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Zusammenfassung

Chinolone gehoren zu den leistungsfdhigsten Antibiotika in der Humanmedizin.
Die Resistenz gegen Fluorochinolone hat sich wegen des weltweiten Einsatzes dieses
Medikaments schnell erhoht. E. coli ist eine der am meisten betroffene Spezies. Obwohl
E. coli von Natur aus gegen Fluorochinolone sensitiv ist, wurde das Auftreten von E.
coli Stimmen mit verringerter Empfindlichkeit gegen Fluorochinolone héaufig
beobachtet, besonders im Urinaltrakt-Bereich. Das vermehrte Scheitern von
Behandlungen mit Fluorochinolonen ist darauf zuriickzufiihren. Die therapeutische
Verwendung der Chinolone ohne Riicksicht auf eine mogliche Resistenz des
Infektionserregers kann zu einem Behandlungsausfall sowie zu einer Induktion neuer
Resistenzen fithren. Ein schneller und préiziser diagnostischer Resistenztest ist daher in
der klinischen Anwendung von grofer Bedeutung. Bis jetzt bendtigen die
Standardmethoden zur Detektion von Antibiotika-Resistenzen mehr als einen Tag.
Durch die Verwendung der Mikroarray-Technologie kann die Testzeit in Zukunft bis
auf wenige Stunden reduziert werden. Dariiber hinaus kann die Detektion auf dem
molekularen Niveau fiir die Uberwachung von Patienten mit Langzeit-
Antibiotikabehandlung und fiir die Untersuchung der Mechanismen von Resistenzen
niitzlich sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein diagnostischer Mikroarray zur Detektion von
Punktmutationen entwickelt. Dieses Mikroarray-System kann die am weitesten
verbreiteten Resistenzgenotypen von E. coli identifizieren. Anhand der Analyse von
Sequenzen aus Offentlichen Datenbanken sowie eigener Sequenzierungsdaten von
klinischen Isolaten, wurden die Aminosdurepositionen 83 und 87 in der Untereinheit A
der DNS-Gyrase (Gen gyrA) sowie die Aminosdurepositionen 80 und 84 in der
Untereinheit A der Topoisomerase IV (Gen parC) als Mutationshotspots identifiziert.
Die auf diese vier Positionen gerichteten Oligonukleotidsonden wurden so entworfen,
dass sie sowohl die wichtigsten resistenzverursachenden Mutationen, als auch die
assoziierten stillen Mutationen abdecken. Die Methode der Allel-spezifischen
Hybridisierung wurde fiir den gyrA-Array und die Allel-spezifische primer extension
fiir den parC-Array verwendet. Die Funktionsfahigkeit beider Arrays wurde mit 36 E.
coli Isolaten aus vier unterschiedlichen Krankenhdusern in Deutschland validiert. Die
Ergebnisse der Mikroarray-Analyse stimmten mit den Resultaten der direkten DNS-
Sequenzierung und der phéntotpyischen Untersuchung iiberein. Um die Assayzeit zu
reduzieren und die Sensitivitit zu erhdhen, wurden die Markierungs-PCR und die
Hybridisierung hinsichtlich dieser zwei Faktoren optimiert. Das optimierte Verfahren
war in der Lage, die Resistenz von E. coli bis zu einer Konzentration von 100 CFU/ml
(gyrA) bzw. 1000 CFU/ml (parC) nachzuweisen. Aulerdem war die Identifikation von
resistenten E. coli in Anwesenheit eines zehnfachen Uberschusses an sensitivem E. coli
moglich. Unter der Verwendung von Hybridisierungsstationen konnte die gesamte
Testdauer auf 3.5 Stunden (gyrA) bzw. 4.5 Stunden (parC) reduziert werden. Nach der
erfolgreichen Vereinigung des gyrA- und parC-Arrays konnten Mutationen in beiden
Genen gleichzeitig nachgewiesen werden. Das in dieser Arbeit entwickelte
diagnostische Verfahren zur Bestimmung der Chinolonresistenz in E. coli bietet somit
einen vielversprechenden Ansatz zur Verbesserung der Diagnostik von
Infektionskrankheiten des Urogenitaltrakts und wird zukiinftig mit der Entwicklung
eines kommerziellen Prototyps fortgesetzt.






Abstract

Quinolones are among the most potent antibacterial agents for use in human
medicine. The resistance against fluoroquinolones has been increasing in accordance
with the world wide use of this drug. E. coli is one of the most concerned species.
Although E. coli strains are commonly susceptible to fluoroquinolones, it was observed,
that the emergence of urinary-tract-derived strains with decreased susceptibilities to
fluoroquinolones and fluoroquinolone treatment failures were associated. Therapeutic
use of quinolones without considering the possible resistance of the infecting pathogen
can lead to treatment failures as well as the induction of new resistances. A fast and
precise diagnostic resistance test would be therefore of great value for the clinic. Up to
now the standard methods to detect the antibiotic resistance take more than one day.
Using microarray technology the test time can be shortened to a few hours. Besides this,
the diagnostic on the molecular-level can be used for the monitoring of long time
antibiotic treatment and for the investigation of resistance mechanisms.

In this study, a diagnostic microarray for single base mutation detection was
developed, which can readily identify the most prevalent E. coli genotypes leading to
quinolone resistance. Based on sequence analysis using public databases and our own
DNA sequencing results, two amino acid positions (83 and 87) of the A subunit of the
DNA gyrase (gene gyrA) and two amino acid positions (83 and 87) of the A subunit of
the topoisomerase IV (gene parC), have been identified as mutation hotspots and were
selected for the DNA-microarray detection. Oligonucleotide probes directed against
these four positions were designed, so that they could cover the most important,
resistance causing and silent mutations. The allele-specific oligonucleotide probe
hybridisation and allele-specific primer extension were used respectively for the gyrA
and the parC array. The performance of both arrays was validated using 36 clinical
isolates of E. coli from four different hospitals in Germany. The microarray results were
confirmed by standard DNA sequencing and were in full agreement with the phenotypic
antimicrobial susceptibility testing.

In order to reduce the assay time and increase the sensitivity and specificity, the
most important factors for a clinical application, the labelling PCR and array
hybridisation were optimised. The optimised Assay was able to detect resistant E. coli
in a concentration of 100 CFU/ml (gyrA) and 1000 CFU/ml (parC) respectively.
Furthermore the identification of resistant E. coli in presence of a 10 fold excess of
sensitive E. coli was possible. By using a hybridisation station the whole assay time
could be reduced to 3.5 hours (gyrA) and 4.5 hours (parC) respectively. After the
successful merging of the gyrA and parC array into a unified system, the mutations in
both genes could be detected simultaneously. The diagnostic test developed in this study
for the identification of quinolone resistances in E.coli offers therefore a promising
approach for an optimisation of dianosis of urogenital tract infections and will be
continued within a commecial prototype development in the near future.
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1 Einleitung

1.1 Mikrobielle Antibiotika-Resistenz

1.1.1 Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen

Antibiotika werden eingesetzt, um bakteriell verursachte Erkrankungen zu
behandeln. Dabei werden Bakterien entweder durch das Antibiotikum abgetotet oder in
threr Vermehrung gehemmt. Bakterien sind jedoch von Natur aus sehr anpassungsfahig
und konnen Abwehrstrategien entwickeln, die sie vor dem Antibiotikum schiitzen: sie
werden somit resistent. Die Gefahr von Antibiotika-Resistenzen ist schon seit der
Entdeckung der ersten antibakteriellen Wirkstoffe wie verschiedener Sulfonamide
(1935) und Penicillin G (1940) erkannt worden. Die Ursache dieser
Resistenzentwicklung sind Verdnderungen des Genoms durch Mutationen oder Erwerb
von Genen aus anderen Mikroorganismen mittels verschiedener
Ubertragungsmechanismen.

Die Verdnderungen der genetischen Information konnen iiber drei Mechanismen
zur Resistenz flihren: 1. Antibiotika kénnen durch von Bakterien produzierte Enzyme
inaktiviert werden. Ein Beispiel ist die hydrolytische Spaltung der Beta-Lactam-
Antibiotika wie Penicilline durch Beta-Lastamasen. 2. Die Zielstruktur wird durch
Mutationen verdndert, so dass die Affinitidt des zugehorigen Antibiotikums erheblich
abnimmt. So kann Streptomycin nicht oder nur mit geringer Affinitit an mutierte
ribosomale Proteine binden. 3. Verdnderungen der Membranzusammensetzung oder
Porinen fiihren zur verringerten Aufnahme von Antibiotika in die Zelle. Uberexpression
von Effluxpumpen fiihrt zur aktiven Ausschleusung der Substanzen aus der Zelle. Diese
Mechanismen sind fiir eine geringe Akkumulation von Antibiotika verantwortlich und
fiihren meist zu Multiresistenzen.

Die zunehmende Resistenzentwicklung gegen Antibiotika bei Bakterien ist
offensichtlich: 1944, im Jahre der erstmaligen Verwendung von Penicillin, waren fast
alle Staimme von Staphylococcus aureus gegen das neue Medikament empfindlich. 1950
reagierten hingegen nur noch 30% der klinischen Isolate dieses Infektionserregers auf
Penicillin und zur Zeit liegt der entsprechende Wert bei 15%'’. Im Verlauf der Zeit
entwickelten Bakterien auch Mehrfachresistenzen. Solche Bakterienstimme stellen eine
besondere Bedrohung dar. Resistente Bakterien kommen in der Natur hdufig vor.
Wesentlich mitverantwortlich fiir die Bildung von Resistenzgenen bei Bakterien ist aber
der Einsatz von Antibiotika durch den Menschen. Die Zunahme der resistenten Stimme
ist auf einen unsachgemifien Gebrauch von Antibiotika zuriickzufiihren, in erster Linie
in der Humanmedizin. Der durch Antibiotika auf Bakterien ausgeiibte Selektionsdruck
ist am stdrksten in Krankenhdusern.

1.1.2 Chinolone

Chinolone sind Breitbandantibiotika und gelten daher bei verschiedenen
Krankheiten als Medikament erster Wahl. Chinolone und abgeleitete Derivate
(Naphthyridin) sind synthetische Verbindungen (Abbildung 1.1), die sich nicht von
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einer natiirlich vorkommenden Struktur ableiten lassen. Nalidixinsédure wurde als erstes
Chinolon 1962 in den Markt eingefithrt’ und wurde nur zur Behandlung von
Harnwegsinfektionen eingesetzt. Nach der Einfiihrung ist diese Substanzklasse
schrittweise weiter optimiert worden. Durch die Einfiihrung eines Piperazinrestes an
Position C7 konnte das Wirkungsspektrum ausgedehnt werden”. Der entscheidende
Fortschritt war die zusétzliche Fluorierung der C6-Position der Chinolon-Grundstruktur.
Norfloxacin ist die Ausgangssubstanz der modernen Fluorchinolone. Fluorchinolone
wurden nach der Einteilung der Paul-Ehrlich-Gesellschaft in vier Gruppen aufgeteilt
(Tabelle 1.1). Wéhrend die Gruppe I der Chinolone nur den Einsatz bei
Harnwegsinfektionen rechtfertigt, sind in der Gruppe II die systemisch anwendbaren
Fluorchinolone enthalten, die liber eine gute antibakterielle Aktivitdt und ein breites
Wirkspektrum verfiigen. Hierzu gehdren Enoxacin, Fleroxacin, Ofloxacin und
Ciprofloxacin. Die dritte Gruppe umfasst Antiinfektiva mit verbessertem Wirkspektrum
im grampositiven und atypischen Bereich. Hier befinden sich Levofloxacin,
Sparfloxacin und Grepafloxacin. Die vierte Gruppe umfasst die Substanzen mit
verbesserter Wirkung gegen grampositive und atypische Keime und mit Wirkung gegen
Anaerobier. Zu diesen Antibiotika gehoren Trova- und Moxifloxacin. In Abbildung 1.2
sind Strukturformeln verschiedener Fluorchinolone dargestellt.

0
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4-Chinolone Naphthyridin

Abbildung 1.1: Chemische Struktur von Chinolonen und deren Derivaten

Tabelle 1.1: Einteilung der Fluorchinolone nach Gruppen (Listung innerhalb einer Gruppe nach
aufsteigender In-vitro-[MHK]-Aktivitit)®

I. Orale Fluorchinolone mit im wesentlichen auf Harnwegsinfektionen | Narfloxacin
eingeschrinkter Indikation (D) Pefloxacin
II. Systemisch anwendbare Fluorchinolone mit breiter Indikation Enoxacin
Fleroxacin
Ofloxacin
Ciprofloxacin
II1. Fluorchinolone mit verbesserter Aktivitdt gegen grampositive und | Levofloxacin
»atypische® Erreger Sparfloxacin
Grepafloxacin
IV. Fluorchinolone mit verbesserter Aktivitit gegen grampositive und | Gatifloxacin*
»atypische® Erreger sowie gegen Anaerobier Trovafloxacin*
Moxifloxacin*
Clinafloxacin*

* Substanzen, die sich noch in klinischer Priifung (Phase I11) befinden bzw. zur Zulassung
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Abbildung 1.2: Strukturformeln verschiedener Fluorchinolone

1.1.3 Mechanismus der Chinolon-Resistenz

Fiir die Humanmedizin gehéren Chinolone zu den leistungsfdahigsten Antibiotika.
Etwa 11% der globalen verschricbenen Antibiotika sind Fluorchinolone®™. Die
Resistenz gegen Chinolone hat sich wegen der weltweiten Verwendung dieser Substanz
erhoht. Chinolone wirken bakterizid®. Die Zielmolekiile der Chinolone sind die Gyrase
und die Topoisomerase 1V, die zu den Typ-II-Topoisomerasen gehdren. Das primére
Ziel bei gramnegativen Bakterien ist die Gyrase und bei grampositiven Bakterien die
Topoisomerase IV. Chinolone binden spezifisch an den DNS-Enzym-Komplex,
wodurch ein terndrer Komplex aus DNS, Gyrase/Topoisomerase IV und Chinolon
entsteht. Dieser Komplex ist so stabil, dass die normale Funktion der Enzyme nicht
erfiillt werden kann. Diese beiden Enzyme sind unerlésslich fiir die DNS-Synthese. Die
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Gyrase {berfiihrt die ringféormige DNS von Bakterien aus dem energiearmen,
relaxierten Zustand unter Verbrauch von ATP in einen energiereichen, negativ
iberspiralisierten Zustand. Aufgrund des DNS-Enzym-Komplexes kann die Replikation
der DNS jedoch nicht stattfinden. Die Topoisomerase IV ist notwendig fiir die
Trennung der replizierten Tochterchromosomen. Dieser Prozess wird ebenfalls durch
den DNS-Enzym-Komplex verhindert. Damit kommt es nicht zur Verteilung der
Chromosomen auf die beiden Tochterzellen. Die Hemmung dieser zwei
lebensnotwendigen Enzyme durch Chinolone fiihrt zum Zelltod.

Bisher gibt es keine Hinweise auf plasmidgebundene Resistenz gegen Chinolone,
auBer einem einzigen Bericht aus den USA fiir Klebsiella pneumoniae™. Zwei
Mechanismen sind bekannt, die zur Chinolon-Resistenz fithren konnen: Die
Verdnderung der Zielmolekiile, d.h. der Gyrase und der Topoisomerase IV, und die
verringerte Konzentration der Chinolone gegeniiber den Zielmolekiilen. Die
Verdnderung der Zielmolekiile wird durch Punktmutationen im Gyrase- und
Topoisomerase IV-Gen erreicht, wobei die Untereinheiten A (gyrA bei der Gyrase,
parC bei der Topoisomerase IV) am héufigsten betroffen sind. Die meisten Mutationen
befinden sich innerhalb der so genannten QRDR (Quinolone resistance determining
region) beider Enzyme. Solche Mutationen verdndern die Struktur der Enyzme, damit
Chinolone nicht an den DNS-Enzym-Komplex binden kénnen. Daher wird auch kein
stabiler terndrer Komplex gebildet. Die Vermehrung der Bakterienzellen findet statt:
somit sind die Bakterien resistent gegen Chinolone. Neben den Mutationen in den
Genen fiir die Zielenzyme wurden auch andere Mutationen entdeckt, die zur
Verringerung der Konzentration von Chinolonen in der Zelle fithren. Beispiele dafiir
sind mex-Effluxpumpen'® bei Pseudomonas aeruginosa und norA* bei Staphylococcus
aureus. Solche Mutationen verursachen gleichzeitig eine verringerte Empfindlichkeit
fiir andere Antibiotika, wie z.B. Beta-Lactame oder Rifampicin. Durch den zweiten
Mechanismus wird die Chinolon-Resistenz meistens nur um ein bis zwei Stufen erhoht.
Erst wenn die beiden Mechanismen zusammenwirken, haben sie einen
schwerwiegenden Effekt auf die Resistenz.

1.1.4 Chinolon-Resistenz in E. coli

E. coli ist eine der von Chinolon-Resistenz am meisten betroffene Spezies. Bei
Harnwegsinfektionen ist E. coli der Haupterreger. Die fiir die Behandlung eingesetzten
Antibiotika sind zu 90 % Chinolone. Indes sind schon 7 - 9 % der E. coli gegen
Chinolone resistent. AuBerdem konnen Chinolon-resistente E. coli eine potentielle
Bedrohung fiir Leukd@mie-Patienten sein, denen Chinolon-Antibiotika als
VorbeugungsmaBnahme verschrieben werden'®'. Obwohl die beiden oben genannten
Resistenzmechanismen in E. coli vorkommen, spielt nur der Hauptmechanismus mit
(die Mutationen auf dem Zielenzym-Gen) eine entscheidende Rolle fiir die
Resistenzentwicklung. Das primére Zielenzym ist die Gyrase. Mutationen in der
Gyrase-Untereinheit A (gyrA) werden fiir den Hauptgrund von Chinolon-Resistenzen
gehalten™?*" Die QRDR'® liegt zwischen der Nukleotidposition 199 und 318,
welche den Aminosdurepositionen Ala67 und GInl106 entspricht. Die am héufigsten
betroffenen Positionen sind die Aminosdurepositionen Ser83 und Asp87 (hernach
bezieht sich die Positionsangabe immer auf die Aminosdureposition). Die
Topoisomerase IV ist das sekundire und weniger sensitive Ziel von Chinolonen®.
Bisher wurden nur Mutationen in diesem Enzym gefunden, wenn mindestens eine
begleitende Mutation in der Gyrase vorlag. Die Sequenzen der beiden Enzyme sind
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homolog, besonders am N-Terminus, wo die QRDR lokalisiert ist. Die QRDR von parC
ist lokalisiert zwischen den Nukleotidpositionen 190 und 309, welche den
Aminoséurepositionen Ala64 und GInl103 entspricht. Die am haufigsten mutierten
Positionen sind Ser80 und Glu84. Diese Mutationen sind fiir die Resistenz mit h6herem
MHK-Wert (Minimale Hemmkonzentration) verantwortlich®”. Die Mutationen in
dieser beiden Genen finden schrittweise statt, wobei die erste Mutation immer Ser83

ist’.

1.1.5 Aktuelle Methoden zur klinischen Diagnostik von mikrobielle Antibiotika-
Resistenz

Die Standardmethoden zur Resistenz-Detektion in der Klinik sind
Agardiffusionstest, Mikrobouillondilutiontest oder E-Test (Abbildung 1.3). Der
Agardiffusionstest ist eine einfache Empfindlichkeitspriifung. Der zu untersuchende
Erreger wird auf einer Agarplatte ausgestrichen. Auf diese Agarplatte werden
Antibiotikatestplattchen mit einer definierten Konzentration von Antibiotika aufgesetzt.
Anhand der GroBe der sich bildenden Hemmhofe um die Plittchen herum kann die
Wirksamkeit der Antibiotika beurteilt werden. Es erfolgt eine Beurteilung der
Hemmhofe nach NCCLS (US-amerikanische Norm) als sensibel, intermedidr oder
resistent. Bei dem Mikrobouillondilutiontest handelt es sich um ein Standardverfahren
zur Empfindlichkeitspriifung bei aeroben grampositiven und gramnegativen Bakterien.
Das zu untersuchende Bakterium wird in einer Bouillon suspendiert. Diese Bouillon
wird in eine mit verschiedenen Konzentrationen von Antibiotika vorbeschichtete
Testplatte gegeben. Nach einer Bebriitung iiber Nacht kann das Wachstum der
Bakterien innerhalb der einzelnen Vertiefungen optisch (und photometrisch) abgelesen
werden und so die MHK fiir die einzelnen Antibiotika bestimmt werden. Der E-Test ist
ein kostenintensives Verfahren, das zur Testung von anaeroben und anspruchsvoll
wachsenden Bakterien sowie fiir Hefen eingesetzt wird. Der zu untersuchende Erreger
wird auf einer Agarplatte ausgestrichen. Auf diese Agarplatte wird ein mit einem
Antibiotikagradienten beschichteter E-Test-Streifen aufgelegt. Die Antibiotika auf dem
Streifen bewirken eine ellipsenféormige Wachstumshemmung des Erregers, so dass eine
MHK an dem Streifen abgelesen werden kann. Alle drei Methoden basieren auf der
phénotypischen Bestimmung. Die phénotypische Bestimmung solcher Tests ist nicht
ausreichend sensitiv und zeitaufwendig. Die Analyse kann von einem Tag bis zu
mehreren Tagen in Anspruch nehmen, da sie vom Wachstum der Bakterien abhéngig
ist. Ein besonderes Problem stellen unkultivierbare Bakterien dar, wie Mycoplasma
haemofelis oder Helicobacter heilmannii'®'**. Haufig wird eine empirische Therapie
bereits begonnen, bevor das Ergebnis des diagnostischen Labors vorliegt’. In folge
dessen konnte der Patient zundchst mit ein unwirksamen Antibiotikum behandelt
werden, gegen das die krankheitsverursachenden Bakterien bereits resistent sind. Diese
falsche Behandlung kann sowohl zur Verschlechterung des Patientenzustands fiihren,
als auch neue Resistenzen induzieren’. Die Chinolon-Resistenz ist hierfiir ein Beispiel.
Viele in vitro Studien zeigen, dass durch die Zugabe von Chinolonen in
Bakterienkulturen mit einem niedrigen MHK-Wert, resistente Bakterien mit einem
hoheren MHK-Wert selektiert werden kénnen®**’. Dies spricht fiir die Theorie, dass
die gyrA oder parC abhingige Chinolon-Resistenz eine Folge der Selektion der
natiirlich aufgetretenen Mutationen in einer bestimmten mikrobiellen Population ist*""".
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dilutionstes!

Abbildung 1.3: Bilder der verschiedenen Verfahren zur Resistenz-Detektion [www.uni-ulm.de]. (A)
Agardiffusionstest; (B) Mikrobouillondilutiontest; (C) E-Test

Eine schnelle und genaue genotypische Methode kann fiir die Diagnose der
Resistenz in der Klinik von groBem Nutzen sein. Daher wurden fiir die Detektion der
Chinolon-Resistenz einige molekularbiologische Techniken zum Nachweis von
Mutationen in der QRDR eingesetzt, z.B. single-strand conformational polymorphism
(SSCP) Analyse®, mismatch amplification mutation assay (MAMA)"™ und restriction
fragment length polymorphism (RFLP) Analyse®. Alle diese Methoden haben
Beschriankungen in verschiedener Hinsicht und wurden nicht in der klinischen
Diagnostik etabliert. Einige gemeinsamen Nachteile sind:

e stille Mutationen konnen sich nicht von missense Mutationen unterschieden

werden;

e der genaue Nukleotideaustausch bleibt unbekannt;

e die Multiplexkapazitit ist sehr beschrankt.

Eine andere Methode zur Detektion der Punktmutation ist die Sequenzierung. In
den meisten Féllen sind die Mutationen aber bekannt, daher ist es nicht notwendig diese
zeit- und kostenaufwindige Prozedur durchzufiihren. Als vielversprechende Alternative
bietet sich ein DNS-Mikroarray fiir die Detektion der durch Mutationen verursachten
Resistenz an.

1.2 DNS-Mikroarrays

1.2.1 Prinzip

Beim DNS-Mikroarray (auch Bio- oder DNS-Chip genannt) handelt es sich um
eine systematische Anordnung von DNS-Molekiilen mit bekannten Sequenzen (Sonden)
auf einer planaren Oberfldche (z.B. Glas-Objekttrager). Bei einer Exposition mit der zu
untersuchenden  Nukleinsdure (Ziel-DNS) hybridisieren die komplementiren
Nukleinsdure-Abschnitte an die Festphasen-gebundenen Sonden. Ein einziger
Mikroarray kann mit Tausenden verschiedener Sonden bedruckt sein, die ebenso viele
unterschiedliche komplementdre DNS-Sequenzen erkennen. Um die Hybridisierung
sichtbar zu machen, muss dabei die Ziel-DNS markiert vorliegen. Die Ziel-DNS kann
beispielsweise fluoreszenzmarkierte cDNS sein, die durch reverse Transkription von
mRNS erzeugt wird. PCR-Fragmente, unter Verwendung von markierten
Desoxynucleosid-Triphosphaten (ANTP) erzeugt, konnen auch als Ziel-DNS eingesetzt
werden. Die nicht-hybridisierte Ziel-DNS wird durch einen Waschschritt entfernt.
Durch die Hybridisierung entsteht auf dem DNS-Mikroarray ein charakteristisches
Hybridisierungsmuster, welches fluorimetrisch ausgelesen werden kann.



Einleitung 7

Der Verlauf eines Mikroarray-Experiments ist in Abbildung 1.4 schematisch
dargestellt. Im weiteren Sinn war der Southern blot die erste Array-Methode, die auf
demselben Funktionsprinzip basiert, ndmlich der Hybridisierung. Theoretischer
Hintergrund zur Hybridisierungskinetik ist das Zusammenlagern zweier
komplementérer Einzelstringe zu einem Doppelstrang (Hybride). Die Stabilitit eines
Hybrids wird vom Schmelzpunkt (Tm) bestimmt. Bei dieser Temperatur (Tm) liegt die
Halfte der Hybride einzelstringig vor. Der Schmelzpunkt eines Hybrids ist abhéngig
von der Salzkonzentration (hohe Ionenkonzentration stabilisiert die Hybride), dem GC-
Gehalt der Hybride (hoher GC-Gehalt stabilisiert die Hybridisierung), der Lénge der
kiirzesten Sequenz innerhalb der Hybride, und der Konzentration an Hybrid-
destabilisierenden Agenzien (wie Formamid). Durch Einstellung dieser Faktoren kann
eine exakt komplementire Hybridstruktur von Hybriden mit nicht perfekter
Basenpaarung unterschieden werden. Somit konnen die Sequenzen mit einem einzigen
Basen-Unterschied, z.B. einer Punktmutation, auseinander gehalten werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Zusammensetzungen der Sonden ist es generell schwierig eine
optimale Hybridisierungstemperatur fiir alle Sonden zu finden, die sich auf einem Array
befinden®. Ein anderer Faktor, der die Hybridisierung beeinflussen kann, ist die
Sekundarstruktur der Ziel-DNS™. In diesem Fall ist die Zielsequenz fiir intermolekulare
Basenpaarung nicht mehr zugénglich. Fragmentierung der Ziel-DNS kann diesen Effekt
reduzieren.

Die DNS-Chiptechnologie ermdglicht es einerseits, eine sehr groe Anzahl an
Hybridisierungen gleichzeitig durchzufiihren — dies ist bedingt durch die Vielzahl
verschiedener Sonden innerhalb eines Arrays. Zusitzlich ldsst sich durch die
systematische Anordnung der Sonden das Ergebnis aller Hybridisierungen auch
simultan analysieren. Dieser hohe Parallelisierungsgrad ist einer der wesentlichen
Vorteile dieser Technik gegeniiber den klassischen molekularbiologischen Methoden.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Ablaufs eines Mikroarray-Experiments

1.2.2 Mikroarray-Formate

1.2.2.1 Definition

Arrays konnen aufgrund ihre Dichte in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Ein
Makroarray hat weniger als 500 Spots/cm® (,,Features“/cm?), hingegen hat ein
Mikroarray mehr als 500 Spots/cm®. Diese Grenzwerte sind im Affymetrix ,,GeneChip*
Patent' definiert. Ein Mikroarray wird entweder durch das Aufbringen von
vorsynthetisierten Sonden oder durch in situ Synthese hergestellt. Glas oder Membran
kann als Trager verwendet werden. Je nach Anwendung konnen cDNS (0.5-2.0 kb),
neudings auch ,,Langmere” (60 nt) oder Oligonukleotide (10-25 nt) als Sonden
eingesetzt werden. Der entsprechende Mikroarray wird daher cDNS-Mikroarray oder
Oligonukleotid-Mikroarray genannt. cDNS-Sonden werden durch enzymatische
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Reaktion hergestellt, wie z.B. PCR oder reverse Transkription. Oligonukleotid-Sonden
werden entweder in situ synthetisiert oder vorsynthetisiert. Neben den weit verbreiteten
DNS-Sonden, ist auch synthetische Nukleinsdure PNA (peptide nucleic acid) im
Finsatz, die wegen des ungeladenen Geriistes eine hohere Hybridisierungseffizienz
aufweist”®. AuBerdem ermoglicht ein PNA-Array den Einsatz von nicht markierter Ziel-
DNS". Die Detektion des Hybridisierungsereignisses erfolgt durch die
Massenspektroskopie oder die Visualisierung der Phosphatgruppe, einem Bestandteil
der Nukleinsdure, der aber bei PNA nicht vorhanden ist. Zur Zeit ist diese Methode aber
noch in der Experimentalphase. Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung eines
Nukleotid-Analogon, z.B. Inosin, eine so genannte universelle Base (Abbildung 1.5).
Diese universelle Base kann mit jeder natiirlichen Base eine Basenpaarung bilden.
Aufgrund dieser Féahigkeit kann sie an Positionen von PCR-Primern oder DNS-Sonden
eingesetzst1 werden, an der die Nukleotid-Komposition mehrdeutig ist (ambiguous codon
position)’".

OH

Abbildung 1.5: Strukturformel von Inosin

1.2.2.2 Arrayherstellung

Photolithographische Verfahren werden meist bei der in Situ Synthese angewandt.
Die mit einer photosensitiven Schutzgruppe gekoppelten synthetischen Linker werden
zundchst auf einem Glasstridger verankert. Belichtung an ausgewéhlten Stellen zieht
eine positionsabhingige Freisetzung von reaktiven Gruppen nach sich. An diesen
Stellen konnen im anschlieBenden Schritt Desoxynukleotide kovalent binden. Die
Hydroxylgruppen dieser Nukleotidbausteine sind wiederum durch photosensitive
Gruppen geschiitzt. Dieser Freisetzungsprozess reaktiver Gruppen durch Belichtung und
die anschlieBende chemische Synthese werden mehrmals wiederholt, wodurch jeweils
andere Positionen aktiviert werden und unterschiedliche Nukleotide fiir die
Kopplungsreaktion verwendet werden. Zum Schluss konnen Oligonukleotide jeder
beliebiger Sequenz an jeder Stelle synthetisiert werden. Affymetrix ist der Pionier auf
diesem Gebiet™. Sie benutzt photolithographische Masken, die auch fiir die Herstellung
von Halbleiter-Chips verwendet werden, um DNS-Mikroarrays mit sehr hoher Dicht zu
produzieren. NimbleGen entwickelte ein maskenloses Verfahren (computergesteuerte
Mikrospiegel) um die auf Photolithographie basierte chemische Synthese zu
ermdglichen. Ein anderes Verfahren zur in situ Synthese ist die ink-jet printing
Technologie®, welche die nasschemische Oligonukleotid-Synthese verwendet. Die
beteiligten Firma sind Hewlett Packard, Rosetta und andere.
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Fiir das Aufbringen von vorsynthetisierten Sonden auf Trigern stehen einige
Methoden zur Verfiigung, wobei alle Methoden auf das von Pat Brown und Ron Davis’®
entwickelte Druck-Verfahren zuriickzufithren sind. Sowohl das Kontakt- als auch das
Nicht-Kontakt-Verfahren werden hier benutzt. Verschiedene Technologien wurden
hierfiir entwickelt. Beispiele dafiir sind solid pin (V-P Scientific), split pin (Brown
Labor), ring und pin System (Affymetrix) fiir Kontakt-Drucken, und piezo spray
(Rosetta) fiir Nicht-Kontakt-Drucken.

Eine ganz anderes Format stellt der sogenannte acitve chip dar’"”*, der sowohl das
Aufbringen von vorsynthetisierten Sonden als auch den Hybridisierungsprozess
elektronisch steuert. Damit kann fiir jede Sonde eine andere Hybridisierungsbedingung
verwendet werden und daher werden alle Sonden unter optimalen Bedingungen
hybridisiert.

1.2.2.3 Immobilisierung der Sonden-DNS

Zur Immobilisierung der vorsynthetisierten Sonden wird der Glastrager mit
unterschiedlichen reaktiven Gruppen beschichtet, wie Amino-, Aldehyd- und Epoxid-
Gruppen. Die Koppelung der DNS erfolgt entweder iiber endstéindig angefiigte Amino-
Gruppen (aminomodifizierte DNS-Sonden) oder iiber reaktive Bindungen in der DNS
selbst. Kovalente endstindige Immobilisierung durch einer aminomodifizierten DNS-
Sonde erlaubt eine gute Zugénglichkeit der Sonde bei der Hybridisierung. Fiir eine
Immobilisierung der DNS-Sonden auf einem mit Amino-Gruppen beschichteten
Glastrager lagert sich zundchst die DNS {iiber ionische Bindung an der Oberfliche. dann
wird die DNS iiber eine UV induzierte Radikal-Reaktion kovalent an der Oberflidche
des Glastriagers gebunden (Abbildung 1.6).

DNA

Y\ \"/4 DNA DNA
+ i o= -

+ +
NH, NH; NH, NH; NH; NH, NH, NH NH,
— —_—
Electro- Covalent
static coupling
- coupling with heat
SuperAmine or UV
Substrate

Abbildung 1.6: Immobilisierung von DNS-Sonden auf einem mit Amino-Gruppen beschichteten
Objekttriager (z.B. Poly-L-Lysin) [www.arrayit.com].

In Abbildung 1.7 wird die Immobilisierung der DNS-Sonden auf einer mit
Aldehyd-Gruppen beschichteten Oberflache schematisch dargestellt. DNS-Sonden, die
mit einer Amino-Gruppe am 3° oder 5° Ende ausgestattet sind, konnen durch einen
nukleophilen Angriff auf das Aldehyd eine kovalente Bindung ausbilden. Bei
Dehydrierung erfolgt die Bindung durch Bildung einer Schiff’schen Base.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der endstédndigen Immobilisierung von aminomodifizierten
DNS-Sonden auf einem mit Aldehyd-Gruppen beschichteten Objekttrager [www.arrayit.com].

Die Immobilisierung auf einer Epoxid-Oberfliche zeigt Abbildung 1.8. Das freie
Elektronenpaar der primédren Amino-Gruppe des Oligonukleotids greift das elektrophile
Kohlenstoff-Atom der Epoxid-Gruppe an und bildet dabei eine kovalente Bindung aus.
Fiir eine bessere Zugdnglichkeit der an der Festphase gebundenen Sonden gegeniiber
der sich in Lésung befindenden Ziel-DNS kann ein Abstandhalter (so genannt spacer)
an einem Ende der Sonden angebracht werden®.

DNA
NH:  HNH NH, M
‘} NH, NH NH,
|
Epoxide /L|7H2 _ (|3H2
group ~ DNA :
TH coupling HO TH
| ] [ |
SuperEpoxy Substrate

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Immobilisierung von DNS-Sonden auf einem mit Epoxid-
Gruppen beschichteten Objekttrager [www.arrayit.com].

1.2.2.4 Markierung der Ziel-DNS

Fiir die Markierung der Ziel-DNS wird entweder eine radioaktive Substanz oder ein
Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt, wobei aus Sicherheitsgriinden und zur Erleichterung
der Durchfiihrung meist nur die Fluoreszenzmarkierung verwendet wird. Die am
hiufigsten benutzten Fluoreszenzfarbstoffe sind Cyaninfarbstoffe, Cy3 und Cy5. Das
Anregungsmaximum von Cy3 bzw. Cy5 liegt bei 548 nm bzw. 646 nm und das
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Ausstrahlungsmaximum liegt bei 562 nm bzw. 664 nm (Abbildung 1.9). Abbildung
1.10 zeigt die Strukturen der Cyaninfarbstoffe. Als Alternative bieten sich Alexa
Fluor® 555 und Alexa Fluor® 647 an, die von Molecular Probes kommerziell
vertrieben werden.
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Abbildung 1.9: Anregungs- und Ausstrahlungsspektren von Cy3 (links) und Cy5 (rechts)
[Amershambiosciences]
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Abbildung 1.10: Chemische Strukturen von Cy3 (links) und Cy5 (rechts) NHS-Ester

Der Einbau eines Fluoreszenzfarbstoffs kann sowohl direkt (direct labeling) als
auch indirekt (indirect labeling) erfolgen. Bei einer direkten Markierung wird ein mit
Fluoreszenzfarbstoff modifiziertes Nukleotid eingesetzt, das durch eine enzymatische
Reaktion wie PCR oder reverse Transkription in die Ziel-DNS eingebaut wird. Die
Einbaurate kann liber das Verhéltnis von markiertem zu nicht markiertem Nukleotid
reguliert werden. Um unterschiedliche Einbauraten wegen der verschiedenen Strukturen
der Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden, wird in der Expressionsanalyse haufig
indirekte Markierung eingesetzt. Dabei wird ein Aminoallyl-modifizierte Nukleotid®
statt des mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Nukleotids wihrend der PCR verwendet.
Die Koppelung des aktiven Fluoreszenzfarbstoffes an der Amingruppe des bereits in die
Ziel-DNS eingebauten Aminoallyl-modifizierten Nukleotids findet durch chemische
Reaktion statt. Eine andere Variante der indirekten Markierung ist die Verwendung von
Biotin-modifizierten Nukleotiden in der PCR Reaktion. die Koppelung der Streptavidin-
Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate am Biotin-modifizierten Nukleotid erfolgt in einem
Posthybridisierungsprozess.
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Die Detektion eines Fluoreszenzsignals erfordert entweder einen Laserscanner oder
CCD (charge-coupled device) —basiertes Detektionssystem. Der Laserscanner regt den
Fluoreszenzfarbstoff bei seiner Anregungswellenlinge an und misst das Signal bei
seiner Ausstrahlungswellenldnge, wobei filir unterschiedlich markierte Ziel-DNS
verschiedene Laser verwendet werden. Das Scannen kann gleichzeitig oder nach
einander erfolgen. Das CCD-basierte Detektionssystem funktioniert dhnlich wie eine
CCD-Kamera. Dabei werden mehrere Ausschnitte des Fluoreszenzbildes, miteinander
verbunden und zu einem Ganzen zusammengesetzt. Der Laserscanner kann mehr
Energie zur Anregung fokussieren, d.h. auch mehr Licht in kurzer Zeit einsammeln.
Daher ist die Detektion beim Laserscanner schneller als beim CCD-basierten
Detektionssystem.

1.2.3 Anwendungsgebiete

Das grofite Anwendungsgebiet von DNS-Mikroarrays liegt im medizinischen
Bereich. Zwei Hauptapplikationen sind die Erstellung von Expressionsprofilen bzw. die
Mutationsdetektion, wobei jeweils cDNS-Mikroarrays bzw. Oligonukleotid-
Mikroarrays verwendet werden. Das Expressionsprofil aller Gene eines Organismus,
eines Gewebes, oder eines Zelltyps kann durch DNS-Mikroarrays bestimmt werden.
Dadurch kann eine quantitative Aussage liber das Expressionsniveau der Gene eines
gesamten Genoms gewonnen werden. Dies ermdglicht die Identifikation der
Signaliibertragungswege, ein besseres Verstindnis liber die Wirkung der therapeutisch
eingesetzten Substanzen und einen Zugang zu einer molekular definierten Prognose von
Erkrankungen. AuBerdem ist das Expressionsprofil fiir die Krebsforschung®***’ von
groBer Bedeutung. Clusteranalysen von Expressionsprofilen aus einer Vielzahl von
Tumorgeweben konnen Auskunft {iber den Verlauf der Erkrankung und {iiber die
Mechanismen der Therapieresistenz geben. Dariiber hinaus kdnnen durch Mikroarrays
bestimmte Mutationen wie Polymorphismen, die auf singuldren Basenaustauschen
beruhen (sog. ,,single nucleotide polymorphisms* oder SNPs) fiir eine Reihe von Genen
detektiert werden**""’. Solche Mutationen kénnen in der Antibiotika-Resistenz von
pathogenen Mikroorganismen oder im abnormalen Stoffwechsel von Medikamenten in
Menschen eine Rolle spielen.

1.3 Methoden der SNP-Detektion mittels DNS-Mikroarrays

Einige Methoden stehen fiir die SNP-Detektion im Mikroarray-Format zur
Verfligung. Beispiele dafiir sind allele-specific oilgonucleotide probe hybridisation
(ASOH)”, allele-specific single base extension (ASSE)®, allele-specific primer
extension (ASPE)* und allele-specific oilgonucleotide probe ligation (ASOL)*. In
Abbildung 1.11 sind die oben genannten vier Methoden schematisch dargestellt. Alle
diese Methoden bendtigen fiir jedes SNP mindestens zwei Sonden, die sich nur an der
SNP-Position voneinander unterscheiden. Je nachdem ob an dieser Position eine
perfekte Basenpaarung vorliegt oder nicht, wird sie perfect match (PM) oder mismatch
(MM) -Sonde genannt.
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Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der verschiednen Methoden der SNP-Detektion®’.
(A) allele-specific oilgonucleotide probe hybridisation; (B) allele-specific single base extension; (C)
allele-specific primer extension; (D) allele-specific oilgonucleotide probe ligation

Bei ASOH soll die SNP-Position moglichst in der Mitte der Sonden liegen,
wihrend bei den anderen drei Methoden die SNP-Position am 3 Ende oder eine Base
nach dem 3° Ende der Sonde liegt. Die Diskriminierung zwischen dem PM und dem
MM wird allein durch Einstellung der Hybridisierungsbedingungen erreicht. Unter
optimalen Bedingungen wird nur die PM-Sonde mit der Ziel-DNS hybridisieren, die
MM-Sonde hingegen nicht. Die Destabilisierung einer Hybridstruktur durch ein MM
einer einzelnen Base ist ausreichend, um die Hybridisierung der MM-Sonde zu
verhindern. Weil kein Enzym hierbei verwendet wird, ist sie die einfachste und am
weitesten verbreitete Methode zur SNP-Detektion. Der Nachteil dabei ist, dass eine
einheitliche Hybridisierungsbedingung eingesetzt werden muss®>. Im Fall der
SNP-Detektion in groBem Umfang ist es unwahrscheinlich, dass diese Bedingung fiir
alle Sonden optimal ist.

Im Gegensatz zu ASOH benutzen die anderen drei Methoden eine enzymatische
Reaktion zur SNP-Diskriminierung. Die Polymerase kann nur das Nukleotid
polymerisieren, das komplementér zur Ziel-DNS ist. Die Ligase verbindet nur zwei
perfekt komplementidr an die Ziel-DNS gebundene Stringe. Diese Eigenschaften
werden dazu genutzt, um ein PM von einem MM zu unterscheiden. Damit kann eine
bessere Diskriminierung erzielt werden®®. Bei ASSE werden sowohl die PM-Sonde als
auch die MM-Sonde an die Ziel-DNS hybridisiert. Der Unterschied liegt in der letzten
Basenpaarung, die bei dem PM perfekt komplementér vorliegt, und bei dem MM nicht.
Im nédchsten Schritt werden jeweils markierte ddATP, ddTTP, ddGTP oder ddCTP in
einer von vier Reaktionen zugegeben. Nur die perfekt komplementire Sonde,
einschlieBlich der letzten Base, wird um ein Nukleotid verldngert und somit der
Fluoreszenzfarbstoff kovalent eingebaut. Die Detektion erfolgt durch ein sequenzielles
Scannen der vier Arrays. Fiir diese Methode gibt es ein anderes Format. Dafiir werden
vier Fluoreszenzfarbstoffe, aber nur eine Reaktion benétigt. Weil in diesem Format die
SNP-Position eine Base nach dem 3° Ende von Sonde liegt, wird fiir jede SNP-Position
nur eine Sonde bendtigt. Nach der Hybridisierung werden ddNTPs, die jeweils mit
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verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, in einer Reaktion zugegeben. Nach
dem gleichzeitigen Scannen dieses Arrays in einem Vierkanal-Scanner wird ermittelt,
welche Base an der SNP-Position liegt. Dieses Format von ASSE wird auch
minisequencing®®®” oder genetic bit analysis®® genannt.

Das Funktionsprinzip von ASPE dhnelt dem ersten Format von ASSE. Der einzige
Unterschied ist, dass dNTPs statt ddNTPs benutzt werden, wobei einer davon mit
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Die PM-Sonde wird um mehr als eine Base
verldngert, je nach der Linge der Ziel-DNS und der Zeit der Primer-Extension. Dadurch
wird auch mehr als ein Fluoreszenzfarbstoff pro Sonde eingebaut. Dies flihrt zu einer
hoheren Sensitivitdt. Fiir ASOL wird neben der SNP enthaltenden Sonde noch eine
andere Sonde zu der Reaktion zugegeben. Die SNP enthaltende Sonde ist auf dem
Array immobilisiert. Die zusitzliche Sonde ist komplementér zur benachbarten Sequenz
der Ziel-DNS auf der gegeniiberliegenden Seite der SNP-Position. Diese Sonde ist mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Nur die perfekt komplementire PM-Sonde kann
mit Hilfe einer Ligase mit der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sonde kovalent
verbunden werden.

Zusétzlich zu den oben genannten Methoden sind auch andere Methoden zur SNP-
Detektion verfiigbar, wie z.B. invasive cleavage von Oligonukleotid-Sonden, Massen-
Spektroskopie und Fluoreszenz-Polarisation. Alle diese Methoden haben das Potential,
mit der Mikroarray-Technologie zu kombinieren.

1.4 Zielsetzung

Ein ernsthaftes Problem der Antibiotika-Therapie in der Humanmedizin ist die
zunehmende Resistenzbildung der klinisch relevanten Stimme, die das eingenommene
Antibiotikum unwirksam macht. Durch den Kontakt mit diesem Antibiotikum kénnen
Bakterien neue Resistenzen entwickeln, die eine hohere MHK verursachen und daher
zum echten therapeutischen Problem fiihren. Die Verwendung des richtigen
Antibiotikums bzw. der angemessenen Dosis ist notwendig fiir die Behandlung des
Patienten. Daher ist eine schnelle Diagnose der Antibiotika-Resistenz unerldBlich. Die
klassischen phinotypischen Methoden fiir die Resistenz-Diagnose und Taxonomie-
Bestimmung benétigen mehr als einen Tag. Die Antibiotika-Therapie wird meist
eingesetzt, bevor das Laborergebnis bekannt ist.

Als Breitband-Antibiotika stehen in erster Linie Chinolone zur Verfiigung. Deshalb
ist die Entwicklung eines schnellen diagnostischen Tests zur Detektion von Chinolon-
Resistenzen in der Klinik von groBer Bedeutung. Die modernen genotypischen
Methoden bieten eine solche Moglichkeit. Vor allem ist die in den letzten zehn Jahren
entwickelte Mikroarray-Technologie wegen ihre Multiplexkapazitit und ihrem hohen
Durchsatz besonders geeignet fiir die Anwendung in der Kliniken. Obwohl vor kurzem
bereits ein System zur Detektion von Chinolon-resistenten Neisseria gonorrhoeae'*
unter der Verwendung von Mikroarrays entwickelt wurde, gibt es laut unserer Kenntnis
keinen solchen Test fiir E. coli, eine der relevantesten Spezies fiir die Chinolon-
Resistenz. Die Aufgabe dieser Arbeit ist, diese Liicke zu schlieen.

Ein diagnostischer DNS-Mikroarray zur Genotypisierung der Chinolon-Resistenz
in E. coli soll dabei entworfen und validiert werden. Zur Identifizierung der Resistenz
verursachenden Mutationen, werden entsprechende Sonden benétigt. Fiir den Entwurf
der Sonden sollte zuerst eine Sequenzanalyse durchgefiihrt werden, die sowohl auf der
Information aus Offentlichen Datenbanken als auch auf den eigenen
Sequenzierungsergebnissen basiert. Die Qualitdt der entwickelten Sonden sollte mit
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Hilfe von klinischen Stdmmen tiberpriift werden. Dariiber hinaus soll das System fiir die
Anwendung in der Klinik optimiert werden, hinsichtlich hoher Sensitivitdt, hoher
Spezifitit, kurzer Testzeit, einfacher Handhabung und niedriger Kosten. Zum Schluss
sollte das optimierte Verfahren unter klinischen Bedingungen evaluiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bioreagenzien

Herstellerfirma

Produkt

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg,
Deutschland)

FluoroLink Cy3-dCTP, Cy5-dCTP

Applied Biosystems (Darmstadt,
Deutschland)

Big-dye Ternimator Cycle Sequencing Kit

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tagq DNS-Polymerase

Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein,
Deutschland)

1Kb Dann Ladder, 1Kb Plus DNS Ladder

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

dNTPs

Promega (Mannheim, Deutschland)

RQ1 RNase-free DNase Kit

Qiagen (Hilden, Deutschland)

QIAquick PCR Purification Kit

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

GenElute' " PCR Clean-up Kit

2.1.2 Chemikalien

Herstellerfirma

Produkt

Fluka Chemie (Buchs, Schweiz)

Borsdure, Bromphenolblau, DMSO, EDTA,
Ethidiumbromid, Ethylenglykol, Formamid,
Harmstoff, HCI1, KCI, NaCl, Na,EDTA - H,0,
NaH,PO,4, NaOH, Natriumacetat, SDS,
TEMED, Triton X-100

Gibco BRL Life Technologies Technologies
(Eggenstein, Deutschland)

Agarose,

Merck (Darmstadt, Deutschland)

LiChrosolv® Wasser fiir die Chromatographie
( HPLC Wasser)

Riedel-de-Haen (Seelze, Deutschland)

Ethanol (absolut und 95%), Essigséure,
Glycerin, Tris

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Rotiphorese®-NF-Acrylamid/Bis-Losung 40%
(19:1), Rotiphorese®-NF 10 x TBE Buffer,

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

1-Methyl-2-Pyrrolidinon (wasserfrei), APS,
Bernsteinsdureanhydrid, Natriumcitrat-2H,O
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2.1.3 Gerate

Herstellerfirma Gerite Bezeichnung/Type

Affymetrix (Santa Clara, Array-Scanner 418 Array Scanner

USA)

Applied Biosystems DNS-Sequenzierer ABI Prism 377®-DNS-Sequencer

(Darmstadt, Deutschland)

Biometra (Gottingen,

Hybridisierungsofen

OVS5 Hybridisierungsofen

Deutschland) UV-Crosslinker Stratalinker® UV Crosslinker 1800
Biorobotics (Cambridge, Spotter Microgrid II Microarrayer
England)
Corning (New York, USA) |Hybridisierungskammer Corning” Hybridization Chamber
Eppendorf (Hamburg, Zentrifuge 5417R, 5810R und MiniSpin®
Deutschland) Heizblock Wechselblock Slides
PCR Cycler MasterCyler® Gradient,
Pipetter Research, Research Pro
Vakuum-Konzentrator Concentrator 5301
Slide-Schiittler Thermomixer Comfort
Fujifilm (Diisseldorf, Gel Dokumentation System | Image Reader Las-1000 Plus
Deutschland)
Memmert (Schwabach, Trockenschrank Universal Ofen (Model U)
Deutschland)
NanoDrop Technologies Spektrophotometer ND-1000 Spectrophotometer
Scientific Industries (New | Vortex Vortex-Genie 2™
York, USA)
Tecan (Crailsheim, Hybridisierungsstation HS 400 Hybridisation Station
Deutschland)
WTW (Weiheim, PH-Meter pHS500
Deutschland)

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Herstellerfirma

Produkt

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

CreativeChip® Oligo Slides, In Situ Frame
(25 pl und 65 pl), Reaktionsgefdfle

Greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)

384 Well Polystyrol(PS)-Miroplatten (U-
Form), Pipettenspitzen

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Oligonukleotid-Sonden fiir gyrA-Array
(entsaltzt), PCR Primers (entsaltzt)

Metabion (Planegg-Martinsried, Deutschland)

Oligonukleotid-Sonden fiir parC-Array oder
Oligonukleotid-Sonden mit 5° Ende Cy3/Cy5
Modifikation (kontrolliert mit MALDI TOF)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland)

Oligonukleotid-Sonden mit Inosin (entsaltzt),
poly-L-lysin (PLL) Objekttrager
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2.1.4 Klinische Stamme

Bezeichnung | Nummer Krankenhaus Material

Antibiotika | Phenotype

E.coli 1 481579 Robert-Bosch Vaginalabstrich Cipro, Levo | sensitive

.coli2 428386 Robert-Bosch Abstrich-Abszef} Cipro resistent

.coli3 428386 Robert-Bosch Abstrich-Abszef} Cipro resistent

.coli 4 429817 Robert-Bosch Abstrich-Unterschenkel | Cipro resistent

coli 5 441888 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 6 450042 Robert-Bosch Abstrich-Rachen Cipro resistent

coli 7 427583 Winnenden Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 8 427799 Winnenden Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 9 447694 Robert-Bosch Bronchialsekret Cipro, Levo | resistent

coli 10 608146 Backnang Mittelstrahlurin Cipro, Levo | resistent

coli 11 610229 Schorndorf Mittelstrahlurin Cipro, Levo | resistent

coli 12 450542 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 13 450548 Robert-Bosch Abstrich-Rachen Cipro resistent

coli 14 456478 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 15 459184 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro, Levo | resistent

coli 16 459343 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro, Levo | resistent

coli 17 459450 Robert-Bosch Trachealsekret Cipro resistent

coli 18 459581 Robert-Bosch Leistenabstrich Cipro, Levo | resistent

coli 19 471435 Robert-Bosch Blutkultur peripher Cipro, Levo | resistent

coli 20 428386 Robert-Bosch Abtrich-Abszel} Cipro resistent

coli 21 456275 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 22 465629 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 23 450562 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 24 456495 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 25 400547 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro resistent

coli 26 428195 Robert-Bosch intraoperativer Abstrich | Cipro resistent

coli 37 453324 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 28 452141 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 29 453276 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 30 453339 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 31 450317 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro resistent

coli 32 484994 Robert-Bosch Mittelstrahlurin Cipro, Levo | resistent

coli 33 4843883 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro, Levo | resistent

. coli 34 484790 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro, Levo | resistent

.coli 35 482748 Winnenden Mittelstrahlurin Cipro, Levo | resistent

m{m|m|m|m|m|m|m|m|m{m|m|m{m|m|m{m{m|m{m{m|m{m|m|m/m/m|m/m/mmmmmm

.coli 36 484589 Robert-Bosch Kathetrurin Cipro, Levo | resistent

2.1.5 Software

Herstellerfirma / Webseite

Produkt

Biodiscovery (Los Angeles, USA)

ImaGene™ (Version 3.0)

DNAStar (Madison, USA)

SeqMan™ II (Version 5.00)

Molecular Biology Insights (Cascade, USA)

Oligo (Version 6.65)

PREMIER Biosoft International (Palo Alto,
Kanada)

Array Designer (Version 2.00)

Kostenlose Software®’
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X/

ClustalX (Version 1.81)

Kostenlose Software’ (am NCBI Server)

Nukleotide - Nukleotide BLAST (blastn)
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2.1.6 Werkzeuge zur Programmierung

Webseite fiir Downloads Typ Werkzeug

Implementiert durch Browser Sprache fiir Webseite | HTML (Version 4.0.1)
http://www.activestate.com/Products/Ac | Programmiersprache | PERL fiir Linux (Version
tivePerl/ 5.8.0)

http://ftp.leo.org/pub/comp/general/info | Webserver
sys/www/daemons/apache/dist/httpd/

Apache (Version 1.3)

http://dev.mysql.com/downloads/mysql/ | Datenbank Server
3.23.html

MySQL (Version 3.23.28-
gamma)

Red Hat GmbH (Stuttgart, Deutschland) | Betriebssystem

RedHat (Version 8.0)

IDM Computer Solutions (Ohaio, USA) | Text Editor

UltraEider-32® (Version
8.20a+)

2.2 Losungen

Blockierungslosung fiir PLL-Objekttrager
0.18 M Bernsteinsdureanhydrid in methyl-pyrrolidinone
44 mM Natriumborat pH 8.0

Druck-Puffer fiir Epoxid-Objekttrager
160 mM Na2804
130 mM NazHPO4

Spiillésung 1 fiir Epoxid-Objekttriger
0.1 % (v/v) Triton x 100 in ddH,O

Spiillosung 2 fiir Epoxid-Objekttrager
0.5 pl konzentriert HCI per ml ddH,O

Spiillésung 3 fiir Epoxid-Objekttriger
100 mM KCl

Blockierungslosung fiir Epoxid-Objekttriger
25 % (v/v) Ethylenglykol
0.5 pl konz. HCI per ml ddH,O

20 X SSPE
175.3 g NaCl
88.2 g NaH,PO4 1H,0
7.4 g Na,EDTA
800 ml H,O
10 M NaOH (PH 7.4)
ad 11 ddH,O

20 X SSC
175.3 NaCl
88.2 g Na;Citrat.2H,0
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HCI (PH 7.0)
ad 11 ddH,0

Waschlosung I fiir PLL-Objekttrager
2 X SSC
0.1% SDS

Waschlosung II fiir PLL-Objekttriager
0.2 X SSC

Waschlosung 1 fiir Epoxid-Objekttriager
2 X SSC
0.2% SDS

Waschlosung 2 fiir Epoxid-Objekttriager
2 X SSC

Waschlosung 3 fiir Epoxid-Objekttriager
0.2 X SSC

2.3 Methoden

2.3.1 DNS Isolierung und phanotypische Bestimmung

Die genomische DNS wurde vom Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut fiir
klinische Pharmakologie (IKP) am Robert-Bosch-Krankenhaus (RBK) zur Verfiigung
gestellt. Alle DNS-Proben waren aus reinen Kulturen von klinischen Stimmen mittels
QlAamp DNA Mini Kit nach Protokoll des Herstellers isoliert, ausgenommen von
Aufstock-Versuchen. Beim Aufstock-Versuch wurde DNS aus Urin isoliert, die mit
Chinolon-resistenten E. coli Stimmen in verschiedenen Verdiinnungsreihen (10°, 10°,
10%, 10° und 10> CFU/ml) versetzt war. Die klinischen Stimme (siche 2.1.4) stammten
von Patientenmaterial aus klinischer Routinearbeit der 4 Krankenhduser und wurden
von 1 bis 36 durchnummeriert.

Die Resistenzbestimmung gegen Chinolone erfolgte nach der NCCLS (US-
amerikanische Norm) Richtlinie unter Verwendung von Ciprofloxacin allein oder
Ciprofloxacin und Levofloxacin.

2.3.2 DNS Sequenzierung

Das gyrA-Fragment in der Lédnge von 418-bp und das parC-Fragment in der Liange
von 595-bp, welche die QRDR (Quinolone resistance determining region) beinhaltet,
wurden mittels der entsprechenden Primer amplifiziert (Tabelle 2.1). Fiir die
Amplifikation des gyrA-Fragments wurden Primer GyrA coli F1 und GyrA coli R1
verwendet, Primerpaar ParC coli_F2 und ParC coli_R2 fiir Amplifikation des parC-
Fragments. Der Reaktionsansatz fiir die PCR wurde gemél Tabelle 2.2 vorbereitet. Die
anschlieBende PCR erfolgte im Thermocycler MasterCyler® Gradient von Eppendorf
unter Verwendung des Programms in Tabelle 2.3. Das aufgereinigte PCR-Produkt
wurde fiir die Sequenzierungs-PCR zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 2.1: Primer fiir die PCR und die Sequenzierung

Name Verwendung Sequenz (5¢ — 3°)

GyrA_coli F1 Vorwirtsprimer fiir 418-bp CCATACCTACGGCGATACCG
gyrA-Fragment

GyrA_coli_RI Riickwartsprimer fiir 418-bp GCCTGAAGCCGGTACACCGT
gyrA-Fragment

GyrA coli_F3 Vorwirtsprimer fiir 189-bp ACGTACTAGGCAATGACTGG
gyrA-Fragment

GyrA_coli_R3 Riickwartsprimer fiir 189-bp | AGAGTCGCCGTCGATGGAAC
gyrA-Fragment

ParC coli_F1 Vorwirtsprimer fiir 264-bp TGTATGCGATGTCTGAACTG
parC-Fragment

ParC coli R1 Vorwirtsprimer fiir 264-bp CTCAATAGCAGCTCGGAATA
parC-Fragment

ParC coli F2 Vorwirtsprimer fiir 595-bp AATGAGCGATATGGCAGAGC
parC-Fragment

ParC coli_ R2 Vorwirtsprimer fiir 595-bp CTGGTCGATTAATGCGATTG

parC-Fragment

Tabelle 2.2: PCR Ansatz

Komponente Volumen Endkonzentration
Vorwirtsprimer (20 uM) 1 ul 0.4 pM
Riickwiértsprimer (20 uM) 1 ul 0.4 pM
10 x Taq Buffer* 5ul I x
dNTP-Mix (je 2.5 mM) 5l 0.25 mM
Template™** - ~ 100 ng /50 pul
Tag polymerase (5 U/ul) 0.5 ul 250750 pul
HPLC H,O ad 50 pl -

* enthalt 15 mM Mg(OAc),
** genomische DNS des E. coli Stammes

Tabelle 2.3: Programm fiir die PCR

Programmschritt | Denaturierung Annealing Extension Zyklen
1 94°C, 5min 55°C, 1min 72°C, 1min 1
2 94°C, 1min 55°C, 1min 72°C, 1min 28
94°C, 1min 55°C, 1min 72°C, 10min 1

Fiir die Sequenzierung von gyrA- und parC-Fragmenten wurde dasselbe Primerpaar
verwendet. Der Reaktionsansatz fiir die Sequenzierungs-PCR wurde gemill dem
Schema in Tabelle 2.4 mit dem big-dye terminator cycle sequencing kit angesetzt.



Material und Methoden 23

Dieses Kit enthielt die AmpliTaq® DNS Polymerase, dNTPs, sowie die unterschiedlich
fluoreszenzmarkierten ddNTPs. Die Sequenzierungs-PCR erfolgte im Thermocycler
unter den in Tabelle 2.5 angegebenen Bedingungen. Die Sequenzierung wurden von
Jutta Secker (Institut fiir Technische Biochemie) mit dem ABI Prism™ 377A-DNS-
sequencer durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit SeqMan™ II Software.

Tabelle 2.4: Ansatz fiir die Sequenzierungs-PCR

Komponente Menge
big-dye terminator cycle sequencing reaktion mix 4 ul
Sequenzier-Primer (3.2 pM) 1 ul
DNS ~200 ng
HPLC H,O ad 20 pl

Tabelle 2.5: Programm fiir die Sequenzierungs-PCR

Programmschritt | Denaturierung Annealing Extension Zyklen
1 94°C, 1 min - - 1
2 94°C, 40 sec 55°C, 40 sec 60°C, 4 min 25
- - 60°C, 4 min 1

2.3.3 Sondendesign

Die Oligonukleotid-Sonden fiir die Detektion von wichtigen Resistenzen, die durch
Mutationen in gyrA- und parC-Gene verursacht werden, wurde anhand der
Sequenzanalyse in der Sequenzdatenbank GenBank und der Literaturanalyse in der
Literaturdatenbank PubMed sowie eigener Sequenzierungsdaten von klinischen
Stammen entworfen. Fiir jede SNP-Position wurden vier Sonden bendtigt, die sich nur
um eine einzige Base voneinander unterscheiden. Diese variierende Base lag bei der
allelspezifischen Hybridisierungs- Sonde (allele specific hybridisation) in der Mitte der
Sondesequenz und bei der allelspezifischen Primerextension-Sonde (allele specific
primer extension) am 3° Ende der Sondesequenz. Alle Sonden heben eine Lange von 19
Nukleotiden . Die allele specific primer extension Sonden enthalten zusétzlich einen 14-
Thymidin Abstandhalter (Spacer) und eine Aminomodifikation am 5° Ende. Die
potentielle Bildung von Sekundérstrukturen der Sonden wurde mit der Software Array
Designer tberpriift. Fiir die Qualitdtskontrolle in jedem Schritt des Mikroarray-
Experimentes wurden vier Kontroll-Sonden ebenfalls entworfen (Tabelle 2.6). Die
Sequenzen der Kontroll-Sonden fiir Drucken, Hybridisierung und negative
Hybridisierung wurden aus dem Arabidopsis Genom ausgewihlt und die Moglichkeit
der Kreuzhybridisierung mit E. coli DNS wurde ausgeschlossen. Die Prozesskontrolle-
Sonden fiir gyrA- und parC stellen eine Konsensesussequenz von E. coli gyrA bzw.
parC dar.
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Tabelle 2.6: Sonden fiir Qualitétskontrolle

Name Funktion Sequenz (5° — 3°)
SK Druck-Kontrolle Cy3/Cy5-TCTAGACAGCCACTCATA
HK* Hybridisierungs-Kontrolle GATTGGACGAGTCAGGAGC
NHK negative Hybridisierungs-Kontrolle TCTAGACAGCCACTCATA
gyrA-PK gyrA Prozesskontrolle TAATCGGTAAATACCATCC
parC-PK** | parC Prozesskontrolle TATTTACCCAGTACGTCACC

* Oligonukleotide, die eine komplementare Sequenz besitzt und mit Cy3 oder Cy5 markiert ist, wird in der
Hybridisierung zugegeben.
** pesitzt am 5° Ende ein 14-Thymidin Abstandhalter und eine Aminomodifikation.

2.3.3.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Um die gyrA* und parC* Sequenzen zu erhalten, wurde eine Homologiesuche
mittels BLAST jeweils mit einer gyrA- und parC-Sequenz von E. coli als Template in
der GenBank durchgefiihrt. Die Ausgabe-Datei von BLAST wurde mit einem im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Perlskript fiir Multisequenz-Alignment vorbereitet.
Das Perlskript extrahiert nur die E. coli Sequenzen mit einer Minimumlénge von 120 bp
und schreibt diese Sequenzen wiederum in eine Textdatei um, als Eingabe-Datei fiir das

Multisequenz-Alignment-Programm ClustalX.
* Alle in dieser Dissertation erwéhnten gyrA und parC Sequenzen beziehen sich auf E. coli.

2.3.3.2 Clustalx

Um die SNP-Positionen zu identifizieren, wurde ein Multisequenz-Alignment
mittels Clustalx durchgefiihrt. Die aus der Homologiesuche gewonnenen Sequenzen
wurden mit den Sequenzen, die aus der Sequenzierung von klinischen Isolaten
stammten, abgeglichen, dadurch wurden die SNP-Positionen hervorgehoben und fiir das
Sondendesign identifiziert.

2.3.3.3 Interne Datenbank mit Annotation von Mutationen

Um mehr Informationen iiber Resistenz-relevante Mutationen zu bekommen, wurde
eine Literatursuche in PubMed durchgefiihrt. Die hierbei gefundenen Mutationen
wurden mit der zugehorigen Publikation in einer lokalen Datenbank gespeichert. Mit
Hilfe dieser Daten wurden die wichtigsten Mutationen dem entsprechenden
Nukleotideaustausch zugeordnet und fiir das Sondendesign zur Verfiigung gestellt.

2.3.4 Vorbereitung der Ziel-DNS

2.3.4.1 Amplifikation der Ziel-DNS

Das 289-bp gyrA-Fragment und das 264-bp parC-Fragment, welches die QRDR
beinhaltet und innerhalb des sequenzierten Bereiches liegt, wurde mittels der
entsprechenden Primer (Tabelle 2.1) amplifiziert und als Ziel-DNS fiir das Microarray-
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Experiment verwendet. Zur Amplifikation des parC-Fragments wurden die Primer
GyrA coli F3 und GyrA coli R3 verwendet, und Primerpaar ParC coli F1 und
ParC coli R1 zur Amplifikation des parC-Fragments. Die Zusammensetzung des
Ansatzes und die PCR-Bedingungen stimmten mit den Angaben in Tabelle 2.2 und 2.3
iberein und wurden auch hier fiir die Amplifikation von unmarkiertem parC-Fragment
zur allelspezifischen Primerextension verwendet. Die Amplifikation von markiertem
gyrA- und parC-Fragment wurde durch Zugabe von Cy5- oder Cy3-modifiziertem
dCTP im PCR Ansatz erreicht. Parameter, die Einflul auf die Ausbeute von PCR-
Produkt und FEinbaurate des Fluoreszenzfarbstoffs haben konnen, wurden fiir die
Optimierung der gyrA-Markierungs-PCR untersucht. Verschiedene Bedingungen fiir
diese Parameter wurden systematisch untersucht (Tabelle 2.7). Die optimierten
Bedingungen (Tabelle 2.8 und 2.9) wurden dann fiir die Evaluierung des Array
verwendet. Mit Ausnahme des Mischung-Experimentes und dem Aufstock-Versuch
wurde fiir jede PCR 100 ng genomische DNS eines Stammes eingesetzt. Im Mischungs-
Experiment wurden 140 ng genomische DNS von einem sensitiven E. coli Stamm mit
unterschiedlichem Anteil (1:0, 100:1, 10:, 1:1 und 0:1) von genomischer DNS von
einem resistenten E. coli Stamm vermischt und als Template fiir die PCR verwendet.
Um die Sensitivitidt des Systems zu testen, wurde in dem Aufstock-Versuch 10000,
1000, 100, 10 and 1 CFU jeweils fiir die PCR eingesetzt.

Tabelle 2.7: Untersuchte Parameter fiir die Optimierung der Markierungs-PCR

Parameter Bedingung
Annealing-Temperatur, 50, 55 und 60°C
Zyklenzahl 20, 30 und 40
Mg’ Konzentration 1.5,3.0 und 4.5 mM
Verhiltnis zwischen unmarkiertem und markiertem dCTP 2:1,3:2, 1:1 und 2:3
Typ des Fluoreszenzfarbstoffs Cy3 und Cy5
Taq Polymerase Einheiten 2.5,5und 10U
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Tabelle 2.8: Optimierter Ansatz fiir Markierungs-PCR

Komponente Volumen Endkonzentration
Vorwirtsprimer (20 uM) 1 ul 0.4 pM
Riickwértsprimer (20 uM) 1 ul 0.4 pM
10 x Taq Buffer* 5l 1 x
dNTP-Mix ohne dCTP (je 2.5 mM) 2 0.1 mM
dCTP (1 mM) 1.2 ul 0.06 mM
Cy3-dCTP 2 ul 0.04 mM
Template®* - ~100ng /50 pul
Taq polymerase (5 U/pl) 2 ul 10U /50 ul
HPLC H,O ad 50 pl -

* Oligonukleotide, die eine komplementare Sequenz besitzt und mit Cy3 oder Cy5 markiert ist, wird in der

Hybridisierung zugegeben.

** pesitzt am 5° Ende ein 14-Thymidin Abstandhalter und eine Aminomodifikation.

Tabelle 2.9: Optimiertes Programm fiir die PCR

Programmschritt | Denaturierung Annealing Extension Zyklen
94°C, S5min 55°C, 1min 72°C, 1min 1
94°C, 1min 55°C, 1min 72°C, 1min 38
94°C, 1min 55°C, 1min 72°C, 10min 1

2.3.4.2 Aufreinigung des PCR-Produkts

PCR-Produkt aus der Markierungs-PCR und aus der PCR ohne Markierung wurde
mittels QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Durchfithrung erfolgte nach

dem Protokoll des Herstellers.

2.3.4.3 Bestimmung von DNS-Konzentration und Einbaurate des Fluoreszenzfarbstoffes

Die Konzentration der DNS und des Fluoreszenzfarbstoffs eines aufgereinigten
PCR-Produkts wurde durch das NanoDrop Spektrophotometer gemessen. Das
Absorptionsmaximum der DNS liegt bei 260 nm und das Absorptionsmaximum von
Cy3 bzw. Cy5 liegt bei 550 nm bzw. 650 nm. Dafiir wurde 1 pl DNS benétigt. Die

Einbaurate wurde nach der folgenden Formel berechnet:

m x1000
R= M,
.
R: Einbaurate von Cy3 oder Cy5 in NT/Cy3 oder NT/Cy5
Cons: DNS Konzentration in ng/ul
Ck: Cy3 oder Cy5 Konzentration in pmol/ul

Ma: Durchschnittliches Molargewicht eines Nukleotids in g/mol
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2.3.4.4 Fragmentierung von Ziel-DNS

Fir die Fragmentierung wurden 30 ng/ul Ziel-DNS fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur mit DNase in Reaktionspuffer (40mM Tris-HCl, (pH 8), 10 mM
MgSO4 und 1 mM CaCly) inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch
Zugabe von 3 mM EGTA und dann 10 Minuten Inkubation bei 65°C.

2.3.5 Arrayherstellung

2.3.5.1 Poly-L-Lysin-Objekttrager

Die Oligonukleotid-Sonden wurden in 50% DMSO in einer Konzentration von 20
uM geldst und entsprechend dem Mikroarray-Layout in die Mikrotiterplatten mit 384
Kavititen und U-formigem Boden pippettiert. Die Sonden wurden dann mittels einem
Microgrid Il microarrayer dem Layout nach mit 54% Luftfeuchtigkeit auf Poly-L-
Lysin-Objekttrager  (PLL-Objekttriger) in zwei Subarrays gedruckt. Die
Immobilisierung der Sonden erfolgte durch UV-Bestrahlung mit einer Energie von 120
mJ/m® im Stratalinker. AnschlieBend wurden die unbesetzten Bindungsstellen mit
Blockierlosung durch 15-minutiges Riihren gesittigt. Danach wurden die Objekttrager
jeweils mit ddH,O und 98%-igem Ethanol kurz gewaschen und anschlieend an der
Luft getrocknet. Die Mikroarrays waren dann einsatzbereit und wurden fiir die weiteren
Versuche im Dunkeln gelagert.

2.3.5.2 Epoxid-Objekttrager

Die Sondenlosung fiir Epoxid-Objekttrager enthielt 1x Druck-Puffer und 20 pM
Oligonukleotid-Sonden. Die Sonden wurden mittels Microgrid Il microarrayer in
Triplikaten gedruckt. Der Abstand zwischen den Spots betrug 0.35 mm und der
Durchmesser der Spots etwa 140 pm. Die Immobilisierung der Sonden erfolgte durch
30-miniitiges Backen im Trockenschrank bei 60°C fiir die Objekttriger mit
aminomodifizierten Sonden, bzw. 120°C fiir die Objekttrager mit nicht-
aminomodifizierten Sonden. Die nicht kovalent gebundenen Sonden wurden dann durch
jeweils 5, 4, 10 und Iminiitige geriihrte Inkubation in Spiillésung 1, Spiilldsung 2,
Spiillésung 3 und ddH,O abgewaschen. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit
Blockierlosung im OVS5 Hybridisierungsofen bei 50°C durch leichtes Schiitteln
behandelt, um die restlichen freien Bindungsstellen zu besetzen. Danach wurden die
Objekttrager mit ddH,O eine Minuten gewaschen und dann mit Stickstoff getrocknet.

2.3.6 Hybridisierung

Die Hybridisierungslosung bestand aus 6x SSPE, geeigneter Menge an Ziel-DNS
und 0.1 pmol Cy3 oder Cy5 markiertem Oligonukleotid, das komplementir zu der
Hybridisierungs-Kontrolle-Sonde war. Fiir die Hybridisierung auf PLL-Objekttrager
bzw. auf Epoxid-Objekttrager wurden jeweils 4 pmol bzw. 1 pmol DNS verwendet,
wenn nicht anders erwihnt.
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2.3.6.1 Hybridisierung im Hybridisierungsofen

30 pl Hybridisierungslosung wurde auf die mit Sonden bedruckte Oberfliche des
Objekttragers aufgetragen und mit einem Deckglas (18 x 18 mm) oder mit In Situ
Frame (25 pl) luftblasenfrei abgedeckt. Dann wurde der Objekttriger in eine
Hybridisierungskammer, dessen Feuchtigkeitsreserve mit jeweils 20 ul ddH,O gefiillt
war, verschlossen. Die Hybridisierung erfolgte bei der entsprechenden
Hybridisierungstemperatur in einem Hybridisierungsofen. Die Hybridisierungszeit fiir
PLL-Objekttrager bzw. Epoxid-Objekttrager betrug jeweils drei Stunden bzw. eine
Stunde, wenn nicht anders erwdhnt. Um die nicht gebundene Ziel-DNS abzuwaschen,
wurde der PLL-Objekttrédger nach der Hybridisierung 15 Minuten in Waschlosung I und
dann drei Minuten in Waschldsung II unter Riihren gewaschen. Die Behandlung von
Epoxid-Objekttragern erfolgte durch 10-miniitiges Riithren jeweils in Waschlosung 1,
Waschlosung 2 und Waschlosung 3. AnschlieBend wurde der Objekttrager mit
Stickstoff getrocknet.

2.3.6.2 Hybridisierung im Thermomixer

70 ul Hybridisierungslosung wurde auf den Epoxid-Objekttriger aufgetragen und
mit einem In Situ Frame (65 pl) abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte bei 45°C in
Thermomixer comfort mit austauschbarem Thermoblock fiir Objekttriager (nachfolgend
bezeichnet als Thermomixer). Die Hybridisierungszeit betrug eine Stunde, abgesehen
vom Sensitivititstest. Der Waschschritt war entsprechend dem oben beschriebenen.

2.3.6.3 Hybridisierung in der Tecan HS400

70 ul Hybridisierungslosung wurde fiir die Hybridisierung in der HS 400
Hybridisierungsstation von Tecan (nachfolgend bezeichnet als Tecan) verwendet. Die
Hybridisierung dauerte eine Stunde bei 45°C mit mittlerer Agitationsfrequenz (Periode
von 1.5 min Agitation und 7 min Pause). Das Waschen erfolgte bei 23°C in zwei
Schritten: jeweils zwei Laufe mit Waschlosung 1 (1.5 min Waschen / 0.5 min Pause)
und Waschlosung 3 (1.5 min Waschen / 0.5 min Pause). Dann wurde der Objekttrager
im Stickstofffluss zwei Minuten bei 30°C getrocknet.

2.3.7 Primer Extension

Fir die Primer Extension Reaktion wurde 70 upl Reaktionsansatz auf die
Objekttriger, die bereits mit nicht markierter Ziel-DNS mittels Tecan hybridisiert und
gewaschen wurden, aufgetragen und mit In Situ Frames (65 pul) luftblasenfrei
abgedeckt. Die Reaktion fand bei 45°C statt. Nach der Reaktion wurde der Objekttrager
zwei Minuten mit 0.2 x SSC gewaschen und dann mit Stickstoff getrocknet.
Verschiedene Parameter wurden fiir die Optimierung systematisch untersucht (Tabelle
2.10). Die optimierten Bedingungen (Tabelle 2.11 und 2.12) wurden dann fiir die
Evaluierung des Arrays verwendet.
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Tabelle 2.10: Untersuchte Parameter fiir die Optimierung der Primer Extension Reaktion

Parameter Bedingung
Annealing-Temperatur, 45,55, 65 und 72°C
Reaktionszeit 10, 30 und 60 min
dNTP* 0.1, 1 und 10 uM
Taq Polymerase Einheiten 2.5,5und 10U

* enthalt nicht markiert dATP, dTTP, dGTP und mit Cy3 markiertes dCTP

Tabelle 2.11: Optimierter Ansatz fiir Primer Extensions Reaktion

Komponente Volumen Endkonzentration
10 x Taq Buffer* 7 ul I x
dNTP-Mix (1 uM) 7 ul 0.1 uM
Taq Polymerase (5 U/ul) 2 ul 10U /70 ul
HPLC H,0O ad 70 pl -

* enthalt nicht markiert dATP, dTTP, dGTP und mit Cy3 markiertes dCTP

Tabelle 2.12: Optimiertes Programm fiir die Primer Extensions Reaktion

Temperatur Reaktionszeit Zyklen

72°C 30 min 1

2.3.8 Arrayauswertung

2.3.8.1 Detektion des Fluoreszenzsignals

Das Fluoreszenzsignal des hybridisierten Mikroarrays wurde mittels einem GMS
418 Array Scanner gemessen und als 16-bit TIF-Datei gespeichert Dazu wurde griines
Laserlicht (532 nm) bzw. rotes Laserlicht (630 nm) fiir die Anregung von Cy3 bzw. Cy5
benutzt. Die Laserstirke und PMT (photomultiplier tube)-Verstirkung wurden auf
100% eingestellt.

2.3.8.2 Datenverarbeitung

Die Intensititen der Spots wurden mit der ImaGene (BioDiscovery) Software
ermittelt und die ausgegebene Text-Datei wurde in Excel importiert. Die
Sondenintensitdt wurde folgendermaBlen definiert: Der Mittelwert des lokalen
Hintergrundes subtrahiert von dem Mittelwert des Signals. Fiir den PLL-Objekttrager
wurde der Mittelwert von der einzelnen Sondenintensitéit aus zwei Subarrays berechnet.
Fiir den Epoxid-Objekttrager wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der
einzelnen Sondenintensitit, die in Triplikaten gedruckt war, berechnet. In dem Versuch
mit drei Array wurde der Mittelwert und die Standardabweichung aus dem einzelnen
Array gebildet. Um die Fluoreszenzintensitit zwischen verschiedenen Markierungs-
PCRs vergleichen zu kénnen, wurde in Mischungs-Experimenten zwei Methoden zur
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Normierung benutzt. In der Methode 1 wurde die Sondenintensitit von der
Prozesskontrolle auf 1 eingesetzt und die Sondenintensitdt aller anderen Sonden auf
diese Sonde bezogen. In der Methode 2 wurde die Fluoreszenzintensitdt von der Sonde,
die auf den sensitiven E. coli gerichtet ist, als 100% definiert und die Sondenintensitét
aller anderen Sonden auf diese Sonde prozentual umgerechnet.

2.3.8.3 Automatisches Analyseprogramm

Fiir die automatisierte Datenverarbeitung wurde ein im Rahmen dieser Arbeit
entwickeltes Hilfsprogramm eingesetzt.

2.3.9 Bioinformatik

2.3.9.1 Betriebssystem und Webbrowser

Als Betriebssystem wurden Microsoft Windows NT 4.0 und Redhat Linux 6.2
verwendet. Der Microsoft Internet Explorer oder Netscape Navigator wurden als
Webbrowser benutzt. Die Webseiten wurden in HTML 4.0.1 geschrieben. HTML ist
das Format, in dem die Text- und Hypertext-Informationen im WWW gespeichert und
tibertragen werden.

2.3.9.2 WWW Server

Fir die CGI (Common Gateway Interface) -Anwendung, war der Apache HTTP
Server Version 1.3 im Einsatz. CGI beschreibt den Vorgang, wie die vom Anwender am
Webbrowser eingegebene Daten an den Webserver gesendet werden, und wie die Daten
dort an ein CGI-Programm weitergeleitet werden. Die Kombination aus Apache, Perl
und MySQL ist eine optimale Losung flir die Programmierung und den Betrieb
dynamischer Webseiten.

2.3.9.3 Datenbankserver

Fiir die relationale Datenbank wurde MySQL 3.2 als Datenbankserver verwendet.
MySQL ist ein Open-Source-Produkt und wurde von einer schwedischen Firma namens
TcX entwickelt. Zur Bedienung der MySQL Datenbank auf der Windows-Oberfléche
wurde die phpMyAdmin Version 2.0 verwendet. Es bietet eine graphische
Benutzeroberfliche, mit der man leichter mit Datenbanken arbeiten kann, im Vergleich
zur Kommandozeile-Bedienung. As Abfragesprache wurde SQL (Structured Query
Language) benutzt. Sie wurde von der Firma IBM entwickelt und ist geeignet fiir das
Verrichten der Arbeit innerhalb einer relationalen Datenbank.

2.3.9.4 Programmiersprachen

Perl (ActivePerl Distribution) 5.8 wurde als Programmiersprache eingesetzt. Perl
(Practical Extraction and Report Language) wurde von Larry Wall entwickelt und
geeignet sich fir Auswertung komplexer Zeichenketten. Im Vergleich zur
Programmiersprache C ist Perl leicht zu lernen, und vom System unabhingig, daher
tibertragbar auf verschiedene Systeme (fast jedes System hat eigenen Perl-Interpreter).



3 Ergebnisse

3.1 gyrA-Array

3.1.1 Sondendesign

Um die fiir das Sondendesign notwendige Sequenzinformation zu erhalten, wurde
eine umfangreiche Sequenzanalyse in Gffentlichen Datenbanken durchgefiihrt. Durch
eine Homologiesuche in der Datenbank GenBank wurden 21 Sequenzen von E. coli
gyrA ermittelt. Abbildung 3.1 zeigt einen Abschnitt des Sequenz-Alignments, der fiir
das Sondendesign in Frage kommt. Es wurde eine missense Mutation an Position 87 in
einer Sequenz (accession Nummer Y005455 in GenBank) und zwei stille Mutationen an
Position 84 (accession Nummer AE005455 und AP002560 in GenBank) und 85
(accession Nummer AE005455, AP002560, AF52254, etc. in GenBank) in mehreren
Sequenzen gefunden. Die missense Mutation verursacht einen Aminosdure-Austausch.
Die stille Mutation verursacht keinen Aminosiure-Austausch.

85
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Abbildung 3.1: Sequenz-Alignment von 21 E. coli gyrA-Sequenzen. (Gezeigt wird nur ein Ausschnitt aus
der Sequenz um Position 83 und 87. Die nummerierten Pfeile zeigen die Positionen der Mutationen
innerhalb dieser 21 Sequenzen.)

Um mehr Informationen zu erhalten, wurden auch die Publikationen von 1985 bis
2003 analysiert. Hierbei wurden insgesamt 13 Positionen gefunden (Abbildung 3.2 und
Tabelle 3.1), die entweder missense Mutation oder stille Mutation besitzen. Um ein
zuverldssiges Sondendesign fiir klinische Stimme zu gewdhrleisten, wurden flinf
klinische Isolate sequenziert. Die Sequenzen waren in Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten und wurden beim Sondendesign beriicksichtigt (Tabelle 3.2).

31
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Abbildung 3.2: Publizierte Fille von Chinolon-Resistenz in Abhédngigkeit von verschiedenen gyrA
Mutationen. (Literaturanalyse von Januar 1985 bis Juni 2003 in PubMed, Positionen mit stillen
Mutationen sind mit einem Stern gekennzeichnet.)

Tabelle 3.1: Publizierte Mutationen in der gyrA QRDR Sequenz von verschidenen E. coli Stimmen. Die
unterstrichenen Nukleotide kennzeichen den Nukleotideaustausch im Vergleich zum E. coli K12
(accession Nummer AE000312 in GenBank). Die Aminosdure-Substitutionen sind unter dem
entsprechenden Nukleotid gezeigt. (Literaturanalyse von Januar 1985 bis Juni 2003 in PubMed)

Aminosaure 67 81 82 83 84 8 87 8 91 100 102 106
Position

E coli K12 GCC GGT GAC TCG GCG GTC GAC ATC CGC TAT CTG CAG
' Ala Gly Asp Ser Ala Val Asp lle Arg Tyr Leu GIn
TCC TIGT GGC GCG CCG GTI AAC ATTI CGI TAC TITG CAT
Ser Cys Gly Ala Pro Asn His

GAT TIG GCA CAC

Asp Leu His

TGG TAC

Trp Tyr

GTG GIC

Val Val

GGC

Gly

GGA

Gly
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Tabelle 3.2: Mutationen in der gyrA QRDR Sequenz von fiinf klinischen E. coli Stimmen determiniert
durch DNS Sequenzierung. Die unterstrichenen Nukleotide kennzeichnen den Nukleotideaustausch im
Vergleich zum E. coli K12 (accession Nummer AE000312 in Genbank). Die Aminoséure-Substitutionen
sind unter dem entsprechenden Nukleotid gezeigt. (Literaturanalyse von Januar 1985 bis Juni 2003 in
PubMed)

Aminosaure 67 81 82 83 84 8 8 89 91 100 102 106
Position
E coli K12 GCC GGT GAC TCG GCG GTC GAC ATC CGC TAT CTG CAG
’ Ala Gly Asp Ser Ala Val Asp lle Arg Tyr Leu Gin
E.coli 2 TTG GTT AAC CGI TAC
Leu Asn
E.coli 3 TTG GTT AAC CGI TAC
Leu Asn
E.coli 4 TTG GTT AAC CGI TAC
Leu Asn
E.coli 5 TTG GTI AAC CGI TAC
Leu Asn
E.coli 6 TTG GTTI AAC CGTI TAC
Leu Asn

Alle Positionen, die missense Mutationen oder stille Mutationen enthalten, wurden
hinsichtlich der Anzahl der Verdffentlichungen und deren Beitrag zur Resistenz
ausgewertet. Die Positionen 83 und 87 stellten sich als die zuverldssigsten zur
Identifizierung der Chinolon-Resistenz heraus. Infolgedessen wurden Sonden
entworfen, die auf diese zwei Positionen gerichtet waren. Alle Sonden haben eine
Lange von 19 Nukleotiden und die variierende Base zur SNP-Detektion befindet sich in
der Mitte. Die Sondensequenzen sind in Tabelle 3.3 aufgelistet. Die Sonden wurden
nach folgender Regelung bezeichnet: Sondenname = Genname + Position + Base an
SNP-Position + Satznummer. Da die Sequenzanalyse einige Stamm-spezifische stille
Mutationen in der Ndhe (Position 85 und 89) von missense Mutationen (Position 83 und
87) aufdeckte, wurden zwei Sondenséitze (8 Sonden) fiir Position 83 und acht Sétze (32
Sonden) fiir Position 87 (vier mit Variation des Nukleotids an der ersten Position des
Tripletts und vier an der zweiten Position) entworfen. Um die Anzahl der Sonden und
somit die Kosten fiir die klinische Anwendung zu verringern, wurde die Verwendung
von Sonden, die an der stille-Mutationsstelle ein Inosin besitzen, erprobt.
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Tabelle 3.3: Auf Position 83 und 87 von E. coli gyrA gerichtete Sonden unter der Beriicksichtigung von
stillen Mutationen an Position 85 und 89. Die fett gedruckten Buchstaben kennzeichnen die
Nukleotidpositionen mit missense Mutationen und die unterstrichenen Buchstaben kennzeichnen die
Nukleotidpositionen mit stillen Mutationen. Die universalen Sonden enthielten Inosin, daher konnten Tm

und frei Energie (AG) der Sekundérstrukturen nicht berechnet werden.

) ] . Hairpin | Dimer
Name 1:?08:1- Genotyp stille Mutation Sequenz (5° — 3°) /:r;llrrlg- C:,/f ;r;?:) keal/mol | keal/mol
*% *k
GyrA83A1 83 2 85(GTC) ATGGTGACTAGGCGGTCTA Stop 53 51 -1,1 -1,5
GyrA83T1 83 2 85(GTC) ATGGTGACTTGGCGGTCTA Leu 53 51 -1,1 -1,1
GyrA83G1 83 2 85(GTC) ATGGTGACTGGGCGGTCTA Trp 58 53 -1,1 -1,1
GyrA83Cl1 83 2 85(GTC) ATGGTGACTCGGCGGTCTA Ser 58 53 -1,1 -1,1
GyrA83A2 83 1 85(GTT) ATGGTGACTAGGCGGTTITA Stop 47 49 0,0 -1,5
GyrA83T2 83 1 85(GTT) ATGGTGACTTGGCGGTTITA Leu 47 49 0,0 0,0
GyrA83G2 83 1 85(GTT) ATGGTGACTGGGCGGTTITA Trp 53 51 0,0 0,0
GyrA83C2 83 1 85(GTT) ATGGTGACTCGGCGGTTTA Ser 53 51 0,0 0,0
GyrA83AU 83 universal 85(GTI) ATGGTGACTAGGCGGTITA Stop - - - -
GyrA83TU 83 universal 85(GTI) ATGGTGACTTGGCGGTITA Leu - - - -
GyrA83GU 83 universal 85(GTI) ATGGTGACTGGGCGGTITA Trp - - - -
GyrA83CU 83 universal 85(GTTI) ATGGTGACTCGGCGGTITA Ser - - - -
GyrA87Al 87 2b 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATAACACGATTG Asn 47 49 0,0 -0,1
GyrA87T1 87 2b 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATTACACGATTG Tyr 47 49 0,0 0,0
GyrA87Gl 87 2b 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATGACACGATTG Asp 53 51 -1,1 -1,1
GyrA87C1 87 2b 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATCACACGATIG His 53 51 -0,3 -0,3
GyrA87A2 87 1b 85(GTT)/89(ATT) | GCGGTTITATAACACGATTG Asn 42 47 -0,6 -2,4
GyrA87T2 87 1b 85(GTT)/89(ATT) | GCGGTTTATTACACGATTG Tyr 42 47 0,0 0,0
GyrA87G2 87 1b 85(GTT)/89(ATT) | GCGGTITATGACACGATTG Asp 47 49 0,0 0,0
GyrA87C2 87 1b 85(GTT)/89(ATT) | GCGGTTTATCACACGATTG His 47 49 -0,3 -0,3
GyrA87A3 87 2a 85(GTC)/8I(ATC) | GCGGTCTATAACACGATCG Asn 53 51 -0,0 -0,1
GyrA87T3 87 2a 85(GTC)/8I(ATC) | GCGGTCTATTACACGATCG Tyr 53 51 0,0 0,0
GyrA87G3 87 2a 85(GTC)/8I(ATC) | GCGGTCTATGACACGATCG Asp 58 53 -1,1 -1,1
GyrA87C3 87 2a 85(GTC)/8I(ATC) | GCGGTCTATCACACGATCG His 58 53 -0,3 -0,3
GyrA87A4 87 la 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATAACACGATTG Asn 47 49 -0,6 -2,4
GyrA87T4 87 la 85(GTC)/89(ATT) | GCGGTCTATTACACGATTG Tyr 47 49 0,0 0,0
GyrA87G4 87 la 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATGACACGATTG Asp 53 51 0,0 0,0
GyrA87C4 87 la 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATCACACGATTG His 53 51 -0,3 -0,3
GyrA87AU1 87 universal | 85(GTI)/89(ATI) GCGGTITATAACACGATIG Asn - - - -
GyrA87TUI 87 universal | 85(GTI)/89(ATI) GCGGTITATTACACGATIG Tyr - - - -
GyrA87GU1 87 universal | 85(GTI)/89(ATI) | GCGGTITATGACACGATIG Asp - - - -
GyrA87CU1 87 universal | 85(GTI)/89(ATTI) GCGGTITATCACACGATIG His - - - -
GyrA87AS 87 2b 85(GTC)/89(ATT) | GCGGTCTATGACACGATTG Asn 53 51 -1,1 -1,1
GyrA87T5 87 2b 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATGTCACGATTG Val 53 51 0,0 0,0
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Tabelle 3.3 Fortsetzung
) ) . Hairpin | Dimer
Name }zioosrll_ Genotyp stille Mutation Sequenz (5 — 3°) Asr;lllllrlg_ C{)/f ”(For(r;) keal/mol | keal/mol
ok ok
GyrA87GS 87 2b 85(GTC)/BI(ATT) | GCGGTCTATGGCACGATIG Gly 58 53 0,0 0,0
GyrA87C5 87 2b 85(GTC)/89(ATT) | GCGGTCTATGCCACGATTIG Ala 58 53 0,0 0,0
GyrA87A6 87 1b 85(GTT)/89(ATT) | GCGGTITATGACACGATIG Asn 47 49 0,0 0,0
GyrA87T6 87 1b 85(GTT)/BI(ATT) | GCGGTITATGTCACGATIG Val 47 49 0,0 0,0
GyrA87G6 87 1b 85(GTT)/8IATT) | GCGGTITATGGCACGATTG Gly 53 51 0,0 0,0
GyrA87C6 87 1b 85(GTT)/BI(ATT) | GCGGTITATGCCACGATTIG Ala 53 51 0,0 0,0
GyrA87A7 87 2a 85(GTC)/89(ATC) | GCGGTCTATGACACGATCG Asn 58 53 -1,1 -1,1
GyrA87T7 87 2a 85(GTC)/BI(ATC) | GCGGTCTATGTCACGATCG Val 58 53 0,0 0,0
GyrA87G7 87 2a 85(GTC)/BI(ATC) | GCGGTCTATGGCACGATCG Gly 63 55 0,0 0,0
GyrA87C7 87 2a 85(GTC)/BI(ATC) | GCGGTCTATGCCACGATCG Ala 63 55 0,0 0,0
GyrA87A8 87 la 85(GTC)/BI(ATT) | GCGGTCTATGACACGATIG Asn 53 51 0,0 0,0
GyrA87T8 87 la 85(GTC)/8Y(ATT) | GCGGTCTATGTCACGATIG Val 53 51 0,0 0,0
GyrA87G8 87 la 85(GTC)/BI(ATT) | GCGGTCTATGGCACGATIG Gly 58 53 0,0 0,0
GyrA87C8 87 la 85(GTC)/8I(ATT) | GCGGTCTATGCCACGATTIG Ala 58 53 0,0 0,0
GyrA87AU2 87 universal | 85(GTIL)/89(ATI) GCGGTITATGACACGATIG Asn - - - -
GyrA87TU2 87 universal | 85(GTI)/89(ATI) GCGGTITATGTCACGATIG Val - - - -
GyrA87GU2 | 87 | universal | 85(GTI/S89(ATI) | GCGGTITATGGCACGATIG | Gly - - - -
GyrA87CU2 87 universal 85(GTI)/8ATI) GCGGTITATGCCACGATIG Ala - - - -

* Tm wurde berechnet mittels OligoCalculator (http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculator.html)
unter Verwendung von 0.195M Salzkonzentration (1x SSC).

** AG der Sekundarstrukturen wurde berechnet mit Hilfe von Software Array Designer, deren
Kalkulation auf der Methode von Santal_ucia basiert’™.

3.1.2 Validierung der Sonden unter Verwendung von Poly-L-Lysin-Objekttragern

Die Spezifitdt der Sonden und die Anwendbarkeit fiir klinische Isolate wurden mit
30 klinischen E. coli Isolaten (E.coli 1 — E.coli 30) aus vier unterschiedlichen
Krankenhdusern in Deutschland validiert. Aus Kostengriinden wurden preiswerte PLL-
Objekttrager verwendet. Alle Experimente wurden mit 4 pmol Ziel-DNS und drei
Stunden Hybridisierung durchgefiihrt.

Zuerst wurde die Spezifitit der Sonden mit fiinf sequenzierten Isolaten iiberpriift.
Um den cut-off-Wert fiir ein signifikantes Signal fiir die weitere Analyse definieren zu
konnen, wurden wiederholt Experimente mit diesen fiinf Isolaten durchgefiihrt. Anhand
dieser Experimente wurde festgelegt, dass die PM-Intensitdt hoher als Tausend und das
Verhiltnis zwischen PM-Intensitdt und MM-Intensitit tiber Vier sein sollt. Die Gel-
Elektrophorese und die Mikroarray-Ergebnisse der restlichen 25 Isolate werden in
Abbildung 3.3 und Tabelle 3.4 gezeigt. Die PM-Intensititen und die PM/MM-
Verhéltnisse alle dieser Isolate waren iiber dem cut-off-Wert. Die Mikroarray-
Ergebnisse waren in Ubereinstimmung mit dem Resultat der direkten DNS-
Sequenzierung und stimmten mit den Standard Resistenztests tiberein.
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200 bp
100 bp

Abbildung 3.3: Gel-Elektrophorese des gyrA-Amplikons. (Als Beispiel werden hier nur 14 E. coli Isolate

gezeigt.)

Tabelle 3.4: Mikroarray-Daten der 25 klinischen Isolate
Nummer | Aminosdure |PM-Intensitdt| PM/MM | Aminosdure | PM-Intensitdt | PM/MM

(83) (83) (83) (87) (87) (87)
E.colil TCG (Ser) 4217 10.8 | Asp (GAC) 1494 7.1
E.coli7 | TTG (Leu) 16802 5.0 Asn (AAC) 3377 13.0
E.coli8 | TTG (Leu) 28423 4.6 Asn (AAC) 4508 14.0
E.coli9 | TTG (Leu) 7009 4.8 Asn (AAC) 1732 10.0
E.coli 10 | TTG (Leu) 12029 5.2 Asn (AAC) 3005 5.9
E.coli11 | TTG (Leu) 16264 5.7 Asn (AAC) 4795 9.9
E.coli 12 | TTG (Leu) 4229 6.2 Asn (AAC) 937 7.3
E.coli 13 | TTG (Leu) 8964 5.2 Asn (AAC) 2039 7.8
E.coli 14 | TTG (Leu) 5459 4.8 Asn (AAC) 1161 8.5
E.coli 15 | TTG (Leu) 5637 4.9 Asn (AAC) 1436 7.3
E.coli16 | TTG (Leu) 19848 49 Asn (AAC) 5671 12.0
E.coli 17 | TTG (Leu) 7878 5.7 Asn (AAC) 1994 10.4
E. coli 18 | TTG (Leu) 25012 4.5 Asn (AAC) 4842 6.6
E.coli 19 | TTG (Leu) 24283 6.5 Asn (AAC) 6375 10.4
E. coli 20 | TTG (Leu) 10870 4.9 Asn (AAC) 2509 7.3
E. coli21 | TTG (Leu) 14895 6.2 Asn (AAC) 4366 12.1
E. coli22 | TTG (Leu) 14402 4.6 Asn (AAC) 5582 10.3
E. coli 23 | TTG (Leu) 24271 7.1 Asn (AAC) 2872 5.6
E. coli24 | TTG (Leu) 18038 8.2 Asn (AAC) 4295 14.9
E. coli 25 | TTG (Leu) 11857 6.4 Asn (AAC) 1694 10.3
E. coli26 | TTG (Leu) 20111 7.5 Tyr (TAC) 2407 11.5
E. coli 27 | TTG (Leu) 22196 4.0 Asn (AAC) 7378 10.8
E. coli 28 | TCG (Ser) 15968 14.1 | Gly (GGC) 3910 24.6
E.coli29 | TTG (Leu) 9917 5.1 Asn (AAC) 2482 17.3
E. coli 30 | TTG (Leu) 13254 43 Asn (AAC) 2827 11.7

Drei Beispiele (ein sensitives E. coli: E. coli 1 und zwei resistente E. coli mit zwei
unterschiedlichen Genotypen: E.coli 5 und E.coli 8) fiir Position 83 werden in
Abbildung 3.5 gezeigt. Abbildung 3.4 zeigt einen Teil des Mikroarray-Layouts
(Position 83). Die unterschiedlichen Hybridisierungsmuster der Chinolon-sensitiven
und Chinolon-resistenten E. coli und der verschiedenen E. coli Genotypen konnten
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deutlich beobachtet werden. Das sensitive E. coli zeigte ein Signal fiir Serin (A),
wihrend beide resistente E. coli ein Hybridisierungssignal fiir Leucin zeigten (B-C). In
Anbetracht der Intensitit von unterschiedlichen Sondensétzen einer Aminosdureposition
wurde das sensitive E. coli fiir Genotyp 2 (D) festgestellt, wahrend die Genotypen der
zwei resistenten E. coli zwischen Genotyp 1 (F) und Genotyp 2 (E) variieren. Die
Identifikation war eindeutig, da die Intensititen der PM-Sonden mindestens fiinffach
stirker als die der MM-Sonden waren und die Genotyp-spezifischen PM-Signale
mindestens zweifach hoher als die der nicht dem Genotyp entsprechenden Sonden
waren.

[esIdATUN)
[ d&youan
7 dKyouan

Stop GyrA83AU | GyrA83Al
Leu GyrA83TU GyrA83T1
Trp GyrA83GU | GyrA83Gl
Ser GyrA83CU | GyrA83Cl1

Abbildung 3.4: Layout des gyrA-Arrays (Position 83)
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Abbildung 3.5: Mikroarray-Ergebnisse von drei klinischen E.coli Isolaten nach drei Stunden
Hybridisierung mit 4 pmol Ziel-DNS'®. A — C: Mikroarray-Bilder von E. coli Isolat 1, 5 und 8; D — F:
quantitative Analyse des Fluoreszenzsignals von E. coli Isolat 1, 5 und 8.
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Tabelle 3.5 zeigt einen Uberblick iiber die Genotypen aller 30 klinischen Isolate,
die mittels spezifischer Sonden des Mikroarrays detektiert wurden. Fiir die Bestimmung
des Phinotyps wurde Ciprofloxacin allein oder Ciprofloxacin in Kombination mit
Levofloxacin verwendet. Insgesamt wurden 29 Chinolon-resistente E. coli und ein
Chinolon-sensitives E. coli identifiziert. Das Chinolon-sensitive Isolat hatte keine
Verdnderung in den Aminosdurepositionen 83 und 87. Von der Chinolon-resistenten
E. coli enthielten 27 Isolate sowohl Mutation S83L als auch D87N. Fiir ein Chinolon-
resistentes Isolat wurden die Mutationen S83L und D87Y gefunden. Nur ein Chinolon-
resistentes Isolat hatte eine einzelne Mutation D87G. Die Isolate konnten in zwei
Genotypen in Bezug auf ihre stillen Mutationen in Position 85, 91 und 100 eingeteilt
werden. Genotyp 1 enthielt GTC in Position 85, CGC in Position 91 und TAT in
Position 100. Genotyp 2 hatte GTT in Position 85, CGT in Position 91 und TAC in
Position 100. Von den untersuchten 30 klinischen Isolaten gehorten drei Isolate zu
Genotyp 1 und 27 Isolate, einschlieBlich des sensitiven, gehorten zu Genotyp 2.

Tabelle 3.5: Genotypen der 30 klinischen Isolate (Fettgedruckte Buchstaben zeigen die Positionen mit
missense Mutationen an, unterstrichenen Buchstaben zeigen die Positionen mit stillen Mutationen an. Die
mit Sternen gekennzeichneten Positionen liegen aulerhalb des Sondenbereichs, und wurden daher mittels
einer Sequenzierung ermittelt.)

Aminosaure 67 81 8 83 84 85 87 89 91* 100* 102* 106*

Position

E coli K12 GCC GGT GAC TCG GCG GTC GAC ATC CGC TAT CTG CAG

' Ala Gly Asp Ser Ala Val Asp le Arg Tyr Leu GiIn Phenotype

1 Isolate TCG GTT GAC CGI TAC sensitive
Ser Asp

3 Isolaten TTG GTC AAC CGC TAT resistent
Leu Asn

24 |solaten TTG GTI AAC CGI TAC resistent
Leu Asn

1 Isolate TG GTT TAC CGT TAC resistent
Leu Tyr

1 Isolate TCG GTI GGC CGI TAC resistent
Ser Gly

3.1.3 Prufung des Arrays-Verhaltens unter Verwendung von Epoxid-
Objekttragern

Aufgrund des starken Hintergrundsignals der PLL-Objekttrager wurde das System
auf Epoxid-Objekttrager umgestellt. Ziel ist die Sensitivitidt des Tests zu erhéhen und
die Testzeit zu reduzieren. Um die Funktion des Arrays auf dieser Oberfliche
festzustellen, wurde je ein Isolat mit unterschiedlicher Kombination von Mutationen
willkiirlich zur Array-Untersuchung herangezogen. Abbildung 3.6 zeigt die
Hybridisierungsergebnisse und die Fluoreszenzintensititen von einem sensitiven
(E. coli 1) und zwei resistenten (E. coli 5 und 8) klinischen Isolaten nach einer Stunde
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Hybridisierung. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass eine klare Unterscheidung
zwischen den resistenten und sensitiven Isolaten, sowie den unterschiedlichen
Genotypen getroffen werden konnte. Alle anderen untersuchten Isolate konnten
hinsichtlich der missense Mutationen in Position 83 und 87 und deren Stamm-
spezifischen stillen Mutationen unter Verwendung von Epoxid-Objekttrigern genauso
korrekt identifiziert werden. Aus den repetitiven Experimenten mit einem klinischen
Isolat (E. coli 5), wurden die cut-off-Werte der Fluoreszenzintensititen fiir die weitere
Analyse definiert. Diesem Ergebnis zufolge sollte die Intensitit des PM fiir eine
Position hoher als 300 sein, und das PM/MM-Verhéltnis hoher als 1.5 sein. Fiir alle
nachfolgenden Versuche wurden Epoxid-Objekttrager verwendet.

Im neuen System wurden vier Kontrollsonden eingefiihrt. Jeder Schritt im
Mikroarray-Experiment wurde mit diesen vier Sonden iberpriift. Die Druck-
Kontrollsonde sollte wegen einer Cy5 Modifikation am 5° Ende immer ein Signal
zeigen, ebenso die Hybridisierungs-Kontrollsonde aufgrund eines in der
Hybridierungslosung zugegebenen fluoreszenzmarkierten komplementéren
Oligonukleotids. Fehlende Signale dieser zwei Kontrollsonden zeigten Druck-Ausfille
bzw. Stérungen im Hybridisierungsschritt an. Signal wurde auch bei der Prozess-
Kontrollsonde erwartet, die einer Konsensussequenz von gyrA entspricht. Bei der
Verwendung dieser Sonde wurde zusétzlich zur Druck-Kontrolle und Hybridisierungs-
Kontrolle die Effizienz der Markierungs-PCR tiberwacht. Im Gegenteil dazu sollte kein
Signal bei der Negativ-Hybridisierungs-Kontrollsonde auftreten. Vorhandensein des
Signals zeigte eine Kontamination wéhrend des Druckens an. Arrays, die kein
sichtbares Signal bei den ersten drei Kontrollsonden oder nachweisbares Signal bei der
Negativ-Hybridisierungs-Kontrollsonde zeigten, wurden von der weiteren Analyse in
dieser Arbeit ausgeschlossen.
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Abbildung 3.6: Mikroarray-Ergebnisse von drei klinischen E.coli Isolaten nach drei Stunden
Hybridisierung mit 1 pmol Ziel-DNS. A: Mikroarray-Layout; B-D: Fluoreszenz-Bilder von einem
Chinolon-sensitiven E. coli (E. coli 1), Genotyp 1 (B) und zwei Chinolon-resistenten E. coli: Genotyp 1
(E.coli 5) (C) und Genotyp 2 (E.coli 8) (D); E und F: Quantifikation der Bilder B; G und H:
Quantifikation der Bilder C; I und J: Quantifikation der Bilder D; E, G und I: Position 83; F, H und I:
Position 87. (Der rote Rahmen zeigt den korrekten Genotyp und der griine Rahmen zeigt den PM-Spot.)
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3.1.4 Optimierung des gyrA-Arrays auf Epoxid-Objekttragern

3.1.4.1 Optimierung der Markierungs-PCR

Um kleine DNS-Mengen detektieren zu konnen bzw. um Fluoreszenzfarbstoff
einbauen zu konnen, ist ein Amplifikations-Schritt notwendig. In dieser Arbeit wurde
PCR zu diesem Zweck verwendet. Die hohe Empfindlichkeit des Systems wurde durch
die Optimierung des Markierungs-PCR beziiglich der DNS-Ausbeute und der
Einbaurate des Fluoreszenzfarbstoffes erzielt. Parameter wie Annealing-Temperatur,
Anzahl der Zyklen, Mg®® Konzentration, Verhiltnis zwischen nicht markiertem und
markiertem dCTP und Menge der Taq Polymerase, die einen Einfluss auf diese zwei
Faktoren haben, wurden fiir die Optimierung ausgewdéhlt. Drei unabhédngige PCR-
Reaktionen wurden fiir jede Bedingung angesetzt und die Mittelwerte der DNS-
Ausbeute und der Einbaurate wurden aus diese drei Reaktionen berechnet. Abbildungen
37 - 3.12 zeigen die Menge des Amplikons und die Einbaurate des
Fluoreszenzfarbstoffes fiir jeden Parameter.

Annealing-Temperatur

Der Vergleich unterschiedlicher Annealing-Temperaturen wird in Abbildung 3.7
gezeigt. Das Resultat bei 50°C und 55°C war dhnlich, wihrend bei 60°C eine erhebliche
Abnahme des PCR-Produktes beobachtet wurde. Da hohere Annealing-Temperaturen
die spezifische Amplifikation begiinstigten, wurde eine Temperatur von 55°C zur
weiteren Optimierung gewahlt.
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Abbildung 3.7: Der Einfluss von verschiedenen Annealing-Temperaturen auf die DNS-Ausbeute (A) und
Einbaurate (B) bei der Markierungs-PCR, n=3.

Anzahl der Zyklen

Unterschiedliche Zyklenzahlen zwischen 20 und 40 (Abbildung 3.8) hatten keinen
Einfluss auf die Einbaurate, aber die DNS-Ausbeute erhohte sich wie erwartet mit
erhohter Zyklenzahl. Um soviel Ziel-DNS wie moglich fiir die Hybridisierungs-
versuche zu erhalten, wurden 40 Zyklen zur weiteren Optimierung eingesetzt. Fiir
einzelne Mikroarray-Versuche reichten jedoch 30 Zyklen vollig aus.
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Abbildung 3.8: Der Einfluss der Zyklenanzahl auf DNS-Ausbeute (A) und Einbaurate (B) bei der
Markierungs-PCR, n=3.

Mg?* Konzentration

Erstaunlicherweise verursachte eine steigende Mg” -Konzentration von 1.5 bis 4.5
mM (Abbildung 3.9) nicht eine wesentlich bessere Ausbeute des PCR-Produktes.
Obwoh! die Einbaurate sich mit steigender Mg*'-Konzentration verbesserte, wurde
unspezifische Amplifikation bei Verwendung von 3.0 und 4.5 mM Mg”" beobachtet.
Infolgedessen wurde 1.5 mM Mg”" zur weiteren Optimierung ausgewihlt
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Abbildung 3.9: Der Einfluss der Mg2+ Konzentration auf die DNS-Ausbeute (A) und die Einbaurate (B)
bei der Markierungs-PCR, n=3.

Verhaltnis von nicht markiertem und markiertem dCTP

Das groBBe Cy-Molekiil stort die Polymerase-Ketten-Reaktion. Dennoch ist eine
ausreichende Menge an eingebauten Cy-Molekiilen fiir eine hohe Sensitivitit des Tests
notwendig. Um optimale Bedingungen herauszufinden, wurden nicht markierte und
markierte dCTP Nukleotide in unterschiedlichen Verhiltnissen gemischt. Abbildung
3.10 zeigt das Optimierungsergebnis. Mit erhohtem Anteil des markierten dCTP bei
einer konstanten dCTP-Gesamtmenge, verbesserte sich die Einbaurate, wihrend sich die
DNS-Ausbeute kontinuierlich verringerte. Als Kompromiss zwischen diesen zwei
Faktoren und unter der Beriicksichtigung der Kosten wurden zur weiteren Optimierung
ein drei zu zwei Verhiltnis (von nicht markiertem zu markiertem) dCTP verwendet.
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Abbildung 3.10: Der Einfluss des Verhiltnisses zwischen nicht markiertem und markiertem dCTP auf
die DNS-Ausbeute (A) und die Einbaurate (B) bei der Markierungs-PCR, n=3.

Enzym-Menge

Mit erhohter Polymerasemenge (Abbildung 3.11) erhohte sich die das DNS-
Ausbeute wie erwartet. Erstaunlicherweise erhohte sich die Einbaurate ebenfalls. Aus
Kostengriinden wurden weitere Untersuchungen mit mehr Enzym nicht durchgefiihrt
und eine Menge von 10 U Polymerase fiir die PCR ausgewihlt.
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Abbildung 3.11: Der Einfluss der Menge von Taq Polymerase auf die DNS-Ausbeute (A) und Einbaurate
(B) bei der Markierungs-PCR, n=3.

Template Menge

Um die Wirkung von unterschiedlicher Template-Menge auf die Markierungs-PCR
festzustellen, wurden 92 pg bis 92 ng Template unter Verwendung der oben optimierten
Bedingungen fiir die PCR eingesetzt. Wie in Abbildung 3.12 gezeigt, erhohte sich
sowohl die das DNS-Ausbeute als auch die Einbaurate bei zunehmender Template-
Menge. 92 pg DNS als das Ausgangsmaterial ergab nach 40 Zyklen {iber 1500 ng PCR-
Produkt mit einer Einbaurate von 80 NT/Cy5. Sowohl die erhaltene Menge der Ziel-
DNS als auch ihre Einbaurate waren ausreichend fiir mehr als 10 Array-Versuche, was
darauf hindeutet, dass das PCR-Limit weit unter 92 pg lag. Weitere Versuche mit
weniger Template wurden durchgefiihrt, die im ndchsten Abschnitt beschrieben werden.



Ergebnisse 45

2500 90
80
32000 T & 70
g ] o)
Y Z 60 A
£ 1500 +— E
> Z 50 +
e}
) & j
£ 1000 1— 5 40
o T 30
IS 2
500 +—— i 20
10 ~
0 T T T 0 - T T T
92000 9200 920 92 92000 9200 920 92
Template (pg) Template (pg)

Abbildung 3.12: Der Einfluss der Menge der Template auf die DNS-Ausbeute (A) und Einbaurate (B)
bei der Markierungs-PCR, n=3.

Nach Optimierung aller obenerwéhnten Parameter, wurden die Bedingung fiir das
Markierungs-PCR festgelegt:

e Annealing-Temperatur: 55°C,

e Mg Konzentration: 1.5mM

e dCTP-Verhiltnis: 3 : 2 (nicht markiertes : markiertes)
e Menge der Taq Polymerase: 10 U

e Zyklen: 30

Sensitivitatstest

Fir die Bestimmung der Sensitivititsgrenze der Markierungs-PCR wurde
Template-DNS (E. coli 5) von 100 pg bis zu 10 fg (entspricht einer E. coli Zelle) in
Zehnerpotenz-Schritten verdiinnt und fiir die PCR eingesetzt. Das Bild nach der
Gelelektrophorese (Abbildung 3.13A) zeigt zwar die Abnahme des PCR-Produkts mit
abnehmendem Template, aber bei bis zu 10 fg Template DNS ist eine sichtbare Bande
zu sehen. Fiir die Hybridisierung wurde 1 pmol amplifizierte Ziel-DNS verwendet, die
aus 10 fg Ausgangsmaterial gewonnen werden konnte. Das korrekte
Hybridisierungsmuster (Abbildung 3.13B) deutet darauf hin, dass die Markierungs-PCR
unter Verwendung der optimierten Bedingungen in der Lage ist, bis zu einer E. coli
Zelle zu amplifizieren und die Chinolon-Resistenz mittels Mikroarrays zu detektieren.
Allerdings entspricht die Verdiinnung der DNS in Wasser noch nicht der realen
Situation in der klinischen Anwendung. In der realen Kliniksituation kénnen andere
Aufforderungen auftauchen, wie z.B. die direkte DNS-Extraktion aus Patientproben und
ungleichméfige Verteilung der DNS in Lésung. Daher wurden weitere Versuche mit
aufgestockten Realproben (E. coli in Urin) durchgefiihrt, was in Abschnitt 3.2.2.6
beschrieben wird.
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Abbildung 3.13: Sensitivitdtstest der Markierungs-PCR. A: Bild nach der Gelelektrophorese;
B: Mikroarray-Bild nach einer Stunde Hybridisierung

3.1.4.2 Optimierung der Hybridisierung

Der néchste wichtige Schritt im Mikroarray-Experiment ist die Hybridisierung, die
fiir die Sensitivitidt und Spezifitit des Tests entscheidend ist. Hinsichtlich dieser zwei
Kriterien wurde die Hybridisierung optimiert. Parameter, die einen Einfluss auf diese
zwei Faktoren haben konnen, wurden fiir die Optimierung gewahlt, wie
Hybridisierungstemperatur, Vorbehandlung der Ziel-DNS, Hybridisierungszeit,
Einbaurate, Typ des Cyaninfarbstoffs und Lidnge des Poly-dT-Spacers als
Abstandhalter. Um einen Vergleich zwischen unterschiedlichen Bedingungen zu
ermdglichen, wurden die Intensitit des PM (hochste Intensitdt unter vier Sonden fiir
eine SNP-Position) und Verhiltnis zwischen PM und MM (PM/MM = Intensitét des
PM / Mittelwert der MM-Intensititen) verwendet, um die Sensitivitit bzw. die
Spezifitidt auszuwerten. Je drei Arrays mit Triplikaten wurden fiir jede Bedingung
eingesetzt. Mittelwerte von neun Spots wurden ermittelt. Die Versuche wurden
konsistent mit einem Isolat (E. coli 5) durchgefiihrt. Dabei wurden nur jeweils drei fiir
dieses Isolat relevante Sondensitze fiir Position 83 bzw. 87 verwendet. Das Layout ist
in Abbildung 3.13B dargestellt. Alle Hybridisierungen erfolgten mit 1 pmol markierter
DNS. Es ist zu bemerken, dass in allen Experimenten die Sonden fiir Position 83 eine
hohere Intensitdt erzielten als die Sonden fiir Position 87 und die Intensititen der
universellen Sonden niedriger waren als die der spezifische Sonden.
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Hybridisierungstemperatur

Mit steigender Hybridisierungstemperatur (Abbildung 3.14) von 35°C bis 55°C in
10°C Schritten, verringerte sich die Intensitit des PM, wihrend das Intensitdtsverhéltnis
von PM/MM anstieg. Als Kompromiss wurde eine Hybridisierungstemperatur von 45°C
zur weiteren Optimierung eingesetzt.
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Abbildung 3.14: Der Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf die PM-Intensitidt und das PM/MM-
Verhéltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-
Verhiltnis.

Vorbehandlung der Ziel-DNS

Im Allgemeinen wurde die Ziel-DNS mit DNase fragmentiert, um potentielle
Sekundérstrukturen zu zerstdren. Damit wurde ein einigermallen gleichméfBiges Signal
erhalten und eine bessere Zuginglichkeit der Sonden-DNS erreicht. Ein Vergleich
zwischen der fragmentierten und der nicht fragmentierten DNS zeigt (Abbildung 3.15),
dass keine wesentliche Verbesserung durch die Fragmentierung erzielt wurde. Um die
Testzeit zu reduzieren, wurde auf die Fragmentierung in weiteren Experimenten
verzichtet.
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Abbildung 3.15: Der Einfluss der Vorbehandlung der Ziel-DNS auf die PM-Intensitdt und das PM/MM-
Verhiltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-
Verhiltnis.

Hybridisierungszeit

Mit zunehmender Hybridisierungszeit von einer Stunde bis zu sieben Stunden in
zwei Stunden-Schritten erhdhte sich sowohl die Intensitit des PM als auch das
Verhéltnis von PM/MM, mit Ausnahme der fiinfstiindigen Hybridisierung hier fand eine
geringfiigige Abnahme des PM/MM-Verhiltnisses statt (Abbildung 3.16). Obwohl eine
lingere Hybridisierungszeit eine positive Wirkung auf die Hybridisierung hatte,
verringerte sich jedoch die PM-Intensitidt und das PM/MM-Verhiltnis (ausgenommen
das PM/MM fiir Position 83) nach einer Hybridisierungszeit von 24 Stunden.
Hybridisierungszeiten bis zu 7 Stunden erzielten zwar eine hohere PM-Intensitit und
einen groflere PM/MM-Wert, aber eine Hybridisierung von einer Stunde war bereits
ausreichend, um das PM zu identifizieren. Da die Verringerung der Testzeit sehr
wichtig fiir die klinische Anwendung ist, wurde eine Hybridisierungszeit von einer
Stunde fiir weitere Experimente ausgewahlt.
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Abbildung 3.16: Der Einfluss der Hybridisierungszeit auf die PM-Intensitit und das PM/MM-Verhiltnis,
n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-Verhiltnis.

Einbaurate

Abbildung 3.17 zeigt den Einfluss der Einbaurate (47, 85 und 161 NT/Cy5) auf die
PM-Intensitidt und das PM/MM-Verhiltnis. Die Intensitdt des PM stieg mit besserer
Einbaurate wie erwartet. Die beste Einbaurate hierfiir war 47 NT/CyS5. Der Einfluss auf
das PM/MM-Verhiltnis war nicht deutlich zu beobachten. Es wurde selbst mit einer
Einbaurate von 47 NT/Cy5 kein Quench-Effekt durch die hohe Markierungsdichte
beobachtet. Somit konnte eine Ziel-DNS mit effizienterer Einbaurate ein besseres
Hybridisierungsergebnis erzielen.
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Abbildung 3.17: Der Einfluss der Einbaurate auf die PM-Intensitdt und das PM/MM-Verhiltnis, n=9.
A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitét; C: PM/MM-Verhiltnis.

Art des Cyanin-Fluoreszenzfarbstoffs

Sehr tberraschend zeigte die Cy3-Markierung eine wesentlich hohere PM-
Intensitdt im Vergleich zu der Cy5-Markierung unter der Verwendung von gleicher
DNS-Menge mit dhnlicher Einbaurate (Abbildung 3.18). Der Unterschied im PM/MM-
Verhiltnis war nicht aussagekriftig. Fiir weitere Experimente wurde daher eine Cy3-
Markierung verwendet.
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Abbildung 3.18: Der Einfluss des Typs des Cyaninfarbstoffs auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhéltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-
Verhiltnis.

Menge der Ziel-DNS

Um die Wirkung unterschiedlicher Mengen von Ziel-DNS auf die Hybridisierung
festzustellen, wurden 0.5 pmol bis 3 pmol Ziel-DNS unter Verwendung der oben
optimierten Bedingungen fiir die Hybridisierung eingesetzt. Mit grolerer Ziel-DNS
Menge erhohte sich die PM-Intensitit, wihrend das Verhéltnis von PM/MM
einigermaflen konstant bleibt (Abbildung 3.19). Mit 0.5 pmol Ziel-DNS lag die PM-
Intensitdt von Position 87 schon unter dem cut-off-Wert von 300. Um die Sensitivitdt zu
erhohen wurde eine andere Hybridisierungsmethode eingesetzt, die im néchsten
Abschnitt beschrieben wird.
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Abbildung 3.19: Der Einfluss der Menge der Ziel-DNS auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhiltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-
Verhiltnis.

Nach  Optimierung  aller = obenerwdhnten = Parameter  wurde  die
Hybridisierungsbedingung festgelegt:
e Hybridisierungstemperatur: 45°C

e Hybridisierungszeit: lh
e Markierung der Ziel-DNS: Cy3
e Ziel-DNS: unverdaut, mit moglichst hoher Einbaurate.

3.1.4.3 Vergleich von verschiedenen Hybridisierungsmethoden

Die herkommliche, statische Hybridisierungsmethode basiert auf Diffusion, die ein
langsamer, passiver physikalischer Prozess ist. Daher ist die Hybridisierung der Zeit-
limitierende Schritt im Mikroarray-Experiment. Da der Zeitfaktor eine wichtige Rolle in
der klinischen Anwendung spielt, wurden andere Hybridisierungsmethoden untersucht,
die eine aktive Bewegung der Fliissigkeit verwenden (wie z.B. Thermomixer-
Hybridisierungs-Aufsatz und Tecan HS400). Das Ziel ist bei einer gleichbleibenden
Sensitivitdt die Hybridisierungszeit zu reduzieren. Der Unterschied zwischen diesen
zwei Ausrilistungen ist: Beim Thermomixer-Aufsatz wurden Objekttrager zusammen
mit der im Hybridisierungs-Rahmen eingeschlossenen Hybridisierungsldosung
geschiittelt. Das Waschen wurde manuell durchgefiihrt. Bei der Hybridisierungsstation
von Tecan wurde nur die Fliissigkeit mittels eines Druck-Vakuum-Systems agitiert. Der
ganze Prozess einschlielich der Waschschritte ist automatisiert.

Um unterschiedliche Methoden vergleichen zu konnen, wurden die
Hybridisierungen mit unterschiedlicher Menge der Ziel-DNS (1, 0.5, 0.25 und 0.125
pmol) mittels Hybridisierungsofen (manuell), Tecan und Thermomixer durchgefiihrt.
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Die Hybridisierungsdauer betrug eine Stunde. Ein Objekttriager mit Triplikaten wurde
fiir jede Bedingung verwendet und der Mittelwert von drei Spots wurde berechnet.
Abbildung 3.20 zeigt das Ergebnis. Im Vergleich zur manuellen Hybridisierung wurde
eine signifikante Zunahme der PM-Intensitit fiir alle getesteten DNS-Mengen und fiir
beide Positionen durch Verwendung der Tecan oder des Thermomixers erzielt (3A und
3C). Bei einer Ziel-DNS-Menge von 0.125 pmol, die mittels manueller Hybridisierung
nicht detektiert werden konnte, zeigte die Verwendung der Tecan oder des
Themomixers ein Signal jeweils tiber 8000 bzw. 1000 fiir Position 83 bzw. 87.
AuBerdem ist die PM-Intensitit unter Verwendung des Thermomixer hoher als bei der
Tecan HS400. Hinsichtlich des PM/MM-Wertes wurde ein wesentlich besseres Resultat
mit der Tecan HS400 im Vergleich zur manuellen Hybridisierung und zum
Thermomixer erreicht (3B und 3D). Deswegen wurde fiir Mischungsexperimente, bei
der eine hohe Sperzifitit erforderlich war, die Tecan HS400 verwendet, und fiir die
Sensitivitétstests, bei der die Sensitivitdt der wichtigste Faktor war, der Thermomixer-
Aufsatz verwendet.
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Abbildung 3.20: Der Einfluss unterschiedlicher Hybridisierungsmethoden auf die PM-Intensitét und das
PM/MM-Verhiltnis, n=3. A: Position 83, PM-Intensitit; B: Position 83, PM/MM; C: Position 87 PM-
Intensitat; D: Position 87, PM/MM. (n. d.: nicht detektierbar)

3.1.5 Sensitivitatstest

Nachdem die optimalen Hybridisierungsbedingungen festgelegt wurden, wurde die
Sensitivitit des Mikroarrays mit unterschiedlicher Menge an Ziel-DNS (1, 0.5, 0.25 und
0.125 pmol) bei unterschiedlicher Hybridisierungszeit evaluiert (60 Minuten, 30
Minuten und 10 Minuten). Das Ergebnis ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Die PM-
Intensitdt verringerte sich mit abnehmender DNS-Menge und Hybridisierungszeit (A
und C), wihrend der PM/MM-Wert akzeptierbar (B ein D) blieb. Uberraschend
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ermittelte sogar eine 10-minutige Hybridisierung mit einer DNS-Menge von 0.125 pmol
eine PM-Intensitdt von 300 und einen PM/MM-Wert von 6.5 fiir Position 87, die in der
Regel ein schwicheres Signal als Position 83 hatte.
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Abbildung 3.21: Mikroarray-Ergebnisse der Sensitivititsbestimmung unter Verwendung verschiedener
Hybridisierungszeiten (10, 30, 60 min) und Mengen der Ziel-DNS (0.125 - 1 pmol), n=3. A: Position 83,
PM-Intensitit; B: Position 83, PM/MM; C: Position 87, PM-Intensitét; D: Position 87, PM/MM.

Aus Kostengriinden wurden alle Sonden fiir den gyrA-Array ohne Poly-dT-Spacer
entworfen. Vorhergehende Experimente mit PLL-Objekttrager zeigten, dass die
Verwendung von Poly-dT-Spacern am 5° Ende der Sonden die Fluoreszenzintensitit
des PM erheblich erhdhte. Wie in Abbildung 3.22 dargestellt, erzielten sechs dTs eine
Signalzunahme des PM um das zweifach ohne eine betrichtliche Abnahme des
PM/MM-Wert. Selbst mit 18 dTs war das Signal immer noch nicht geséttigt. Dadurch
wurde gezeigt, dass die Sensitivitidt des Tests weiter erhoht werden kann, wenn Poly-
dT-Spacer benutzt werden.
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Abbildung 3.22: Der Einfluss der Lénge von Poly-dT-Spacern auf die PM-Intensitdt (A) und das
PM/MM-Verhiltnis (B), n=3

3.1.6 Untersuchung von Mischproben

Bei einer realen Situation in der Klinik tritt hiufig die Koexistenz von sensitiven
und resistenten E. coli innerhalb einer Patientenprobe auf. Um diese Situation zu
simulieren, wurde 140 ng genomische DNS eines sensitiven E.coli mit
unterschiedlichem Anteil an genomischer DNS von einem resistenten E. coli gemischt
(1:0, 100:1, 10:, 1:1 und 0:1). Die Mischung wurde als Template fiir die PCR benutzt.
Zu untersuchen war, wie hoch das Potential ist, resistente E. coli in Anwesenheit des
Uberschusses von sensitiven E. coli mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Mikroarray-System zu detektieren. Fiir diese Untersuchung wurde fiir jede Bedingung
1 pmol Ziel-DNS und eine Stunde Hybridisierungszeit verwendet. Eine Dreifach-
Bestimmung mit drei Objekttragern wurde durchgefiihrt. Wegen der unterschiedlichen
Einbaurate der amplifizierten Ziel-DNS, konnten die Fluoreszenzintensititen nicht
direkt miteinander verglichen werden. Um die Intensititen vergleichbar zu machen,
wurden zwei Normierungsverfahren ausgewéhlt. In Methode 1 wurde die absolute
Intensitidt jeder Sonde gegen die absolute Intensitdt der Prozess-Kontrolle-Sonde
normiert. Der normierte Wert wurde relative Intensitdt 1 genannt. Im Methode 2 wurde
die absolute Intensitit der resistenten Sonde (MM-Sonde in diesem Fall) gegen die
absolute Intensitdt der sensitiven Sonde (PM-Sonde in dem Fall) normiert. Relative
Intensitét 2 wurde dieser normierte Wert genannt.

Mit erhohtem Anteil der DNS von resistentem E. coli in der Mischung erhohte sich
die  Fluoreszenzintensitit der resistenten Sonde (Asn), wihrend die
Fluoreszenzintensitdt der sensitiven Sonde (Asp) sich verringerte (Abbildung 3.23). In
Abbildung 3.23B ist diese Tendenz graphisch wiedergegeben. In Abbildung 3.23C
wurde die Intensitdt der sensitiven Sonde auf 100 aufgesetzt, somit war die Korrelation
zwischen der relativen Intensitit 2 der resistenten Probe und ihrem Anteil in der
Mischung noch deutlicher. Unterhalb des Mischverhéltnisses von 10:1 gab es kein
nachweisbares Signal fiir resistentes E. coli. Mit einem Verhéltnis von 1:1 wurde kein
signifikantes Signal fiir resistentes E. coli detektiert. Die Nachweisgrenze lag zwischen
1:1 bis 10:1.
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Abbildung 3.23: Mikroarray-Ergebnisse der DNS-Mischung aus einem sensitiven und einem resistenten
E. coli in unterschiedlichen Mischverhéltnissen (1:0, 100:1, 10:1, 1:1 und 0:1), n=9. A: Fluoreszenz-
Bilder (Nur die sensitiven und resistenten Sonden sind hier gezeigt.); B: relative Intensitét 1, Position 87,
C: relative Intensitédt 2, Position 87.

3.1.7 Untersuchung von aufgestockten Realproben mit E. coli in verschiedenen
Verdunungsstufen

Anhand aufgestockter Urinproben mit unterschiedlichen Mengen von E. coli (10°,
10°, 10*, 10° und 10° CFU/ml) wurde die Sensitivitit des gesamten Systems
einschlieBlich der DNS-Extraktion und der Markierungs-PCR evaluiert. 10000, 1000,
100, 10 und 1 CFU wurden jeweils fiir die PCR verwendet. Die gleiche Menge des
Amplikons wurde fiir die Agarosegelfarbung mittels Ethidiumbromid und Mikroarray-
Detektion mit einer Stunde Hybridisierungszeit benutzt. Ein Objekttriger pro
Experiment wurde hierbei verwendet. Um ein zuverldssiges Ergebnis zu erhalten,
wurden sechs Isolate (E.coli 31 - 36) fiir diesen Test verwendet. Das Mikroarray-
Resultat von einem dieser sechs Isolate (E. coli 36) wird in Abbildung 3.24A — B
gezeigt. Trotz der Abnahme der PM-Intensitdt fiir die beiden Positionen mit der
verringerten Menge von E. coli in Urin konnte die Resistenz von E. coli in einer
Konzentration von 100 CFU/ml mit einer ausreichenden PM-Intensitit und einem
PM/MM-Verhiltnis ermittelt werden. Alle getesteten sechs Isolate zeigten ein dhnliches
Verhalten (Abbildung 3.24 C - H). Die PM-Intensititen (Abbildung 3.24 C und D)
waren tiber dem cut-off-Wert von 300 und die PM/MM-Verhiltnisse (Abbildung 3.24 E
und F) waren iiber dem cut-off-Wert von 1.5 fiir alle untersuchten Isolate und fiir alle
Verdiinnungsreihen. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die Resistenz aller dieser
sechs Isolate bis zu 100 CFU/ml ermittelt werden konnte. AuBlerdem konnte der
korrekte Genotyp identifiziert werden (Abbildung 3.23 G und H). Das Verhiltnis
zwischen der gesamten Intensitit der Sonden fiir Genotyp 1 und Genotyp 2 war
mindestens 1.3 bzw. 15 fiir Position 83 bzw. Position 87. Die Mikroarray-Daten sind in
Tabelle 3.6 zusammengefasst. Das Ergebnis der parallel durchgefiihrten Sequenzierung
bestdtigte das Mikroarray-Ergebnis.
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Abbildung 3.24: Mikroarray-Ergebnisse der aufgestockten Urinproben mit E.coli Isolates in

verschiedenen Verdiinnungsstufen, n=3. A: Position 83, Fluoreszenz-Intensitét eines Isolats (E. coli 36);
B: Position 87, Position 83, Fluoreszenz-Intensitét eines Isolats (E. coli 36); C: Position 83, PM-Intensitit
aller sechs getesteten Isolate; D: Position 87, PM/MM aller sechs getesteten Isolate; E: Position 83,
PM/MM aller sechs getesteten Isolate; F: Position 87, PM/MM aller sechs getesteten Isolate; G: Position
83, Intensitat: Genotypl/Genotyp2; H: Position 87, Intensitit: Genotypl/Genotyp2. (Der rote und blaue
Pfeil zeigt jeweils den hochsten und niedrigsten Wert.)
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Tabelle 3.6: Mikroarray-Daten der aufgestockten Urinproben

absolute MM (relative Intensitéat 2) PM/MM [Typel/Type2
Intensitat
A T G C
Position 83 > 10732 <61.6% - <61.5%|<13.0%| >1.7 >1.3
Position 87 > 2375 - <24.6% | <30.0% | <36.0%| >3.3 >15.0

Im Vergleich zum Mikroarray-Ergebnis war die Nachweisgrenze der
Ethidiumbromid-Féarbung (Tabelle 3.7) von vier Isolaten 100fach hdoher (10000
CFU/ml) bzw. von einem Isolat 10fach héher (1000 CFU/ml) als die des Mikroarrays.
Sowohl die Ethidiumbromid-Férbung als auch das Mikroarray-Ergebnis zeigten kein
Signal der negativen Kontrolle an.

Tabelle 3.7: Detektionsgrenze des gyrA-Arrays fiir sechs E. coli Isolate, aufgestockt in verschiedenen
Verdiinnungsstufen (10°, 10°, 10%, 10° und 10*> CFU/ml) in Urin

Nummer | CFU / ml Gel Mikroarray
E. coli 31 10° 4
10°
10*
10°
107
E. coli 32 10°
10°
10*
10°
10°
E. coli 33 10°
10°
10*
10°
10?
E.coli34| 10°
10°
10*
10° -
10? -
E. coli 35 10° +

10° +
10* 4+
10° -
107 -
E. coli 36 10° +

10° +
10* +
10° -
10° -
Negative -

+ 1+ |+

Co e S S S N

+ |+ |+

el I o I R R o B o e I I I I I IS S o (S I I I I I R [ A2 S I
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3.2 parC-Array
3.2.1 allele-specific oilgonucleotide probe hybridisation Methode

3.2.1.1 Sondendesign

Durch Homologiesuche in der GenBank wurden 16 Sequenzen von E. coli parC
gefunden. Bei der Sequenzanalyse dieser 16 Sequenzen wurde eine stille Mutation an
Position 80 in einer Sequenz (accession Nummer AE016766.1 in GenBank) und eine
Deletion an Position 84 in einer anderen Sequenz (accession Nummer AY065812.1 in
GenBank) gefunden. Vermutlich entsprach die deletion einem Sequenzierungsfehler.
Als Referenz wurde E. coli K12 (accession Nummer M58408 in GenBank) genommen.
Abbildung 3.25 zeigt einen Ausschnitt des Sequenz-Alignments von diesen 16
Sequenzen, der fiir das Sondendesign in Frage kommt.

80 84
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Gl G
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Abbildung 3.25: Sequenz-Alignment von 16 E. coli parC-Sequenzen. (Gezeigt wird nur ein Ausschnitt
um Position 80 und 84. Die nummerierten Pfeile zeigen die Positionen der Mutationen innerhalb dieser
16 Sequenzen.)

Um mehr Sequenzinformationen zu erhalten, wurden Publikationen von 1985 bis
2003 analysiert. Weitere vier Positionen wurden in dieser Region gefunden (Abbildung
3.26 und Tabelle 3.8), die entweder missense Mutationen (Position 78, 80, 81 und 84)
oder stille Mutationen (Position 91) enthalten. Aulerdem wurde bei der Sequenzierung
klinischer Isolate noch mehr stille Mutationen (Position 77, 79, 80, 82 und 87) innerhalb
des Sondenbereichs entdeckt. Die stillen Mutationen an Position 77, 79, 82 und 87
traten immer gleichzeitig auf, daher wurden sie in dieser Arbeit als Stamm-spezifische
Mutation betrachtet. Jeder Genotyp wurde in zwei Subgenotypen a und b aufgeteilt,
abhingig von der letzten Base (C oder T) an Position 80.
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Abbildung 3.26: Publizierte Félle von Chinolon-Resistenz in Abhédngigkeit von verschiedenen parC
Mutationen. (Literaturanalyse von Januar 1985 bis Juni 2003 in PubMed. Positionen mit stillen
Mutationen sind mit einem Stern gekennzeichnet.)

Tabelle 3.8: Publizierte Mutationen in der parC QRDR Sequenz von verschiedenen E. coli Stimmen. Die
unterstrichenen Nukleotide kennzeichen den Nukleotideaustausch im Vergleich zum E. coli K12
(accession Nummer M58408 in GenBank). Die Aminosdure-Substitutionen sind unter dem
entsprechenden Nukleotid gezeigt. (Literaturanalyse von Januar 1985 bis Juni 2003 in PubMed)

Aminosaure 78 80 81 84 91
Position
GGC AGC GCC GAA CAA

E.coli K12 Gly Ser Ala Glu Gln

GAC CGC AAA CAG
Asp Arg Pro Lys

AGA GGA
Arg Gly
ATC GTA
lle Val
AGT

Ser

ATT

lle

Alle Positionen, die eine missense Mutation oder eine stille Mutation enthalten,
wurden aufgrund der Anzahl der Verdffentlichung und deren Beitrag zur Resistenz
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ausgewertet. Die erste und zweite Base des Tripletts der Position 80 und 84 stellten sich
als die zuverldssigsten zur Identifizierung der Chinolon-Resistenz heraus. Daher wurden
diese zwei Positionen als Zielbereich der Sonden ausgewidhlt. Obwohl Mutationen an
mehreren Positionen innerhalb eines Tripletts stattfinden konnen, ist ein gleichzeitiges
Auftreten mehrerer Mutationen innerhalb eines Tripletts eher selten. Daher hatten alle
Sonden an den zwei nicht-SNP-Positionen eines Tripletts die gleichen Basen wie der
Wildtyp (E. coli K12). Wegen der stillen Mutationen in der Ndhe von missense
Mutationen (Position 77, 79 und 87), wurden vier Sondensdtze fiir Position 80 (32
Sonden) und zwei Sondensitze fiir 84 (16 Sonden) entworfen. Die Hilfte der Sonden
dient zur Detektion der ersten Base im Triplett, die andere Hélfte der Detektion der
zweiten Base. Der Vollstindigkeit halber wurden auch Sonden fiir die letzte Base von
Position 80 entworfen, die selten mutiert ist. Die Sondensequenzen und deren
Eigenschaften sind in Tabelle 3.9 aufgelistet. Die Sonden wurden nach folgender Regel
bezeichnet: Sondename = Genname + Position + Base an SNP-Position + Satznummer.
Alle Sonden haben eine Linge von 19 Basen, einen Tm-Wert zwischen 49°C und 58°C
und tragen am 5° Ende einen Poly-dT-Abstandhalter von 14 Basen und eine Co6-
Aminomodifiktation. Die variierende Base zur SNP-Detektion liegt in der Mitte.

Tabelle 3.9: Auf Position 80 und 84 von E.coli parC gerichtete ASOH-Sonden unter der
Beriicksichtigung von stillen Mutation an Position 77, 79, 80 und 82. Die fett gedruckten Buchstaben
kennzeichnen die Nukleotidpositionen mit missense Mutationen und die unterstrichenen Buchstaben

kennzeichnen die Nukleotidpositionen mit stillen Mutationen.

) ) Tm | Hairpin | Dimer
Name l—)t(])(s); ('j'f;g) stille Mutation Sequenz (5° — 3°) * 1?;;11?2 (3/0C :é keal/mol | keal/mol

P P
ParC80A1 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATAGCGCCTGTTA | Ser | 58 | 53 -4,7 -5,1
ParC80T1 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATTGCGCCTGTTA Cys 58 | 53 -4,7 -5,1
ParC80G1 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATGGCGCCTGTITA Gly 63 | 55 -4,7 -8,9

ParC80C1 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATCGCGCCTGTTA | Arg | 63 | 55 -4,7 -11,2
ParC80A2 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATAACGCCTGTITA | Asn 53 | 51 -4,7 -4,7

ParC80T2 | 80 1 77(CAC) / T9(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATATCGCCTGITA Ile 53 | 51 -4,7 -16,6
ParC80G2 80 1 77(CAC) / T9(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATAGCGCCTGTITA Ser 58 | 53 -4,7 -5,1
ParC80C2 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--C)/82(TGT) | ACGGCGATACCGCCTGITA Thr 58 | 53 -4,7 -4,7
ParC80A3 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATAGTGCCTGTTA | Ser | 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80T3 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATTGTGCCTGITA Cys 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80G3 | 80 | 1 | 77(CAC)/79(GAT)80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATGGIGCCTGITA | Gly | 58 | 53 | -2,4 2,4
ParC80C3 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATCGTGCCTGTTA | Arg | 58 | 53 -2,4 -6,5
ParC80A4 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATAATGCCTGTITA | Asn 47 | 49 -2,4 -2,4
ParC80T4 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATATTGCCTGTTA Ile 47 | 49 -2,4 -2,4
ParC80G4 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATAGTGCCTGTTA Ser 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80C4 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/80(--T)/82(TGT) | ACGGCGATACTGCCTGTITA Thr 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80A5 | 80 1 71(CAC) / 79(GAT)/82(TGT) ACGGCGATAGAGCCTGTTA | Arg | 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80T5 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/82(TGT) ACGGCGATAGTGCCTGTITA Ser 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80G5 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/82(TGT) ACGGCGATAGGGCCTGTTA | Arg | 58 [ 53 -2,4 -4,3
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Tabelle 3.9 Fortsetzung

. ) Tm | Hairpin | Dimer
Name I_Jt(:g; G_f;;o stille Mutation Sequenz (5° — 3°) * /_XSI::E;) G%C :* keal/mol | keal/mol

C Hokok stk
ParC80C5 | 80 1 77(CAC) / 79(GAT)/82(TGT) ACGGCGATAGCGCCTGTTA | Ser | 58 | 53 -4,7 -5,1
ParC80A6 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACAGCGCCTGCTA Ser 63 | 55 -4,7 -5,1
ParC80T6 | 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACTGCGCCTGCTA | Cys | 63 | 55 -4,7 -5,1
ParC80G6 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACGGCGCCTGCTA | Gly 68 | 58 -4,7 -8,9
ParC80C6 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACCGCGCCTGCTA | Arg 68 | 58 -4,7 -5,1
ParC80A7 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACAACGCCTGCTA | Asn | 58 | 53 -4,7 -4,7
ParC80T7 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACATCGCCTGCTA Ile 58 | 53 -4,7 -6,0
ParC80G7 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACAGCGCCTGCTA | Ser | 63 | 55 -4,7 -5,1
ParC80C7 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--C)/82(TGC) | ATGGCGACACCGCCTGCTA | Thr | 63 | 55 -4,7 -4,7
ParC80A8 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACAGTGCCTGCTA Ser 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80T8 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACTGTGCCTGCTA | Cys | 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80G8 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACGGTGCCTGCTA | Gly 63 | 55 -2,4 -2,4
ParC80C8 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACCGTGCCTGCTA | Arg 63 | 55 -2,4 -2,4
ParC80A9 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACAATGCCTGCTA | Asn | 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80T9 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACATTGCCTGCTA Ile 53 | 51 -2,4 -2,4
ParC80G9 | 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACAGTGCCTGCTA | Ser | 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80C9 | 80 2 71(CAT) / 79(GAC)/80(--T)/82(TGC) | ATGGCGACACTGCCTGCTA | Thr | 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80A10 [ 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/82(TGC) ATGGCGACAGAGCCTGCTA | Arg 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80T10 | 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/82(TGC) ATGGCGACAGTGCCTGCTA | Ser | 58 | 53 -2,4 -2,4
ParC80G10 | 80 2 77(CAT) / 719(GAC)/82(TGC) ATGGCGACAGGGCCTGCTA | Arg 63 | 55 -2,4 -4,3
ParC80C10 | 80 2 77(CAT) / 79(GAC)/82(TGC) ATGGCGACAGCGCCTGCTA Ser 63 | 55 -4,7 -5,1
ParC84A1 84 1 82(TGT) CCTGITATAAAGCGATGGT Lys 42 | 47 0,0 -2,4
ParC84T1 84 1 82(TGT) CCTGITATTAAGCGATGGT | Stop | 42 | 47 0,0 -0,7
ParC84G1 | 84 1 82(TGT) CCTGITATGAAGCGATGGT | Glu | 47 | 49 0,0 0,0
ParC84C1 | 84 1 82(TGT) CCTGITATCAAGCGATGGT | Gln | 47 | 49 -0,3 -0,3
ParC84A2 84 1 82(TGT) CCTGTTATGAAGCGATGGT Glu 47 | 49 0,0 0,0
ParC84T2 84 1 82(TGT) CCTGITATGTAGCGATGGT Val 47 | 49 0,0 0,0
ParC84G2 84 1 82(TGT) CCTGITATGGAGCGATGGT Gly 53 | 51 0,0 0,0
ParC84C2 84 1 82(TGT) CCTGTITATGCAGCGATGGT Ala 53 | 51 0,0 -3,3
ParC84A3 | 84 2 82(TGC) CCTGCTATAAAGCGATGGT | Lys | 47 | 49 -1,7 -1,7
ParC84T3 84 2 82(TGC) CCTGCTATTAAGCGATGGT | Stop | 47 | 49 -1,7 -1,7
ParC84G3 | 84 2 82(TGC) CCTGCTATGAAGCGATGGT | Glu | 53 | 51 -1,7 -1,7
ParC84C3 | 84 2 82(TGC) CCTGCTATCAAGCGATGGT | Gln | 53 | 51 -1,7 -1,7
ParC84A4 84 2 82(TGC) CCTGCTATGAAGCGATGGT | Glu 53 | 51 -1,7 -1,7
ParC84T4 84 2 82(TGC) CCTGCTATGTAGCGATGGT Val 53 | sl -1,7 -2,4
ParC84G4 84 2 82(TGC) CCTGCTATGGAGCGATGGT Gly 58 | 53 -1,7 -1,7
ParC84C4 84 2 82(TGC) CCTGCTATGCAGCGATGGT Ala 58 | 53 -1,7 -3,3

* Alle Sonden tragen am 5° Ende einen Poly-dT-Abstandhalter von 14 Basen und eine C6-
Aminomodifiktation, die hier nicht dargestellt sind.

** Tm wurde berechnet mittels OligoCalculator (http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculator.html)
unter Verwendung von 0.195M Salzkonzentration (1x SSC).

*** AG der Sekundarstrukturen wurde berechnet mit Hilfe von Software Array Designer, dessen
Kalkulation auf der Methode von SantalLucia basiert™
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3.2.1.2 Mikroarray-Ergebnisse

Der gesamte Assay soll den gyrA- und den parC-Array enthalten. Daher wurde die
fiir den gyrA-Array verwendete ASOH-Methode zunéchst auch fiir den parC-Array
eingesetzt, um die Vereinigung beider Arrays zu ermoglichen. Es wurden jedoch extrem
starke Sekunddrstrukturen in dem Sequenzbereich gefunden, in der die ASOH Sonden
lokalisiert sind. Nach der Berechnung des Array Designer Prgrammes waren die AG-
Werte fiir hairpin und Dimer von fast der Halfte der Sonden kleiner als —3 kcal/mol
(Tabelle 3.9). Nach den Kriterien von Array Designer wurde die Sonde, die einen AG-
Wert kleiner als —3 kcal/mol besitzt, eine schlechte Hybridisierungsfiahigkeit
zugeschrieben.

Die experimentellen Daten bestétigten die theoretische Berechnung. Bei manchen
PM-Sonden, die einen stark negativen AG-Wert hatten, wurde kein Signal oder nur ein
schwaches Signal festegestellt. Daher konnte in einigen Féllen das PM nicht korrekt
identifiziert werden. Abbildung 3.27B zeigt ein solches Beispiel. Laut Sequenzierung
befand sich bei diesem Isolat (E. coli 5, Genotyp 1) an Position 80 Ile. Aber mittels
Mikroarrays wurde Gly als PM identifiziert. Die Ursache fiir die falsche Identifizierung
lag an der extrem stabilen Sekundirstruktur der PM-Sonde (E.coli ParC80T2), die
einem AG-Wert des Dimers von —16.6 kcal/mol entsprach. Die MM-Sonde hatte
dagegen einen AG-Wert von nur —8.9 kcal/mol, obwohl sich die beiden Sonden nur in
einer einzigen Base unterschieden. Sowohl die Sekundérstruktur als auch die MM-Base
storte die Hybridisierung. In diesem Fall ist die stérende Wirkung der Sekundarstruktur
der PM-Sonde groBer als die destabilisierende Wirkung der MM-Base der MM-Sonde.
Daher zeigte die MM-Sonde ein hoheres Signal als die PM-Sonde.

Erstaunlicherweise wurde ein anderes Isolat (E. coli 10, Genotyp 2) mit derselben
Mutation in Position 80 mit der PM-Sonde (E.coli ParC80T7) richtig identifiziert
(Abbildung 3.27C). Allerdings gehort dieses Isolat zum Genotyp 2 statt Genotyp 1. Der
Unterschied zwischen den beiden PM-Sonden lag an der zweiten und achten Base vom
5¢ Ende, die auf die stillen Mutationen gerichtet waren. Die Unterschiedlichkeit der
stille-Mutations-Position fiihrte hierbei zu einem Unterschied des AG-Werts der Dimere
von 11.9 kcal/mol (Abbildung 3.28). Die Sekundirstruktur der PM-Sonde
E.coli ParC80T7 (—4.7 kcal/mol) ist nicht so stabil wie die der PM-Sonde
E.coli ParC80T2 (-16.6 kcal/mol). Daher kann die Ziel-DNS noch binden und ein
deutlich hoheres PM-Signal gegeniiber dem MM-Signal erreicht werden.

Um das Problem der Sekundérstruktur zu l16sen, wurden folgende Bedingungen
getestet: Sonden von verschiedenen Herstellern, Sonden mit oder ohne Abstandhalter,
Sonden mit oder ohne Modifikation, Sonden gerichtet auf den sense Strang oder
antisense Strang, Sonden in verschiedenen Konzentrationen von 5 pm bis 40 pm und
Vorverhandlung der Ziel-DNS mit oder ohne Denaturierung. Leider zeigte keine dieser
Strategien eine Aussicht auf Erfolg. Da wegen der Lage der Mutationspositionen kein
anderes Sondendesign moglich war, musste eine andere Methode verwendet werden,
die einen anderen Bereich fiir das Sondendesign nutzt. (siche Abschnitt 3.2.2).
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Abbildung 3.27: Mikroarray-Ergebnisse (ASOH Methode) von zwei klinischen E. coli Isolaten nach 18
Stunden Hybridisierung mit 4 pmol Ziel-DNS. A: Mikroarray-Layout; B: Fluoreszenz-Bilder von einem
resistenten E. coli (E. coli 5), Genotyp 1; C: Fluoreszenz-Bilder von einem resistenten E. coli (E. coli 10),
Genotyp 2. Der rote Rahmen zeigt den korrekten Genotyp, der griine Rahmen zeigt den Soll-PM-Spot
und der gelbe Rahmen zeigt den falschen PM-Spot.
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Abbildung 3.28: Sekundérstrukturen der zwei auf Position 80 von E. coli parC gerichteten Sonden fiir
ASOH (E.coli_ParC80T2 fiir Genotyp 1 und E.coli ParC80T7 fiir Genotyp 2). Nukleotide sind rot
markiert, wenn sie sich an missense-Mutations-Positionen befinden. Nukleotide sind rosa markiert, wenn
sie an stille-Mutations-Positionen lokalisiert sind. Nukleotide sind gelb markiert, wenn sie
Sekundarstrukturen in allen Probesdtzen bilden.

3.2.2 allele-specific primer extension Methode

3.2.2.1 Sondendesign

Als Alternative zur ASOH Methode, wurde die ASPE Methode fiir den parC-Array
eingesetzt. Da die variierende Base der ASPE-Sonde am 3‘-Ende statt in der Mitte liegt,
war es moglich, einen anderen Sequenzteil fiir das Sondendesign zu nutzen. Dadurch
konnte das Problem der Sekundirstruktur umgangen werden. Dennoch gab es immer
noch gewisse Sekundérstrukturen in einigen ASPE-Sonden, insbesondere in denen, die
auf Position 80 gerichtet waren. Diese Sekundirstrukturen waren jedoch nicht so stabil
wie die der entsprechenden ASOH-Sonden. Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung 3.29
dargestellt. Die beiden Sonden zielten auf die gleiche Mutation. Der AG-Wert der
ASOH-Sonde (E.coliParC80T2) betrug —16.6 kcal/mol, wihrend der AG-Wert der
ASPE-Sonde (E.coliParC80T2_PE) nur -2.8 kcal/mol betrug.

Probename Dimer Hairpin
: 5’ ACGGCGATATCGCCTGTTA 3’ CA 5’
E.coli_ParC80T2 (lle) iii
I 1 A NN [dddraren 5
-16.6 kcal/mol -4.7 kcal/mol
E.coli_ParC80T2_PE 57 ACCATCﬁiACGGccATAT 3’ crAiirCCTACCA 57
3’ TATAGCGGCACGCCTACCA 57 LGGCGATAT 3’
-2.8 kcal/mol -2.8 kcal/mol

Abbildung 3.29: Sekundérstrukturen einer auf Position 80 von E. coli parC gerichteten ASOH-Sonde
(E.coli_ParC80T2) und ASPE-Sonde (E.coli ParC80T2_ PE). Nukleotide sind rot markiert, wenn sie sich
an missense-Mutations-Positionen befinden. Nukleotide sind rosa markiert, wenn sie an stille-Mutations-
Positionen lokalisiert sind.

Insgesamt wurden 40 spezifische und 20 universelle Sonden fiir die zwei
wichtigsten missense-Mutations-Positionen (Position 80 und 84) entworfen. Aufgrund
der Stamm-spezifischen stillen Mutationen in Position 77, 79 und 87 wurden jeweils
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zwei spezifische Probensitze flir Position 80 (24 Sonden) und Position 84 (16 Sonden)
benotigt. Sonden fiir Position 84 waren auf den antisense Strang statt auf den sense
Strang gerichtet, weil weniger stille Mutationen (eine statt drei) in diesem
Sondenbereich lokalisiert waren. Daher konnte die Anzahl der Sonden reduziert
werden. Aus dem gleichen Grund wie bei dem gyrA-Array wurden auch hier universelle
Sonden entworfen, die in stille-Mutations-Positionen Inosin besallen. Die Sonden fiir
Position 80 waren auf alle drei Basen dieses Tripletts gerichtet, die Sonden fiir Position
84 nur auf die ersten zwei Basen. Die Sondensequenzen und deren Eigenschaften sind
in Tabelle 3.10 aufgelistet. Die Sonden wurden nach folgender Regelung benannt:
Sondename = Genname + Position + Base an SNP-Position + Satznummer + Strand
(sense oder antisense) + PE (Primer Extension). Alle Sonden haben eine Lange von 19
Basen, einen Tm-Wert zwischen 53°C und 58°C und tragen am 5° Ende ein Poly-dT-
Abstandhalter von 14 Basen und eine C6-Aminomodifiktation. Die variierende Base
befindet sich am 3“ Ende.

Tabelle 3.10: ASPE-Sonden gerichtet auf Position 80 und 84 von E.coli parC unter der
Beriicksichtigung von stillen Mutationen in Position 77 und 87. Die fett gedruckten Buchstaben
kennzeichnen die Nukleotidpositionen mit missense Mutationen und die unterstrichenen Buchstaben
kennzeichnen die Nukleotidpositionen mit stillen Mutationen. Die universellen Sonden enthielten Inosin,
daher konnten Tm und frei Energie (AG) der Sekundérstrukturen nicht berechnet werden.

Hairpin | Dimer
Name AS Ba§ en Genotyp stille Mutation Sequenz (5° = 3°) * ace —l’;]: keal/mol | keal/mol

Position | Position % | o c an s
PE_ParC80A1_PE 80 1 1 77(CAC) / 79(GAT) | TACCATCCGCACGGCGATA | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80T1_PE 80 1 1 77(CAC) / 79(GAT) | TACCATCCGCACGGCGATT | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80G1_PE 80 1 1 77(CAC) / 79(GAT) | TACCATCCGCACGGCGATG | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80C1_PE 80 1 1 77(CAC) / 79(GAT) | TACCATCCGCACGGCGATC | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80A2_PE 80 2 1 77(CAC) / 79(GAT) | ACCATCCGCACGGCGATAA | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80T2_PE 80 2 1 77(CAC) / 79(GAT) | ACCATCCGCACGGCGATAT | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80G2_PE 80 2 1 77(CAC) / 79(GAT) | ACCATCCGCACGGCGATAG | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80C2_PE 80 2 1 77(CAC) / 79(GAT) | ACCATCCGCACGGCGATAC | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80A3_PE 80 3 1 77(CAC) / 79(GAT) | CCATCCGCACGGCGATAGA | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80T3_PE 80 3 1 77(CAC) / 79(GAT) | CCATCCGCACGGCGATAGT | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80G3_PE 80 3 1 77(CAC) / 79(GAT) | CCATCCGCACGGCGATAGG | 68 | 58 -2,8 -2,8
PE_ParC80C3_PE 80 3 1 77(CAC) / 79(GAT) | CCATCCGCACGGCGATAGC | 68 | 58 -2,8 -2,8
PE_ParC80A4_PE 80 1 2 77(CAT) / 719(GAC) | TACCATCCGCATGGCGACA | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80T4_PE 80 1 2 77(CAT) / 719(GAC) | TACCATCCGCATGGCGACT | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80G4_PE 80 1 2 77(CAT) / 79(GAC) | TACCATCCGCATGGCGACG | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80C4_PE 80 1 2 77(CAT) / 719(GAC) | TACCATCCGCATGGCGACC | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80A5_PE 80 2 2 77(CAT) / 719(GAC) | ACCATCCGCATGGCGACAA | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80T5_PE 80 2 2 77(CAT) / 79(GAC) | ACCATCCGCATGGCGACAT | 58 | 53 -2,8 -2,8
PE_ParC80G5_PE 80 2 2 77(CAT) / 719(GAC) | ACCATCCGCATGGCGACAG | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80C5_PE 80 2 2 77(CAT) / 79(GAC) | ACCATCCGCATGGCGACAC | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80A6_PE 80 3 2 77(CAT) / 79(GAC) | CCATCCGCATGGCGACAGA | 63 | 55 -2,8 -2,8
PE_ParC80T6_PE 80 3 2 77(CAT) / 79(GAC) | CCATCCGCATGGCGACAGT | 63 | 55 -2,8 -2,8
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Tabelle 3.10 Fortsetzun
Tm Hairpin Dimer
Name Po?itsion PE:iStT(I:n Genotyp stille Mutation Sequenz (5° — 3°) * GO/S #x | keal/mol | keal/mol
°C P P
PE_ParC80G6_PE 80 3 2 77(CAT) / 79(GAC) | CCATCCGCATGGCGACAGG | 68 | 58 -2,8 -2,8
PE_ParC80C6_PE 80 3 2 77(CAT) / 79(GAC) | CCATCCGCATGGCGACAGC | 68 | 58 -2,8 -2,8
PE_ParC80AU1_PE 80 1 universal [ 77(CAI)/ 79(GAI) TACCATCCGCAIGGCGAIA - - - -
PE_ParC80TU1 PE | 80 1 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) | TACCATCCGCAIGGCGAIT | - | - . .
PE_ParC80GU1_PE 80 1 universal [ 77(CAI)/ 79(GAI) TACCATCCGCAIGGCGAIG - - - -
PE_ParC80CU1_PE 80 1 universal [ 77(CAI)/ 79(GAI) TACCATCCGCAIGGCGAIC - - - -
PE_ParC80AU2_PE 80 2 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) ACCATCCGCAIGGCGAIAA - - - -
PE_ParC80TU2_PE 80 2 universal | 77(CAL)/ 79(GAI) | ACCATCCGCAIGGCGAIAT | - | - . ,
PE ParC80GU2_PE 80 2 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) ACCATCCGCAIGGCGAIAG - - - -
PE_ParC80CU2_PE 80 2 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) ACCATCCGCAIGGCGAIAC - - - -
PE_ParC80AU3_PE 80 3 universal [ 77(CAI)/ 79(GAI) CCATCCGCAIGGCGAIAGA - - - -
PE_ParC80TU3_PE 80 3 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) CCATCCGCAIGGCGAIAGT - - - -
PE_ParC80GU3_PE 80 3 universal [ 77(CAI)/ 79(GAI) CCATCCGCAIGGCGAIAGG - - - -
PE_ParC80CU3_PE 80 3 universal | 77(CAI)/ 79(GAI) CCATCCGCAIGGCGAIAGC - - - -
PE ParC84Ali PE 84 1 1 87(GTC) CCATCAGGACCATCGCTTT | 53 | 51 0,0 0,0
PE_ParC84Tli_PE 84 1 1 87(GTC) CCATCAGGACCATCGCTTA | 53 | 51 0,0 0,0
PE ParC84Gli PE 84 1 1 87(GTC) CCATCAGGACCATCGCTTC | 58 | 53 0,0 0,0
PE_ParC84Cli_PE 84 1 1 87(GTC) CCATCAGGACCATCGCTTG | 58 | 53 0,0 0,0
PE_ParC84A2i_PE 84 2 1 87(GTC) GCCATCAGGACCATCGCTT | 58 | 53 0,0 0,0
PE ParC84T2i PE 84 2 1 87(GTC) GCCATCAGGACCATCGCTA | 58 | 53 0,0 0,0
PE_ParC84G2i_PE 84 2 1 87(GTC) GCCATCAGGACCATCGCTC | 63 | 55 0,0 0,0
PE_ParC84C2i_PE 84 2 1 87(GTC) GCCATCAGGACCATCGCTG | 63 | 55 0,0 0,0
PE ParC84A3i PE 84 1 2 87(GTG) CCATCAGCACCATCGCTTT | 53 | 51 -1,7 -1,7
PE_ParC84T3i_PE 84 1 2 87(GTG) CCATCAGCACCATCGCTTA | 53 | 51 -1,7 -1,7
PE_ParC84G3i PE 84 1 2 87(GTG) CCATCAGCACCATCGCTTC | 58 | 53 -1,7 -1,7
PE_ParC84C3i_PE 84 1 2 87(GTG) CCATCAGCACCATCGCTTG | 58 | 53 -1,7 -1,7
PE_ParC84A4i_PE 84 2 2 87(GTG) GCCATCAGCACCATCGCTT | 58 | 53 -1,7 -1,7
PE ParC84T4i PE 84 2 2 87(GTG) GCCATCAGCACCATCGCTA | 58 | 53 -1,7 -1,7
PE_ParC84G4i_PE 84 2 2 87(GTG) GCCATCAGCACCATCGCTC | 63 | 55 -1,7 -1,7
PE_ParC84C4i_PE 84 2 2 87(GTG) GCCATCAGCACCATCGCTG | 63 | 55 0,0 0,0
PE_ParC84AUli_PE 84 1 universal 87(GTI) CCATCAGIACCATCGCTTT - - - -
PE_ParC84TUli_PE 84 1 universal 87(GTI) CCATCAGIACCATCGCTTA - - - -
PE ParC84GUli_PE 84 1 universal 87(GTI) CCATCAGIACCATCGCTTC - - - -
PE_ParC84CUli_PE 84 1 universal 87(GTI) CCATCAGIACCATCGCTTG - - - -
PE_ParC84AU2i_PE 84 2 universal 87(GTI) GCCATCAGIACCATCGCTT - - - -
PE ParC84TU2i PE 84 2 universal 87(GTI) GCCATCAGIACCATCGCTA - - - -
PE_ParC84GU2i_PE 84 2 universal 87(GTI) GCCATCAGIACCATCGCTC - - - -
PE ParC84CU2i PE | 84 2 universal 87(GTI) GCCATCAGIACCATCGCTG | - | - - -

* Alle Sonden trugen am 5°
Aminomodifiktation, die hier nicht dargestellt sind.
** Tm wurde berechnet mittels OligoCalculator (http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculator.html)
unter Verwendung von 0.195M Salzkonzentration (1x SSC).
*** AG der Sekundarstrukturen wurde berechnet mit Hilfe von Software Array Designer, dessen
Kalkulation auf der Methode von Santalucia basiert’.

Ende noch einen Poly-dT-Abstandhalter von 14 Basen und eine C6-




68 Ergebnisse

3.2.2.2 Entwicklung und Optimierung des Protokolls flir ASPE

Es gibt zwar einige Protokolle fiir ASPE, die von unterschiedlichen Gruppen
entwickelt wurden, aber keines davon war geeignet fiir die klinische Anwendung.
Deswegen wurde zunidchst ein neues Protokoll erstellt, das diesen Anforderungen
entsprach: niedrige Kosten, wenig Arbeitsaufwand, einfache Durchfiihrung und
kompatibel zum gyrA-Array. Dabei wurde unmarkierte Ziel-DNS verwendet. Die
Markierung fand wihrend der Primer-Extensions-Reaktion auf dem Objekttriger statt.
Daher wird sie auch als Festphasen-Primer-Extension bezeichnet. Die auf Objekttragern
immobilisierte Sonde diente als Primer. Kein zusétzliches Gerdt, Enzym und
Verbrauchsmaterial zum gyrA-Array wurde benétigt. Ebenfalls wurden die gleichen
Bedingungen fiir die Hybridisierung wie bei dem gyrA-Array eingestellt. Allerdings war
hier die automatisierte Hybridisierungsstation im FEinsatz wegen des geringen
Hintergrunds durch effektives Waschen.

Hinsichtlich der Sensitivitdt und Spezifitdt wurde die Primer-Extensions-Reaktion
optimiert. Parameter wie dNTP Konzentration, Temperatur der Primer-Extensions-
Reaktion, Menge der Polymerase, Fragmentierung der Ziel-DNS, Zeit der Primer-
Extensions-Reaktion und Menge der Ziel-DNS, die Einfluss auf diese zwei Faktoren
haben konnen, wurden untersucht. Die Experimente erfolgten durchgehend mit einem
Isolat (E.coli 5). Der gleiche cut-off-Wert wie bei dem gyrA-Array wurde hier
festgelegt: 300 fiir die PM-Intensitét, 1.5 fiir das PM/MM-Verhiltnis. Auch hier wurden
PM-Intensitdt und PM/MM-Verhiltnis als Kriterien fiir die Sensitivitit und Spezifitit
verwendet, um die unterschiedlichen Bedingungen vergleichen zu konnen. Nur der
Probensatz fiir den korrekten Genotyp wurde bei der Auswertung beriicksichtigt. Fiir
jede Bedingung wurden drei Arrays eingesetzt. Mittelwerte aus neun Spots wurden
berechnet.

Abbildung 3.30 zeigt das Layout. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.31 bis 3.34
fiir jeden Parameter dargestellt. Im Allgemeinen war die PM-Intensitét der Position 84
hoher als die der Position 80, widhrend das Ergebnis fiir die PM/MM-Verhéltnisse
umgekehrt war. Eine Sekundérstruktur war flir die niedrige Intensitit von Position 80
verantwortlich (siehe Tabelle 3.9). Auch bei einer Hybridisierung mit markierter Ziel-
DNS zeigten die Sonden fiir Position 84 eine hohere Intensitdt. Dies bestétigte
wiederum die theoretische Berechnung. Die unterschiedliche Intensitdt beider
Positionen war auf die Hybridisierung, nicht auf die Primer-Extentions-Reaktion
zurlickzufithren. Die universelle Sonde zeigte ein wesentlich niedrigeres Signal im
Vergleich zur spezifischen PM-Sonde. Die auf die dritte Base der Position 80 gerichtete
Sonde ermittelte eine extrem niedrige Intensitét fiir dieses Isolat, was auf das MM in der
vorletzten Position zuriickzufiihren war. Da die Intensitéten teilweise unter dem cut-off-
Wert von 300 lagen, wurde diese SNP-Position bei der Beurteilung nicht berticksichtigt.
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Abbildung 3.30: Layout des parC-Arrays

dNTP Konzentration

Die dNTP-Mischung enthielt auBer unmarkiertem dATP, dTTP und dGTP, auch
Cy3-dCTP. Eine Voruntersuchung zeigte, dass die Verwendung von 100% Cy3-dCTP
eine hohere Intensitit als die von 50% Cy3-dCTP (dCTP:Cy3-dCTP = 1:1) erzielte.
Daher wurde 100% Cy3-dCTP fiir alle Experimente eingesetzt. Wie in Abbildung 3.31
gezeigt, hatte die ANTP-Konzentration keinen groen Einfluss auf die PM-Intensitit
von Position 84. Aber die PM-Intensitdt von Position 80 erhohte sich erheblich mit
zunehmender dNTP-Konzentration von 0.1 bis 10 uM. Im Gegensatz zur PM-Intensitit
verringerte sich das PM/MM-Verhéltnis mit zunehmender dNTP-Konzentration fiir
diese Position. Der niedrigste Wert der PM-Intensitit und des PM/MM-Verhiltnisses
bei 0.1 uM dANTP war jeweils 9670 bzw. 1.6. Dies ist akzeptabel fiir die SNP-Detektion.
Weil ein starkes Hintergrundsignal bei der Verwendung von 1 und 10 uM dNTP
beobachtet wurde, wurde 0.1 uM dNTP zur weiteren Optimierung festgelegt. Im
Vergleich zur Markierungs-PCR im ASOH-Experiment wurde die benétigte Menge von
Cy3-dCTP, das teuerste Verbrauchsmaterial in diesem Experiment, um mehr als das
250fach reduziert, d.h. die Kosten werden hierdurch drastisch gesenkt.
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Abbildung 3.31: Der Einfluss der dNTP-Konzentration auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhéltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C: PM/MM-
Verhiéltnis. (Der rechte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der linke Bereich fiir Position 84
dar.)

Temperatur der Primer-Extensions-Reaktion

Vier Temperaturen (45°C, 55°C, 65°C und 72°C) zwischen der
Hybridisierungstemperatur (45°C) und der optimalen Reaktionstemperatur der Taq
Polymerase (72°C) wurde fiir die Primer-Extensions-Reaktion getestet (Abbildung
3.32). Die PM-Intensitit (Abbildung 3.32B) nahm geringfiigig zu von 72°C bis 55°C,
gefolgt von einer Abnahme bei 45°C fiir beide Positionen. Der niedrigste Wert von
7816 war noch akzeptabel. Das PM/MM Verhiltnis (Abbildung 3.32C) nahm mit
verringerter Temperatur deutlich ab. Das PM/MM-Verhiltnis der Sonde fiir die zweite
Base von Position 84 war jeweils nur 1.4 bzw. 1.2 bei 45 bzw. 55°C. Zur optimalen
Diskriminierung des PM vom MM, wurde eine Temperatur von 72°C zur weiteren
Optimierung festgelegt.
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Abbildung 3.32: Der Einfluss der Temperatur der Primer-Extensions-Reaktion auf die PM-Intensitit und
das PM/MM-Verhiltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C:
PM/MM-Verhiltnis. (Der reichte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der linke Bereich fiir
Position 84 dar.)

Menge der Tag Polymerase

Der Einfluss der Tag-Polymerase-Menge auf die PM-Intensitdt und das PM/MM-
Verhiltnis ist in Abbildung 3.33 dargestellt. Mit erhdhter Menge von Polymerase (2.5, 5
und 10 U) erhohte sich die PM-Intensitdt (Abbildung 3.33B), wéhrend das PM/MM-
Verhiltnis (Abbildung 3.33C) sich verringerte. In dieser Versuchsreihe entsprach die
niedrigste PM-Intensitét 3613 und das kleinste PM/MM-Verhiltnis 6.4. Dies ist fiir die
SNP-Detektion zwar akzeptabel, aber den limitierenden Faktor stellte die PM-Intensitit
von Position 80 dar. Deswegen wurde die PM-Intensitit bei der Berilicksichtigung
stiarker gewichtet und 10 U zur weiteren Optimierung ausgewahlt.
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Abbildung 3.33: Der Einfluss der Menge der Taq Polymerase auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhiltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitéit; C: PM/MM-
Verhiltnis. (Der rechte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der linke Bereich fiir Position 84
dar.)

Fragmentierung der Ziel-DNS

Die Fragmentierung der Ziel-DNS hat einen wesentlichen Einfluss auf die PM-
Intensitit und das PM/MM-Verhiltnis (Abbildung 3.34). Ohne Fragmentierung zeigten
die Sonden fiir Position 80 kein nachweisbares Signal, wiahrend sich die PM-Intensitét
fiir die erste und zweite Base nach der Fragmentierung jeweils bis auf 9460 und 12819
erhohte (Abbildung 3.34B). Obwohl demgegeniiber die PM-Intensitét fiir die zweite
Base von Position 84 nach der Fragmentierung abnahm, war sie immer noch mindestens
2.5fach hoher als von Position 80. Der positive Effekt der Fragmentierung auf das
PM/MM-Verhiltnis ist fiir beide Positionen in Abbildung 3.34C deutlich zu sehen. Fiir
weitere Experimente wurde daher fragmentierte Ziel-DNS verwendet.
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Abbildung 3.34: Der Einfluss der Fragmentierung der Ziel-DNS auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhélnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit, C: PM/MM-
Verhiltnis. (Der rechte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der linke Bereich fiir Position 84
dar.)

Zeit der Primer-Extensions-Reaktion

Der Einfluss der Dauer der Primer-Extensions-Reaktion auf die PM-Intensitdt und
das PM/MM-Verhiltnis wurde untersucht (Abbildung 3.35). Mit ldngerer Zeit der
Primer-Extensions-Reaktion (10 Minuten, 30min bis 60 min) erhdhte sich die PM-
Intensitit (Abbildung 3.35B) mit Ausnahme von 30 Minuten fiir Position 84. Dagegen
verringerte sich das PM/MM-Verhiltnis (Abbildung 3.35C) mit Ausnahme von 10
Minuten und der zweiten Base fiir beide Positionen. Obwohl bei einer Primer-
Extensions-Reaktion von 10 Minuten die SNPs bereits richtig detektiert werden
konnten, wurde 30 Minuten fiir eine sichere Identifikation der SNPs in einer
unbekannten Probe gewihlt.
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Abbildung 3.35: Der Einfluss der Zeit der Primer-Extensions-Reaktion auf die PM-Intensitit und das
PM/MM-Verhiltnis, n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B: PM-Intensitit; C:
PM/MM-Verhiltnis. (Der rechte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der linke Bereich fiir
Position 84 dar.)

Nach Optimierung aller obenerwahnten Parameter, wurden folgende Bedingungen
fiir die Primer-Extensions-Reaktion festgelegt:

e dNTP Konzentration: 0.1 uM

e Reaktionstemperatur: 72°C

e Reaktionszeit: 30 Minuten
e Menge der Taq Polymerase: 10 U

e Ziel-DNS: fragmentierte

3.2.2.3 Sensitivitatstest

Unter der Verwendung von optimierten Bedingungen wurde die Sensitivitdt des
parC-Arrays bestimmt. Dafiir wurden unterschiedliche Mengen der Ziel-DNS
eingesetzt. Der Einfluss der Ziel-DNS-Menge auf die PM-Intensitit und das PM/MM-
Verhiltnis sind in Abbildung 3.36 dargestellt. Mit abnehmender Ziel-DNS-Menge nahm
die PM-Intensitit von Position 84 ab. Fiir Position 80 blieb sie zundchst konstant von
0.125 bis 0.5 pmol. Bei der Ziel-DNS-Menge von 1 pmol erhdhte sie sich aber
drastisch. Das PM/MM-Verhiltnis nahm kontinuierlich von 0.125 zu 1 pmol ab. Nach
diesem Experiment konnte 0.125 pmol Ziel-DNS mit einer PM-Intensitit bzw. einem
PM/MM-Verhiltnis von mindestens 6548 bzw. 7.3 detektiert werden. Dadurch wurde
eine vergleichbare Sensitivitit wie bei dem gyrA-Array erreicht. Weitere
Untersuchungen mit noch geringerer Ziel-DNS-Menge wurden hier nicht durchgefiihrt.
Fiir die Validierung der Sonden wurde standardmiBig eine Ziel-DNS-Menge von
1 pmol verwendet.



Ergebnisse 75

(A)
1 pmol 0.5 pmol
0.25 pmol 0.125 pmol
(B) (®)
60000 800 T@1 pmol  WO.5 pmol
@1 pmol W 0.5 pmol
. 00.25 pmol 00.125 pmol|
50000 {00.25 pmol [00.125 pmol I+ 50.0 l
i3 40000 T 40.0
z . L
2 30000 £ 300
£ z
=
o 20000 20.0 1
10000 ] i 100 1 1 |
0 - T T T T 004 i i | i i
80/N** 80/*N* 80/**N 84/N** 84/*N* 80/N* 80/*N* 80/*N 84/N** 84/*N*

Abbildung 3.36: Mikroarray-Ergebnisse der Sensitivititsbestimmung unter Verwendung verschiedener
Mengen der Ziel-DNS (0.125 - 1 pmol), n=9. A: Eines von drei Mikroarray-Bildern pro Bedingung; B:
PM-Intensitdt; C: PM/MM-Verhiltnis. (Der rechte Bereich stellt die Ergebnisse fiir Position 80 und der
linke Bereich fiir Position 84 dar.)

3.2.2.4 Validierung der Sonden

Die Spezifitit der Sonden und deren Anwendbarkeit fiir klinische Isolate wurden
mit 36 klinischen E. coli Isolaten validiert. Fiir jedes Isolat wurde ein Array (n=3)
verwendet. Das Bild nach der Gel-Elektrophorese ist in Abbildung 3.37 dargestellt. Die
Mikroarray-Daten sind in Tabelle 3.11 zusammengefasst. Alle missense Mutationen
dieser 36 Isolate konnten bei Verwendung von 1 pmol Ziel-DNS in Ubereinstimmung
mit dem Sequenzierungs-Ergebnis richtig identifiziert werden. Mit Ausnahme der
letzten Base der Position 80 entsprachen die PM-Intensitdt bzw. das PM/MM-Verhéltnis
im schlechtesten Fall jeweils 599 bzw. 1.7, was aber fiir die SNP-Detektion akzeptabel
war. Die hochste MM-Intensitit entsprach 65.7% der PM-Intensitit. Dies erlaubte eine
eindeutige Identifikation des PM.
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Abbildung 3.37: Gel-Elektrophorese des parC-Amplikons. (Als Beispiel werden hier nur sieben E. coli
Isolate gezeigt.)

Tabelle 3.11: Mikroarray-Daten der 36 klinischen Isolate

absolute MM (relative Intensity 2) PM/MM (Typ 1/Typ 2
Intensitét
A T G C
Position 80 | N** > 599 - <30.0% | <24.4% | <62.0% | >2.8 >1.7
FN* >737 | <40.2% - <28.7% | <41.5% | >3.1
Position 84 | N** | >1594 | <47.6% | <43.4% - <40.0% | >23 >2.1
*N* [ >2121 [ <51.0% | <55.6% | <59.3% | <65.7% | >1.7

Tabelle 3.12 gezeigt einen Uberblick iiber die mittels parC-Arrays detektierten
missense Mutationenen und stillen Mutationen.
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Tabelle 3.12: Die durch parC-Array ermittelten Genotypen der 36 klinischen Isolate. (Position 80 und
84, die missense Mutationen besitzen, sind grau markiert. Isolate des Genotyps 2 sind mit grauer
Schraffierung markiert.)

Number Pos. 77 (His) Pos. 79 (Asp) Pos. 80 Pos. 84 Pos. 87 (Val)
.coli 1 CAC GAT AGC (Ser) GAA (Glu) GTC
.coli 2 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 3 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 4 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli5 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 6 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 7 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 8 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
.coli 9 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
. coli 10 CAT GAC ATC (Ile) GAA (Glu) GTG
coli 11 CAC GAT ATT (lle) GAA (Glu) GTC
coli 12 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 13 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 14 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 15 CAC GAT ATT (Ile) GTA (Val) GTC
coli 16 CAC GAT ATT (Ile) GTA (Val) GTC
coli 17 CAC GAT ATT (Ile) GTA (Val) GTC
coli 18 CAC GAT ATT (Ile) GTA (Val) GTC
coli 19 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 20 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 21 CAT GAC ATC (lle) GAA (Glu) GTG
coli 22 CAT GAC ATC (Ile) GAA (Glu) GTG
coli 23 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 24 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 25 CAT GAC ATC (Ile) GAA (Glu) GTG
coli 26 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 27 CAC GAT AGC (Ser) AAA (Lys) GTC
coli 28 CAC GAT AGT (Ser) GAA (Glu) GTC
coli 29 CAT GAC ATC (Ile) GAA (Glu) GTG
coli 30 CAC GAT ATC (lle) GAA (Glu) GTC
coli 31 CAC GAT ATT (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 32 CAC GAT ATT (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 33 CAC GAT ATC (Ile) GAA (Glu) GTC
coli 34 CAT GAC ATC (Ile) GAA (Glu) GTG
.coli 35 CAC GAT AGC (Ser) AAA (Lys) GTC
.coli 36 CAC GAT ATT (lle) GAA (Glu) GTC

mimimmfmim|mfmjmmfmjmmfmjmmimimjmjmfmjm/mfm|m|MiMim/m[m|m|m[m|[m|m|m

Die Intensitét der auf die dritte Base der Position 80 gerichteten Sonde, hing davon
ab, ob die vorletzte Base ein PM oder ein MM war (Abbildung 3.38). Wie in Abbildung
3.38A, B, E und G dargestellt, wenn G in diese Position (d.h. ein PM) vorkam (E. coli 1
und E. coli 28), wurde ein Signal in Héhe von ca. 40000 detektiert, aber wenn ein T an
dieser Position (d.h. ein MM) vorkam (E. coli 15 und E. coli 10), verringerten sich die
Signale jeweils bis zu nur 766 bzw. 1598 (Abbildung 3.38C, D, I und K).

Das Verhiltnis der Gesamtintensitdt zwischen den Genotyp-spezifischen Sonden
und den nicht dem Genotyp entsprechenden Sonden war mindestens 1.7 bzw. 2.1 fiir
Position 80 bzw. Position 84. Damit war es auch moglich, den korrekten Genotyp zu
identifizieren.

Die Fluoreszenzbilder der Hybridisierung und die Fluoreszenzintensititen von
einem sensitiven Isolat (E. coli 1) und zwei resistenten E. coli Isolaten des Genotyps 1
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(E. coli 1, 15 und 28) sowie einem resistenten E. coli Isolat (E. coli 10) des Genotyps 2
sind als Beispiele in Abbildung 3.38 dargestellt. Eine deutliche Diskriminierung
zwischen dem PM und dem MM in Bezug auf die ersten zwei Basen der Position 80
bzw. 84 sowie zwischen den verschiedenen Genotypen konnte erreicht werden. Keine
missense Mutation wurde in diesen zwei Positionen des sensitiven E. coli gefunden
(Abbildung 3.38A, E und F). In einem resistenten E. coli von Genotyp 1 (E. coli 28)
wurde auch keine missense Mutation entdeckt (Abbildung 3.38B, G und H). In einem
anderen Isolat vom selben Genotyp (Abbildung 3.38C, I und H) hatten dagegen ein GT
und ein AT Austausch an der Stelle der zweiten Base fiir beide Positionen
stattgefunden. Dieser Doppelaustausch fiihrte zu einer S80I und Q84V Doppelmutation.
Das resistente Isolat von Genotyp 2 hatte den gleichen GT Austausch, der eine S80I
Einzelmutation verursachte. Das resistente E. coli Isolat (E. coli 28), das keine Mutation
in diesen zwei Positionen in parC besal3, hatte eine D87G Einzelmutation in gyrA, die
durch den gyrA-Array detektiert werden konnte (Tabelle 3.4).

(A)
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oc




Ergebnisse 79

Abbildung 3.38 Fortsetzung
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Abbildung 3.38: Mikroarray-Ergebnisse von vier klinischen E.coli Isolaten nach einer Stunde
Hybridisierung mit 1 pmol Ziel-DNS und 30 Minuten Primer-Extensions-Reaktion, n=3. A-D:
Fluoreszenzbilder von einem Chinolon-sensitiven E. coli (E. coli 1), Genotyp 1 (A) und drei Chinolon-
resistenten E. coli: Genotyp 1 (E. coli 28 und 15) (B-C) und Genotyp 2 (E. coli 10) (D); E und F:
Quantifikation von Bildern A; G und H: Quantifikation von Bildern B; I und J: Quantifikation von
Bildern C; K und L: Quantifikation von Bildern D; E, G, I und K: Position 80; F, H, J und L: Position 84.
Der rote Rahmen zeigt den korrekten Genotyp und der griine Rahmen zeigt den PM-Spot.

3.2.2.5 Untersuchung von Mischproben

Genauso wie bei dem gyrA-Array wurde die Féhigkeit des parC-Arrays zur
Detektion von resistenten E. coli in Anwesenheit von einem Uberschuss an sensitivem
E. coli untersucht. Dem experimentellen Ansatz des gyrA-Arrays entsprechend wurde
140 ng genomische DNS eines sensitiven E.coli (Ser in Position 80) mit
unterschiedlichem Anteil (1:0, 100:1, 10:, 1:1 und 0:1) an genomischer DNS aus einem
resistenten E. coli Isolat (Ile in Position 80) gemischt und als Template fiir die PCR-
Reaktion verwendet. Fiir jede Bedingung wurden drei Arrays eingesetzt. Die Ziel-DNS-
Menge bzw. Hybridisierungszeit entsprach 1 pmol bzw. einer Stunde. Wie in Abbildung
3.39 dargestellt, erhohte sich das Fluoreszenzsignal der resistenten Sonde (Ile) mit
erhohtem an Anteil resistentem E. coli in der Mischung. Das Fluoreszenzsignal der



80 Ergebnisse

sensitiven Sonde (Ser) verringerte sich dagegen. Fiir den Vergleich der Intensitdten
zwischen verschiedenen Experimenten wurde auch hier die absolute Intensitit durch
zwei Verfahren normiert (siche Abschnitt 3.1.6). Es gab fiir die resistente Sonde kein
erkennbares Signal gegeniiber rein sensitivem E. coli und einer 100:1 Mischung. Uber
einem Mischungsverhéltnis von 10:1 gab es ein nachweisbares Signal (relative
Intensitdt von 12.2%) fiir den resistenten (Ser in Position 80) E. coli.
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Sensitiv S:R=100:1 S:R=10:1 S:R=1:1 Resistent

lle
Ser
(B) ©

045 - 6013
0.40 mlle (resistgqt) L 160 I Asn
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é 0,20 0 E %
015 g %
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& 0,10 & 40
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Sensitiv 100:1 10:1 1:1 Resistant Sensitiv 100:1 10:1 1:1 Resistant

Abbildung 3.39: Mikroarray-Ergebnisse der DNS-Mischung aus einem sensitiven und einem resistenten
E. coli in unterschiedlichem Mischverhéltnis (1:0, 100:1, 10:1, 1:1 und 0:1), n=9. A: Fluoreszenz-Bilder
(Nur die sensitiven und resistenten Sonden sind hier gezeigt.); B: relative Intensitit 1, Position 84; C:
relative Intensitét 2, Position 84.

3.2.2.6 Untersuchung von aufgestockten Realproben mit E. coli in verschiedenen
Verdunungsstufen

Wie bei dem gyrA-Array wurde auch die Sensitivitit des parC-Arrays
einschlieBlich der DNS-Extraktion und der PCR anhand aufgestockter Urinproben mit
unterschiedlichen Mengen der E. coli (10°, 10°, 10%, 10° und 10* CFU/ml) iiberpriift.
10000, 1000, 100, 10 und 1 CFU wurden jeweils fiir die PCR verwendet. Um ein
zuverldssiges Ergebnis zu erhalten, wurden vier Isolate fiir diesen Test benutzt.

Als Beispiel sind die Fluoreszenzintensititen der Sonden fiir ein Isolat in
Abbildung 3.40 gezeigt. Die Sonden sind auf die erste Base der Position 80 und 84
gerichtet. Die Intensitdten der beiden Positionen nahmen mit abnehmender Menge von
E. coli im Urin ab (ausgenommen von 10° CFU/ml). Trotzdem konnte E. coli bereits
mit einer Konzentration von 100 CFU/ml mit einer akzeptablen PM-Intensitit (784 fiir
Position 80 und 3500 fiir Position 84) und einem annehmbaren PM/MM-Verhiltnis
(16.7 fiir Position 80 und 7.7 fiir Position 84) detektiert werden. Die niedrige PM-
Intensitit in der Probe mit der Konzentration von 10° CFU/ml war auf den Misserfolg
der PCR-Aufreinigung zuriickzufiihren.
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Abbildung 3.40: Mikroarray-Ergebnisse der aufgetockten Urinproben mit einem E. coli Isolate
(E. coli 31) in verschiedenen Verdiinnungsstufen, n=3. A: erste Base der Position 80; B: erste Base der
Position 84

Ahnliches Verhalten wurde bei allen der getesteten vier Isolaten beobachtet
(Abbildung 3.41). Zwei davon konnten in einer Konzentration von 100 CFU/ml
detektiert werden, wihrend die Nachweisgrenze fiir die anderen zwei Isolate 1000
CFU/ml war. Im Vergleich zum Mikroarray-Ergebnis war die Detektionsgrenze der
Ethidiumbromid-Farbung wesentlich héher (Tabelle 3.13).
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Abbildung 3.41 Fortsetzung
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Abbildung 3.41: Mikroarray-Ergebnisse der aufgetockten Urinproben mit allen vier E. coli Isolaten in
verschiedenen Verdiinnungsstufen, n=3. A: erste Base der Position 80, PM-Intensitit; B: erste Base der
Position 80, PM/MM-Verhiltnis; C: zweite Base der Position 80, PM-Intensitdt; D: zweite Base der
Position 80, PM/MM-Verhiltnis; E: erste Base der Position 84, PM-Intensitit; F: erste Base der Position
84, PM/MM-Verhiltnis; G: zweite Base der Position 84, PM-Intensitit; H: zweite Base der Position 84,
PM/MM-Verhiltnis; I: Position 80, Intensitit: Genotyp 1 / Genotyp 2; H: Position 84, Intensitit: Genotyp
1 / Genotyp 2; Der rote und blaue Pfeil zeigen jeweils den hochsten und niedrigsten Wert. Die unter dem
cut-off-Wert liegenden Messpunkte sind hier nicht gezeigt und wurden als nicht detektierbar definiert.
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Tabelle 3.13: Detektionsgrenze des parC-Arrays fiir vier E. coli Isolate, aufgestockt in verschiedenen
Verdiinnungsstufen (10%, 10°, 10*, 10° und 10? CFU/ml) in Urin.

Nummer Gel Mikroarray
E. coli 31 10° - +
10° -
10* -
10° -
10° -
E. coli 32 10° +
10° -
10* -
10° -
0’ -
E. coli 33 10° 4+
10° =
10* =
10° =
10° =
E. coli 35 10° +
10° +
10* -
10° -
10° +
Negative -

o T I S R o o I o R

|+ ]

Die Mikroarray-Ergebnisse sind in Tabelle 3.14 zusammengefasst. Unter allen
Experimenten mit den vier Isolaten in sechs Verdiinnungsstufen, die ein nachweisbares
Signal fiir beide Positionen zeigten, war die niedrigste PM-Intensitit bzw. das PM/MM-
Verhiltnis jeweils 784 bzw. 3.6. Die MM-Intensitit lag zwischen 5.2% und 49.7% der
PM-Intensitit, was eine deutliche Diskriminierung zwischen PM und MM erlaubte.
AulBlerdem war das PM/MM-Verhéltnis zwischen den Genotypen mindestens 2.1 bzw.
3.5 fiir Position 80 bzw. Position 84, was die korrekte Identifizierung des Genotyps
bedeutete. Die negative Kontrolle zeigte kein Signal.

Tabelle 3.14: Mikroarray-Daten der aufgestockten Urinproben

absolute MM (relative Intensitét) PM/MM | Typel/Type2
Intensitat
A T G C
Position 80 |[N**| > 784 - <55% | <5.8% | <9.0% | >163 >2.1
*N*| >811 <52% - <55% |[<49.7% | >5.0
Position 84 |[N**| >2467 | <19.4% | <15.9% - <8.9% >39 >3.5
*N*| >3177 - <29.6% | <25.7% | <289% | >3.6

3.3 Vereinigung von gyrA und parC-Array

Fir eine simultane Detektion der Mutationen in den beiden Ziel-Genen fiir
Chinolon-Resistenz wurden parC und gyrA in einem Array vereinigt. Dabei wurden das
gyrA- (markierte) und parC-(nicht markierte) Fragment eines E. coli getrennt per PCR
vervielfdltigt, dann gemischt und in der Hybridisierung (1 pmol) eingesetzt. Die
Hybridisierung fand auf einem Objekttrager in der Hybridisierungsstation fiir eine
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Stunde statt. Der gyrA- und parC-Array waren auf unterschiedlichen Bereichen des
Objekttragers gedruckt. Ein Fluoreszenzbild der Hybridisierung (niedrige Auflosung) ist
auf der rechten Seite in Abbildung 3.42 dargestellt. Nach dem Waschen wurde zunichst
der gyrA-Array gescannt. Dann wurde die Primer-Extensions-Reaktion auf dem parC-
Array fiir 30 Minuten durchgefiihrt. SchlieBlich wurde der parC-Array auch gescannt.
Auf der linken Seite in Abbildung 3.42 wurden die Fluoreszenzbilder der beiden Arrays
mit hoherer Auflosung dargestellt. Eine Doppelmutation von S83L und D87N in gyrA
(Layout siehe Abbildung 3.6A) und eine Einzelmutation von S80I in parC (Layout
siche Abbildung 3.30) wurde entdeckt. Dies stimmte mit den Ergebnissen der zwei
separaten Arrays tiiberein. Obwohl die QRDR von gyrA und parC eine hohe
Sequenzhomologie aufweist, wurde keine Kreuzhybridisierung beobachtet.

s 5 % & &0
e ° @0

e @ a

® 0 8o " 0 @& 0 8

o 9 & ° 2 2 & 9 @

Abbildung 3.42: Simultane Detektion der Mutationen in gyrA und parC auf einem Array. Der grof3e rote
Pfeil zeigt den korrekten Genotyp und der rote Rahmen zeigt den PM-Spot mit der entsprechenden
Aminosaure.

3.4 Chinolon-Resistenz Datenbank fur die Mikroarray-Analyse von
E. coli

DNS-Mikroarrays werden meist zur Untersuchung der Gen-Expression
eingesetzt. Viele kommerzielle und nicht kommerzielle Programme filir den
Sondendentwurf und die Datenanalyse sind zu diesem Zweck entwickelt worden®™"'%,
Im Gegensatz dazu wurde der Programmentwicklung fiir die SNP-Detektion wenig
Aufmerksamkeit gewidmet. In der klinischen Mikrobiologie spielt die SNP-Detektion
jedoch eine wichtige Rolle”™. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein spezielles
Softwarepaket entwickelt, das an unsere klinische Anwendung angepasst ist.

25,77



Ergebnisse 85

3.4.1 Konzept

Fir das Sondendesign sind Sequenzinformationen, insbesondere {iiber die
Resistenz-relevanten Mutationen erforderlich. Die Quellen solcher Informationen sind
Sequenzdatenbanken, Literaturdatenbanken und Sequenzierungen klinischer Isolaten.
Daraus werden die Informationen extrahiert und in eine lokale Datenbank geladen.
Anhand der in der lokalen Datenbank gespeicherten Informationen kdnnen die Sonden
entworfen werden. Mit klinischen Isolaten wird die Qualitit der Sonden validiert. Wenn
die Sonden zum realen klinischen Isolat nicht perfekt komplementir sind, d.h. es treten
mehr Mutationen auf, werden diese neuen Informationen in die Datenbank eingefiigt
und die Sonden werden neu entworfen. Fiir diese Analyse ist ein Hilfsprogramm
entwickelt worden. Dieses Programm verarbeitet die Rohdaten des Mikroarray-
Experimentes und kommuniziert mit der Datenbank, um die entsprechenden
Literaturdaten zu finden.

Das Konzept ist in Abbildung 3.43 dargestellt. Die Einzelmodule (Parser, lokale
Datenbank und Analyse-Software) wurden im Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Sequenz- Literatur- Sequenzierung von
Datenbank Datenbank klinischen Isolaten

T 1~
\?o ale aen§

| Sonde Neukonstruktion| |Sondendesign|

: |

| Validierung |

E 1

| Analyse-Software |

Abbildung 3.43: Entwurf eines Softwarepakets fiir die Mikroarray-Analyse der Chinolon-Resistenz in
E. coli

3.4.2 Parser

Ein mit Perl programmiertes Parser wurde fiir die Extraktion der Sequenzen aus der
Datenbank entwickelt. Mit Hilfe dieses Programms kann die BLAST-Ausgabe-Datei
(Abbildung 3.44A) automatisch weiter verarbeitet werden. Alle Sequenzen von E. coli
mit einer Mindestlinge von 200 bp wurden selektiert. Dabei wurde nur das
abgeglichene Sequenzfragment ausgeschnitten und als FASTA-Format gespeichert
(Abbildung 3.44B), dies konnte direkt als Eingabe-Datei fiir ClustalX (multisequence
aligment program) verwendet werden.
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(A) (B)
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L N N TN TR AR >q1113362333|dbj | APO02560.1]  [Download subject sequence spanning the HSP]

sbyce: 605 e 744 30CCTQ2a0CCO0T 20aCCgT CgCgr T T T ACGCCAT QA ACTTACT aggCaaTgacT gyaacaaaqCctataas
>gi|183809241 | gb| Av065799.1]  escherichia coli strain 11g DM gyrase subuni
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Abbildung 3.44: Umformatieren der BLAST-Ausgabe in das ClustalX-Eingabe-Format mittels Parser.
A: die Ausgabe-Datei der BLAST-Suche; B: die Eingabe-Datei fiir ClustalX.

3.4.3 Lokale Datenbank

Die Sequenz-Informationen der missense und stillen Mutationen wurden aus den
Offentlichen Datenbanken extrahiert und in einer lokalen relationalen Datenbank
(mySQL Datenbank) gespeichert. Diese Datenbank besteht aus mehreren Tabellen fiir
die Mutationspositionen und einer Literaturtabelle fiir die relevanten Literaturangaben
zur Chinolon-Resistenz. Jede Mutationstabelle enthélt Informationen der moglichen
Substitutionen sowohl auf der DNS-Ebene als auch auf der Aminosiure-Ebene.

Eine auf Web basierte graphische Benutzeroberflaiche wurde mittels Perl, SQL und
HTML implementiert, um eine Ubersicht iiber die in der Datenbank gespeicherten
Mutationsinformationen darzustellen (Abbildung 3.45). Solche Informationen
ermoglichen das Sondendesign fiir die SNP-Positionen. Das dynamisch erzeugte HTML
erlaubt ein automatisches Update. Auf der Webseite ist jede Mutation mit der
zugehorigen Literaturangabe verkniipft, in der von dieser Mutation berichtet wurde. Die
Anzahl der Literaturangaben, der Typ des Experimentes und die Kurzfassung kénnen
nach Bedarf angezeigt werden. Damit kann der Beitrag der Mutation zur Resistenz
analysiert werden. Anhand dieser Informationen wurden die Sonden fiir gyrA- und
parC-Array entworfen.
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Abbildung 3.45: Lokale Datenbank mit Annotation der Resistenzinformation

3.4.4 Analyseprogramm

Eine automatisierte Analyse ist sehr wichtig fiir die klinische Routinediagnostik.
Fiir diesen Zweck wurde ein Hilfsprogramm zur Analyse der Array-Daten entwickelt.
Die ganze Prozedur umfasst drei Schritte: Laden der Daten, Datenanalyse und
Ergebnisbericht. Die Programmiersprache ist Perl.

In Abbildung 3.46 sind einige Screenshots dargestellt. Im ersten Schritt kann der
Benutzer das Arraylayout, das Fluoreszenzbild und die von der Auswertungssoftware
(Imagen™) erzeugte Textdatei auf den Server laden. In zweiten Schritt werden die
aufgeladenen Dateien durch ein auf dem Server liegendes CGI-Skript verarbeitet. Im
oberen Teil der Analyseseite werden das Arraylayout und Fluoreszenzbild angezeigt.
Die Intensititen und deren Standardabweichungen der vier Kontrollesonden sowie der
SNP-Sonden von verschiedenen Genotypen werden von diesem Hilfsprogramm
berechnet und als HTML-Tabelle im mittleren Teil der Analyseseite angezeigt. Die PM-
Intensitdt und das PM/MM-Verhiltnis werden berechnet und am Ende jeder Tabelle
dargestellt. Die entsprechende Aminosdure des PM wird mit den in der lokalen
Literaturdatenbank gespeicherten relevanten Literaturdaten verkniipft. Dadurch kann
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erkannt werden, ob die detektierte Mutation eine klinische Bedeutung hat, oder ob diese
Mutation fiir die Ausbildung der Resistenz relevant ist. In diesem Schritt ist die Analyse
der Mikroarray-Daten zwar voll automatisiert, aber der Benutzer kann bei der
endgiiltigen Entscheidung noch eingreifen.
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Abbildung 3.46: Ablauf der automatisierten Analyse der Mikroarray-Daten

Um eine zuverldssige Analyse zu gewihrleisten, wird jeder Schritt in Mikroarray-
Experiment (Drucken, Markierung, Hybridisierung) durch die Intensitit der
Kontrollesonden {iberpriift. Nach der Uberpriifung aller Schritte kann eine Diagnose
beziiglich der Empfindlichkeit fiir Chinolone gestellt werden. Im letzten Schritt wird ein
entsprechender Bericht zu Ausdrucken und Speichern fertiggestellt.

3.4.5 Labor Information Management System (LIMS)

Fiir die Dokumentation und Archivierung der Daten, die fiir Mikroarray-Experimte
sehr wichtig ist'’, wird ein HTML-Formular im Analyse-Schritt erzeugt. Darin kann der
Benutzer die Informationen tliber die Probenvorbereitung, die Markierung der Ziel-DNS,
die Herstellung des Arrays und die Hybridisierung eingeben. Die vom Benutzer
eingegebenen Informationen kénnen mit Hilfe eines auf dem Webserver liegenden CGI-
Skripts extrahiert werden und zusammen mit dem Diagnoseergebnis in einem Bericht
angezeigt bzw. fiir die Dokumentation und Archivierung abgespeichert werden (siche
Abbildung 3.47).
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Abbildung 3.47: Labor Information Management System

3.4.6 Verifikation

Das Softwarepaket fiir die Mikroarray-Analyse wurde durch die Ergebnisse der
Mikroarray-Experimente  verifiziert. Anhand der in der lokalen Datenbank
gespeicherten Resistenzinformation wurden die Sonden entworfen, die fiir die Detektion
der Chinolon-Resistenz in klinischen Isolaten auf dem Mikroarray eingesetzt wurden.
Die umfangreichen Daten aus den Mikroarray-Experimenten von mehr als 30 klinischen
Isolaten wurden fiir die Verifikation des Mikroarray-Analyseprogramms verwendet. Die
Programmzielsetzung konnte durch die erstellte Software umgesetzt werden.
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4 Diskussion

Aufgrund des vermehrten Auftretens von Chinolon-resistenten klinischen Isolaten
in den letzten Jahren®’, besteht ein dringender Bedarf nach einem schnellen
Testverfahren fiir die Chinolon-Resistenz-Bestimmung in der klinischen Diagnostik. In
dieser Arbeit wurde ein auf der Mikroarray-Methodik basierender Test (gyrA- und
parC-Array) zum Nachweis der Chinolon-Resistenz auf molekularbiologischer Ebene
fir E.coli entwickelt. Der klinischen Anforderung entsprechend wurde das
Testverfahren hinsichtlich der Sensitivitdt, Spezifitit und Schnelligkeit optimiert. In
diesem Kapitel werden die Eigenschaften und die Praxistauglichkeit dieses Verfahrens
anhand der Untersuchungsergebnisse ndher diskutiert und mit anderen Verfahren
verglichen.

4.1 Vergleich der phanotypischen und genotypischen
Resistenzbestimmung

Die konventionellen Methoden der Resistenzbestimmung, wie Agardiffusionstest,
Mikrobouillondilutiontest oder E-Test, basieren auf der Kultivierung von Bakterien. Die
phinotypische Bestimmung solcher Tests ist nicht ausreichend sensitiv und
zeitaufwindig. Die Analyse kann von einem Tag bis zu mehreren Tagen in Anspruch
nehmen, da sie vom Wachstum der Bakterien abhangig ist. In dieser Arbeit wurde ein
schnelles genotypisches Testverfahren unter Verwendung der Mikroarray-Technologie
zur Detektion der Chinolon-Resistenz in E. coli mit einer Testdauer von nur fiinf (gyrA-
Array) bzw. sechs (parC-Array) Stunden entwickelt. Zur Zeit benétigt dieses Verfahren
noch gut ausgebildetes Personal, aufwindige technische Ausstattung wie Mikroarray-
Spotter und -Scanner, sowie teure Verbrauchsmaterialien wie Fluoreszenzfarbstoft-
markierte Nukleotide. Deshalb ist der Einsatz dieser Testverfahren in der Klinik noch
nicht realisiert. Der Nutzen fiir den Patienten hinsichtlich der Testzeit und der daraus
gewonnenen Informationstiefe ist jedoch eindeutig. Der phianotypische Test ist teilweise
nicht sensitiv genug und die Mutations-tragenden E. coli Kolonien konnen iibersehen
werden. Solche Mutationen kénnen dann wegen unsachgeméfBen Chinolon-Gebrauchs
selektiert und angereichert werden, was zu ernsthaften klinischen Auswirkungen fiihren
kann. Um solche Mutationen frithzeitig zu erkennen, kann dieses genotypische
Testverfahren zur Ergdnzung der herkdmmlichen phinotypischen Tests verwendet
werden. Zusétzlich kann die genaue Kenntnis des Genotyps eines klinischen Isolats
dabei helfen, die Quelle der Infektion und/oder den Hintergrund eines auftauchenden
Resistenz-Phinomenes in einer klinischen Einrichtung zu erkennen'*°"'"".

4.2 Vergleich der verschiedenen genotypischen Testverfahren

Einige genotypische Testverfahren zur Resistenzbestimmung von Chinolonen sind
bereits vorhanden. Bereits 1989 war eine auf RFLP basierende analytische Methode zur
Untersuchung der Punktmutationen in E. coli gyrA von Fisher et al. beschrieben®
worden. 1998 entwickelten Bachoual et al. ein dhnliches Verfahren zur Uberpriifung der

91



92 Diskussion

Punktmutationen in E. coli parC’. Die beiden Methoden nutzten eine vorhandene
Schnittstelle eines Restriktionsenzyms im entsprechenden Gen. Hierbei wurde das
Restriktionsenzym Hinfl fiir gyrA und Haell fiir parC verwendet. Es ist offensichtlich,
dass ein Basenaustausch innerhalb des zu untersuchenden Fragments ein anderes
Restriktionsmuster als das des sensitiven Stammes verursachen kann, unabhéngig
davon, ob es sich um die Resistenz-relevante Mutationen handelt oder nicht. RFLP wird
verwendet, um den  Sequenzunterschied innerhalb  einer  spezifischen
Restriktionsschnittstelle mittels einer Endonuklease zu detektieren. Es ist anzumerken,
dass sowohl die missense Mutationen als auch die stillen Mutationen zu einem vom
Wildtyp unterscheidbaren Restriktionsmuster fiihren konnen. Damit kann eine
Interpretationsschwierigkeit entstehen.

1995 hatten Quabdesselam und seine Mitarbeiter einen SSCP-Test fiir die Analyse
der Mutationen in gyrA und gyrB von E. coli entwickelt®. Das Prinzip besteht darin,
dass die Konformation einzelstringiger DNS durch eine Punktmutation verdndert
werden kann. Dadurch verdndert sich auch das Laufverhalten bei der Gelelektrophorese.
Auch hier konnen alle Basenaustausche innerhalb des analysierten Fragments ein
anderes Muster als das des sensitiven Stammes verursachen, unabhingig davon, ob es
sich um die Resistenz-relevante Mutationen handelt oder nicht. Deswegen sollt das
hierbei ermittelte Ergebnis noch einmal durch Sequenzierung bestétigt werden. Ohne
Sequenzierung ist diese Methode nicht spezifisch genug, um Resistenz- verursachende
missense Mutationen zu detektieren®.

Eine MAMA-PCR-Methode zur Detektion der Punktmutationen in gyrA und parC
von E. coli wurde 2002 von Yi et al. beschrieben’”. Die Grundiiberlegung bei einer
MAMA-PCR ist, dass eine Fehlpaarung am 3° Ende eines Primers die
Kettenverlangerungsreaktion der Polymerase verhindern kann. In der Arbeit von Yi
wurde zusitzlich zur Base am 3 Ende noch eine fehlpaarende Base in der Nédhe vom 3°
Ende des Primers eingebaut, um die Spezifitit der Methode zu erhdhen. Die Erh6hung
der Spezifitit ist aber mit einer Abnahme der Sensitivitdt verbunden. Entsprechend der
Problematik der RFLP-Methodik, wird die Analyse unzuverldssig, sobald
stammassoziierte stille Mutationen in der Néhe der missense Mutationen auftreten. In
Folge dessen konnen Isolate, die zu anderen Genotypen gehdren, nicht amplifiziert
werden, was zu falsch negativen Ergebnissen fithren kann. Ein Losungsansatz hierfiir ist
die Etablierung einer Multiplex-PCR. In der Regel ist eine Multiplex-PCR aber weniger
sensitiv und schwieriger zu handhaben.

Die Vorteile der Mikoarray-basierten Methoden gegeniiber den oben genannten
Methoden (SSCP, RFLP und MAMA) sind: (i) die entworfenen Sonden sind nur auf die
Resistenz-relevanten Basenaustausche gerichtet. (ii) E. coli aus unterschiedlichen
Genotypen konnen erfasst werden, und (iii) eine genaue Information hinsichtlich der
Identitdt des ausgetauschten Nukleotids kann durch die Verwendung spezifischer
Sonden ermittelt werden. Diese Information kann jedoch durch die oben erwihnten
Methoden nicht erhalten werden. Im Fall von mikrobieller Antibiotika-Resistenz sind
solche Informationen aber sehr wichtig.

Im letzten Jahr verdffentlichte die Arbeitsgruppe von Ng eine Arbeit {iber den
Nachweis von Punktmutationen in gyrA und parC von Neisseria gonorrhoeae mittels
Mikroarrays'®. Fiir E. coli, einen der relevantesten Chinolon-resistenten Erreger, ist
bisher jedoch noch kein dhnliches Verfahren entwickelt worden. Die hier vorgestellte
Arbeit schlieft diese Liicke. In der Arbeit von Ng wurden zwei Sonden pro SNP
verwendet, im Gegensatz zu vier Sonden in unserer Methode. Die zwei zuséitzlichen
MM-Sonden fiir jede SNP-Position sorgten fiir eine bessere Robustheit des Systems.
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Ein kurzes Zielfragment wurde sowohl bei der in dieser Arbeit beschriebene Methode
(189 bp fiir gyrA und 264 fiir parC) als auch in der Arbeit von Ng verwendet (246 bp
fir gyrA und 384 fiir parC). Diese kurzen Fragmente ermoglichten den Einsatz
unfragmentierter Ziel-DNS. In der hier vorliegenden Arbeit ist jedoch wegen starker
Sekundérstrukturen fiir parC eine Fragmentierung notwendig. Als Ziel-DNS benutzte
Ng ssDNS, die durch eine asymmetrische PCR hergestellt wurde. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde dsDNS verwendet, die durch eine ,normale* PCR
hergestellt wurde. Obwohl die ssDNS schneller und besser mit der Sonden-DNS
hybridisieren sollt, beeintrachtigte die asymmetrische PCR die Sensitivitit des Tests
erheblich. In der hier vorliegenden Arbeit lieferte die dsSDNS nach 30 Minuten schon
ein ausreichendes Signal unter Verwendung von aktiver Durchmischung wihrend der
Hybridisierung. Deshalb ist laut unserer Analyse auch ein kurzes doppelstringiges DNS
Fragment fiir die Hybridisierung an Einzelstrang- Oligonukleotidsonden geeignet. Ein
weiterer Unterschied dieser zwei Methoden ist die Markierung. Ng benutzte eine
indirekte Markierung. Zunichst wurde Aminoallyl-dUTP mittels PCR in die Ziel-DNS
eingebaut. Die Markierung erfolgte durch die chemische Koppelung von aktivem Cy3
mit dem Aminoallyl-Rest. In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine direkte
Markierung verwendet. Das Einbauen des Cy3-dCTP fand wihrend der PCR statt, was
zur Einsparung eines Reaktionsschrittes fiihrt. Der Vorteil der indirekten Markierung
gegeniiber der direkten Markierung ist, dass das Polymerase storende Cy3 (grofBes
Molekiil) in der PCR nicht eingesetzt wird. Daher kann eine bessere Einbaurate des zu
Markierungszwecken eingesetzten Nukleotids erzielt werden. Durch die Optimierung
der PCR-Bedingungen, insbesondere des Verhéltnisses zwischen dem nicht markierten
und markierten dCTP, konnte in der hier vorliegenden Arbeit trotz direkter Markierung
eine Einbaurate von 47 NT/Cy3 erreicht werden. Ein anderer Vorteil der indirekten
Markierung ist, dass eine gleiche Einbaurate von Cy3 und Cy5 ermdglicht wird. Dies ist
fiir die Expressionsanalyse interessant, aber fiir die Mutationsanalyse aufgrund der
Verwendung nur eines Farbstoffes irrelevant. Ein weiterer Nachteil der indirekten
Markierung ist die schwierige Handhabung der chemischen Koppelung sowie die
Instabilitdt des aktiven Cyaninfluoreszenzfarbstoffs. Eine Besonderheit in der Arbeit
von Ng ist die Verwendung eines Referenzstamms (ein sensitives Isolat), der mit einem
anderen Fluoreszenzfarbstoff (Cy5) markiert war als das zu untersuchendem Isolat
(Cy3). Der mit Cy5 markierte Referenzstamm diente als eine interne Kontrolle.
Dagegen tibernahm in der hier vorliegenden Arbeit die Prozesskontroll-Sonde diese
Aufgabe.

4.3 Sequenzanalyse und Sondendesign

Die Chinolon-Resistenz in E. coli ist weitgehend untersucht. Bereits in achtziger
Jahren hatten Fischer®*, Hooper*' und andere Forscher angefangen, die Ursache dieser
Resistenz auf molekularbiologischer Ebene ausfindig zu machen. Bisher sind mehr als
100 Veroffentlichungen auf diesem Gebiet publiziert worden. Nur ein kleiner Teil
davon verfiigt liber die Sequenzinformation auf Nukleotid-Ebene, die fiir das
Sondendesign notwendig ist. In den meisten Publikationen wurden nur die Aminoséure-
Substitutionen beschrieben. Die GenBank ist eine gute Quelle fiir Nukleotidsequenzen.
Jedoch tragen die dort aufgenommenen Sequenzen meist keine Mutationen. Fiir das
Sondendesign mussten diese zwei Informationsquellen kombiniert werden. Zu diesem
Zweck wurde eine lokale Datenbank in dieser Arbeit aufgebaut, die solche
Informationen speichert und fiir das Sondendesign zur Verfligung stellt. Zusétzlich
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wurden auch die Sequenzen, die aus eigener Sequenzierung der klinischen Isolate
stammten, aufgenommen.

4.3.1 Bedeutung von verschiedenen Genotypen

Nach einer genauen Analyse aller oben genannten Informationen wurden Position
83 und 87 in gyrA bzw. Position 80 und 84 in parC als die hotspots der Chinolon-
Resistenz identifiziert. Es gab zwar auch Berichte tiber missense Mutationen an anderen
Positionen innerhalb der QRDR, wie z.B. Position 67, 81, 82, 84 und 106 in gyrA sowie
Position 78 und 81 in parC, aber solche Mutationen wurden erst ein bis zwei mal
beschrieben. Daher hatten sie bislang nur eine geringe klinische Bedeutung. Um alle
diese Positionen abdecken zu konnen, werden mehr als 1000 Sonden benétigt, da die
Positionen sehr dicht neben einander liegen. Deswegen wurden die gyrA- und parC-
Arrays nur auf das Wesentliche komprimiert.

Es wurde auBler missense Mutationen auch stille Mutationen in der QRDR
gefunden, wie z.B. Position 85, 89, 91, 100 und 102 in gyrA, sowie Position 77, 79, 80,
82, 87 und 91 in parC. Diese stillen Mutationen haben zwar keine Auswirkung auf die
Resistenz, aber sie befinden sich innerhalb des Sondenbereiches. Es ist sehr interessant,
dass einzelne stille Mutationen nur im Kontext eines kompletten stille-Mutations-Satzes
immer zusammenhéngend vorkamen. Eine Erklarung hierfiir ist, dass solche stille
Mutationen vor langer Zeit stattgefunden hatten. Die Urstimme solcher stille
Mutationen hatten die Sequenzinformationen an ihre Nachkommen weitergegeben.
Deshalb wurden sie in dieser Arbeit auch Stamm-spezifische stille Mutationen genannt,
worauf die unterschiedlichen Genotypen zurlickzufiihren sind. Warum nur die
mehrfachen stillen Mutationen und nicht die einzelne stille Mutation stattgefunden
hatten bzw. weitergegeben wurden, bleibt ungeklart. Aufgrund der stillen Mutationen
wurden mehrere Sondensétze fiir eine missense Mutationsposition entworfen, um die
verschiedenen Genotypen abzudecken. In der Arbeit von Ng wurden auch
Mehrfachsonden fiir einige Positionen entworfen, um stille Mutationen in den
benachbarten Positionen zu beriicksichtigen. In der hier vorliegenden Arbeit wurden
dafiir ganzen Sondensétze verwendet: zwei Sétze fiir gyrA/Position83 und vier Sitze fiir
gyrA/Position87 sowie vier Sitze fiir parC/Position80 und zwei Sitze fiir
parC/Position84. Obwohl die stillen Mutationen nicht in der Mitte der Sonden lagen,
wurden die Hybridisierung trotzdem gestort, besonders wenn sich mehrere solcher
Mutationen in einer Sonde befanden (vgl. Abschnitt 3.1.3 und 3.2.2). Daher sind fiir
eine sichere Detektion einer missense Mutation die Mehrfachsonden unverzichtbar. Da
innerhalb der gyrA/Position87 sowohl die erste als auch die zweite Base mutiert werden
kann, wurden dafiir sieben Sonden pro Satz entworfen, die sich um eine Base oder zwei
Basen unterschieden. Daher gibt es fiir jede PM-Sonde sechs MM-Sonden statt drei fiir
die normale SNP-Detektion. Es ist anzumerken, dass die Sonden mit zwei MMs
geringere Intensitéiten zeigten als die Sonden mit nur einem MM (Vgl. Abschnitt 3.1.3).

4.3.2 Eigenschaften der Sonden

Die unterschiedliche Hybridisierungseffizienz der verschiedenen Sonden ist ein
groBes Problem bei der Entwicklung eines Mikroarrays'®**. Bei der sequenzabhingigen
Hybridisierung spielt die Basenzusammensetzung der Sonden eine sehr wichtige Rolle,
wie Southern in seiner Publikation ausfiihrlich beschrieben hatte®. Deshalb ist beim
Sondendesign empfehlenswert, dass alle Sonden moglichst die gleiche Lange, den
gleichen GC-Gehalt und den gleichen Tm-Wert besitzen. Der Regel zufolge sind alle in
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dieser Arbeit entworfenen Sonden 19 Basen lang und haben einen Tm-Wert von
zwischen 49°C und 53°C (gyrA-Array) bzw. zwischen 51°C und 58°C (parC-Array).

Da Sekundirstrukturen der Sonden die Hybridisierung verhindern kénnen®®,
sollen hairpin- und Dimer-Strukturen beim Sondendesign vermieden werden. Dies
wurde auch in dieser Arbeit beriicksichtigt. Die gyrA-Sonde mit der stabilsten
Sekundirstruktur hat einen AG-Wert von —2.4 kcal/mol (sieche Tabelle 3.3). Im
Gegensatz dazu gehort die Sonde mit einem AG-Wert von —2.4 kcal/mol im parC-Array
(ASOH) bereits zu den besseren Sonden (siche Tabelle 3.9). Die parC-Sonde (ASOH)
mit der stabilsten Sekundarstruktur besitzt einen AG-Wert von —16.6 kcal/mol. Nach der
Berechnung von Software Array Designer werden die Sonde, die eine Sekundarstruktur
mit einem AG-Wert kleiner als —3 kcal/mol besitzt, fiir ungeeignet fiir das Mikroarray-
Experiment eingestuft. Die Experimentdaten in dieser Arbeit bestdtigten diese
Festlegung. Die Sonde (E.coli ParC80T2) mit einem AG-Wert von —16.6 kcal/mol
zeigte kein Signal bzw. ein sehr schwaches Signal nach der Hybridisierung. Da die
Intensitét dieser Sonde geringer als die der MM-Sonden war, kann das PM nicht richtig
identifiziert wurden. Wegen der Lage der Mutationen war ein anderer Entwurf nicht
moglich. Als Alternative wurde die ASPE-Methode verwendet. Da die SNP-Position
am 3°‘-Ende (ASPE-Sonde) statt in der Mitte (ASOH-Sonde) liegt, wurde der
Sondenbereich um neun Basen verschoben. Dadurch wurde der AG-Wert der Sonde
E.coli_ ParC80T2 um das sechsfache auf —2.8 kcal/mol verbessert (siche auch Tabelle
3.10). Um die Hybridisierungseffizienz der entworfenen ASPE-Sonden zu tiberpriifen,
wurde zunichst eine Hybridisierung mit der markierten Ziel-DNS durchgefiihrt. Das
Hybridisierungsergebnis zeigte eine viel hohere Intensitit im Vergleich zur ASOH-
Sonde. Bemerkenswert ist, dass alle Sonden fiir Position 80 niedrigere Intensititen als
die Sonden fiir Position 84 hatten. Ein ndherer Blick auf die Sonden zeigt, dass die
Sonden fiir Position 80 einen niedrigeren AG-Wert als die Sonden fiir Position 84
haben. Dies deutet auf eine stabilere Sekundérstruktur hin.

Genau wie die Sonden-DNS, kann auch die Ziel-DNS eine Sekundéirstruktur
bilden. Dadurch wird die Ziel-DNS unzuginglich fiir die Sonden-DNS und die
Hybridisierung wird ebenfalls gestort. Um Sekundirstrukturen der Ziel-DNS zu
zerstoren, wird normalerweise Fragmentierung eingesetzt®’. Die Uberlegung dabei ist,
dass die Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer Sekundérstruktur bei einer kurzen
Sequenz  geringer als bei einer langen Sequenz ist.  Verschiedene
Fragmentierungsmethoden, wie chemische™’!, mechanische’® und enzymtische’,
wurden dafiir verwendet. In dieser Arbeit erfolgte die Fragmentierung der Ziel-DNS mit
DNase I. Die DNase I, die zu den Endonukleasen gehort, schneidet unspezifisch
Phosphodiesterbindungen der DNS”. Dadurch entstehen mehrere kurze Fragmente aus
einer langen DNS-Kette. Die Lénge der Fragmente kann durch die Menge des
eingesetzten Enzyms oder durch die Fragmentierungszeit eingestellt werden. Ein zu
langes Fragment kann immer noch eine Sekundirstruktur bilden und dabei die
Hybridisierung storen. Ein zu kurzes Fragment kann zu wenige Markierungen oder gar
keine tragen, und somit eine Kompetition zwischen unmarkierten und markierten
Fragmenten auftreten und damit die Sensitivitit des Arrays reduziert werden. Weiterhin
kann die Hybridisierung wegen eines zu niedrigen Tm-Werts unmdglich werden. Die
fiir die Hybridisierung optimale Fragmentldnge muss empirisch ermittelt werden. Die
Fragmentierung des parC-Fragments zeigte eine positive Wirkung auf die
Hybridisierung. Die Sonden fiir Position 80 zeigten bei der Ziel-DNS mit
Fragmentierung Intensitdten von ca. 10000, wihrend die gleichen Sonden bei der Ziel-
DNS ohne Fragmentierung kein detektierbares Signal zeigten (siche Abbildung 3.34).
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Aber trotz der Verbesserung durch die Fragmentierung sind die Intensitéten der Sonden
fiir Position 80 immer noch schwicher als die der Sonden fiir Position 84. Der Grund
kann auf der Sondenseite liegen. Die Fragmentierung des gyrA-Fragments flihrte nicht
zur erwarteten Erhdhung der Intensitdt, sondern zu einer geringfiigigen Absenkung.
Eine Erklarung dafiir ist die geringere Sekundérstruktur des gyrA-Fragments. Die
unfragmentierte Ziel-DNS kann bereits gut mit der Sonden-DNS hybridisieren. Das
fragmentierte kurze Fragment trdgt nicht mehr so viel zu einer besseren Hybridisierung
bei. Im Gegensatz verursachte es wegen der geringeren Anzahl an Cy3-Molekiilen eine
Abnahme der Intensitit.

AuBer den oben genannten Parametern, gibt es noch andere wenig gut
charakterisierte Faktoren, die die Hybridisierung beeinflussen konnen. Der gyrA-Array
ist ein gutes Beispiel hierfiir. Obwohl die Sonden fiir Position 83 und die Sonden fiir 87
dhnliche Tm-Werte und Gibb’sche freie Energien der Sekundarstruktur besitzen (siche
Tabelle 3.3), hatten die Sonden fiir Position 83 wesentlich hohere Intensititen als die
Sonden fiir Position 87. Selbst durch die Fragmentierung wurde dieser Effekt nicht
aufgehoben. Offensichtlich hidngt die Hybridisierungseffizienz nicht nur von der
hybridisierten Sequenz ab, sondern auch von der benachbarten Sequenz in der Ziel-
DNS. Bisher ist es noch nicht moglich das genaue Hybridisierungsverhalten einer
bestimmten Sequenz vorherzusagen®. In der Regel miissen die entworfenen Sonden
durch Hybridisierungsexperimente empirisch untersucht werden.

In dieser Arbeit wurden eine PM-Sonde und drei bzw. sechs MM-Sonden pro SNP-
Position eingesetzt. Die PM-Sonde zeigte wie erwartet immer die hochste Intensitét. Die
Intensitdten der MM-Sonden waren unterschiedlich, je nachdem welche Fehlpaarung
vorlag. Ludwig et al. hatten in ihrer Verdffentlichung berichtet54, dass A-A, A-C, C-C,
C-T und T-T Fehlpaarung eine stirkere storende Wirkung auf die Hybridisierung als A-
G, G-G und G-T Fehlpaarung haben. Ein dhnliches Phdnomen wurde auch bei dem
gyrA-Array beobachtet. Zum Beispiel ist die Perfektpaarung fiir Position 83 beim
sensitiven E. coli (E. coli 1) eine G-C Bindung. Innerhalb der drei Fehlpaarungen (G-A,
G-T, G-G) besitzt die G-T Fehlpaarungen die hochste Intensitdt (Abbildung 3.6D).

4.4 Array-Optimierung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines diagnostischen DNS-
Mikroarrays. Das Anwendungsgebiet dieses DNS-Mikroarrays liegt in der klinischen
Mikrobiologie. Fiir diesen Zweck miissen die Sensitivitit, die Spezifitit, die
Schnelligkeit und die Kosten des Verfahrens beriicksichtigt werden. In dieser Arbeit
wurden die Parameter untersucht, die einen Einfluss auf diese Faktoren haben konnen.
Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die Markierungs-PCR, die Hybridisierung
und die Primer-Extensions-Reaktion. Diese drei Schritte sind in der Mikroarray-
basierten DNS-Analyse die Zeit- bzw. Sensitivitts-limitierenden Schritte. Obwohl die
in dieser Arbeit optimierten Bedingungen fiir die Markierungs-PCR, die Hybridisierung
und die Primer-Extensions-Reaktion wegen der unterschiedlichen Eigenschaft der Ziel-
DNS und des unterschiedlichen Verhaltens der Sonden-DNS nicht unbedingt fiir alle
Anwendungen geeignet sind, sind solche Bedingungen ein guter Ausgangspunkt fiir
weitere Optimierungen einer neuen Mikroarray-Anwendung.
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4.4.1 Einfluss der verschiedenen Parameter auf die Markierungs-PCR

Die DNS-Ausbeute und die Einbaurate der Markierungs-PCR sind fiir die
Sensitivitdt des Arrays verantwortlich. Unterschiedliche Parameter, wie Annealing-
Temperatur, Anzahl der Zyklen, Mg®" Konzentration, Verhiltnis zwischen nicht
markiertem und markiertem dCTP und Menge der Taq Polymerase, hatten
unterschiedliche Auswirkungen auf die DNS-Ausbeute und Einbaurate Einige
Parameter, wie Menge der Taq Polymerase, beeinflussten die beiden Faktoren in
gleichen Richtung. Anderen Parameter, wie Verhéltnis zwischen nicht markiertem und
markiertem dCTP, hatten eine entgegengesetzte Wirkung. In diesem Fall musste ein
Kompromiss geschlossen werden, um die Auswirkungen auf diese beiden Faktoren
auszugleichen. Auflerdem gab es auch Parameter, die nur einen Faktor (DNS-Ausbeute
oder Einbaurate) beeinflussten, wie Anzahl der Zyklen bzw. Mg*" Konzentration. Da
die Kosten eine sehr wichtige Rolle bei der klinischen Anwendung spielen, wurde eine
suboptimale Bedingung fiir das Verhiltnis zwischen nicht markiertem und markiertem
dCTP ausgewihlt, um die Verfahrenskosten zu senken.

Die Experimente zeigten, dass die Annealing-Temperatur und die Anzahl der
Zyklen keinen groflen Einfluss auf die Einbaurate hatten. Hinsichtlich der DNS-
Ausbeute hatten die zwei Parameter aber eine Auswirkung. Wie erwartet fithrte eine zu
hohe Annealing-Temperatur zu einer Abnahme der DNS-Ausbeute, wihrend die
zunehmende Anzahl der Zyklen zu einer Zunahme fiihrte. Mit einer zunehmenden Mg”*
Konzentration und einer zunehmenden Menge von Tag Polymerase erhdhte sich die
Einbaurate, aus einem noch nicht gekliarten Grund. In Bezug auf die DNS-Ausbeute
hatten die zwei Parameter einen positiven Effekt. Mehr Polymerase erzeugte wie
erwartet mehr PCR-Produkt, wihrend eine zunehmende Mg”" Konzentration diese
Erwartung nicht erfiillte. Aulerdem wurde unspezifisches PCR-Produkt bei der hohen
Mg”" Konzentration beobachtet. Durch eine Erhohung des markierten dCTP-Anteils in
der PCR verringerte sich die DNS-Ausbeute. Die Ursache hierfiir ist, dass das grof3e
Cy-Molekill die PCR stort. Der zunehmende Anteil des Cy-Molekiils fiihrte aber
gleichzeitig zu einer besseren Einbaurate. Dieses Phinomen wurde bereits in der
Applikations-Note von Molecular Dynamics™ beschrieben.

4.4.2 Einfluss der verschiedenen Parameter auf die Hybridisierung

Die Sperzifitit und die Sensitivitdt der auf Hybridisierung basierenden Methode
hingen stark von der Basenzusammensetzung und den Hybridisierungsbedingungen ab.
Da der Sequenzkontext um die SNPs festlegt sind, gibt es wenig Spielraum beim
Sondendesign. Deswegen zielte diese Arbeit auf die Optimierung der
Hybridisierungsbedingungen fiir den gyrA-Array. Unterschiedliche Parameter, wie
Hybridisierungstemperatur, Hybridisierungszeit, Einbaurate der Ziel-DNS, Art des
Fluoreszenzfarbstoffs und Lange des Poly-dT-Abstandhalters, hatten unterschiedliche
Auswirkungen auf die Spezifitit und die Sensitivitit des Verfahrens.

Fiir die beiden Positionen (83 und 87) wurde eine hohere Spezifitit, aber eine
niedrigere Sensitivitit mit steigender Hybridisierungstemperatur von 35°C bis 55°C
beobachtet. Bei eine Temperatur von 55°C war die PM-Intensitdt unterhalb des cut-off-
Wertes von 300. Eine Verbesserung der Spezifitdt und der Sensitivitit konnten durch
eine verlidngerte Hybridisierungszeit von einer Stunde bis zu sieben Stunden erreicht
werden. Eine Hybridisierungszeit von 24 Stunden fiihrte zu einer Verringerung der
Sensitivitdt. Dies ist vermutlich auf das Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs wegen
der langen Hybridisierungszeit bei 45°C zuriickzufiihren. Eine hohe Einbaurate
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verbesserte deutlich die Sensitivitdt des Verfahrens. Keinerlei quench-Effekt wurde
beobachtet, selbst bei einer Einbaurate von 47 NT/Cy5, der besten Einbaurate in dieser
Arbeit. Ein sehr erstaunliches Ergebnis ist die siebenfach bzw. 20fach erhohte
Sensitivitdt der Cy3-Markierung gegeniiber der Cy5-Markierung fiir Position 83 bzw.
Position 87. Die Ursache liegt vermutlich in der unterschiedlichen Leistung der zwei
Laser des Array-Scanners. Der Poly-dT-Abstandhalter erh6hte die Sensitivitét. Dieses
Ergebnis stimmte mit den Ergebnissen der Veroffentlichung von Southern® iiberein. In
dieser Publikation fiihrte Southern dieses Phdnomen auf die bessere Zuginglichkeit der
auf der Festoberfldche immobilisierten Sonden zuriick.

Im allgemeinen waren die Intensitdten der auf Position 83 gerichteten Sonden hoher
als die der auf Position 87 gerichteten Sonden. Die Ursache liegt vermutlich am
unterschiedlichen Sequenzkontext dieser beiden Positionen. Es ist eine bekannte
Tatsache fiir die auf Hybridisierung basierende Methoden, dass Sonden mit
unterschiedlichen  Sequenzen ein  unterschiedliches  Hybridisierungsverhalten
haben'"">®. Obwohl die Hybridisierungseffizienz durch die Hybridisierungs-
Bedingungen wie z.B.Temperatur und Salzkonzentration eingestellt werden kann, muss
bei der herkommlichen Hybridisierungsmethode die gleiche Hybridisierungsbedingung
fiir alle Sonden eingesetzt werden, weil die Hybridisierung innerhalb eines
Reaktionsraums stattfindet. Bei einem alternativen Hybridisierungsverfahren, das den
Hybridisierungs- und Waschvorgang elektronisch steuert, ist es moglich eine optimale
Bedingung fiir jede Sonde individuell einzusetzen™"*.

Die zusétzlichen Fehlbasenpaarungen der stillen Mutationen in der dritten Position
(3 Ende) der auf Position 83 gerichteten Sonden und in der zweiten (3° Ende) und
sechsten (5° Ende) Position der auf Position 87 gerichteten Sonden verringerten die
Stabilitit des DNS-Hybrids. Obwohl dieser destabilisierende Effekt nicht so gro3 war,
wie der von der in der Mitte der Sonde liegenden Fehlbasenpaarung®, konnten die
unterschiedlichen = Genotypen von einander unterschieden werden. Der
Diskriminierungsfaktor war jeweils 1.3 bzw. 15 fiir Position 83 bzw. Position 87.

Die Universalsonden, die in den zukiinftigen Anwendungen die spezifischen
Sonden ersetzen sollen, zeigten ein deutlich niedrigeres Signal im Vergleich zu den
spezifischen Sonden. Dies ist vermutlich auf die geringere Stabilitdt des DNS-Hybrids
zuriickzufiihren. Die Basenpaarung zwischen dem Inosin und den natiirlichen Basen ist
weniger stabil wie die zwischen natiirlichen Basen (A:T und G:C)”. Ein anderer
Nachteil bei der Verwendung von Inosin als Universalbase ist die unterschiedliche
Paarungseffizienz mit verschiedenen Basen. In der Arbeit von Bergstrom wurde
gezeigt, dass Inosin Paarungen mit G eher bevorzugt als mit C'2. Als Alternative
konnen andere Basenanaloge als Universalbase dienen, wie z.B Nitroindol. Hinsichtlich
der Stabilitit des DNS-Hybrids und der Diskriminierung zwischen den natiirlichen
Basen ist 5-Nitroindol besser geeignet als eine Universalbase®®. Bisher gibt es noch
keinen kommerziellen Anbieter fiir dieses Produkt, was die Maoglichkeit der
Verwendung stark begrenzt. Fiir den gyrA- und parC-Array werden in Zukunft die
spezifischen Sonden bevorzugt, die auBer ihrer Stabilitit der Basenpaarung noch
zusétzliche Informationen iiber die E.coli Genotypen fiir eine epidemiologische
Untersuchung liefern konnen.

4.4.3 Vergleich verschiedener Hybridisierungsmethoden

Fir den gyrA-Array wurde zunidchst die statische Hybridisierungsmethode
verwendet. Die Hybridisierung fand unter einem Deckglas statt. Diese
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Hybridisierungsmethode ist nachteilig in Bezug auf die Signalintensitit und die
Reproduzierbarkeit wegen des begrenzten Mischens der Ziel-DNS unter dem Deckglas.
Deswegen wurden 4 pmol Ziel-DNS und drei Stunden Hybridisierungszeit benétigt. Die
Standardabweichungen sowohl innerhalb eines Arrays als auch zwischen verschiedenen
Arrays waren sehr gro3. Durch die Verwendung eines aktiven Mischsystems, das die
Ziel-DNS wihrend der Hybridisierung durchmischte, wurde der Hybridisierungsprozess
verbessert. Die Sensitivitit des Verfahrens wurde durch die Verwendung von
Mischsystem im Vergleich zur manuellen Hybridisierung wesentlich erhohte.
Hinsichtlich der Sensitivitdit war der Thermomixer besser geeignet, wihrend
hinsichtlich der Spezifitit die Tecan bessere Ergebnisse lieferte. Die hohere Spezifitit
ist auf das aktive Waschen bei der Tecan zuriickzufiihren. Im Vergleich zur Tecan
verfiigt der Thermomixer iiber keine Einheit zum Waschen. Daher musste das Waschen
manuell durchgefiihrt werden. Meiner Ansicht nach ist der Thermomixer ein Gerit mit
einem sehr guten Leistung/Kosten-Verhiltnis fiir Mikroarray-Experimente im Labor. In
der Applikations-Note von Tecan®™ wurde die manuelle Hybridisierung mit der
automatisierten Hybridisierung in Bezug auf die Homogenitit und Reproduzierbarkeit
verglichen. Das Ergebnis zeigte, dass im Gegensatz zur manuellen Hybridisierung
durch die Verwendung der Tecan Hybridisierungsstation eine bessere
Reproduzierbarkeit erzielt wurde. Bislang gibt es keine Publikation iiber den Vergleich
hinsichtlich der Signal-Intensitit zwischen verschiedenen Hybridisierungsmethoden,
welche in dieser Arbeit gezeigt wurde.

Die Sensitivitit wurde unter der Verwendung der optimierten Bedingungen und der
Hybridisierungseinrichtung (Thermomixer) ermittelt. Eine Ziel-DNS-Menge von
0.125 pmol konnte innerhalb der Hybridisierungszeit von 10 Minuten detektiert werden.
Fiir eine sichere Identifikation einer unbekannten klinischen Probe sind jedoch eine
Ziel-DNS von 0.25 pmol und eine Hybridisierungszeit von 30 Minuten zu empfehlen.
Im Vergleich zur manuellen Hybridisierung, wobei eine Ziel-DNS-Menge von 4 pmol
und eine Hybridisierungszeit von drei Stunden verwendet wurde, war durch den Einsatz
des Thermomixers eine sechsfach hohere Sensitivitit innerhalb eines Bruchteils der
Hybridisierungszeit erzielt worden. Eine dhnliche Hybridisierungszeit (30 min) wurde
in Arbeit von Yershov et. al.”” verwendet, wobei viel mehr Ziel-DNS (1 pmol) benétigt
wurde. In der Arbeit von Ronald et. al.*' wurde eine Methode beschrieben, die das
elektrische Feld fiir die Hybridisierung benutzte. Durch diesen aktiven
Hybridisierungsprozess konnte die Hybridisierungszeit bis zu 15 Sekunden reduziert
werden.

4.4.4 Einfluss der verschiedenen Parameter auf die Primer-Extensions-Reaktion

Einige Protokolle von ASPE auf einer festen Phase wurden bei unterschiedlichen
Arbeitsgruppen etabliert. Fiir die Primer-Extensions-Reaktion waren unterschiedliche
Enzyme wie Reverse Transkriptase®™, Klenow DNS Polymerase™® oder Tagq
Polymerase™ im Einsatz. Alle diese Protokolle erforderten ein einzelstringiges DNS-
Template fiir die Primer-Extensions-Reaktion. Diese einzelstrangige Template-DNS
konnte durch eine asymmetrische PCRY, durch die Verwendung eines normalen und
eines Phosphothioate (PTO)-modifizierten®® bzw. biotinylierten Primers®® oder durch
die Verwendung eines Primers mit der Promotersequenz der RNA-Polymerase erzeugt
werden®. Alle diese Verfahren setzten entweder die Sensitivitit des Verfahrens herab
oder fiihrten einige zusitzliche zeitaufwindige und arbeitsintensive Schritte ein. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein modifiziertes, neues Protokoll etabliert, das die
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Verwendung von doppelstrangiger Template-DNS ermdglichte. Dadurch ist die Zeit-
und die Kostenfaktor erheblich reduziert worden.

Um die Sensitivitdt und die Spezifitit zu erhohen, wurde die Parameter untersucht,
wie dNTP-Konzentration, Temperatur der Primer-Extensions-Reaktion, Zeit der Primer-
Extensions-Reaktion, Menge der Polymerase, Fragmentierung und Menge der Ziel-
DNS, die einen Einfluss auf diese zwei Faktoren haben konnen. Mit einer zunchmenden
dNTP-Konzentration nahm die Effizienz der Primer-Extensions-Reaktion zu, wihrend
die Diskriminierung abnahm. Die Abnahme der Diskriminierung mit einer
zunehmenden dNTP-Konzentration wurde auch fiir die Allel-spezifische PCR
berichtet”’. Die optimale Reaktionstemperatur der Taq Polymerase bzw. die
Hybridisierungstemperatur ist jeweils 72°C bzw. 45 °C. Eine zu hohe Temperatur fiihrt
zur Dissoziation des Hybrids. Eine zu niedrige Temperatur stort die Enzymaktivitit.
Gemadl den experimentellen Ergebnissen hatte die Temperatur keine grole Wirkung auf
die Effizienz der Primer-Extensions-Reaktion der PM-Sonden. Dagegen verringerten
sich die Intensititen der MM-Sonden mit einer zunehmenden Temperatur erheblich. Die
unverdnderten PM-Intensititen und die verringerten MM-Intensititen fithrten zu einer
signifikanten Zunahme der Spezifitit. Eine zunehmende Menge der Tag Polymerase
begilinstigte sowohl die Effizienz der Primer-Extensions-Reaktion der PM-Sonden als
auch der MM-Sonden. Die Fragmentierung der Ziel-DNS hatte einen deutlich positiven
Effekt auf die auf Position 80 gerichteten Sonden. Dies kann durch die Zerstdrung der
starken Sekundédrstrukturen in diesem Bereich erkliart werden. Unter der Verwendung
des optimierten Protokolls konnte 0.125 pmol Ziel-DNS innerhalb einer Primer-
Extensions-Zeit von 30 Minuten detektiert verwenden.

4.5 Verschiedene Plattformen der Array-basierten SNP-Detektion

Es gibt verschiedene Plattformen fiir die Array-basierte SNP-Detektion, wie z.B.
Allel-spezifische  Oligonukleotid-Hybridisierung  (ASOH)”,  Einzelbasen-Primer-
Extension®’, Allel-spezifische Amplifikation® oder Allel-spezifische Oligonukleotid-
Ligation®®. Fiir den gyrA-Array wurde die ASOH-Methode verwendet. Aufgrund ihrer
robusten Leistung und der minimalen Verarbeitungsschritte ist diese Methode besonders
geeignet fiir die klinischen Anwendungen. Selbstverstindlich war die ASOH-Methode
auch die erste Wahl fiir den parC-Array.

Jedoch hatte sich diese Methode wegen der stabilen Sekundarstruktur der Sonden
als ungeeignet flir den parC-Array herausgestellt. Eine alternative Methode musste
verwendet werden, die einen anderen Sequenzteil als Sonde nutzte. Obwohl hier einige
Methoden zur Verfiigung stehen, wie z.B. die Einzelbasen-Primer-Extension®” oder
Allel-spezifische Oligonukleotid-Ligation®®, wurde die Allel-spezifische Primer-
Extension (ASPE) gewihlt. Der Grund hierfiir sind die relativ niedrigen Kosten
hinsichtlich der zuséitzlichen Ausriistung und des Verbrauchsmaterials im Vergleich zu
den anderen zwei Methoden. Obwohl ein kommerzielles System (APEX: arrayed
primer extension) fiir die Einzelbasen-Primer-Extension*®” vorhanden ist, werden in
diesem System ein Vierkanal-Scanner und vier mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Nukleotide bendtigt. Deswegen wurde diese Methode
in dieser Arbeit nicht benutzt. Im Vergleich dazu erfordert die in dieser Arbeit
verwendete ASPE-Methode nur einen Einkanal-Scanner und ein markiertes Nukleotid.
Es ist offensichtlich, dass die Kosten des Verfahrens dadurch gering gehalten werden.
AuBerdem kdnnen mehrere markierte Nukleotide anstatt eines einzigen (wie bei APEX)
wihrend der Primer-Extensions-Reaktion eingebaut werden, was wiederum zur
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Verbesserung der Sensitivitit filhren kann. Obwohl unterschiedliche Plattformen fiir
den gyrA-Array (ASOH) und den parC-Array (ASPE) verwendet worden waren,
konnten die beiden Arrays vereinigt werden. Das vereinigte System ermdglichte die
gleichzeitige Detektion von Mutationen in den beiden Genen (gyrA und parC).

4.6 Mischung und Realproben

Auller einer kurzen Analysezeit, die fiir die klinische Anwendung wichtig ist,
miissen weitere Situationen berlicksichtigt werden, die hédufig in der klinischen
Routinediagnose auftreten. Eine solche Situation ist die Koinfektion von sensitiven und
resistenten Krankheitserregern. Ein anderes Problem ist das Vorhandensein einer
geringen Menge des Krankheitserregers in einem friihen Krankheitsstadium. Die
erfolgreiche Identifikation der resistenten Isolate in diesen zwei Problemfillen erfordert
ein Verfahren mit einer hohen Spezifitidt und Sensitivitit. Die entwickelten Arrays sind
hinsichtlich dieser zwei Aspekte optimiert. Unterschiedliche Parameter wurden
untersucht, die einen Einfluss auf die Spezifitdt und die Sensitivitit des Systems haben.

Die Sensitivitit des optimierten Assays wurde mit aufgestockten Urinproben
evaluiert. Die Detektionsgrenze liegt bei 100 CFU/ml fiir gyrA und 1000 CFU/ml fiir
parC. Die hohere Sensitivitit des gyrA-Arrays gegeniiber dem parC-Array liegt an dem
PCR-Schritt. Das PCR-Ergebnis zeigte, dass das gyrA-Fragment mit einer hoheren
Effizienz als das parC-Fragment amplifiziert werden konnte. Die meisten publizierten
Mikroarray-Arbeiten verfiigten nicht iiber solche Daten. Daher ist ein Vergleich nicht
moglich.

Um die Fihigkeit des Verfahrens zur Detekion des resistenten E. coli in
Anwesenheit von sensitiven E. coli zu untersuchen, wurden sensitive E.coli mit
resistenten E. coli in verschiedenen Verhéltnissen gemischt. Die Nachweisgrenze fiir
gyrA entspricht ein Mischverhéltnis von 1:1 bis zu 10:1 (sensitive E. coli : resistente
E. coli). Die Nachweisgrenze fiir parC entspricht einem Mischverhéltnis von 10:1. Die
hohere Nachweisgrenze des parC-Arrays (ASPE) gegeniiber dem gyrA-Array (ASOH)
ist auf die bessere Diskriminierung zwischen PM und MM der Taq Polymerase’
zuriickzufithren. Doch selbst die Nachweisgrenze von 10:1 erfiillt die klinischen
Anforderungen nicht. Daher ist die Entwicklung neuer Methoden (wie z.B. allele-
specific ligase detection reaction: LDR) fiir die Array-basierte SNP-Detektion mit einer
héheren Diskriminierungskraft notwendig. In der Publikation von Wang et. al.”’ wurde
die LDR in Kombination mit der Mikrofluid-Technologie zur Detektion von keiner
Menge der Mutanten-DNS verwendet. Laut des Ergebnisses konnte eine Punktmutation
in dem k-ras Onkogene bei einer Anwesenheit von 100000fachen Uberschuss an
Wildtyp-Sequenzen detektiert werden.

4.7 Klinische Isolate

Alle 36 untersuchten E. coli Isolate (hinsichtlich der Mutationen in gyrA/Position
83, gyrA/Position 87, parC/Position 80, parC/Position 84) konnten mittels dieses
entwickelten Arrays richtig identifiziert werden. Keine Mutation wurde im Chinolon-
sensitiven Isolat gefunden.

Alle resistenten Isolate aufler einem haben die gleiche Mutation GyrA/S83L. Die
weiteren Mutationen in Position 87 sind entweder GyrA/D87N (n=33) oder
GyrA/D87Y (n=1). Das Chinolon-resistente Isolat ohne Mutation in GyrA/Position 83
hat eine GyrA/D87G Mutation. Diese Mutation wurde zwar schon fiir diese Position
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berichtet, aber nur in der Verbindung mit einer Mutation in GyrA/Position 83 stehend”'.
Es wurde spekuliert, dass die Chinolon-Resistenz von E. coli durch die schrittweisen
Mutationen in gyrA und parC entwickelt wurde’”*’. Nach den bislang bekannten
Berichten fand die erste Mutation in gyrA/Position 83 statt. Das Vorkommen der
Mutation in gyrA/Position 87 ohne eine Verdnderung in gyrA/Position 83 ist in dieser
Arbeit beobachtet worden. Uber diese Konstellation ist selten berichtet worden®®.

Eine Analyse von parC zeigte, dass einige dieser 36 Isolate zusdtzliche Mutationen
in parC enthalten. Von den Chinolon-resistenten E. coli besitzen 28 Isolate eine
Einzelmutation ParC/S80I und andere zwei Isolate eine Einzelmutation ParC/Q84K.
Nur vier von 36 Isolaten haben eine Doppelmutation ParC/S80I und ParC/Q84V.

Ein resistentes Isolat hat eine Einzelmutation GyrA/D87G; Zwei resistente Isolate
haben eine Dreifachmutation von GyrA/S83L, GyrA/D87N und ParC/Q84K; Ein
resistentes Isolat hat eine Dreifachmutation von GyrA/S83L, GyrA/D87Y und
ParC/S80I. Die anderen 27 resistenten Isolate haben eine Dreifachmutation von
GyrA/S83L, GyrA/D87N und ParC/S80I; Die letzten vier resistenten Isolate haben eine
Vierfachmutation von GyrA/S83L, GyrA/D87N, ParC/S80I und ParC/Q84V. Es ist
bemerkenswert, dass alle 35 resistenten E. coli mindesten eine Mutation in gyrA haben.
Diese Beobachtung bestitigt die Theorie*, dass die Gyrase das Primirziel der
Chinolone ist. Diese Mutation ist der Ausgangspunkt fiir weitere Mutationen (z.B. in
parC), die einen erhohten MHK-Wert fiir Chinolone®****® verursachen.

Theoretisch konnen diese 35 Isolate noch zusétzliche Mutationen in gyrA und parC
enthalten. Aber die Mutationen in diesen vier Positionen (gyrA/Position 83,
gyrA/Position 87, parC/Position 80 und parC/Position 84) sind ausreichend, um die
Chinolon-Resistenz auszulosen. In klinischen Hinsicht sollt die Behandlung von E. coli
mit solchen Mutationen mit besonderer Vorsicht angegangen werden. In Zukunft
konnen neue Sonden entworfen werden, sobald neue Resistenz-verursachende
Mutationen aufgetaucht und charakterisiert worden sind. Durch die Integration von
neuen Sonden kann das Diagnosespektrum dieses Verfahrens erweitert werden.

4.8 Fazit

Die am Anfang dieser Arbeit gestellte Zielsetzung wurde erreicht. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein diagnostischer Mikroarray zur Detektion von Chinolon-
resistenten klinischen E. coli Isolaten entwickelt. Dieses Mikroarray-System besteht aus
zwei Teilen: gyrA-Array und parC-Array, der jeweils die Identifikation der
resistenzverursachten Mutationen in gyrA bzw. parC (héufigste Mutationsgene fiir
Chinolon-resistentes E. coli) ermdglichte. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Testverfahren kann zum Screening von Chinolon-resistenten E. coli in der klinischen
Diagnostik verwendet werden. AuBerdem kann es auch fiir das epidemiologische
Monitoring von Resistenzauftreten in Krankenhdusern sowie fiir die Untersuchung von
Resistenzen in der Grundlagenforschung von Nutzen sein. Zusitzlich eignet sich dieses
Testverfahren wegen seiner Féhigkeit, die unterschiedlichen E. coli Genotypen zu
unterscheiden, auch fiir epidemiologische Studien.

Fiir eine Anwendung in der klinische Routinearbeit benotigt dieses Testverfahren
jedoch noch weitere Entwicklungen. Vor allem ist das Detektionsvermodgen in
Mischproben unzureichend fiir eine klinische Anwendung, wo sensitive E. coli-Stimme
durchaus im Uberschuss vorliegen kénnen. Weil sowohl die ASOH als auch die ASPE
in diesem Fall kein ausreichendes Diskriminierungsvermogen lieferte, sollten andere
Methode in diesem Hinsicht untersucht werden. Fiir eine ,,real time detection* ist eine
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weitere Reduzierung der Testdauer wiinschenswert. Dies kann durch z.B. eine direkte
Verwendung der genomischen DNS ohne PCR, die den zeitlimitierten Schritt in diesem
Assay ist, erreicht werden. Um dennoch eine ausreichende Sensitivitit zu erreichen,
konnte ein Signalamplifikationsschritt (z.B. bDNA: branched DNA) eingebaut werden.
Eine Erweiterung des Arrays zur Detektion von Mutationen, die eine reduzierte
intrazelluldre Chinolon0-Akkumulation verursachen, wére ebenfalls von grofer
klinischer Interesse.
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Anhang

Abkurzungen

APEX arrayed primer extension

APS Ammoniumpersulfat

ASOH allele-specific oilgonucleotide probe hybridisation
ASOL allele-specific oilgonucleotide ligation
ASPE allele-specific primer extension

ASSE allele-specific single base extension
bDNA branched DNA

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basepaare

CCD charge-coupled device

CFU Kolonie bildende Einheit

CGI Common Gateway Interface

Cipro Ciprofloxacin

Cy Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff

ddH20 doppelt deionisiertes Wasser

dsDNS doublestrange DNS

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonucleinsdure

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

h Stunde

HTML hypertext markup language

HPLC high performance liquid chromatography
kb Kilobase

Levo Levofloxacin

MAMA mismatch amplification mutation assay
MHK Minimale Hemmkonzentration

min Minute

MM mismatch

RFLP restriction fragment length polymorphism
PCR Polymerase-Kettenreaktion

Perl Practical extraction and report lauguage
PLL poly-L-lysine

PM perfect match

PNA peptide nucleic acid

PTO Phosphothioate

QRDR quinolone resistance determining region
SDS sodium dodecylsulphate (Natriumdodecylsulphat)
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SNP single nucleotide polymorphism

SQL structured query language

SSC Sodium Chloride Sodium Citrate e (Natriumchlorid-Natriumcitrat)
SSCP single-strand conformational polymorphism
ssDNS einzelstrang DNS

SSPE Sodium Chloride Sodium Phosphate EDTA
TAE Tris-Acetat-EDTA-Buffer

TBE Tris-Borsdure-EDTA-Buffer

TE Tris-EDTA-Buffer

TEMED N, N, N', N'-Tetramethylendiamin

Tm: Schmelztemperatur

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

8] Unit (Enzymaktivititseinheit)

Uuv Ultraviolett

Sequenzen der QRDR der klinischen Isolate

Auf den folgenden Seiten sind die in vorliegender Arbeit ermittelten gyrA- und
parC-Sequenzen innerhalb der QRDR von klinischen E. coli Isolaten sind in FASTA-
Format abgedrukt.

Sequenzen von gyrA

>E. coli 1
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTCGGCGGTTTATGA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 2
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 3
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 4
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 5
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 6
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 7
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTCTATAA
CACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 8
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GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTCTATAA
CACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 9
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 10
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 11
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 12
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 13
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 14
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 15
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 16
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 17
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 18
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 19
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 20
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 21
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 22
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG
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>E. coli 23
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTCTATAA
CACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 24
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 25
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 26
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATTA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 27
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 28
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTCGGCGGTTTATGG
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 29
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 30
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 31
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 32
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 33
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 34
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 35
GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG

>E. coli 36

GCCCGTGTCGTTGGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTTGGCGGTTTATAA
CACGATCGTCCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTAGACGGTCAG
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Sequenzen von parC

>E. coli 1
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 2
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 3
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCgCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 4
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 5
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 6
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 7
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 8
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 9
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 10
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 11
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 12
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 13
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 14
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG
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>E. coli 15
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGT
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 16
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGT
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 17
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGT
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 18
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGT
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 19
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 20
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 21
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 22
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 23
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 24
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 25
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 26
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATAA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 27
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 28
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 29

GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAACCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG
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Ahang 121

>E. coli 30
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGTGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 31
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 32
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 33
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATCGCCTGTTATGA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 34
GCTCGTACTGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCATGGCGACATCGCCTGCTATGA
AGCGATGGTGCTGATGGCGCAGCCATTCTCTTATCGTTATCCGCTGGTGGACGGGCAG

>E. coli 35
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATAGCGCCTGTTATAA
AGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG

>E. coli 36
GCCCGTACCGTCGGTGACGTACTGGGTAAATACCATCCGCACGGCGATATTGCCTGTTA
TGAAGCGATGGTCCTGATGGCGCAGCCGTTCTCTTACCGTTATCCGCTGGTTGATGGTCAG
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