like”

Domane identifiziert werden, die diese Annahme unterstuitzt.

3.8.3.12 ORF28
Das Genprodukt von ORF28 (Gp28) stellt mit hoher Wahrscheinlich eust®a der

Basalplatte des Phagen phiEO67 dar. Es besteht eine Aminosaureddqoeagie von
37% zu dem ,phage P2 baseplate assembly“-Protein gp\Evoali 53638 [ZP_02998990].
Homologien zu Proteinen, welche als Bausteine von Basalplattéer @ederer Phagen

fungieren, konnten identifiziert werden.

3.8.3.13 ORF32
Das Produkt von ORF 32 kodiert fur ein sehr grof3es Protein mit 622 Admieosund mit

Homologie (26% der Sequenz) zu einem Schwanzstrukturprotein (,putativength tape
measure protein“) desanthomonafhagen OP2 [YP_453651].

3.8.3.14 ORF42
Die Aminosauresequenz weist eine 44%ige Ahnlichkeit zu dem grisBpsidprotein des

BurkholderiaPhagen BcepNY3 auf [YP_001294848]. Weitere signifikante Homologien zu
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Strukturproteinen anderer Phagen konnten nachgewiesen werden und somipdat G

vermutlich die Funktion des grof3en Kapsidproteins.

3.8.3.15 ORF45
Ein weiteres Genprodukt (Gp45), das zur Assemblierung des Phagenkojfagt,best

wahrscheinlich durch ORF45 kodiert. Gp45 hat die grof3te Sequenz-Homdi9ge Zu dem
putativen Protein ,putative phage head morphogenesis protein‘Kledisiella pneumoniae
342 [60]. Zu vielen weiteren Strukturproteinen unterschiedlicher Phagenstensei
Bestandteile des Phagenkopfes, z. B. zum KopfproteirBddeholderiaPhagen BcepNY3
[YP_001294853] oder ,minor head protein-like protein* @eskholderia ambifariaPhagen
BcepFl [YP_001039807], bestehen ebenfalls signifikante Sequenz-Homologien.

3.8.3.16 ORF46
Gp46 hat, wie auch Gp45, seine hochste Similaritat (41%) zu einemhbgipohen Protein

KPK_4142 vonK. pneumoniae342 [60]. Genauso wurden auch hier weitere Phagenkopf-
Strukturproteine als Homologe ausgemacht, z. B. ,minor head proteip+dtein“ desB.
ambifariaPhagen BcepF1 [YP_001039807] mit 29% Sequenzsimilaritét.

3.8.3.17 ORF48
Gp48 hat seine hochste Similaritdt (43%) zu der grof3en Termih@seeinheit des

SalmonellaPhagen E1 (,phage large terminase subunit*) [YP_001742039]. Signifikante
Homologien zur grof3en Untereinheit von Terminasen konnten bei vieleareveiPhagen
identifiziert werden. Aul3erdem konnte eine Terminase 3 Domane inetgorRder 103. —
484. Aminosaure von Gp48 identifiziert werden. Durch Terminasen wirdetigackung des
Phagengenoms eingeleitet, indem spezifische Restriktionen an dsssitgs® in die

konkatemerisierte Phagen-DNA eingefligt werden [69].

3.8.3.18 ORF52
Das Genprodukt von ORF52 hat Sequenzhomologien (49%) mit einem Transkrgiionsf

aus Burkholderia vietnamiensi&4 (,pathogenesis-related transcriptional factor and ERF
protein“). Zusatzlich konnte eine AP2 Doméane [169] im C-terminaleei8@Aminosaure
99-148) identifiziert werden. Protein-Domé&nen dieser Art werdenramskriptionsfaktoren

vorgefunden und sind in der Lage, an DNA zu binden [169].
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3.8.3.19 ORF53
Gp53 hat eine zu 57% identische Aminosauresequenz zu der Endodeoxyribonukléase Rus

von Burkholderia phymatum STM815 [YP_001859609]. In der Region der 9. — 143
Aminosaure konnte eine Doméane der RusA Famile entdeckt werden [108iesér Familie
gehoren ,Holliday junction resolvasen, die durch ihre Nuklease-Aktivdié Holliday-
Strukturen I6sen und somit eine wichtige Funktion bei der DNA-Rekombmatne haben

[14]. Gp53 konnte daher die Funktion einer Rekombinase einnehmen.

3.8.3.20 ORF66
Bei dem durch ORF66 kodierten Protein handelt es sich wahrscheinlichingm Phagen-

Repressor. Die Aminosauresequenz weist eine 38%ige Sequendsitala einem putativen
Phagen-Repressor vddurkholderia multivorans ATCC 17616 auf [YP_001580025] auf.
AuRerdem konnten Ahnlichkeiten zu einem Helix-Turn-Helix Motiv (HTH) (“helixa-helix
motif:Peptidase S24, S26A and S26B”) Xyilella fastidiosagezeigt werden, welches fir die
Bindung an DNA bendtigt wird [ZP_00683692]. In der Region der 159. — 244, Aminosaure
der Sequenz konnte eine LexA-ahnliche Domane [99] identifiziert werdie auch die
beiden fur diese Domane charakteristischen katalytischen R#steist. Proteine mit der
LexA Domane fungieren wahrend der zellularen SOS-Antwort alsreépeessoren. Nach
einer proteolytischen Spaltung dieser Enzyme kann es auch einaseaiivitat entwickeln,

die zu einer autokatalytischen Spaltung fiihrt und so alle Operatoren von Lextz{rf99].

3.8.3.21 ORF25-27,29-31, 33-41, 43 und 44
Fur diese ORFs konnten keine Homologien zu Proteinen bekannter Funktion gefunden

werden. Homologien, die identifiziert wurden, sind von bis zu 44%igetiéikeit und meist
hypothetische Genprodukte dBurkholderia cepaciPhagen Bcep781 [152] und Bcepl
[152]. Auf Grund ihrer Lokalisation im Genom, umgeben von ORFs gleichent&rung,
die fur Strukturproteine kodieren, kdnnte man annehmen, dass es sich autdieskai

Proteinen um weitere Strukturproteine handelt.

Fir alle weiteren ORFs, die in Tab. 3-6 nicht aufgefuihrt sind, konnteHitie der
Homologie-Vergleiche der NCBI Datenbank ebenfalls keine Funktionszuorderdoigen.
Entweder konnten Homologien nur zu hypothetischen Proteinen festgestelen oder die
Sequenz war géanzlich unbekannt (ORF6, 11, 47, 54, 55, 56, 58, 62, 65, 67, 69). Die
Gesamtheit aller ORFs des phiEO67 Genoms sind mit Lokalisation, iptégnFunktion
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(wenn vorhanden) und signifikanter Homologie (wenn vorhanden) in der Tab. &3hang

aufgefihrt.

3.9 ldentifizierung und funktionelle Charakterisier ung putativer
Bakteriophagen-Endolysine
Endolysine sind Enzyme, die die Zellwand angreifen und im EndstadiunPllagen-

Repdroduktionszyklus von innen heraus die Peptidoglykanschicht hydrolisierennkdnne
Neben dieser Tatsache konnen Endolysine Gram-positive Zellen aubth exagener
Anwendung rapide lysieren [105]. Durch ihre hohe Aktivitdt und Spezditdt Endolysine
sehr interessant fur die Lebensmittelindustrie, die mikrobieliagi»stik und fir die
Behandlung von Infektionen. In diesem Abschnitt der Arbeit sollten putBtidelysine der
durchsequenzierten Phagen phiEO67 und PY100 identifiziert und ihre Wirkungramf G

negative Erreger untersucht werden.

3.9.1 Charakterisierung des phiE067 Endolysins PlyE067

3.9.1.1 Identifizierung des Phagenlysins PlyE067
Der B. thailandensid?hage phiO67 ist ein temperenter Phage, dessen Wirtsspektrunafsich a

die Gattung Burkholderia beschrankt. Fir die Lyse der Wirtsbakterien ist u. a. das
Bakteriophagen-Lysin verantwortlich. Nach der Sequenzierung des GermmphiEO67
sollte nun das Gen identifiziert werden, welches fur ein putatadderiophagen-Lysin
kodiert. Das durch dieses Gen kodierte Protein sollte seinebs=tegylich hydrolytischer
Aktivitdt gegentber Gram-negativen Erregern untersucht werden.

Nach der Analyse der ORFs des phiEO67-Genoms konnte der ORF 1@eniGed3e von
818 bp als Gen fiir ein putatives Lysin identifiziert werden. Die Umusg in eine
Aminosauresequenz ergab ein Protein mit einer L&nge von 272 Aminoséaoeem MW von
28,06 kDa und einem isoelektrischen Punkt von 6,1. Mit Hilfe der blastP-FunkticdCdd-
Hompage konnten signifikante Homologien zu verschiedenen Endolysinen (BhRge-
related lysozyme” B. pseudomalle668; ref-YP_001063329.1]) gefunden werden (s. auch
3.8.3.6). Des Weiteren konnte durch die Pfam-Datenbank im N-terminalenclBeles
Proteins eine Phagen-Lysozym-Domane (PF00959) mit einer N-AG&yMuramidase
Aktivitat entdeckt werden, zu dessen Familie unter anderem audBnda$ysin des Phagen
T4 [168] gehdrt (s. auch Abb. 3-15). Das Gen wurdeptyiEO67 bezeichnet, das kodierte
Protein entsprechend mit PlyEO67. Die Sequenzen und ein Allignmeninerith®mologen

Aminosauresequenz sind unter 6.4.1, 6.4.2 bzw. 6.4.3 im Anhang dargestellt.
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3.9.1.2 Synthese des rekombinanten PlyE067 in E. coli BL21
Das funktionelle, rekombinante, mit einem N-terminalen Hexa-isfiag (His-Tag)

fusionierte Protein konnte mit Hilfe des Expressionssyste@tsampion pET Directional
TOPO Expression Kits* synthetisiert werden. Als Expressionsvelitente pET200/D-
TOPCP, der in denE. coli Stamm BL21 transformiert wurde. Die Inkubationstemperatur
betrug 37°C. Die Dokumentation der Synthese erfolgte Gber einen Zetm@u5 Stunden ab
der IPTG-Induktion. Die SDS-Page Analyse zeigte, dass PIyEOGH @a3 Stunden
synthetisiert wurde (s. Abb. 3-17 A). Das erwartete Protein, dasimeim 3 kDa grof3en His-
Tag fusioniert ist, hat ein MW von 31,06 kDa. Die PIyEQ67 reprasentierBande im SDS-
Gel lag bei ca. 36 kDa. Mittels Western Blot und Anti-His-AntikérNachweis konnte
gezeigt werden, dass es sich um das gewiinschte Protein haradeft (irht gezeigt). Eine
langere Inkubation hatte keine starkere Synthese zur Folge, so dZsdleldrakt 3 Stunden
nach IPTG-Induktion Uber eine Ni-NTA-Affinitats-Chromatographie autgeitet und
aufgereinigt wurde. Eine weitere SDS-Page Analyse zeiiss PIyEO67 auch nach
mehrfacher Wiederholung nicht komplett ohne Kontaminationen von anderenné&mote
aufgereinigt werden konnte (s. Abb. 3-17 B). Diese verunreingendeeirfPnengen waren
aber so gering, dass das Proteinlysat flir weitere Verseicigesetzt werden konnte. Das
Protein konnte in einer Konzentration von ca. 50 pg/ml in Tris-HCteP{60mM, pH7)

gewonnen werden.

kDa M 1 2 3 M A | kDa M 1 2 B
- + +
E
-
56 — 56 — W
43 ~ 43 —
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34 34 _ -
26 — 26— =

Abb. 3-17: Synthese des rekombinanten Endolysins PlyEO67 i coli BL21 (pet200: plyE067).
(A): M = Marker, Spalte 1 = Probe nicht induzierter Kultur (-) 2 StdhrdBd G-Induktion, Spalte 2 =
Probe induzierter Kultur (+) 2 Std. nach IPTG-Induktion, Spalte 3 = Probe induXedtur (+) 3

Std. nach IPTG-Induktion. (B): PlyEO67 nach Aufreinigung des Proteins (schwaed@ni?f Ni-
NTA-Affinitats-Chromatographie. Spalte 1 = Waschfraktion der Ni-NA#initats-Chromatographie.
Spalte 2 = Ply100 nach Elution und Umpufferung.
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3.9.1.3 Lysis-Eigenschaften von PlyE067 / Bakterielle Sensitivitait
Fur die Sensitivitatsversuche durch enzymatische Lyse wurderribb&t&ellsuspensionen

der 10B. thailandensisStamme E049 — E207 mit 500 ng des Isolats von PIyEO67 versetzt.
Pro Stamm wurden zwei Wiederholungen mit jeweils Doppelbestimemundgrchgefuhrt.
Hierbei konnte tber einen Zeitraum von 20 min in Mikrotiterplatten-Tests keine Abnatme d
ODsoo beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Der gleiche Endolgayasurde mit
lyophilisierten Micrococcus lysodeikticusdurchgefihrt. M. lysodeikticus ist ein Gram-
positiver Erreger, der Ublicherweise fur Lysozymassay$atstivkontrolle verwendet wird.
Jedoch konnte auch bei diesen Versuchen keine signifikante VerringerungOdggo
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Eine lytische Wirkungh delyEO67 auf die
untersuchten intakten Burkholderien udd lysodeikticukonnte in diesen Versuchsansatzen
nicht gezeigt werden.

Da Lysine die Peptidoglykanschicht angreifen [102] und Gram-ivegaakterien neben dem
Peptidoglykan noch eine aufRere Membran besitzen, wurden zum weitecbweia der
lytischen Eigenschaft des Phagen-Endolysins die Gram-negativegeEB. thailandensis
E049 — E207und E. coli DH5a) zur Entfernung der &uf3eren Membran mit Chloroform
behandelt. Anhand der Reduktion der daDbei dem Lysisassays mit den erzeugten
Spharoblasten konnte lytische Aktivitdt des Proteins PIyEO67 nacksmwiverden (s. Abb.
3-18). DieB. thailandensisSpharoblasten waren von der Lyse betroffen, allerdings zeigten
die Stamme eine unterschiedlich starke Sensitivitdt. Am effgkin wurde deBurkholderia
Wirtsstamm des Phagen phiE067 (E067) lysiert. Digd@Bu Beginn des Versuches wurde
in einem Zeitraum von 22 min um 61,1% reduziert. BerkholderiaStamm E153 wies die
geringste Sensitivitat auf, so dass eine Reduktion von 24,5% beobacliehwennte. Die
durchschnittliche Reduktion der @dglag nach 22 min bei 42,8%. SpharoblastenEleslr
Stammes DH& waren nicht von der Lyse betroffen (Daten nicht gezeigt). Wegeren
wurden zweiB. viethamensiStamme durch PlyEO67 lysiert, womit deutlich gemacht wurde,
dass die Iytische Aktivitdt des Enzyms nicht spezifisch gegen$&pezies, sondern gegen die
GattungBurkholderiagerichtet ist (Daten nicht gezeigt).

In allen Lysistests dienten der Puffer, indem das putative Lysirdiegn8phéaroblasten gelost
vorlagen, und zusatzlich das Proteineluat des Plasmid tragendems&igpsstammes
[BL21(pet200)], das unter gleichen Bedingungen gewonnen wurde wjevdeiige putative
Phagenlysin von BL21(pet200::Lysin), als Negativkontrollen.
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Abb. 3-18: Zusammenfassung derB. thailandensis-Lysisassays mit aufgereinigtem PIlyE067.
Dargestellt ist die Reduktion der optischen Dichten fg@egen die Zeit nach Zugabe von 500 ng
des Enzyms zu 18. thailandensisspharoblastensuspensionen (E049 — E207). Der Kontroll-Assay,
B. thailandensigellsuspensionen nach Zugabe von PIyE067, ist mit offenen Quadraten
gekennzeichnet, die durchschnittliche Zelllyse durch die ghetréc Linie und die Abweichungen
davon durch den grau-schraffierten Bereich. Pro Stamm erfolgtenV¥iederholungen mit jeweils
Doppelbestimmungen.

3.9.1.4 pH-Wert- und Konzentrationsabhingigkeit der enzymatischen Aktivitat
von PlyE067
Der B. thailandensisStamm E049 zeigte nach E067, dem Wirtsstamm des Phagen, die

starkste Sensitivitdt gegenuber PIyEO67. Aus diesem Grund wurde E@#8 Liochemische
Charakterisierung des Lysins herangezogen und nicht der Stamm, aus diragkephiE067
und damit letztendlich auch das Protein PlyEO67 gewonnen wurde.

Der pH-Wert ist ein wichtiger Faktor mit einem Starken lisg auf die Lysozym-Aktivitat
[132]. Es wurde sowohl der pH-Wert des Puffers, in dem das EnzyE®®Tygelost war, als
auch der pH-Wert des Puffers, in dem die Chloroform-behandelten Bdekieni
aufgenommen waren, zwischen pH-Wert = 4 und pH-Wert = 8 variredeth nachfolgenden
Versuchen konnte die Abhangigkeit der Iytischen Aktivitat des G8YEvom pH-Wert
gezeigt werden. Bei einem pH-Wert = 7 erfolgte die deutlichgse der Spharoblasten. Die
Reduktion der Oy lag bei 61,7%, verglichen mit dem Anfangswert ders§Des
Versuches (s. Abb. 3-19). Bei einem pH-Wert = 6 lag die Reduktio83&% und bei pH-
Wert = 8 war sie mit 53,5% noch geringer. Ein im Verglettdwzu etwas grol3erer

Aktivitatsverlust konnte bei weiter sinkendem pH-Wert gemessedeneiEin pH-Wert = 5
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lield nur noch eine Reduktion von 39,8% zu und bei einem pH-Wert = 4 zey§i@6r| mit
15,1% nur noch schwach lytische Aktivitat.

100 -
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—¥— pH 4
70 4 == bH S
= +pH6
‘L-o & ~@— pH7
‘:"8 —4— pH 8
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Abb. 3-19: Lytische Aktivitat von PIyEO67 in Abhangigkeit vom pH-Waet. Die Aktivitat von
PIyEO67 (in %) gegerB. thailandensisE049 ist dargestellt durch die Reduktion der g&bei
unterschiedlichen pH-Werten.

Endolysine haben eine hohe lytische Aktivitat und kdnnen oft in geeimddengen wirksam
werden. Um die lytische Aktivitat von PIyEO67 in Abhangigkeit von der BEnzy
Konzentration festzustellen, wurden Verdinnungen des Enzyms in Tig5d@M, pH7)
angesetzt und in den Lysisassays BiithailandensisE049 eingesetzt. Beim Einsatz von
1800 ng pro 300 ul Spharoblasten konnte nach 22 min Testzeitraum eine Reduktiogogder OD
von 54,9% beobachtet werden (s. Abb. 3-20). Beim Einsatz von 900 ng zeigtansich e
ahnlich starke lytische Aktivitat, die mit einer Reduktion von 57,9% sogah knapp
darunter lag. Allerdings konnte schon bei einer Verringerung deyniinenge auf 360 ng
eine deutliche Abschwachung der lytischen Aktivitdt beobachtet westedass nur noch
eine Reduktion von 46,8% gemessen wurde. Mit fallender PlyEO67 Konzentratiogede

sich auch die lytische Aktivitat zunehmend, bei 180 ng lag die Reduktio®®Og) bei
37,9% und bei 120ng noch bei 23,8%. Beim Einsatz von 90 ng konnte Kkeine

Spharoblastenlyse mehr festgestellt werden.
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Abb. 3-20: Lytische Aktivitat von PIyEO67 in Abhangigkeit von der Konzetration. Dargestellt ist
die lytische Aktivitat anhand der Reduktion der optischen DichtendfPiegen die Zeit nach Zugabe
des Enzyms PIyEO67 in unterschiedlichen Konzentrationen Buthailandensis E049-
Sphéaroblastensuspensionen.

3.9.1.5 Hitzestabilitit von PlyE067
Phagen-Endolysine sind nicht daflr bekannt, hitzestabil zu sein. Bei TdeLysozym

beispielsweise wird durch eine 5 minutige Behandlung bei 75°Ckeime@lette Inaktivierung
des Enzyms erreicht [155]. Zur Feststellung der Hitzeresistenz PlyEO67 wurde das
Enzym bei 99°C fur 10, 60 und 120 min erhitzt. Als Versuchsstamm wurddemim
B. thailandensisE049 verwendet. Das Enzym PIyEO67 erwies sich als nichtessist
gegeniber einer Temperatur von 99°C. Schon bei einer 10 minltigen Behandlungrw
noch eine geringe Aktivitat zu erkennen. Die Reduktion degglizlief sich nach 20 min auf
gerade 8,4% (s. Abb. 3-21). Nach 60 oder 120 min bei 99°C konnte keine IyAisivigit

im Vergleich zur Negativkontrolle (Zugabe von Puffer zu der Sphéstdrhisuspension) mehr
nachgewiesen werden. Die Positivkontrolle dagegen mit unbehandeltem Esige eine
Reduktion in &hnlich starker Intensitat wie sie auch schon in vorhevigesuchen gezeigt

werden konnte. Die Reduktion der gplag nach 20 min bei 58%.
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Abb. 3-21: Lytische Aktivitat von PIlyEO67 nach Hitzebehandlung.Dargestellt ist die lytische
Aktivitat anhand der Reduktion der optischen Dichten {fgyegen die Zeit nach Zugabe des bei
99°C fur bis zu 120 min hitzebehandelten Enzyms PIyEO67 Buthailandensis
Sphéaroblastensuspensionen.

3.9.2 Charakterisierung des PY100 Endolysins Ply100

3.9.2.1 Identifizierung des Phagenlysin Ply100
Wie einleitend beschrieben, handelt es sich bei PY100 um einerméiisthagen mit einem

breiten Wirtsspektrum in der Gattung v¥ersinia U.a. ist der Phage in der Lage, die drei
humanpathogenen Spezies der Gattundgersinia Yersinia enterocolitica Y.
pseudotuberculosigndY. pestigm Spottest zu lysieren [140]. Wie zuvor schon fur PIyEO67
gezeigt (s. 3.9.1.1), sollte auch hier das Gen identifiziert werdelch@s fir ein putatives
Bakteriophagen-Lysin kodiert und das entsprechende Protein bezlglicblytigdher
Aktivitat gegentber Gram-negativer Bakterien untersucht werden.

Durch die Sequenzierung des Genoms von PY100 [140] konnte der ORF 4B8aniGeilie
von 416 bp als Gen fir das putative Lysin identifiziert werden (s. AbB2).3-Nach
Ubersetzung der Basensequenz mit dem Programm EditSeq (DNA-Btagine
Aminosauresequenz, konnten unter Verwendung der blastP-Funktion der NGiplage
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/)  signifikante Homologien zu dem Endolysin des
Bakteriophagen P7, welchéf. pseudotuberculosi®® 32953 als Wirt hat, gezeigt werden.
Weitere Analysen der Aminosauresequenz mit Hilfe der Pfateridank zeigten die
Anwesenheit einer Protease-Domane, die zur VanY-Familie (PFO250rt und eine D-
Alanyl-D-Alanin Carboxylpeptidase-Aktivitat aufweist. Das durORF 48 kodierte Protein
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hat eine Lange von 127 Aminosauren, ein MW von 15,7 kDa und einen isolelektrischen Punkt
bei 9,1. Das Gen wurde npty100bezeichnet, das kodierte Protein entsprechend mit Ply100.
Die Sequenzen und ein Allignment mit einer homologen Aminosaureseqondnmser 6.4.4,

6.4.5 bzw. 6.4.6 im Anhang dargestellt. Untersuchungen der Region von ORFGEhom

von PY100 ergaben, dass dieser von mehreren uncharakterisierten QRIF49, 50, 51)
flankiert wird, die die gleiche Orientierung aufweisen. Aul3erdem lkonein
Transkriptionsterminator nach dem ORF 51 identifiziert werdemdeBedeutet darauf hin,

dass die genannten ORFs ein Operon bilden kénnten (s. Abb. 3-22).eim Kalen ist ein
Lysissystem von Bakteriophagen, bestehend aus mindestens einem Lysinamdolin, in

einem Operon angeordnet [187].

15 kDa Endolysin 20 kDa
| Ply100 |
|
ORF > 48 4950 51

Operon kodierend fiir
Lyse-Apparat (?)

Abb. 3-22: Darstellung des putativen Operons, kodierend flmdas Lysis-System von PY100.
Gezeigt ist der Bereich von 15 kDa bis 20 kDa des PhagengeBan@©RFs 48 — 51 kdnnten ein
Operon darstellen. Bestarkt wird diese Annahme durch diehglébrientierung der ORFs und das
Vorhandensein eines Transkriptionsterminators (,Rho-independent tesm)rgargestellt durch die
Haarnadel. Die ORFs sind durch die Pfeile dargestellt

3.9.2.2 Synthese des rekombinanten Ply100 in E. coli BL21
Ply100 konnte unter nativen Bedingungen, wie schon flr PIyEO67 besch(gel#9.1.2), in

funktioneller und rekombinanter Form mit Hilfe des Expressionssysj€ihampion pET
Directional TOPO Expression Kits" synthetisiert werden. DUsgyS-Page Analyse konnte
gezeigt werden, dass Plyl00 bereits nach 2 Stunden in ausreiciventpe synthetisiert
wurde (s. Abb. 3-23 A). Das erwartete MW von Ply100 liegt bei 15,7 kDa.FD100
reprasentierende Bande ist im SDS-Gel bei ca. 18 kDa zu erkennefrénd der Fusion
des Proteins mit einem His-Tag, dessen MW bei 3kDa liegtbtesich eine Grdl3e von
18,3 kDa, was dem MW der reprasentierenden Bande im SDS-Gel dritspnc sicher zu
gehen, dass es sich bei der Bande um das gewtnschte Protein handelt, wurde eirBligeste
und ein Anti-His-Antikorper-Nachweis durchgefuhrt, der die SD§eHargebnisse bestatigte
(Daten nicht gezeigt).
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Die Aufreinigung von Ply100 aus dem vorbehandelten Zellextrakt erfolgtesiiteeNi-NTA-
Affinitats-Chromatographie. Mit einer weiteren SDS-Pagelysekonnte bestatigt werden,
dass Plyl100 ohne erhebliche Kontaminationen durch andere Proteine iaiggeverden
konnte (s. Abb. 3-23 B). Es konnte in einer Konzentration von ca. 60pg/mkhiriPuffer
(50mM, pH7) gewonnen werden.

kDa M 1

30 —
25 —N
20 —

15 —

10 —

Abb. 3-23: Synthese des rekombinanten Endolysins Ply100 i coli BL21 (pet200:ply100). (A):
M = Marker, Spalten 0 -5 = Proben mit IPTG induzierten (+) uettrinduzierten (-) Kulturen zu
den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4, 5 Std. (B): Ply100 nach Aufreinigung des Prseimegarzer Pfeil) mit
Ni-NTA-Affinitats-Chromatographie. M = Marker, Spalte 1 =ag¢hfraktion der Ni-NTA-Affinitats-
Chromatographie. Spalte 2 = Ply100 nach Elution und Umpufferung.

3.9.2.3 Lysis-Eigenschaften von Ply100 / Bakterielle Sensitivitait
Die Versuche zur Untersuchung der lytischen Aktivitdt von Plyl00 wundenpereits fir

das Enzym PIyEO067 (s. 3.9.1.3) beschrieben, durchgefihrt. Zunachst wurden 59004y PI
mit Zellsuspensionen verschiedener SpeziesYoenterocoliticaund Y. pseudotuberculosis
und lyophilisiertenM. lysodeikticusm Lysisassay eingesetzt. Eine lytische Wirkung durch
Plyl00 auf die Peptidoglykanschicht Gram-negativer Erreger konnte @aserdi
Versuchsansatzen somit weder anhand von Yersinien MobJsodeikticugyezeigt werden.
Es konnte keine signifikante Verringerung der ¢@Dgemessen werden (Daten nicht
gezeigt). Eine lytische Wirkung durch Ply100 auf die PeptidoglykaciscterYersinienund

M. lysodeikticukonnte mit diesen Versuchsanséatzen nicht gezeigt werden.

Auch hier wurden die Gram-negativeviersiniaStamme zur Entfernung der &auf3eren
Membran mit Chloroform behandelt. Danach konnte nach Zugabe ri&slyEins zu den
erzeugten Spharoblasten eine Abnahme dergobeobachtet werden. Alle acht im
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Lysisassay eingesetzten YersinienY(4enterocoliticaund 4Y. pseudotuberculosiStamme)
wurden durch Ply100 lysiert. Allerdings zeigten die Stdmme einersatiedlich starke
Sensitivitat gegentiber dem Enzym. Die Ausgangso@fes Versuches konnte nach 22 min
beiY. enterocolitcaATCC 9610 um bis zu 64% verringert werden und wies damit die starkst
Sensitivitdt gegentber Plyl00 auf (s. Abb. 3-24). Die geringsteit/itat zeigte sich bei

Y. pseudotuberculosiBSM8992 mit einer Verringerung der @pum ca. 20%. Aul3erdem
konnte festgestellt werden, dass die lytische Aktivitat durch daslifsin nicht nur auf die
Gattung Yersinia begrenzt ist. Die ebenfalls Chloroform-behandeEercoliDH50 Zellen
waren im gleichen Versuchsansatz ebenfalls von der enzgimeid yse betroffen (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 3-24: Zusammenfassung de¥ersinia-Lysisassays mit aufgereinigtem Plyl0Margestellt ist

die Reduktion der (Ofo gegen die Zeit nach Zugabe von 500 ng des Enzyms Yerséinia-
Sphéaroblastensuspensionen. Der Kontroll-AsségrsiniaSpharoblastensuspensionen nach Zugabe
von Puffer ist mit offenen Quadraten gekennzeichnet, die durdtticha Zelllyse durch die
gestrichelte Linie und die Abweichungen davon durch den grau-scheffiBereich. Pro Stamm
erfolgten zwei Wiederholungen mit jeweils Doppelbestimmungen.

3.9.2.4 pH-Wert- und Konzentrationsabhingigkeit der enzymatischen Aktivitat

von Ply100
Zur biochemischen Charakterisierung der Endolysinaktivitat von Plyl@0ender Referenz-

StammyY. enterocoliticBATCC 9610 verwendet, da bei diesem in vorherigen Versuchen die
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deutlichste Lyse zu erkennen war. Es sollten pH-Wert- und Konzensaibhangigkeit
getestet werden.

Die Versuche zur Testung der pH-Wert-Abhangigkeit der Aktivdgg Enzyms wurden in
gleicher Weise durchgefuihrt wie die unter 3.9.1.4 beschrieben. SowolpHdérert des
Puffers, in dem das Enzym Ply100 gelost war, als auch der piHd&® Puffers, in dem die
Chloroform-behandelten Yersinien aufgenommen waren, wurde zwischen gH=Weaund
pH-Wert = 8 variiert.

Durch die Ergebnisse des Tests konnte die pH-Wert Abhangigkdittidenhen Aktivitat von
Plyl00 deutlich gemacht werden. Die starkste Lyse wurde memeipH-Wert von 8
beobachtet. Die Reduktion der @pbelief sich auf 59,4% (s. Abb. 3-25). Bei einem pH-
Wert von 7 konnte noch eine Iytische Reduktion von 51,3% festgestellt wdsde einem
pH-Wert von 6 lag die Reduktion mit 49,1% nur knapp darunter. Wie auch schon bei PlyEO67
zu beobachten war, gab es bei einem pH-Wert von 5 einen grol3eren Aktaritédt, so dass
hier nur noch eine Reduktion der g@pvon 28,6% gemessen werden konnte. Bei einem pH-
Wert von 4 konnte nur noch eine geringe lytische Aktivitat gezeigt werden. Die Redlagi

bei 8,4%.
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Abb. 3-25: Lytische Aktivitat von Ply100 in Abhangigkeit vom pH-Wet. Die Aktivitat von
Ply1l00 gegenY. enterocoliticBATCC 9610 Spharoblastensuspension ist dargestellt durch die
Reduktion der ORybei unterschiedlichem pH-Wert.
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Um die lytische Aktivitat von Ply100 festzustellen, wurden Verdinnomdgs Enzyms in
Tris-HCI (50mM, pH7) angesetzt und in den Lysisassays eingesetzt.

Es konnte festgestellt werden, dass die lytische Wirkung bis z&r ®iaerringerung der
Ply100-Konzentration auf 180 ng in 300ul Y. enterocoliticeATCC 9610-
Sphéaroblastensuspension noch immer ausreichend war, um nach 23 mintrdestzdie
gleiche Reduktion der Qb zu bewirken wie die 10-fache Menge (s. Abb. 3-26). Allerdings
ist in Abb. 3-26 auch zu erkennen, dass die Reduktion, im Gegensatz zu hdheren
Konzentrationen, nicht so steil, sondern eher linear verlauft. Bei rd#ghsten
Verdunnungsstufe von 120 ng und auch bei 90 ng war im Vergleich zur Negatdeont

bereits keine Reduktion mehr zu erkennen.
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Abb. 3-26: Lytische Aktivitat von Ply100 in Abh&ngigkeit von der Konzentration. Dargestellt ist
die Reduktion der optischen Dichten (6 gegen die Zeit nach Zugabe des Enzyms Ply100 zu
YersiniaSpharoblastensuspensionen in unterschiedlichen Konzentrationen

3.9.2.5 Hitzestabilitiat von Ply100
Zur Bestimmung der Hitzestabilitat von Ply100 wurde das Enayi©@°C fur 10, 60 und

120 min erhitzt. Als Untersuchungsstamm wuneenterocoliticBATCC 9610 eingesetzt.
Das Enzym Ply100 erwies sich als extrem hitzestabil. Dasunbehandelte Enzym Ply100
wies in diesem Versuch eine Reduktion derggDron 51,7% auf (s. Abb. 3-27). Im
Vergleich dazu hatte Ply100 nach einer 120 minitigen HitzebehandluB§%noch immer

eine Aktivitat, ausreichend fir eine Reduktion der AusgangsgDm 50,1%.
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Unterschiedlich ist allerdings die anfangliche Iytische IEi&éat, die bei dem
hitzebehandelten Enzym in den ersten 10 Minuten des Tests schwasha#lt &s. Abb.
3-27). Eine ebenfalls in den ersten Minuten des Testversuchssetimadchere Aktivitat lield
sich bei einer 60 minutigen Hitzebehandlung von Plyl00 nachweiserRdéigktion am
Ende des Versuches lag aber noch bei 48,9%. Die 10 minltige Hitzebeharelgiagin
diesem Versuch einen vergleichbaren Verlauf der Reduktion dejy@i2 das unbehandelte

Enzym. Die Reduktion der Qi) lag geingfligig héher bei 54,1%.
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Abb. 3-27: Lytische Aktivitéat von Ply100 nach HitzebehandlungDargestellt ist die Reduktion der
optischen Dichten (Of) gegen die Zeit nach Zugabe des bei 99°C, fir bis zu 120 min
hitzebehandelten Enzyms Ply100¥ersiniaSpharoblastensuspensionen.
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4. Diskussion

4.1 Isolierung und Charakterisierung der  Burkholderia-Phagen
Ziel dieser Arbeit war es, temperente Bakteriophagen aus denndertenBurkholderia-

Stammen zur Charakterisierung zu isolielesgesamt konnten sechs temperente Phagen aus
zwolf B. pseudomallei und zehn B. thailandensisStammen isoliert werden. Hierbei
stammten die zwei Phagen phiBp1l0 und phiBpl2 aus den untersi&hpsrudomallei
Stammen und die vier Phagen phiE058, phiE067, phiE131 und phiE202 aus den untersuchten
B. thailandensisSstammen. Die Induktion der Phagen aus Burkholderien erfolgte durch
Zugabe des Zytostatikums Mitomycin C zu Flussigkulturen der bekés Erreger. Die
toxische Wirkung des Mytomycin C konnte anhand des Aufklarens derigasveihduzierten
Kultur und somit der Reduktion der optischen Dichte beobachtet werden. Wenn die
Verminderung der optischen Dichte auf die Freisetzung von Phagen zuititlen war, war

die Reduktion besonders stark und anhaltend Uber einen Zeitraum von mindestens 24
Stunden. Dies war der Fall bei d8nthailandensiKulturen E058, E067, E131 und E202
sowie denB. pseudomalleKulturen Bp10 und Bpl2. Die Konzentrations-Untergrenze von
Mitomycin C, die zu einer Phagen Induktion fihrte, lag in etwa bei 1pg/ml Kultur.

In den Arbeiten von Woods et al. [179] und DeShazer [49] wurde eine Phagdygktidn

durch eine UV-Bestrahlung erreicht, die hier keinen Erfolg eelytoods et al. und DeShazer
verwendeten dazu eine tragbare UV-Lampe mit einer Wellealaran 254 nm. Die
Flassigkulturen, die zuvor unter sterilen Bedingungen in Petrischgdgossen wurden,
wurden den Strahlungen bei einem Abstand von 25 cm fir 20 Sekunden au$tjéSgtitie
Paramter des beschriebenen Versuches wurden in den Experimesgen Alibeit soweit
moglich eingehalten. Allerdings wurde nicht Uberpruft, welche leutie verwendete UV-
Lampe bis dato hatte, so dass nicht davon ausgegangen werden lssndiedadtige UV-
Strahlungsintensitat aufgebracht werden konnte. Die Aufwdrmphase déatdpe wurde

auf eine Zeit von 5 Minuten begrenzt, die eventuell nicht ausreichemderaMisserfolg der
Phageninduktion mit UV-Bestrahlung konnte auf diese beiden Parameigkzufihren

sein. Es muss angemerkt werden, dass diese Parameter im Nachiunevarriert wurden,

da sich parallel zur UV-Bestrahlung mit der Mitomycin C-Induktgute Erfolge erzielen
lieBen, die daraufhin in den folgenden Versuchen zur Anwendung kam.

Auch die Behandlung mit dem Antibiotikum Norfloxacin fiihrte nicht Eueisetzung von
Phagen aus den Burkholderien. Sowohl Mitomycin C und Norfloxacin als diec UV-
Bestrahlung (254 nm) haben eine bakterizide Wirkung auf Mikroorganisme @ume
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Schadigung der DNA. Die Wirkung erfolgt Gber eine direkte Wirkungluddmnterkalierung
zwischen den DNA Strangen (Mitomycin C), durch Dimerbildung vomnitginbasen (UV-
Bestrahlung) oder durch eine indirekte Wirkung auf die DNA in FoigerdHemmung der
DNA-Topoisomerase (Norfloxacin) [137]. Wahrscheinlich konnte nur MitomyCi eine
ausreichende Schéadigung der Zelle bewirken, die zur AuslosurgQig-Antwort der Zelle
fuhrte. Diese bewirkt unter anderem die Freisetzung von temperhggen, die dann vom

Prophagenstatus in den lytischen Vermehrungszyklus wechseln [34].

Die Isolierung intakter Bakteriophagen, besonders audgrseudomallestammen, erwies
sich als schwierig. Die Vermehrung dé&. pseudomalleRhagen erfolgte inB. mallei-
Kulturen als Wirtsstamm. Die produzierten sterilfitrierten dgdmysate wurden durch
Ultrazentrifugation aufkonzentriert und danach durch CsCI.-Dichtegradisgrtrifugation
nochmals aufgereinigt. Obowohl auch intakte Phagen nach der Konzentridauoly
Ultrazentrifugation elektronenmikroskopisch nachzuweisen waren, konnten retdrew
Aufreinigung durch den CsCI-Gradienten lediglich Phagenpartikel, Kagr Schwanz,
elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Ein Grund hierfiir konnténsliabilitat der
isolierten Phagen unter den gegebenen Bedingungen sein. Die Aufngiigr Phagenlysate
bis zum Schritt der Ultrazentrifugation erfolgte im L3-Laboie Brerilfiltrierten Phagenlysate
mussten dann Uber einen Zeitraum von sieben Tagen auf Sterifitéftgeerden. In dieser
Zeit wurden die Phagenlysate bei 4°C in LB-Medium gelagert. &asin erfolgte das
Ausschleusen der Lysate aus dem L3-Labor, die Weiterverarbeitung ditnarettrifugation
und die Aufnahme in dem fur Phagen geeigneten SM-Puffer. Mdgliclserwear die
Zeitspanne von sieben Tagen zu lang und die Instabilitit der Phdgés didzu, dass sie
ohne die optimalen Bedingungen im SM-Puffer zerfielen. SM-Pufferein speziell fur
Phagen entwickelter Puffer. Er enthalt u.a. Magnesium- und Kalzioemldie durch eine
Komplexbildung zwischen Phagen und Metall-lonen zur Stabilitat degdPhbeitragen [7].
Die im SM-Puffer enthaltene Gelatine sorgt durch eine Algsélt) der Gas-Flissigkeits-
Grenzflachen zusatztlich fir eine Stabilisierung der Phagesgp deerhindert wird, dass die
Strukturproteine der Phagen durch einen Kontakt mit Luft ihre LoslichkeiWasser

verlieren und daraufhin denaturieren [8].

Aus den untersuchteBurkholderiaStammen konnten sechs temperente Phagen isoliert
werden: phiBp10, phiBpl2, phiE0O58, phiE067, phiE131 und phiE202. Durch MLST der

Wirtsstamme und durch Analyse der Phagen in Hinblick auf ihresSpektren durch
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Restriktionsanalysen und DNA-Hybridisierungsversuche konnte fésligegerden, dass es
sich bei den Phagen phiEO58 und phiE131 bzw. phiBpl0 und phiBpl2 um jeweils identische
Phagen handelt.

Alle identifizierten Phagen konnten aufgrund ihrer Morphologie, die sich ebeer
Gesamtgrof3e von ca. 170-200 nm durch ein ikosaedrisches Kapsid und einen éitken, s
strukturierten und kontraktionsfahigen Schwanz auszeichnet, innerhalb der @rdaun
Caudoviralesin die Familie deMyoviridae eingruppiert werden. Morphologisch ahneln die
isolierten Phagen damit beispielsweise sehr stark dem prommBhiagen P2 [151] und den
bereits bekannten Phagen Bcepl, Bcep43, BcepB1A, und Becep7BlagmciaKomplexes
[152]. Die charakterisierten Phagen phil026b 8uspseudomalleiund phiE125 aus.
thailandensis hingegen gehoren zur Familie d&iphoviridae und weisen strukturelle
Proteinhomologien zu Lambda auf [49;179]. Phagen der FaS8ipieoviridaeweisen einen
diinneren, nicht kontraktilen Schwanz auf, haben aber eine &hnliche Kopfsivigktihagen

der FamilieMyoviridae Weitere Veroffentlichungen, in denen die Produktion von Phagen
durch B. thailandensisbehandelt wird, sind abgesehen von Woods. et al. [179], die den

Phagen phiE125 beschrieben haben, nicht bekannt.

Es handelt sich bei denen in dieser Arbeit isolierten Phagerdienersten temperenten
Phagen der Famili®lyoviridag die aus der apathogenen Spe&ethailandensissoliert und
charakterisiert wurden. Als Vertreter dieser Familie konnteshdsi neben dem Phagen
phiK96243 ausB. pseudomallei[76] nur die virulenten Myophagen deB. cepacia
Komplexes [152] charakterisiert werden. Datenbankanalysen zelgen dass P2-ahnliche
Phagen in der GattundgBurkholderia keine Seltenheit darstellen. Durch abgeleitete
Aminosauresequenzen der identifizierten ORFs im Genom von phiK96243 konntditfen
der Datenbank und der Blast-Funktion von NCBI, Cluster mit ahnlichennGeneielen
sequenzierteBurkholderiaGenomen detektiert werden [Summer et al. Unpublished]. Dies
deutet darauf hin, dass kryptische, P2-&hnliche Prophagen nichts Ungeh&hnhcder
GattungBurkholderiasind.

Interessanterweise konnte durch die Hybridisierungsversuche zwideheasolierten Phagen

und phil026b deutlich gemacht werden, dassBid¢hailandensighage phiE202 mit den

B. pseudomallePhagen phiBp10 und phil026b phylogenetisch nah verwandt ist. Hingegen
zeigte phiE202 mit den Phagen phiEO58/phiE131 und phiEO67, welche aus derselben Spezie
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(B. thailandensis isoliert wurden, keine phylogenetische Verwandtschaft. Dies tdautfe

einen horizontalen Gentransfer zwisclgerthailandensisindB. pseudomallehnin.

Betrachtet man die beschriebenen Erkenntnisse der Datenbankanahgedie bereits
veroffentlichten Daten voBurkholderiaPhagen, so wird deutlich, dass eine grof3e Anzahl
von kryptischen Prophagen in der GattiBwgykholderiavorliegt, die es zu erforschen gilt.
Phagen sind nicht nur in Bezug auf ihre Nutzung in der Diagnostik emtiges Instrument,
sondern auch fur die jeweiligen Wirte selbst. Sie spielen belenvidakteriellen
Krankheitserregern beim Erwerb virulenter Eigenschaften durch halearnGentransfer der
daftr kodierenden Gene eine entscheidende Rolle [26;31]. Allerdings kiishier kein
Zusammenhang zwischen einem PathogenitatsfaktoBaddolderia mit einem Gen aus
einem bakteriophagen-vermittelten Gentransfer erbracht werdsndén genannten Grinden
macht eine weitergehende Erforschung der Phagen Sinn und solltdiégeeArbeit hinaus

erfolgen.

4.2 Eigenschaften und Organisation des phiE0O67 Geno ms
Der Phage phiEO67 ist der erste Phage der Famijieviridag der ausB. thailandensis

isoliert und neben phiE125 [179] der zweite Phage Uberhaupt aus diesercBakezies, der

auf molekularer Ebene charakterisiert wurde und dessen komplette Senmnz bekannt

ist. Viele der in den Datenbanken vorzufinden8emkholderiaPhagengenome stammen von
Stammen desB. cepaciaKomplexes (Bcepl, Bcep43, Bcep781, BcepFl, BcepC6B,
BcepB1A, Bcep22, BcepGomr and BecepNazgul) [152], EJ Suratvadr, unpublished].

Der Myophage phiEO67 hat eine Genanordnung, so wie sie bei lambdoidenn Phage
beschrieben ist. Dem Gencluster kodierend fur Strukturproteine folgb@ncluster, deren
Produkte an der Integration und Lysogenisierung beteiligt sind und eieregeiGencluster,
welche die Gene beinhaltet, deren Produkte eine Funktion bei der Repliédtillen. Diese
konservierte Genanordnung ist auch bei dem Siphophagen Lambda (Gl:215104) and den
Burkholderiastammenden Siphophagen phiE125 (GIl:17484022), phi1l026b (G1:38505382),
BcepGomr (GI:145321088) und Bcepl76 (GIl:76885811) vorzufinden. Die Myophagen
Bcep781 und Bcepl ddB.cepaciakomplexes, die dem Phagen phiEO67 morphologisch
entsprechen, weisen hingegen abweichende Genanordnungen auf.

Hinsichtlich der Polypeptidsequenzen von phiEO67 erlaubten gerade 19 derefifiefien
Polypeptide eine funktionelle Zuordnung. Bei 36 ORFs konnten Homologidrekannten

Proteinen oder Genprodukten unbekannter Funktion gefunden werden, 21 sind homolog zu
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hypothetischen Proteinen und bei 12 Polypeptidsequenzen waren gar keifigasigni
Ubereinstimmungen zu erkennen. Die haufigsten Homologien konnten zu Proteimen
Phagen desB. cepaciaKkomplexes gefunden werden, insbesondere zu dem Myophagen
Bcep781 [152]. Hierbei konnten vor allem Homologien im Bereich der Stpkieine zu
Bcep781 festgestellt werdein der entsprechenden Region sind 7 der 20 identifizierten
ORFs, welche fur Strukturproteine kodieren, homolBgi einigen weiteren ORFs dieser
Region handelt es sich um Homologien zu hypothetischen GenproduktenhdgenP
Bcep781 und Bcepl, von denen vermutet wird, dass es sich ebenfallsukturftoteine
handelt [152]. Wegen der Genclusteranordnung in fast allen Phagen (antbda oder
phiE125) kann auch bei dem Phagen phiEO67 angenommen werden, dass es sich um
strukturelle Proteine handelt.

Gene fur tRNAs, die viele Phagen besitzen, konnten im Genom von phiEO6 gefichden
werden. Fir die Anwesenheit von tRNAs in den Genomen von Phagen gibt es
unterschiedliche Theorien. Eine Vermutung ist, dass hauptséchlich S¥deefiir tRNAs im
Genom der Phagen vorliegen, welche in den Phagen weit verbreitet siiktiiadoch nicht
vorkommen. Dies wirde dem Phagen durch eine effektivere Translationki@inere
Latenzzeit und eine steigende Reproduktionsrate einen Vorteil degemionkurrenten
verschaffen [16]. Des weiteren ist bekannt, dass statistisghge mehr Gene flr tRNAs in
virulenten als in temperenten Phagengenomen vorliegen [16]. Da filem@erenten Phage
phiEO67 der Nachweis von Genen fur tRNAs nicht erbracht werden konntdaven
auszugehen, dass phiE067 ausschliel3lich die tRNAs der Wirtszellen zur Reproduktion nutz
Potentielle Proteine des Phagen phiEO67, die an der Lysogenie-Kontndll&eplikation
beteiligt sind, wie z. B. Repressorproteine, die Integrase, Knptiensfaktoren und -
regulatoren, weisen Homologien zu Phagen unterschiedBtiv&holderiaSpezies auf, z. B.

B. pseudomalleiB. multivoransund B. vietnamiensisaber auch zu Sequenzen von Phagen
stammend aus Gattungen v8almonella Proteine, die fur die Wirtslyse verantwortlich sind,
haben die starksten Homologien zu Phagen der Sggzpsseudomallei

Die genannten Homologien, die in besonderem Mal3® acépaciazutreffen, deuten darauf
hin, dass zwische. thailandensisund B. cepaciahorizontaler Gentransfer stattgefunden
haben konnte. Bakteriophagen konnen auch Trager von Virulenzfaktoren seim wadle

des Shiga-like Toxins in dem Phagen H-19B [80]. Hierbei kann es datepration des
Phagen in einen neuen Wirt auch zur Ubertragung von Virulenzfaktoren komneser D
Vorgang, Transduktion genannt, ist eine Moglichkeit der Verbreitungdend Erwerb von
Virulenzfaktoren in neue Wirte. Bisher ist zwar keine Vertffehting bekannt, die belegen
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konnte, dass ein Virulenzfaktor v@urkholderiamit einem Phagenelement assoziiert ist, im
Genom des Phagen phiEO67 werden durch die ORFs 22 und 23 allerdings pstentiell
Virulenzfaktoren kodiert. ORF22 kodiert fir eine Lipase der G-D-Bamilie. Die dazu
gehorenden Phospholipasen sind in der Lage, die Lyse der eukamswotisch
Wirtszellmembranen, wie z. B. der Phagosommembran, zu forderreimea¥erbreitung des
Erregers im Wirt ermoéglicht und die bakterielle Zytotoxizé&ioht [138]. ORF23 im Genom
von phiEO67 kodiert fir eine Acetyltransferase, welche ebenfalls emaativen
Virulenzfaktor darstellt. Die Acetyltransferase d&sgellaPhagen Sf6 z. B. modifiziert das
vorhandene Lipopolysaccharid-O (LPS-O)-Antigen so, dass es zur Umwanidisii@grotyps
fuhrt [10]. Diese Modifikation wiederum ist ein wichtiger Viruiaktor, da so die
Erkennung und Bindung durch einen bestimmten Antikérper verhindertWntdrstitzt wird

die Annahme, dass es sich bei den ORFs 22 und 23 um Virulenzfaktor-kddiere
Phagengene handelt, durch die Tatsache, dass diese in tempelagen Raufig in einem
eigenstandigen Gencluster, auch ,moron“ genannt, angeordnet sind [31;84]. ,Morons*
werden im Vergleich zu den umliegenden Phagengenen meist in erggsggter
Orientierung transkribiert [17]. Beides kann fur die ORFs 22 unan2Geénom von phiE067
beschrieben werden

Weiterhin konnte im Phagengenom von phiEO67 ein Gen kodierend fir die grol3e
Untereinheit der Terminasae(L) mit dem ORF48 identifiziert werden. Das Gen flr die
kleine UntereinheittérS konnte allerdings nicht eindeutig identifiziert werden, was daran
liegen kann, dass diese Gene weniger stark konserviert sind. Typisgasf GerterS ware
eine deutlich geringere GrélRe und eine Lokalisation direkt stromegafwan ORF48.
Demnach konnte es sich bei ORF49, stromaufwarts von ORF48 gelegaigsu@enerS
handeln, welches fir die kleine Terminase Untereinheit kodiert. FRF49 konnten
allerdings keine signifikanten Homologien gefunden werden. TerL undkeg¢a$/sieren den
Verpackungsmechanismus der Phagen-DNA, wobei TerL die ATRask-die DNA-
Restriktionsaktivitat bereitstellt und TerS die Sequenzerkennung Ubernimmt [152]

Der ORF19 wurde als Phagenlysin-kodierendes Gen identifiziert ussemeFunktion
experimentell nachgewiesen. Entsprechend den bioinformatischensAnatgandelt es sich
bei dem Protein, im Weiteren als PIyEO67 bezeichnet, wahrsaeur eine N-Acetyp-D-
Muramidase. Die N-terminale Domane von PlyEO67 beherbergt dieytisthe Aktivitat.

Mit wenigen Ausnahmen ist diese Funktion bei Lysinen von Phagen, w@leme-positive

Wirte infizieren, ebenfalls in der N-terminalen Doméne Iokatis [50;58]. Generelle
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Aussagen Uber den modularen Aufbau von Lysinen von Phagen Gram-ned#ine
kénnen aufgrund mangelnder Forschungsergebnisse bisher nicht gemacht werden.

Wie einleitend beschrieben, besteht der Lysisapparat vieler Plaagerinem Lysin und
einem Holin, welches dem hydrolysierenden Enzym den Weg zu sehudsirat, dem
Peptidoglykan, durch Bildung von L&sionen in der inneren Zellmembran ebmédilfdivon
Homologievergleichen der Blast-Funktion von NCBI konnte kein Gen, kodiefér ein
Holin, gefunden werden. Allerdings liegt das wahrscheinlich an/deschiedenartigkeit der
Holinsequenzen bisher sequenzierter Phagen [166]. Holine gehdren mit 106er
verschiedenen putativen Holinsequenzen, die tiber 30 orthologen Gruppen zugeerdae
kbnnen, zu einer der facettenreichsten funktionellen Gruppe [166]. In vielem st das
Holin-kodierende Gen im Genom von Phagen in unmittelbarer Nahe, oft iktedire
Nachbarschaft zum Endolysin lokalisiert [166]. Aus diesem Grund wudigeomliegenden
ORFs des ORF19 von phiEO67 einer biochemischen Analyse unterzogeAn&lse der
putativen Proteinstruktur von dem vom ORF20 kodierten Protein Gp20 deutetgnauf
Funktion als Holin hin. Zwei identifizierte Transmembrandoménen, die hgtephobizitat
des Proteins und die Lokalisation des ORF20 im phiEO67 Genom direkiasfuants von
ORF19 lassen vermuten, dass es sich bei Gp20 tatséchlich urolodradd$ Phagen phiEO67
handelt. Somit besteht der Lysisapparat des Phagen phiE0O67 aus msdastanLysin und

einem Holin.

Die Analyse der Phagenendstrukturen wurde vorgenommen, um festzusvatieher
Verpackungsmechanismus des Phagengenoms bei dem Phagen phiE0O67 endutigw
kommt. Zunachst wurde, basierend auf der Annotierung der Firma Adt€eh, eine
terminale Redundanz vermutet, die sich nach wiederholten molekulasgbeat
Untersuchungen der entsprechenden DNA-Region als falsch herausstaltieEilitzung der
in Fragmente geschnittenen phiEO67-DNA gab es begrindete Hinweisesatgsnannte
,COs-sites” als Phagenendstrukturen identifiziert werden kénnten. DascErhitzen wirden
die Wasserstoffbriickenbindungen der ,cos-sites* aufgehoben werden snBragment,
welches die ,cos-sites” beinhaltet, zerfiele in zwei klen&ragmente. In einem der
dargestellten Fragmente wurden die ,cos-sites* vermutet. Duneh BNA-Sequenzierung
dieser Regionen sollte, begrindet durch einen Abbruch der resugereSequenz, die
genaue Lokalisation definiert werden. Zum Abbruch der Sequenzen<aiterlings nicht,
so dass diese Annahme nicht bestatigt werden konnte. Weitenhile die Genomregion im
Bereich des ORF 48, der fur die grol3e Untereinheit der Terminasertkaalif ,cos-sites”
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Uberpruft. Bei derBurkholderiaPhagen phiE125 und phil026b, welche eine stark ahnliche
Genanordung besitzen, sind die ,cos sites" dort lokalisiert [49;179koBste jedoch in
keiner der vermuteten Regionen die ,cos-sites” identifiziertdemr so dass die exakte

Lokalisation dieser im Phagengenom von phiEO67 unbekannt bleibt.

4.3 phiEO67 und phiBp10 als diagnostische Werkzeuge
Die Auswertungen der Wirtsspektren aller isolierten Phagen emgatass diese auf die

Gattung Burkholderia beschrankt sind. Allerdings war kein Wirtsspektrum der iselrert
Phagen auf eine einzelneBurkholderiaSpezies beschrankt, was eine direkte
speziesspezifische, diagnostische Nutzung eines einzelnen Phagenlicetmbdtte.
Stattdessen konnte bei dem Phagen phiEO67 Baubailandensiseine hohe Affinitat
gegenuber der eigenen Wirtsspezies festgestellt werden, ewellsatzlich auf

B. pseudomalleausgeweitet war. Somit zeigte der Phage phiE067 keine Iytischvatdtkt
gegeniberB. mallei Schlussfolgernd kann der Phage phiEO67 zur ldentifizierung von
B. thailandensis- und B. pseudomalleSpezies herangezogen werden. Unter Zuhilfenahme
eines derB. malleispezifischen Phagen phiE125 [179] oder phil026b [49] kdnnte somit
bereits eine Differenzierung vdh malleiundB. pseudomallegrfolgen.

Der Phage phiBpl0 ausB. pseudomallei zeigte ein auf die pathogenen Spezies
B. pseudomalleiund B. mallei beschranktes Wirtsspektrum. Alle 12 getesteBemallei
Stamme wurden durch den Phagen lysiert, allerdings konnte der Phag8pedries

B. pseudomallenur eingeschrankt lysieren. Bei lediglich 5 der 12 getestetanr® konnten

im Spottest Plaques beobachtet werden. Hierbei konnten die hetandge®-Strukturen von

B. pseudomallegine Rolle spielen. Mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese, Htioeung und
Immunoblotanalyse konnten drei verschiedene LPS Serotypen iderttifi@eden: Typ A
und Typ B, die ein unterschiedliches Proteinmuster im Gel zeigdneun Typ, der als
.rfough” bezeichnet wird und kein Proteinmuster zeigt [13]. Das ¢€iR8s Bakteriums dient
einem Phagen, wie einleitend erwahnt, unter anderem als Rezeptoinumd damit eine
entscheidende Position bei der spezifischen Lyse durch Phagen ailenMihagen phiBpl10
ware mit Einschrdnkungen eine Differenzierung der pathogenen von pighogenen
Burkholderien moéglich. Weiterhin ermdglicht die Kombination der Phagenpd@GiBind
phiEO67 die Identifizierung voB. pseudomalllei B. mallei oder der apathogenen Spezies

B. thailandensis

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit bezlglich dersSyektren der neu isolierten
Phagen phiEO67 und phiBpl0 zeigt deutlich, dass diese flr diagnostischkeZgesignet
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sind und damit im Phagen-Assays von Nutzen sind. Wegen der probt#reatis
Differenzierung vonB. mallei B. pseudomalleiund B. thailandensisvor allem in der
klassischen Bakteriologie, aber auch mittels Nukleinsaure- undkOpér-basierender
Methoden, sollte in der Praxis eine Kombination unterschiedlichenddeth zum Einsatz
kommen, um eine eindeutige Identifizierung der Erreger zu gewstbrieiHierzu gehdren z.
B. auf DNA-Ebene beruhende Assays wie Real-time PCR [156;157] Mb8T,
phénotypische Bestimmungen (Kolonie-Morphologie, Beweglichkeit und Kohdeaty
Verwertung), immunologische- und enzymatische Assays und auch duinBlichkeit
gegenidber Phagen. Die Notwendigkeit, weiterhin an diagnostischen Methngden
Differenzierung vorB. mallej B. pseudomalleindB. thailandensigu arbeiten, ist durch die
Annahme, dass die ErregBr malleiund B. pseudomalleals mdgliche biologische Waffen
eingesetzt werden kénnten [35;112;119;130] und es auch Hinweise daradagd, mallei
bereits als solche genutzt wurde [113;130], eindeutig gegeben. Hinzu tkahem
unterschiedliche Antibiotikatherapie, die bei Infektion mit diesen Erregéonderlich ist.

4.4 Wirkung der Phagen- Endolysine PlyEO67 und Ply 100 auf
Gram-negative Bakterien und ihre Anwendungsmoéglichk eiten
In den Genomen der Phagen phiEO67 und PY100 [140] konnten mit Hilfe der Dddemba

von NCBI ORFs entdeckt werden, die fur putative Phagen-Endolysine kadiRiach
Klonierungen und Uberexpression der jeweiligen Gerte. icoli BL21 konnten die putativen
Endolysine PlyEO6BurkholderiaPhagen phiEO67 und Plyl00 désrsiniaPhagen PY100
in ausreichend reiner Form isoliert werden. Der Nachweidytlschen Aktivitat der Lysine
konnte weder gegen die getesteten unbehandelten Gram-negativen Bwehegegen das
Gram-positive BakteriumM. lysodeikticus welches in Lysozymassays als Positivkontrolle
zum Einsatz kommt, festgestellt werden.

Daraufhin wurden Kulturen verschiedenBurkholderiaSpezies und denf. coli-Stamm
DH5a so behandelt, dass diese als Sphéaroblasten zum Nachweis daelytddivitat von
PIyEO67 eingesetzt werden konnten. Bei Sphéaroblasten ist die &ul3ere avie@itam-
negativer Erreger kaum noch vorhanden, so dass dem Lysin der Weg zur
Peptidoglykanschicht geebnet ist. Hiermit sollte weiterhin develse erbracht werden, dass
es sich bei dem isolierten Protein um das Lysin handelte. Bmieme
Phagenvermehrungszyklus verschafft das vom selben Operon kodiente ddath eine
Porenbildung in der inneren Zellmembran dem Lysin die Zuganglichlten Peptidoglykan

der Zelle. Nach Einsatz der Sparoblasten konnte eindeutig eindéytiddivitat gegentber
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BurkholderiaSphéroblasten von PlyEO67 nachgewiesen werden. Diese war nicliisspez
gegen Stamme der SpeziBsthailandensisoder B. pseudomallegerichtet, sondern auch
B. viethamensisvurde lysiert. DerE. coliStamm DHo dagegen wurde nicht lysiert. Da
keine weiteren Stdmme getestet wurden, kann nur vermutet nyeddss die lytische
Aktivitdt des Enzyms spezifisch gegen die GattiBwkholderia gerichtet ist. Optimale
enzymatische Bedingungen lagen bei einem pH-Wert von 7 vor, und die
Mindestkonzentration fir eine maximale Lyse lag bei 3ug/ml. Naeér Hitzebehandlung

von mindestens 10 min bei 99°C war praktisch keine lytische Aktivitat mehr zu erkennen.

Das Endolysin Plyl00 zeigte eine lytische Aktivitat gegenubersiniaSpharoblasten.
Unterschiedliche Stdmme der Spezlsenterocoliticaund Y. pseudotuberculosig/urden
dabei in den Mikrotiterplatten-Tests lysiert. Au&h coli DH5a war von der lytischen
Aktivitat betroffen, was zeigt, dass die katalytische Aktividés Enzyms nicht spezifisch
gegen Yersinien gerichtet ist. Die optimalen enzymatischen Badjjeg lagen bei einem pH
Wert von 8, und bis zu einer Konzention von 0,6pg/ml konnte eine maximale téktivi
beobachtet werden. Sehr auffallig war die extreme Hitzestdbides Enzyms. Selbst nach
einer 120 minutigen Behandlung bei 99°C wurde die Aktivitat des Enzyum karringert.
Die extreme Hitzestabilitat des Enzyms Plyl00 konnte eventlathuf zurlckgefihrt
werden, dass bei diesem Protein nach einer Erhitzung die Ruckfaftudig native Form
ungewodhnlich schnell erfolgt oder die geordnete Raumstruktur durch &artengen gar
nicht erst aufgehoben wird, die Voraussetzung fur eine korrekte bankti Cystein-Reste,
die durch eine Ausbildung von Disulfidbriicken mit benachbarten CysteterReakie
Tertiarstruktur eines Proteins erheblich stabilisieren, sind inAseinosauresequenz von
Ply100 allerdings nicht vorhanden. Fir andere Endolysine konnte, wie 7z03Bc gles
Pseudomona$hagen phiKMV, bereits eine &hnliche Hitzestabilitdt nachgewiegerden
[96]. Der Biochemiker Dieter Perl vom Max-Delbriick-Centrum floleRulare Medizin in
Berlin konnte zeigen, dass die stark erhthte Stabilitat eines ledlkterikKalteschockproteins
auf lediglich zwei Austauschen geladener Aminosauren an der riiogeilache
zuruckgefuhrt werden kann [123]. Viele hitzeresistente Proteimensta aus thermophilen
Mikroorganismen, deren optimale Wachstumstemperaturen zum Teil weit Uber T lie
Die Eigenschaft von Plyl00 stellt eine mdglicherweise selulicki¢ Eigenschaft fur die
Lebensmittelindustrie dar, da Yersinien u.a. durch kontaminiegtesche Lebensmittel

(Milchprodukte, rohes Fleisch) tbertragen werden und ein solches Enzitrdaorch hohe
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Temperaturen bei Fermentations-, Pasteurisierungs- und Konservienrggsen inaktiviert
werden wuirde [86;116].

Die Ergebnisse der Studie an den Endolysinen PIyEO67 und Ply100 hestdieybisherigen
publizierten Erkenntisse, dass die Lyse Gram-negative Erregeexiogener Anwendung
bisher nicht gezeigt werden konnte [58;102]. Sowohl PIyE0O67 als auch Ply&88nwden
unbehandelten Erregern gegenuber keine lytische Aktivitat auf.Gand hierfir ist die
aulRere Membran Gram-negativer Bakterien, die eine BarriereMakromolekile wie
PIyEO67 und Ply100 darstellt. Bei Gram-positiven Erregern sind dieh&ade der Zellwand
und dem Peptidoglykan nach exogener Zugabe von Endolysinen dagegenutjéeidlizh.
Gezeigt werden konnte diese Aktivitat im Tierversuch, z. B.deen pathogenen Erreger
Streptococcus pneumoniakirch das € Lysin [117] und dem hochpathogenen ErreBer
anthracis durch das Lysin PlyG deB. anthracis-spezifischen Gamma-Phagen [139]. Die
Tatsache, dass im Assay mit dem Gram-positiven Baktekuhgsodeikticukeine lytische
Aktivitat der isolierten Endolysine PIyEO67 und Ply100 nachgewiesedendonnte, kbnnte
damit erklart werden, dass Endolysine, die aus Phagen GramveegAtirte stammen, in
vielen Féllen eine geringe Affinitdt zum Peptidoglykan Wdnlysodeikticushaben. Das
Lysozym des Phagen P22 hat beispielsweise eine 20fach starkeng¢diAffjegentber
Salmonella typhimuriungseinem natdrlichen Wirt) als gegenuldr lysodeikticusund das
Lysozym des Phageh zeigt sogar gar keine Aktivitat gegenuidérlysodeikticug25;125].
Die optimale Aktivitat der beiden Enzyme bei einem pH-Wert vorPI§yH067) bzw. 8
(Ply100) entspricht den Angaben der wissenschaflichen Erkenntnisse [132].

Allerdings gibt es Applikationen, die Vorraussetzungen schaffen kdnntenMembran-
Barriere bei Gram-negativen Erregern zu umgehen. Eine MoéglichEeidolysine bei
exogener Anwendung zur Lyse Gram-negativer Erreger erfofgegnzusetzen, kénnte durch
eine gleichzeitige Permeabilisierung der aul3eren Membraiclkdr werden. Agenzien, die
eine Schwéchung der duferen Membran bewirken, wie z. B. EthylentB&raessigsaure
(EDTA), kdonnten dabei von Nutzen sein [97]. Bei einer Anwendung solcgenzen in
Kombination mit Endolysinen kdnnte eine Penetration der Endolysine durchuBiere
Membran und damit eine Hydrolyse der Bindungen der Zellwand eichégl In
verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass EDTAkturé&A zellwand-
degradierender Agenzien, wie z. B. Lysozym (Endolysin) oder Nespergy Bakterien erhoht,
indem die Lipopolysaccharid-Schicht teilweise zerstért wird [73;164;18%le weitere
sogenannte ,permeabilizer®, die die aul3ere Membran auf verschiedemschadigen oder
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permeabilisieren, sind bekannt, so z. B. Polymyxin, welches zu dgpepabantibiotika
gehort [121]. Weiterhin konnte ein synergistischer Effekt bei demlnation von
konventionellen Antibiotika und zellwandabbauenden Enzymerniwitro Tests schon
beobachtet werden [51]. Auch eine Kombination mit Bakteriocinen ist denkb
Phagenschwanz-ahnliche Bacteriocine beispielsweise sind hochmmdeRaldikel, die von
einigen Gram-negativen Erregern produziert werden [28;44]. Strauah lednnten zeigen,
dass ein Phagenschwanz-ahnliches Bacteriocin (Enterocolicitimudatem Uberstand einer
YersiniaKultur isoliert wurde, bei Kontakt mit sensitiven Zellen zur Lys Zelle durch
eine Bildung von Poren in der Zellwand fuhrte [148]. Dennoch ist es audgeschlossen,
Endolysine zu identifizieren, die in der Lage sind, in die Zellmembrampenetrieren, um
dann an der Peptidoglykanschicht ihre hydrolytische Wirkung zu entfdBeispielsweise
konnte dies durch eine Translokation erfolgen, die durch eine im Endolydiandeme
Signalpeptidsequenz vermittelt wird. Um fiindig zu werden, mussteutdieeShach solchen
Enzymen allerdings in gréerem Maldstab erfolgen. Dazu ist nemeiim Jahre 2006
erschienenen Artikel des Journals ,Nature Bioetchnology“ [59] voiV[&. Fischetti, einem
der bekanntesten Forscher bezuglich Phagentherapie und Phagenlyshussdge zu lesen,
dass die Existenz von Lysinen, die in der Lage sind, Gram-nedatieger zu lysieren, sehr
wahrscheinlich ist. Auch aufgrund der vermuteten Anzahl von Phagetealdrde, die auf
10** geschatzt wird, ist das Potential, ein solches Lysin zu findeorme Auf einem
Kongress an der Humboldt Universitat zu Berlin im Jahre 2008 béstétegr Dr. Fischetti
diese Aussage mit dem Statement: ,No endolyins against Gegattive bacteria have been
found yet, but its only a matter of time until we will.*

Eine therapeutische Behandlung von Infektionskrankheiten, verursacht@aechinegative
Erreger, ist nach heutigen Kenntnissen durch den Einsatz von Endolysthérmdglich.
Trotzdem geben die oben beschriebenen Ansatze Grund zur Annahme, da$ekpe auf
diesem Wege in naher Zukunft entwickelt werden kann. Das Problerhmander multipler
Resistenzen von pathogenen Bakterien gegen Antibiotika macht eirsehéiog an

alternativen Therapiemdglichkeiten ohnehin unabdingbar.



Literatur | 112

5. Literaturliste

1. Abbink FC, Orendi JM, de Beaufort AJ: Mother-to-child transmission of Burkholderia
pseudomallei. N Engl J Med 344(15):1171, 2001

2. Achtman M, Zurth K, Morelli G, Torrea G, Guiyoule A, Carniel E: Yersinia pestis, the
cause of plague, is a recently emerged clone of Yersinia pseudotuberculosis. Proc
Natl Acad Sci U S A 96(24):14043, 1999

3. Ackermann H.W.: Classification of Bacteriophages. In Calender R.L. (ed): The
Bacteriophages. 2005

4. Ackermann HW: Frequency of morphological phage descriptions in the year 2000.
Brief review. Arch Virol 146(5):843, 2001

5. Ackermann HW: Bacteriophage observations and evolution. Res Microbiol
154(4):245, 2003

6. Ackermann HW: 5500 Phages examined in the electron microscope. Arch Virol
152(2):227, 2007

7. ADAMS M.H.: Stability of viruses in solutions of salts. Bull N Y Acad Med 24(8):544,
1948

8. ADAMS M.H.: Surface inactivation of bacterial viruses and of proteins. J Gen Physiol
31(5):417, 1948

9. Akoh CC, Lee GC, Liaw YC, Huang TH, Shaw JF: GDSL family of serine
esterases/lipases. Prog Lipid Res 43(6):534, 2004

10. Allison GE, Verma NK: Serotype-converting bacteriophages and O-antigen
modification in Shigella flexneri. Trends Microbiol 8(1):17, 2000

11. Anisimov AP: [Yersinia pestis factors, assuring circulation and maintenance of the
plague pathogen in natural foci ecosystems. Report 1]. Mol Gen Mikrobiol
Virusol(3):3, 2002

12. Anisimov AP, Lindler LE, Pier GB: Intraspecific diversity of Yersinia pestis. Clin
Microbiol Rev 17(2):434, 2004

13. Anuntagool N, Wuthiekanun V, White NJ, Currie BJ, Sermswan RW,
Wongratanacheewin S, Taweechaisupapong S, Chaiyaroj SC, Sirisinha S:
Lipopolysaccharide heterogeneity among Burkholderia pseudomallei from different
geographic and clinical origins. Am J Trop Med Hyg 74(3):348, 2006

14. Aravind L, Makarova KS, Koonin EV: SURVEY AND SUMMARY: holliday junction
resolvases and related nucleases: identification of new families, phyletic distribution
and evolutionary trajectories. Nucleic Acids Res 28(18):3417, 2000

15. Arun S, Neubauer H, Gurel A, Ayyildiz G, Kuscu B, Yesildere T, Meyer H, Hermanns
W: Equine glanders in Turkey. Vet Rec 144(10):255, 1999



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Literatur | 113

Bailly-Bechet M, Vergassola M, Rocha E: Causes for the intriguing presence of
tRNAs in phages. Genome Res 17(10):1486, 2007

Barondess JJ, Beckwith J: A bacterial virulence determinant encoded by lysogenic
coliphage lambda. Nature 346(6287):871, 1990

Bauernfeind A, Roller C, Meyer D, Jungwirth R, Schneider I: Molecular procedure for
rapid detection of Burkholderia mallei and Burkholderia pseudomallei. J Clin Microbiol
36(9):2737, 1998

Bercovier H. Family I. Enterobacteriaceae Genus XIV Yersinia. Bergey's manual of
systematic bacteriology. 15, 498-506. 1984.

Bercovier HMHHAJMBJFGRSAGaBDJ. Intraand interspecies relatedness of Yersinia
pestis by DNA hybridization and its relationship to Yersinia pseudotuberculosis. 4,
225-229. Curr. Microbiol.

Bergan T: Bacteriophage typing and serogrouping of Pseudomonas aeruginosa from
animals. Acta Pathol Microbiol Scand [B] Microbiol Immunol 80(3):351, 1972

Bernhardt TG, Struck DK, Young R: The lysis protein E of phi X174 is a specific
inhibitor of the MraY-catalyzed step in peptidoglycan synthesis. J Biol Chem
276(9):6093, 2001

Bernhardt TG, Wang IN, Struck DK, Young R: A protein antibiotic in the phage Qbeta
virion: diversity in lysis targets. Science 292(5525):2326, 2001

Biswas B, Adhya S, Washart P, Paul B, Trostel AN, Powell B, Carlton R, Merril CR:
Bacteriophage therapy rescues mice bacteremic from a clinical isolate of vancomycin-
resistant Enterococcus faecium. Infect Immun 70(1):204, 2002

Black LW, Hogness DS: The lysozyme of bacteriophage lambda. I. Purification and
molecular weight. J Biol Chem 244(8):1968, 1969

Boyd EF, Brussow H: Common themes among bacteriophage-encoded virulence
factors and diversity among the bacteriophages involved. Trends Microbiol
10(11):521, 2002

Bradford MM: A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem
72:248, 1976

Bradley DE: Ultrastructure of bacteriophage and bacteriocins. Bacteriol Rev
31(4):230, 1967

Brett PJ, DeShazer D, Woods DE: Burkholderia thailandensis sp. nov., a Burkholderia
pseudomallei-like species. Int J Syst Bacteriol 48 Pt 1:317, 1998

Brubaker RR: Factors promoting acute and chronic diseases caused by yersiniae.
Clin Microbiol Rev 4(3):309, 1991

Brussow H, Canchaya C, Hardt WD: Phages and the evolution of bacterial
pathogens: from genomic rearrangements to lysogenic conversion. Microbiol Mol Biol
Rev 68(3):560, 2004

Brussow H, Hendrix RW: Phage genomics: small is beautiful. Cell 108(1):13, 2002



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Literatur | 114

Carniel E: Evolution of pathogenic Yersinia, some lights in the dark. Adv Exp Med
Biol 529:3, 2003

Casjens S: Prophages and bacterial genomics: what have we learned so far? Mol
Microbiol 49(2):277, 2003

Centers for Disease Control and Prevention: Biological and chemical terrorism:
strategic plan for preparedness and response. Morb Mortal Wkly Rep 49(4):1, 2000

Chaowagul W, White NJ, Dance DA, Wattanagoon Y, Naigowit P, Davis TM,
Looareesuwan S, Pitakwatchara N: Melioidosis: a major cause of community-
acquired septicemia in northeastern Thailand. J Infect Dis 159(5):890, 1989

Chen WM, de Faria SM, Straliotto R, Pitard RM, Simoes-Araujo JL, Chou JH, Chou
YJ, Barrios E, Prescott AR, Elliott GN, Sprent JI, Young JP, James EK: Proof that
Burkholderia strains form effective symbioses with legumes: a study of novel Mimosa-
nodulating strains from South America. Appl Environ Microbiol 71(11):7461, 2005

Copeland Aeal. Complete sequence of Chromosome 2 of Paracoccus denitrificans
PD1222. JOURNAL Unpublished. unpublished. 2009.

Currie BJ, Fisher DA, Howard DM, Burrow JN, Lo D, Selva-Nayagam S, Anstey NM,
Huffam SE, Snelling PL, Marks PJ, Stephens DP, Lum GD, Jacups SP, Krause VL:
Endemic melioidosis in tropical northern Australia: a 10-year prospective study and
review of the literature. Clin Infect Dis 31(4):981, 2000

d'Herelle F, Malone RH, LMI: Studies on Asiatic cholera. Med Res Mem 14(1):161,
1918

d'Herelle F.: Sur un microbe invisible antagoniste des bacilles dysent eriques.C. R
Acad Sci Paris 165(373):375, 1917

d'Herelle F.: The Bacteriophage and Its Behavior. p. 540. In Williams, Wilkins (eds):
Baltimore, MD, 1926

Dance DAB: Melioidosis. p. 925. In G.C.Cook (ed.) (ed): Manson's tropical diseases.
1996

Daw MA, Falkiner FR: Bacteriocins: nature, function and structure. Micron 27(6):467,
1996

de Ruyter PG, Kuipers OP, Meijer WC, de Vos WM: Food-grade controlled lysis of
Lactococcus lactis for accelerated cheese ripening. Nat Biotechnol 15(10):976, 1997

de Vries J, Harms K, Broer |, Kriete G, Mahn A: The bacteriolytic activity in transgenic
potatoes expression a chimeric T4 lysozyme gene and the effect of T4 lysozyme on
soil- and phytopathogenic bacteria. Syst Appl Microbiol 22:280, 2009

Dennis C: The bugs of war. Nature 411(6835):232, 2001

DeShazer D. WDEaNWC: Direct Submission. Submitted. The Institute for Genomic
Research. Direct Submission 2007

DeShazer D: Genomic diversity of Burkholderia pseudomallei clinical isolates:
subtractive hybridization reveals a Burkholderia mallei-specific prophage in B.
pseudomallei 1026b. J Bacteriol 186(12):3938, 2004



50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Literatur | 115

Diaz E, Lopez R, Garcia JL: Chimeric phage-bacterial enzymes: a clue to the modular
evolution of genes. Proc Natl Acad Sci U S A 87(20):8125, 1990

Djurkovic S, Loeffler JM, Fischetti VA: Synergistic killing of Streptococcus
pneumoniae with the bacteriophage lytic enzyme Cpl-1 and penicillin or gentamicin
depends on the level of penicillin resistance. Antimicrob Agents Chemother
49(3):1225, 2005

Doyle MP, Erickson MC: Reducing the carriage of foodborne pathogens in livestock
and poultry. Poult Sci 85(6):960, 2006

Drancourt M, Roux V, Dang LV, Tran-Hung L, Castex D, Chenal-Francisque V, Ogata
H, Fournier PE, Crubezy E, Raoult D: Genotyping, Orientalis-like Yersinia pestis, and
plague pandemics. Emerg Infect Dis 10(9):1585, 2004

EBERLE U. Heiler aus der Jauchgrube. Bild der Wissenschaft 4, 20-25. 2002.

Elliman JR, Owens L: Sequence analysis of bacteriophage Bups phi 1 of
Burkholderia pseudomallei. Unpublished 2009

Ellis DM, Dean DH: Nucleotide sequence of the cohesive single-stranded ends of
Bacillus subtilis temperate bacteriophage phi 105. J Virol 55(2):513, 1985

Feinberg AP, Vogelstein B: "A technique for radiolabeling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activity". Addendum. Anal Biochem
137(1):266, 1984

Fischetti VA: Bacteriophage lytic enzymes: novel anti-infectives. Trends Microbiol
13(10):491, 2005

Fischetti VA, Nelson D, Schuch R: Reinventing phage therapy: are the parts greater
than the sum? Nat Biotechnol 24(12):1508, 2006

Fouts DE, Tyler HL, DeBoy RT, Daugherty S, Ren Q, Badger JH, Durkin AS, Huot H,
Shrivastava S, Kothari S, Dodson RJ, Mohamoud Y, Khouri H, Roesch LF, Krogfelt
KA, Struve C, Triplett EW, Methe BA: Complete genome sequence of the N2-fixing
broad host range endophyte Klebsiella pneumoniae 342 and virulence predictions
verified in mice. PLoS Genet 4(7):e1000141, 2008

Gaeng S, Scherer S, Neve H, Loessner MJ: Gene cloning and expression and
secretion of Listeria monocytogenes bacteriophage-lytic enzymes in Lactococcus
lactis. Appl Environ Microbiol 66(7):2951, 2000

Gage KL, Kosoy MY: Natural history of plague: perspectives from more than a
century of research. Annu Rev Entomol 50:505, 2005

Garcia P, Garcia JL, Garcia E, Sanchez-Puelles JM, Lopez R: Modular organization
of the Iytic enzymes of Streptococcus pneumoniae and its bacteriophages. Gene
86(1):81, 1990

Glass MB, Gee JE, Steigerwalt AG, Cavuoti D, Barton T, Hardy RD, Godoy D, Spratt
BG, Clark TA, Wilkins PP: Pneumonia and septicemia caused by Burkholderia
thailandensis in the United States. J Clin Microbiol 44(12):4601, 2006

Godoy D, Randle G, Simpson AJ, Aanensen DM, Pitt TL, Kinoshita R, Spratt BG:
Multilocus sequence typing and evolutionary relationships among the causative



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

Literatur | 116

agents of melioidosis and glanders, Burkholderia pseudomallei and Burkholderia
mallei. J Clin Microbiol 41(5):2068, 2003

Goodridge L, Chen J, Griffiths M: Development and characterization of a fluorescent-
bacteriophage assay for detection of Escherichia coli 0157:H7. Appl Environ
Microbiol 65(4):1397, 1999

Goodridge LD: Bacteriophage biocontrol of plant pathogens: fact or fiction? Trends
Biotechnol 22(8):384, 2004

Grishkina TA, Merinova LK: [Spontaneous phage production in Pseudomonas
pseudomallei and in a range of hosts of melioidosis phages among representatives in
the genus Pseudomonas]. Mikrobiol Z 55(4):43, 1993

Gual A, Camacho AG, Alonso JC: Functional analysis of the terminase large subunit,
G2P, of Bacillus subtilis bacteriophage SPP1. J Biol Chem 275(45):35311, 2000

Guiyoule A, Grimont F, Ilteman |, Grimont PA, Lefevre M, Carniel E: Plague
pandemics investigated by ribotyping of Yersinia pestis strains. J Clin Microbiol
32(3):634, 1994

Hayashi T, Matsumoto H, Ohnishi M, Terawaki Y: Molecular analysis of a cytotoxin-
converting phage, phi CTX, of Pseudomonas aeruginosa: structure of the attP-cos-ctx
region and integration into the serine tRNA gene. Mol Microbiol 7(5):657, 1993

Heesemann J, Brandis H: Die Gattung Yersinia, Yersiniosen. p. 315. In Brandis H,
Eggers HJ, Kéhler W, Pulverer G (eds): Lehrbuch der Medizinischen Mikrobiologie.
Gustav Fischer Verlag; 2001

Helander IM: Potential of lactic acid bacteria and novel antimicrobials against gram-
negative bacteria. Trends in Foods Science & Technology 8(146):150, 1997

Holden MT: Direct Submission. 2007. The Pathogen Sequencing Unit, The Wellcome
Trust Sanger Institute, The Wellcome Trust Genome Campus, CB10 1SA, UNITED
KINGDOM 2007

Holden MT, Seth-Smith HM, Crossman LC, Sebaihia M, Bentley SD, Cerdeno-
Tarraga AM, Thomson NR, Bason N, Quail MA, Sharp S, Cherevach I, Churcher C,
Goodhead I, Hauser H, Holroyd N, Mungall K, Scott P, Walker D, White B, Rose H,
Iversen P, Mil-Homens D, Rocha EP, Fialho AM, Baldwin A, Dowson C, Barrell BG,
Govan JR, Vandamme P, Hart CA, Mahenthiralingam E, Parkhill J: The genome of
Burkholderia cenocepacia J2315, an epidemic pathogen of cystic fibrosis patients. J
Bacteriol 191(1):261, 2009

Holden MT, Titball RW, Peacock SJ, Cerdeno-Tarraga AM, Atkins T, Crossman LC,
Pitt T, Churcher C, Mungall K, Bentley SD, Sebaihia M, Thomson NR, Bason N,
Beacham IR, Brooks K, Brown KA, Brown NF, Challis GL, Cherevach I, Chillingworth
T, Cronin A, Crossett B, Davis P, DeShazer D, Feltwell T, Fraser A, Hance Z, Hauser
H, Holroyd S, Jagels K, Keith KE, Maddison M, Moule S, Price C, Quail MA,
Rabbinowitsch E, Rutherford K, Sanders M, Simmonds M, Songsivilai S, Stevens K,
Tumapa S, Vesaratchavest M, Whitehead S, Yeats C, Barrell BG, Oyston PC, Parkhill
J: Genomic plasticity of the causative agent of melioidosis, Burkholderia
pseudomallei. Proc Natl Acad Sci U S A 101(39):14240, 2004

Howe C, Sampath A, Spotnitz, M.: The pseudomallei group: a review. J Infect Dis
124(598):606, 1971



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Literatur | 117

Howe C: Glanders. p. 185. In Christian H.A. (ed): The Oxford medicine.Oxford
University Press; New York, 1950

Howe C, Miller WR: Human glanders: report of six cases. Ann Intern Med 26(93):115,
1947

Huang A, Friesen J, Brunton JL: Characterization of a bacteriophage that carries the
genes for production of Shiga-like toxin 1 in Escherichia coli. J Bacteriol 169(9):4308,
1987

Inglesby TV, Dennis DT, Henderson DA, Bartlett JG, Ascher MS, Eitzen E, Fine AD,
Friedlander AM, Hauer J, Koerner JF, Layton M, McDade J, Osterholm MT, O'Toole
T, Parker G, Perl TM, Russell PK, Schoch-Spana M, Tonat K: Plague as a biological
weapon: medical and public health management. Working Group on Civilian
Biodefense. JAMA 283(17):2281, 2000

Jennings WE: Glanders. p. 264. In Hull TG, Charles C.Thomas (eds): Diseases
transmitted from animals to man. Springfield, Ill, 1963

Jochmann G, Hegeler C: Rotz (Malleus). p. 992. Lehrbuch der Infektionskrankheiten.
Springer; Berlin, 1924

Juhala RJ, Ford ME, Duda RL, Youlton A, Hatfull GF, Hendrix RW: Genomic
sequences of bacteriophages HK97 and HK022: pervasive genetic mosaicism in the
lambdoid bacteriophages. J Mol Biol 299(1):27, 2000

Kakikawa M, Yokoi KJ, Kimoto H, Nakano M, Kawasaki K, Taketo A, Kodaira K:
Molecular analysis of the lysis protein Lys encoded by Lactobacillus plantarum phage
phigle. Gene 299(1-2):227, 2002

Kapperud G: Yersinia enterocolitica in food hygiene. Int J Food Microbiol 12(1):53,
1991

Kawaoka Y, Mitani T, Otsuki K, Tsubokura M: Isolation and use of eight phages for
typing Yersinia enterocolitica O3. J Med Microbiol 23(4):349, 1987

Khosla C, Harbury PB: Modular enzymes. Nature 409(6817):247, 2001
Kim WS, Salm H, Geider K: Expression of bacteriophage phiEalh lysozyme in
Escherichia coli and its activity in growth inhibition of Erwinia amylovora. Microbiology

150(Pt 8):2707, 2004

Kodikara CP, Crew HH, Stewart GS: Near on-line detection of enteric bacteria using
lux recombinant bacteriophage. FEMS Microbiol Lett 67(3):261, 1991

Koh TH, Yong Ng LS, Foon Ho JL, Sng LH, Wang GC, Tzer Pin Lin RV: Automated
identification systems and Burkholderia pseudomallei. J Clin Microbiol 41(4):1809,
2003

Koirala J: Plague: disease, management, and recognition of act of terrorism. Infect
Dis Clin North Am 20(2):273, viii, 2006

Kutter E. Phage therapy: Bacteriophages as antibiotics. . 1-17. 1997.

Laemmli UK: Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227(5259):680, 1970



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Literatur | 118

Langley R, Kenna DT, Vandamme P, Ure R, Govan JR: Lysogeny and bacteriophage
host range within the Burkholderia cepacia complex. J Med Microbiol 52(Pt 6):483,
2003

Lavigne R, Briers Y, Hertveldt K, Robben J, Volckaert G: Identification and
characterization of a highly thermostable bacteriophage lysozyme. Cell Mol Life Sci
61(21):2753, 2004

Leive L: Release of lipopolysaccharide by EDTA treatment of E. coli. Biochem
Biophys Res Commun 21(4):290, 1965

Lertpatanasuwan N, Sermsri K, Petkaseam A, Trakulsomboon S, Thamlikitkul V,
Suputtamongkol Y: Arabinose-positive Burkholderia pseudomallei infection in
humans: case report. Clin Infect Dis 28(4):927, 1999

Little JW, Mount DW, Yanisch-Perron CR: Purified lexA protein is a repressor of the
recA and lexA genes. Proc Natl Acad Sci U S A 78(7):4199, 1981

Loeffler IM, Fischetti VA: Synergistic lethal effect of a combination of phage lytic
enzymes with different activities on penicillin-sensitive and -resistant Streptococcus
pneumoniae strains. Antimicrob Agents Chemother 47(1):375, 2003

Loeffler IM, Nelson D, Fischetti VA: Rapid killing of Streptococcus pneumoniae with a
bacteriophage cell wall hydrolase. Science 294(5549):2170, 2001

Loessner MJ: Bacteriophage endolysins--current state of research and applications.
Curr Opin Microbiol 8(4):480, 2005

Loessner MJ, Kramer K, Ebel F, Scherer S: C-terminal domains of Listeria
monocytogenes bacteriophage murein hydrolases determine specific recognition and
high-affinity binding to bacterial cell wall carbohydrates. Mol Microbiol 44(2):335,
2002

Loessner MJ, Maier SK, ubek-Puza H, Wendlinger G, Scherer S: Three Bacillus
cereus bacteriophage endolysins are unrelated but reveal high homology to cell wall
hydrolases from different bacilli. J Bacteriol 179(9):2845, 1997

Loessner MJ, Schneider A, Scherer S: A new procedure for efficient recovery of DNA,
RNA, and proteins from Listeria cells by rapid lysis with a recombinant bacteriophage
endolysin. Appl Environ Microbiol 61(3):1150, 1995

Loessner MJ, Wendlinger G, Scherer S: Heterogeneous endolysins in Listeria
monocytogenes bacteriophages: a new class of enzymes and evidence for conserved
holin genes within the siphoviral lysis cassettes. Mol Microbiol 16(6):1231, 1995

Lucas Seal: Complete sequence of chromosome of Methylobacterium nodulans ORS
2060. Unpublished 2009

Lukashin AV, Borodovsky M: GeneMark.hmm: new solutions for gene finding. Nucleic
Acids Res 26(4):1107, 1998

Mahdi AA, Sharples GJ, Mandal TN, Lloyd RG: Holliday junction resolvases encoded
by homologous rusA genes in Escherichia coli K-12 and phage 82. J Mol Biol
257(3):561, 1996



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Literatur | 119

Manzenink Oleal: Identification of Pseudomonas mallei bacteria with the help of
Pseudomonas pseudomallei bacteriophages (In Russian.). Microbiologiia
63(537):544, 1994

McCormick JB, Sexton DJ, McMurray JG, Carey E, Hayes P, Feldman RA: Human-
to-human transmission of Pseudomonas pseudomallei. Ann Intern Med 83(4):512,
1975

McGovern TW, Christopher GW, Eitzen EM: Cutaneous manifestations of biological
warfare and related threat agents. Arch Dermatol 135(3):311, 1999

Mobley JA: Biological warfare in the twentieth century: lessons from the past,
challenges for the future. Mil Med 160(11):547, 1995

Mulligan ME, Hawley DK, Entriken R, McClure WR: Escherichia coli promoter
sequences predict in vitro RNA polymerase selectivity. Nucleic Acids Res 12(1 Pt
2):789, 1984

Nakai T, Park SC: Bacteriophage therapy of infectious diseases in aquaculture. Res
Microbiol 153(1):13, 2002

Nattermann H, Horsch F. Neue Erkenntnisse zur Yersinia enterocolitica-Infektion des
Schweines. Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft.Jahrestagung,Schlof3
Rauischholzhausen , 251-259. 1994.

Nelson D, Loomis L, Fischetti VA: Prevention and elimination of upper respiratory
colonization of mice by group A streptococci by using a bacteriophage lytic enzyme.
Proc Natl Acad Sci U S A 98(7):4107, 2001

Neubauer H: Zoonosen in Deutschland. Dt TAbl 56 :1342, 2008

Neubauer H, Meyer H, Finke EJ: Human glanders. Revue Internationale des Services
de Sante” des Forces Arme’es 70(258):265, 1997

Neubauer H, Sprague LD, Zacharia R, Tomaso H, Al DS, Wernery R, Wernery U,
Scholz HC: Serodiagnosis of Burkholderia mallei infections in horses: state-of-the-art
and perspectives. J Vet Med B Infect Dis Vet Public Health 52(5):201, 2005

Nikaido H, Vaara M: Molecular basis of bacterial outer membrane permeability.
Microbiol Rev 49(1):1, 1985

Park SC, Shimamura |, Fukunaga M, Mori Kl, Nakai T: Isolation of bacteriophages
specific to a fish pathogen, Pseudomonas plecoglossicida, as a candidate for disease
control. Appl Environ Microbiol 66(4):1416, 2000

Perl D, Mueller U, Heinemann U, Schmid FX: Two exposed amino acid residues
confer thermostability on a cold shock protein. Nat Struct Biol 7(5):380, 2000

Raettig H: Bakteriophagie 1917-1956: Zugleich ein Vorschlag zur Dokumentation
wissenschaftlicher Literatur. G. Fischer, Stuttgart, 1958

Rao GR, Burma DP: Purification and properties of phage P22-induced lysozyme. J
Biol Chem 246(21):6474, 1971

Read TDeal: Submitted. Genomics 2007



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Literatur | 120

Redfearn MS, Palleroni NJ, Stanier RY: A comparative study of Pseudomonas
pseudomallei and Bacillus mallei. J Gen Microbiol 43(2):293, 1966

Ritchie DA, Thomas CA, Jr., MacHattie LA, Wensink PC: Terminal repetition in non-
permuted T3 and T7 bacteriophage DNA molecules. J Mol Biol 23(3):365, 1967

Rogul M, Brendle JJ, Haapala DK, Alexander AD: Nucleic acid similarities among
Pseudomonas pseudomallei, Pseudomonas multivorans, and Actinobacillus mallei. J
Bacteriol 101(3):827, 1970

Rosebury T, Kabat EA: Bacterial warfare. A critical analysis of the available agents,
their possible military applications, and the means for protection against them. J
Immunol 56(7-96) 1947

Rotz LD, Khan AS, Lillibridge SR, Ostroff SM, Hughes JM: Public health assessment
of potential biological terrorism agents. Emerg Infect Dis 8(2):225, 2002

Saint-Blancard J, Maurel JP, Constant JF, Berthou J, Jolles P: Influence of pH and
ionic strength on the lysis of Micrococcus luteus cells by hen lysozyme at low (20
degree C) and high (physiological, 40 degree C) temperature. Biosci Rep 1(2):119,
1981

Sambrook J, Fritsch T, Maniatis T: Molecular cloning . A laboratory manual. p. 73.
Molecular cloning . A laboratory manual. Laboratory Press; Cold Spring Harbor, 1989

Sanger F, Nicklen S, Coulson AR: DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc Natl Acad Sci U S A 74(12):5463, 1977

Sao-Jose C, Parreira R, Vieira G, Santos MA: The N-terminal region of the
Oenococcus oeni bacteriophage fOg44 lysin behaves as a bona fide signal peptide in
Escherichia coli and as a cis-inhibitory element, preventing lytic activity on
oenococcal cells. J Bacteriol 182(20):5823, 2000

Schlater LK: Glanders. p. 761. In Robinson NE, Suanders WB (eds): Current Therapy
in Equine Medicine. St. Louis, MO, 1992

Schlegel: Allgemeine Mikrobiologie. Thieme Verlag, 1992

Schmiel DH, Miller VL: Bacterial phospholipases and pathogenesis. Microbes Infect
1(13):1103, 1999

Schuch R, Nelson D, Fischetti VA: A bacteriolytic agent that detects and Kills Bacillus
anthracis. Nature 418(6900):884, 2002

Schwudke D, Ergin A, Michael K, Volkmar S, Appel B, Knabner D, Konietzny A,
Strauch E: Broad-host-range Yersinia phage PY100: genome sequence, proteome
analysis of virions, and DNA packaging strategy. J Bacteriol 190(1):332, 2008

Seed KD, Dennis JJ: Isolation and characterization of bacteriophages of the
Burkholderia cepacia complex. FEMS Microbiol Lett 251(2):273, 2005

Sheng H, Knecht HJ, Kudva IT, Hovde CJ: Application of bacteriophages to control
intestinal Escherichia coli O157:H7 levels in ruminants. Appl Environ Microbiol
72(8):5359, 2006

Smith P.B., Cherry W.B.: Identification of Malleomyces by specific bacteriophages. J
Bacteriol 74(5):668, 1957



Literatur | 121

144. Smith MD, Angus BJ, Wuthiekanun V, White NJ: Arabinose assimilation defines a
nonvirulent biotype of Burkholderia pseudomallei. Infect Immun 65(10):4319, 1997

145. Southern EM: Detection of specific sequences among DNA fragments separated by
gel electrophoresis. J Mol Biol 98(3):503, 1975

146. Srinivasan A, Kraus CN, DeShazer D, Becker PM, Dick JD, Spacek L, Bartlett JG,
Byrne WR, Thomas DL: Glanders in a military research microbiologist. N Engl J Med
345(4):256, 2001

147. Stormo GD, Schneider TD, Gold LM: Characterization of translational initiation sites in
E. coli. Nucleic Acids Res 10(9):2971, 1982

148. Strauch E, Kaspar H, Schaudinn C, Dersch P, Madela K, Gewinner C, Hertwig S,
Wecke J, Appel B: Characterization of enterocoliticin, a phage tail-like bacteriocin,
and its effect on pathogenic Yersinia enterocolitica strains. Appl Environ Microbiol
67(12):5634, 2001

149. Studier FW, Moffatt BA: Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct selective
high-level expression of cloned genes. J Mol Biol 189(1):113, 1986

150. Studier FW, Rosenberg AH, Dunn JJ, Dubendorff JW: Use of T7 RNA polymerase to
direct expression of cloned genes. Methods Enzymol 185:60, 1990

151. Summer EJ, Gill 3J, Upton C, Gonzalez CF, Young R: Role of phages in the
pathogenesis of Burkholderia, or 'Where are the toxin genes in Burkholderia
phages?'. Curr Opin Microbiol 10(4):410, 2007

152. Summer EJ, Gonzalez CF, Bomer M, Carlile T, Embry A, Kucherka AM, Lee J,
Mebane L, Morrison WC, Mark L, King MD, LiPuma JJ, Vidaver AK, Young R:
Divergence and mosaicism among virulent soil phages of the Burkholderia cepacia
complex. J Bacteriol 188(1):255, 2006

153. Summer EJ, Gonzalez CF, Carlisle T, Mebane LM, Cass AM, Savva CG, LiPuma J,
Young R: Burkholderia cenocepacia phage BcepMu and a family of Mu-like phages
encoding potential pathogenesis factors. J Mol Biol 340(1):49, 2004

154. Summer EJeal. Complete genomic sequence of phage BcepNY3, a new member of
the Burkholderia phage Bcep781 . 2007.

155. Szewczyk B, Skorko R: Lysozyme activity of bacteriophage T4 ghosts. Biochim
Biophys Acta 662(1):131, 1981

156. Tomaso H, Scholz HC, Al DS, Eickhoff M, Treu TM, Wernery R, Wernery U,
Neubauer H: Development of a 5'-nuclease real-time PCR assay targeting fliP for the
rapid identification of Burkholderia mallei in clinical samples. Clin Chem 52(2):307,
2006

157. Tomaso H, Scholz HC, Al DS, Pitt TL, Treu TM, Neubauer H: Development of 5'
nuclease real-time PCR assays for the rapid identification of the Burkholderia
mallei//Burkholderia pseudomallei complex. Diagn Mol Pathol 13(4):247, 2004

158. Towbin H, Staehelin T, Gordon J: Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc
Natl Acad Sci U S A 76(9):4350, 1979



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Literatur | 122

Trebesius K, Harmsen D, Rakin A, Schmelz J, Heesemann J: Development of rRNA-
targeted PCR and in situ hybridization with fluorescently labelled oligonucleotides for
detection of Yersinia species. J Clin Microbiol 36(9):2557, 1998

Trempy JE, Kirby JE, Gottesman S: Alp suppression of Lon: dependence on the slpA
gene. J Bacteriol 176(7):2061, 1994

Tuler TR, Callanan MJ, Klaenhammer TR: Overexpression of peptidases in
Lactococcus and evaluation of their release from leaky cells. J Dairy Sci 85(10):2438,
2002

Tyler SD, Strathdee CA, Rozee KR, Johnson WM: Oligonucleotide primers designed
to differentiate pathogenic pseudomonads on the basis of the sequencing of genes
coding for 16S-23S rRNA internal transcribed spacers. Clin Diagn Lab Immunol
2(4):448, 1995

Vellani TS, Myers RS: Bacteriophage SPP1 Chu is an alkaline exonuclease in the
SynExo family of viral two-component recombinases. J Bacteriol 185(8):2465, 2003

Walsh SE, Maillard JY, Russell AD, Catrenich CE, Charbonneau DL, Bartolo RG:
Activity and mechanisms of action of selected biocidal agents on Gram-positive and -
negative bacteria. J Appl Microbiol 94(2):240, 2003

Walsh SE, Maillard JY, Russell AD, Catrenich CE, Charbonneau DL, Bartolo RG:
Development of bacterial resistance to several biocides and effects on antibiotic
susceptibility. J Hosp Infect 55(2):98, 2003

Wang IN, Smith DL, Young R: Holins: the protein clocks of bacteriophage infections.
Annu Rev Microbiol 54:799, 2000

Watson BB, Eveland WC: The application of the phage-fluorescent antiphage staining
system in the specific identification of Listeria monocytogenes. |. Species specificity
and immunofluorescent sensitivity of Listeria monocytogenes phage observed in
smear preparations. J Infect Dis 115(4):363, 1965

Weaver LH, Matthews BW: Structure of bacteriophage T4 lysozyme refined at 1.7 A
resolution. J Mol Biol 193(1):189, 1987

Weigel D: The APETALA2 domain is related to a novel type of DNA binding domain.
Plant Cell 7(4):388, 1995

Wheelis M: First shots fired in biological warfare. Nature 395(6699):213, 1998
White NJ: Melioidosis. Lancet 361(9370):1715, 2003

WHO. Health Aspects of Chemical and Biological Weapons: Report of a WHO Group
of Consultants. 1970. Geneva, World Health Organization.

Wiersinga WJ, de Vos AF, de BR, Wieland CW, Roelofs JJ, Woods DE, van der PT:
Inflammation patterns induced by different Burkholderia species in mice. Cell
Microbiol 10(1):81, 2008

Wilkinson L: Glanders: medicine and veterinary medicine in common pursuit of a
contagious disease. Med Hist 25(4):363, 1981



175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

Literatur | 123

Williams KP: Integration sites for genetic elements in prokaryotic tRNA and tmRNA
genes: sublocation preference of integrase subfamilies. Nucleic Acids Res 30(4):866,
2002

Williams RJ: Treatment of Pseudomonas aeruginosa infections with pyocines. J Med
Microbiol 9(2):153, 1976

Withey S, Cartmell E, Avery LM, Stephenson T: Bacteriophages--potential for
application in wastewater treatment processes. Sci Total Environ 339(1-3):1, 2005

Wittig MB, Wohlsein P, Hagen RM, Al DS, Tomaso H, Scholz HC, Nikolaou K,
Wernery R, Wernery U, Kinne J, Elschner M, Neubauer H: [Glanders--a
comprehensive review]. Dtsch Tierarztl Wochenschr 113(9):323, 2006

Woods DE, Jeddeloh JA, Fritz DL, DeShazer D: Burkholderia thailandensis E125
harbors a temperate bacteriophage specific for Burkholderia mallei. J Bacteriol 2002
Jul ;184 (14 ):4003 -17 184(14):4003,

Wuthiekanun V, Smith MD, Dance DA, Walsh AL, Pitt TL, White NJ: Biochemical
characteristics of clinical and environmental isolates of Burkholderia pseudomallei. J
Med Microbiol 45(6):408, 1996

Wuthiekanun V, Smith MD, Dance DA, White NJ: Isolation of Pseudomonas
pseudomallei from soil in north-eastern Thailand. Trans R Soc Trop Med Hyg
89(1):41, 1995

Yabuuchi E, Kawamura Y, Ezaki T, Ikedo M, Dejsirilert S, Fujiwara N, Naka T,
Kobayashi K: Burkholderia uboniae sp. nov., L-arabinose-assimilating but different
from Burkholderia thailandensis and Burkholderia viethnamiensis. Microbiol Immunol
44(4):307, 2000

Yabuuchi E, Kosako Y, Oyaizu H, Yano |, Hotta H, Hashimoto Y, Ezaki T, Arakawa
M: Proposal of Burkholderia gen. nov. and transfer of seven species of the genus
Pseudomonas homology group Il to the new genus, with the type species
Burkholderia cepacia (Palleroni and Holmes 1981) comb. nov. Microbiol Immunol
36(12):1251, 1992

Yersin A: [Bubonic plague in Hong Kong. 1894]. Rev Med Suisse Romande
114(5):393, 1994

Yoong P, Schuch R, Nelson D, Fischetti VA: Identification of a broadly active phage
lytic enzyme with lethal activity against antibiotic-resistant Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium. J Bacteriol 186(14):4808, 2004

Young |, Wang |, Roof WD: Phages will out: strategies of host cell lysis. Trends
Microbiol 8(3):120, 2000

Young R: Bacteriophage lysis: mechanism and regulation. Microbiol Rev 56(3):430,
1992

Young R, Blasi U: Holins: form and function in bacteriophage lysis. FEMS Microbiol
Rev 17(1-2):191, 1995

Zietz BP, Dunkelberg H: The history of the plague and the research on the causative
agent Yersinia pestis. Int J Hyg Environ Health 207(2):165, 2004



190.

191.

Literatur | 124

Zimmer M, Vukov N, Scherer S, Loessner MJ: The murein hydrolase of the
bacteriophage phi3626 dual lysis system is active against all tested Clostridium
perfringens strains. Appl Environ Microbiol 68(11):5311, 2002

Zor T, Selinger Z: Linearization of the Bradford protein assay increases its sensitivity:
theoretical and experimental studies. Anal Biochem 236(2):302, 1996



Anhang | 125

6. Anhang

6.1 Vektorkarten
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Abb. 6-1: Physikalische Karte des Expressionsvektors pET200/D-TOPQur Expression wurde
das Plasmid in deB. coliStamm BL21 Star™ (DE3) transformielacO = lac-Operatorlacl = lac-

Repressor, RBS = Ribosomenbindestelle, EK = Enterokinase-Erkestellegsop = erleichtert
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Abb. 6-2: Physikalische Karte des mitEcoRlI linearisierten Agtll Vektors. Der Vektor hat eine
Mutation im S-Gen, welches fur dasHolin kodiert. Auf Grund diesen Defekts ist der Phagell
nicht befahigt Einzelplaques im Spottest zu erzeugen. Durchimgiegration des putativen PY100-
Holins (kodiert durch ORF49) des PY100 Phagen inEdieR] Schnittstelle des Vektors vomtll,
und anschlieBendem ,Verpacken“ mit Hilfe dasDNA packaging extracts* (Stratagene) sollte der
erzeugte Phage durch die Komplementation des defekten Holins wiedemktibfisfahig sein.
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6.2 Wirtsspektren der Phagen (dataillierte Tabellen )

Tab. 6-1: Wirtspektren der isolierten Phagen au$. thailandensis.

Phagenlysat phi058 phi067 phil31 phi202
\Wirtstamm
B. pseudomall (12) + + + -
(Bp2, Bp5) (Bp2, Bp5)
B. malle (13) + _ + _
(Bm6, Bm7, Bm10) (Bm6, Bm7, Bm10)
B. thailandensi (12) + + + _

(E058, E131) | (E067) (E058, E131)

BurkholderiaSpezies:

. ambifarie

. anthing

. cenocepac

. cepaci

. delosi

. gladiolc

. multivoran

. pickettii ATCC 491:

. pyrrocinie

. stabilis CCUG 133«

. vietnimensig2)

weitere Bakterien Spezies:
IAeromonas hydrophi
Citrobacter youngae
Enterobacter cloacae P!
E. coli (6)

Klebsiella oxytoc
Klebsiella pneumoni
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescer
Pseudomonas puti
Streptomonas maltophila
Yersina entercocolitica
Yersinia pseudotuberculosig

Ein ,+“ signalisiert die Plaquebildung im Spottest, ein ,€ie Plaguebildung auf den getesteten
Wirtsstammen durch die jeweiligen Kulturiiberstande. In Klammern di¢ hysierten Stamme.

WWWWWWWWwWW W




Tab. 6-2: Wirtspektren der isolierten Phagen au. pseudomallei.

Phagenlysat phiBp2 | phi Bp10 | phi Bp12
\Wirtstamm
B. pseudomall (12) _ + +
(Bp4,Bp5,| (Bp4,Bp5,
Bp6, Bp7,| Bp6, Bp7,
Bp9, Bp10{Bp9, Bpl0
Bpl2) Bpl2)
B. malle (12) _ + +

B. thailandensi (12)

BurkholderiaSpezies:
. ambifarie

. anthing

. cenocepac

. cepaci

. delos:i

. gladiolc

. multivoran

. pickettii ATCC 4912
. pyrrocinia

. Stabilis CCUG 133¢
. viethamensi(2)

WWWWWWWW W WwW

weitere Spezies:
IAeromonas hydrophi
Citrobacter youngae
Enterobacter cloacae P!
E. coli (6)

Klebsiella oxytoc
Klebsiella pneumoni
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescis
Pseudomonas puti
Streptomonas maltophila
Yersina entercocolitica

Yersinia pseudotuberculosig

Ein ,+“ signalisiert die Plaquebildung im Spottest, ein ,€ie Plaguebildung auf den getesteten
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Wirtsstammen durch die jeweiligen Kulturiiberstande. In Klammern di¢ hysierten Stamme.



6.3 Bioinformatische Analyse der phiEO67 Genproduk

ORFs)
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te (alle

Tab. 6-3: Offene Leserahmen (ORF), potentielle Funktionen und gnifikante Homologien der
Aminosauresequenzen des phiE067 Phagen-Genoms.

D

ORF Nr. | Start— Stop | GroRe (AS) | Potentielle Funktion Signifikante Homologien

1 1-177 59 - hypothetical protein Nazgul23
[Burkholderiaphage BcepNazgul]

2 174- 449 92 - hypothetical protein spyM18 1474
[Streptococcus pyogenes
MGAS8232]

3 446- 613 56 - hypothetical protein
Bcepl1808_4507Hurkholderia
vietnamiensi$s4]

4 610-1929 440 - Bcep22gp31Burkholderiaphage
Bcep22]

5 1977- 2828 | 284 Transkriptionsregulator| transcriptional regulator, Fis family
[Paracoccus denitrificanBD1222]

6 2851 — 3024 58 - -

7 3021- 3701 227 Endonuklease phage-type endonuclease
[Methylobacteriunmodulans ORS
2060]

8 3730-4323 | 198 hypothetical protein Rpic_2346

- [Ralstonia pickettiil2J]
9 4481- 4825 115 gp46 Burkholderiaphage
- phi1026b]

10 4822- 6117 432 - gp38 [Bacteriophage phiE125]

11 6117 — 6500 128 - -

12 6497 — 6895 | 133 hypothetical protein
BpseP_0300356@jurkholderia

- pseudomallePasteur]

13 6892 — 7140 | 83 - protein of unknown function
DUF551 [Berratia proteamaculans
568]

14 7170 -7502 | 111 - hypothetical protein Bxe B1549
[Burkholderia xenovoranksB400]

15 7514- 7732 73 Transkriptionsregulator| prophage CP4-57 regulatory prote
(AlpA) [Burkholderia
pseudomallgi

16 7701-8948 416 Integrase Integrase Burkholderia
pseudomalleNCTC 13177]

17 9219-9401 |61 hypothetical protein
BURPS668_A2333Burkholderia

- pseudomalleb68]

18 9412 -9732 | 107 - hypothetical protein
BURPS668_A2334Burkholderia
pseudomalleb68]

19 9729-10547 | 273 Endolysin Phage-related lysozyme
[Burkholderia pseudomall&i68]

20 10528- 10821 | 98 Holin -

n
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Tab. 6-3 (Forsetzung): Offene Leserahmen (ORF), potentielle Funktionen und sigfikante
Homologien der Aminosauresequenzen des phiE067 Phagen-Genoms.

ORF Nr. | Start— Stop | GroRRe (AS) | Potentielle Funktion | Signifikante Homologien

21 11372 — 11641 90 hypothetical protein Bpse38_ 36199
[Burkholderia thailandensis

- MSMBA43]
Lipase (GDSL-

22 11782-12381| 200 Familie) lipolytic protein G-D-S-L family
[Burkholderia phymatur8 TM815]

23 12449- 13519 | 357 Acetyltransferase acetyltransferasaurkholderia
pseudomalleDM98]

24 13656- 15659 | 668 Schwanzfiber tail fiber protein Burkholderiaphage
BcepNY3]

25 15694- 16353 | 220 - gp32 Burkholderiaphage
Bcep781Enterobacterigphage T1]

26 16354~ 17535| 394 Basalplatte putative baseplate protein
[Pseudomonaphage SN]

27 1760117951 | 117 - gp53urkholderiaphage Bcepl]

28 17951- 18706 | 252 Basalplatte phage P2 baseplate assembly protei
gpV [E. coli53638]

29 18696- 19565 | 290 - gp38 Burkholderiaphage Bcep781]

30 19562- 19864 | 101 - gp50 Burkholderiaphage Bcep781]

31 19864~ 20481 | 206 - gp45 Burkholderiaphage Bcep781]

32 20540~ 22408 | 623 Schwanzstruktur Phage-related tail protein

Protein (,tale tape [Gluconobacter oxydar@21H]
measure protein®)

33 22411 — 22564 52 hypothetical protein
Saentericaenterica_23845
[Salmonella entericaubspenterica

- serovar Newport str. SL317]

34 22581 — 23021 147 - hypothetical protein Sentente_2603
[Salmonella entericaubspenterica
serovar Saintpaul str. SARA29]

35 23023-23427| 135 - gpO03AHurkholderiaphage Bcep781]

36 23468-24778| 437 - gp048urkholderiaphage Bcep781]

37 24968 25513 | 182 - BcepNY3gp04 Burkholderiaphage
BcepNY3]

38 25521-25910| 130 - gpO0&urkholderiaphage Bcep781]

39 25907 26368| 154 - gpO7urkholderiaphage Bcepl]

40 26355-26777| 141 - gpO08gurkholderiaphage Bcepl]

41 26777-27184| 136 - gpO0Hurkholderiaphage Bcepl]

42 27186- 28196 | 337 Grol3es Kapsid Protein major capsid proteirBurkholderia
phage BcepNY3]

43 28193-28669| 159 - gpl3AHurkholderiaphage Bcep781]

44 28682- 29836 | 385 - gpl14 Burkholderiacepaciaphage
Bcep781]

45 29898- 30707 | 270 Phagen Kapsid Proteinhead proteinBurkholderiaphage
BcepNY3]

46 30707-32338 | 544 Kleines Kapsid Protein minor head protein-like protein

[Burkholderiaambifariaphage

BcepFl1]

=
>

8
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Tab. 6-3 (Forsetzung): Offene Leserahmen (ORF), potentielle Funktionen und sigfikante
Homologien der Aminoséuresequenzen des phiEO67 Phagen-Genoms.

al

A4

ORF Nr. | Start— Stop | Grol3e (AS) | Potentielle Funktion Signifikante Homologien

47 32356 — 32613 86 - -

48 32989- 34371 | 461 Terminase (GroR3e UE) | phage large terminase subunit
[Salmonellgphage E1]

49 34469 — 34843 122 - conserved hypothetical phage
protein Balmonellgphage E1]

50 34986- 35315 110 - p26 Burkholderiapseudomallei
Pasteur 52237]

51 35331- 35564 | 78 - Bcep22gpl9Burkholderiaphage
Bcep22]

52 35561- 36034 | 158 Transkriptionsfaktor Pathogenesis-related transcriptior]

(ERF) factor and ERF protein
[Burkholderiavietnamiensisc4]

53 36037- 36525 163 Rekombinase endodeoxyribonuclease RusA
[BurkholderiaphymatunSTM815]

54 36519 — 36839 107 - -

55 36836 — 37018 61 - -

56 37015 - 37203 63 - -

57 37200 — 37535 112 hypothetical protein
BgramDRAFT_4627Burkholderia

- graminisC4D1M]

58 37532 - 37741 70 - -

59 37738 — 38484 249 - conserved hypothetical protein
[Burkholderia graminisC4D1M]
hypothetical protein BDAG_01684

60 38488 — 39558 357 - [Burkholderia doloséAUO158]
hypothetical protein EhV330

61 39555 — 39923 123 - [Emiliania huxleyivirus 86]

62 40019 — 40102 28 - -

63 40099 — 40308 70 - hypothetical protein
BURPS668_A23648urkholderia
pseudomalleb68]

64 40305 — 40541 79 hypothetical protein BpseN_ 3434/
[Burkholderia pseudomall&CTC

- 13177]

65 40538 — 40768 77 - -

66 40864— 41625 | 254 Repressor putative phage repressor
[BurkholderiamultivoransATCC
17616]

67 42221 — 42430 70 - -
hypothetical protein
BdolA_ 01001842 Burkholderia

68 42624 — 43079 152 - dolosaAUO158]

69 43081 — 43212 44 - -
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6.4 DNA- und Aminosduresequenzen der identifizierte n
Endolysine

6.4.1 DNA-Sequenz plyE067

9729- ATGGCGATGECGCTCAGI GACCT GT TCGECGCGECT CECGCGECT GI TCGECGT GAACCCGECECCAEGET CG
TCGACGT GCCGACGT CCECGAT CGAGT CGECGAAAAT GGACAT CGCGEEGT TCCGECCGTACCGCT TCCGECCELTC
CTGATACGGGT T TGECGGET GAGT GGT GCGGAAAT CGCGCCGEECT GTACCGCAAAACGT TCCATCCGGTACGGATG
ACGGEEECGT GECTGECACT CTGCCGCCCGLT GT CGCAGCACT TCGAGAGCT GCTACCT CACCGCATATCCGGATC
CAGCATCGGATCTCGGCAAAGCCGCT GCAGGCGCGCGECCT CTGGTACAAGGT GCT CGGCGECGCGECCCATCCCGA
ACGATCCCGCT CTGCGCGCACT GAGCGECGCACCGT GGACAT GCGEGT GEEECT CGACGGECCCEGACGT GCGT G
AGGGCACGGT CTGGACGCAAGCCACGECCGACGCGCGECACGACGCGAACCT CCGCAECCT CEECEECECTCGTCG
ACCAGGCCGCGCGT GT GCCGCT GT CGCCGCAGCAGAAGECCGCGCT CGT CAGCAT CGT GAACAACGT CGGGECCAG
GCCECECECEECAECGT GAACGAT CCTGGT CGEGACGGECAT CAT CACGCT CGCCAGCGEEECAGCCGT CGACCCTGT
TGCGACACCT GAACAT CGGCGACAT GGCCGGECGCGEECCGAT CAGT TTCCCGECGT GRAACCGCECGEECEET G CG
TGCTGECCGEEGT CTCGT GCGCCGECGCCCAGCCGAGCGCGAT CTCT TCCT CACCGGT GCAT GGAGCGACGCAT GA-
10547

6.4.2 Aminosauresequenz PlyE067

MANMAL SDL FGALARL FGYNPAPVVDVPTSAI ESAKVDI AGSAVPL PAAPDT GLAVGGAEI APAVPQNVPSGTDDG
AW AL CRPL SQHFESCYL TAYPDPASDL GKAL QARGLWYKVL GGAPI PNDPAL RAL SGAPWI CGAGSTGPDVREG
TVW QATADARHDANL RASAAL VDQAARVPL SPQOKAALVSI VNNVGPGRARRVNDPGRDA | TLASGQPSTLLR
HLNI GCDMAGAADQFPAVWRAGGVVL PGLVRRRAAERDL FL TGAWSDA

6.4.3 Allignment Aminosduresequenz

PlyEQGT 1 MAMATLSDLEGALARLEGVNPAPVVDVPTSAIESAREMDIAGSAVELPLRAPD
. e e g
P1yEQGT 21 TGLAVGGAEIAPRAVPONVEPSGTDDGAWLALCRPLSQUFESCYLTAYPDEL
. W O T A A R e BT e e G e
P1yEQGT 101 SDLGRALOARGILWYKEVLGGAPIPNDPALRALSGAPWTICGWGSTGPDVREG

I8 R 0 ] N 1= = N 1 A 1 A 1 1 O 1 R )
Bp. 668 Lysozym 65 -s—gk-a-arg-wyvk-v—-gg-a-sd-a-ra-sga-wtcocgwgstg-dvr—-g

PlyEO&T 151 TVWTQATADARHDANLRASAARLVDOAARVPLSPQORAALVSIVNNVGEGR

0 0 0 O O 5= ) [ == - e I (=== Y i 0 I = |
Bp. 668 Lysczym 100 tvwt-atadarhdan-ra-aaa-d-aa-r-v-s-akaamts-vnnvgagr
PlyE0GET 201 ARRVNDEPGRDGIITLASGQPSTLLERHLNIGDMAGARDOFEPAWNRAGGVVL

N, = N ) T Y A0 A= (] N Y Y === 0 (A -
Bp. €668 Lysozym 140 arragd-grdg--t-as-g-s5-t-rh-n-gd-ag-aa-d-awnragg-vv

PlyE067 251 PGLVERRERAFRDLFLTGAWSDR 272
[T Ve = o TilsellaE

Bp. €68 Lysozym 175 —-g-vrrr—-aa-r-d-tghwsas 180

Lange (AS): 272

|dentitat: 121/272 (44 .5%)

Similaritat: 1317272 (48.2%)

Lucken: 82/272 (30.1%)

Abb. 6-3: Allignment der Aminosauresequenz von PIlyEO67und einem ,Phage-related
lysozyme* [reflYP_001063329.1|] voB. pseudomalle668], das bei NCBI die hochste Homologie
aufweist.
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6.4.4 DNA-Sequenz ply100

17422- ATGGAAGT TCAACCAACAAT AGAGGAGGTAAGT ATGEGCTTTAAAT TAGGT TCTCGGAGCCT GCAACGG
CTGCAAGGTGT TCACCCTGACTTAGT GAAAGT TGT CAAACGCCCTAT TGAGATCTCACCGGTAGACT TCACCGT T
ACCGAGGGAT TGCGCACACT GGAGCGCCAAAAGGAGCTAT TCGCCAAAGGT GCAAGCAAGACAATGCGATCTCGC
CACCTGACAGGACATGCTGTI TGACAT TAGCCCCCT GGTAGACGGGAAGGT AAGT TGGGACTGGAAATACTACTAC
CCGATGGCAGACGCAAT GAAACAGGCT GCCAAGGAAT TGAATAT TCCGGT TGAGT GGEGECGECGACT GGAAAACC
TTTAAAGACGGGCCACACTTCCAGCTTCCGTATGEEGT GTATAAATAA- 17838

6.4.5 Aminosauresequenz Ply100

MEVQPTI EEVSMGFKL GSRSL QRL QGVHPDLVKVVKRAI El SPVDFTVTEGLRTL ERQKEL FAKGASKTMRSRHL
TGHAVDI SPLVDGKVSVWDVKYYYPMADAMKQAAKEL NI PVEWGGDWKTFKDGPHFQLPYGVYK

6.4.6 Allignment Aminosduresequenz

Plyl00 1 MEVQPTIEEVSMGFELGSRSLORLOGVHPDLVEVVERLAIEISEVDETVTE

semsslz @l ==l DRV FIT=] ke 20 el
Phage P7 Protein 1 mltnkfilgkasesnligvhpdlvkvvrraleltpldfkvie
Plyl100 51 GLRTLERQKELFAKGASKETMESEHLTGHAVDISPLVDGEVSWIWKYYYEM

[l ] s ] L2l 2= LD LDDELL s ld =L 00 =] L=l
Phage P7 Protein 432 gertlergrelvkvgasgtlnsrhltghavdivplpdgkiswewkyfyvpm

Ply100 101 ADAMRKQARKELNIPVEWGGDWKTFEDGEHFQLPYGVYK 138
1 A = P = O = O ==

Phage P7 Protein 93 adamkraaaelkiavewggnwttfkdgphfglparagyps 131

Lange: 139

|dentitat: 88/139 (63.3%)

Similaritat: 1037139 (74.1%)

Liicken: 9/139 ( 6.5%)

Abb. 6-4: Allignment der Aminosauresequenz von Plyl00 und einemProtein des
Bakteriophagen P7 [ref[YP_001721064.1|] au¥. pseudotuberculosi¥Plll, das bei NCBI die
hdchste Homologie aufweist.
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