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1. Summary

I Summary

Evolutionary adaptation is the driving force for the variability observed within genomes of all
different Escherichia coli pathotypes. Beside the core genome, shared by all strains, also variable
regions, which can be strain-specific, are scattered on the chromosome. These flexible regions mostly
encode virulence factors as well as other fitness factors and are acquired through horizontal gene
transfer but are also characterised by their instability.

To shed a closer light on the distribution of these virulence factors among different clinical isolates,
DNA-arrays were used for genome comparisons. One aim of this Ph.D. thesis was the design of a
DNA-array with specific probes for typical virulence-related genes of pathogenic E. coli.

With this tool in hand, the distribution of virulence genes among several E. coli isolates was analysed.
In addition to virulence related genes, also differences in the core genome of well-known
uropathogenic isolates of E. coli were detected using DNA-array technology. Furthermore, the core
genome of different wildtype strains was compared with derivatives shown to have lost pathogenicity
islands. The results confirmed the assumption that PAI deletion from core genome is a specific
process and underlies a specific mechanism. The core genome itself was very conserved and the
observed small differences related to genes derived from different bacteriophages. The majority of

differences were detected for the flexible regions, which differ in a strain-specific manner.

DNA-array technology is also a versatile tool to gain insights in changes of gene expression levels
caused by gene function disorders or environmental differences. The expression profiling approach
using DNA-arrays was employed in the second part of this thesis. In this work, the RfaH-related
regulon was studied by transcriptome analysis. Besides the already known effect of RfaH on
facilitated capsule, LPS and a-haemolysin expression, the focus was set on genes involved in biofilm
formation.

Comparison of the 536rfaH and the wildtype strain transcriptomes revealed a significant upregulation
of agn43 transcript levels. In order to study the underlying mechanisms of RfaH-dependent increased
biofilm formation, selected mutants of E. coli K-12 and 536 were generated and tested for their
biofilm forming capacities. In MG1655rfaH we could show that Agn43 is the major factor leading to
biofilm formation. In addition, this phenotype was dependent on the LPS core truncation coming
along within rfaH deficient strains. In conclusion, these results demonstrated that the LPS core
truncation leads to unshielding of Agn43 in this strain, thus supporting autoaggregation and biofilm
formation. Other surface structures like colanic acid had no influence on this effect.

In strain 536 biofilm formation was independent of agn43. Furthermore derivatives deficient in
K15 capsule, colanic acid or O-antigen production of strain 536 did not exhibit an increase in biofilm
formation, indicating that neither enhanced antigen 43 expression nor unshielding is leading to the
biofilm phenotype observed for 536rfaH. Furthermore, a LPS core oligosaccharide truncation of strain

536 totally abolished biofilm formation, what was in strong contrast to the results obtained for
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1. Summary

MG1655. The factor(s) forcing E. coli 536rfaH into strong biofilm development are still undisclosed.
Taken together, rfaH mutants are superb biofilm formers per se, but the molecular reasons for the
phenotype observed differ between the strains tested.

The enhanced transcription of agn43 in rfaH mutants was investigated. Since RfaH as a
transcriptional antiterminator in general promotes and not represses the transcription of genes, the
increased levels of agn43 mRNA should be the result of an indirect effect. Furthermore, no
ops elements in the vicinity of agn43 were found to be present in MG1655 or 536 strains. Therefore,
the influence of RfaH on known regulatory elements of agn43 transcription was studied. However, no
changes in transcript levels of repressor oxyR and the derepressor dam methylase were detected by
RT-PCR. In agreement with this observation, no significant disorder in the phase switch was detected,
indicating that further factor(s) promote transcription of agn43 in rfaH-deficient strains.

Besides the expression profiles of strains E. coli 536 and 536rfaH at 37 °C, also expression profiles at
30 °C and in biofilms were analysed. Typical differences in either stage were characterised. In
general, when comparing the expression profiles from wildtype and mutant the changes observed were
very small. However, the influence of temperature and also the mode of growth (planktonic cells vs.
biofilm) affected the expression profiles in both strains more severely. With respect to temperature,
genes from the core genome and also from pathogenicity islands showed altered expression. At 30 °C,
expression of genes from the yersiniabactin island were induced compared to 37 °C. The reverse
effect was seen for gene expression of salmochelin, indicating that these iron uptake systems may
compensate each other at different temperatures. The expression of two other virulence factors was
also temperature dependent. Genes from the o-haemolysin operon exhibited a higher expression at
37 °C and genes from the S-fimbrial operon were preferentially expressed at the lower temperature.
The expression of a-haemolysin was generally favoured in the planktonic state compared to biofilms.
Furthermore, expression of iron uptake systems was altered between biofilm and planktonic state.
Genes from the iro gene cluster and chuAd were preferentially expressed in planktonic state while
genes of the yersiniabactin were induced in the biofilm, as well as genes from the type 1-, P- and
curli-fimbrial operons. The expression of antigen 43, however, was lower in the biofilm compared to
planktonic cells. Cells grown in biofilms showed also a shift from expression of genes of aerobic

respiration to genes related to fermentation and anaerobic respiration.

In conclusion, E. coli strains not only differ in their genotypes, moreover complex phenotypic
differences are observable. The obtained phenotypic differences in biofilm formation were shown to
be multifactorial. The phenotype was attributed to variances in the composition of the outer

membrane. In this context, the influence of LPS structures and adhesin expression was pointed out.



II. Zusammenfassung

I1 Zusammenfassung

Das Kerngenom pathogener Escherichia coli Isolate wird von zahlreichen variablen Regionen
unterbrochen, die meist durch horizontalen Gentransfer erworben wurden und iiber das ganze
Chromosom verteilt sind. Diese variablen Bereiche tragen hdufig Gene fiir Virulenz- und
Fitnessfaktoren und sind oftmals nur instabil in das Chromosom integriert.

Um die Verbreitung variabler Bereiche, die insbesondere Virulenzfaktoren kodieren, innerhalb
verschiedener klinischer Isolate ndher untersuchen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
spezieller DNA-Array entwickelt. Dieser enthielt zahlreiche Sonden fiir Gene, die fiir die Virulenz
von verschiedenen Erregern der Gattung E. coli als auch der Untergruppe Shigella charakteristisch
sind. Mit diesem ,,Pathoarray* wurde die Verbreitung von Virulenzgenen in unterschiedlichen E. coli
Isolaten untersucht. Zusitzlich wurden Unterschiede im Kerngenom mit Hilfe eines kommerziell
erwerbbaren DNA-Arrays bestimmt. Ein Vergleich des Kerngenoms von uropathogenen Stammen mit
Derivaten, bei denen Pathogenitétsinseln deletiert sind, bestitigte die Auffassung, dass der Deletion
von Pathogenititsinseln ein spezieller Mechanismus zu Grunde liegt, von dem das Kerngenom nicht
betroffen ist. Das Kerngenom der untersuchten Stimme war prinzipiell sehr konserviert und
unterschied sich lediglich durch wenige Gene aus Bakteriophagen. Die grofiten Unterschiede wurden
bei Genen beobachtet, die zum variablen Teil des Genoms gehdren und charakteristisch filir das

jeweilige Isolat waren.

Mit Hilfe der DNA-Array Technologie lassen sich auch Anderungen von Expressionsprofilen
studieren, die von Mutationen oder durch Umwelteinfliisse bedingt werden. Im zweiten Teil dieser
Arbeit wurde durch Transkriptomanalysen das RfaH-abhidngige Regulon untersucht, insbesondere im
Hinblick auf solche Gene, die die Biofilmbildung beeinflussen.

Beim Vergleich der Transkriptome von E. coli 536rfaH mit dem Wildtyp wurde eine signifikant
erhohte Expression von Antigen 43 festgestellt. Im E. coli K-12 Stammbhintergrund konnte dieses
Oberflachenprotein als Hauptfaktor fiir die RfaH-abhingige Biofilmbildung identifiziert werden. Das
verkiirzte LPS-Kernoligosaccharid im Stamm MG1655r7faH hatte ebenfalls einen gro3en Einfluss auf
die verstirkte Biofilmbildung. Vermutlich verstirkte die verbesserte Prisentation von Agn43 durch
ein verkiirztes LPS die Biofilmbildung signifikant. Andere Oberflichenstrukturen, wie die
Colansédure-Kapsel, zeigten keinen Effekt auf die Biofilmbildung von E. coli MG1655rfaH.

Hingegen war im Stamm E. coli 536rfaH die Biofilmbildung unabhidngig von Agn43 Expression.
Auch andere Oberflichenfaktoren, die RfaH-abhingig exprimiert werden, wie die K15 Kapsel, die
Colansdure-Kapsel, das LPS-Kernoligosaccharid und das LPS O-Antigen, trugen nicht zu einem
verbesserten Biofilm-Phénotyp bei. Ein stark verkiirztes LPS-Kernoligosaccharid verminderte im
Stamm E. coli 536 sogar die Biofilmbildung. Auler der Erkenntnis, dass die starke Biofilmbildung
weder durch die erhohte Expression von Antigen 43 noch eine verbesserte Prisentation dieses

Oberflachenmolekiils bedingt wurde, konnten fiir E. coli 536 die molekularen Ursachen dieses
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II. Zusammenfassung

Phénotyps noch nicht aufgekldrt werden. Schlussfolgernd aus diesen Beobachtungen wird die
Biofilmbildung von E. coli prinzipiell durch eine rfaH-Mutation begiinstigt; jedoch unterscheiden sich
die molekularen Ursachen dieses Phénotyps bei den hier untersuchten Stimmen.

Die erhohte Expression von Antigen 43 in rfaH-defizienten Stimmen sollte durch einen indirekten
Effekt bedingt sein, da RfaH als Transkriptionsantiterminator die Transkription von agn43 nicht
vermindern, sondern vielmehr verbessern miisste. Zudem konnten keine ops-Elemente stromaufwirts
der kodierenden Bereiche von agn43 in den Stimmen MG1655 und 536 identifiziert werden. Deshalb
wurde der Einfluss von RfaH auf die Regulatoren von agn43 ndher untersucht. Durch RT-PCR
konnten jedoch keine verdnderten Transkriptmengen von oxyR (Repressor) und der dam-kodierten
Methylase (Derepressor) nachgewiesen werden. Im Einklang mit diesem Resultat konnte ebenfalls
keine Beeinflussung der Phasenvariationsfrequenz von agn43 durch RfaH festgestellt werden.

Neben den Expressionsprofilen der Stdmme 536 und 536rfaH bei 37 °C wurden auch die
Expressionsprofile bei 30 °C sowie von Biofilmen analysiert. Prinzipiell konnten bei allen
untersuchten Wachstumsbedingungen nur geringe Unterschiede zwischen 536 und 536rfaH
festgestellt werden. Beim Vergleich der unterschiedlichen Wachstumsbedingungen (Temperatureffekt
und planktonische Zellen vs. Biofilm) wurden jedoch deutliche Unterschiede beobachtet. Sowohl
Gene des Kerngenoms als auch Gene von Pathogenitétsinseln waren temperaturabhingig reguliert.
Bei 37 °C wurden Gene des Yersiniabaktin-Operons stérker transkribiert als bei 30 °C. Im Gegensatz
dazu war die Expression von Genen des iro-Genclusters bei 30 °C stérker als bei 37 °C. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass die Eisenaufnahme durch eine koordinierte temperaturabhingige Expression von
verschiedenen Eisenaufnahmesystemen gesteuert werden kann. Die Expression von zwei weiteren
Virulenzfaktoren war ebenfalls temperaturabhingig: Gene des a-Hédmolysin-Operons wurden bei
37 °C stirker exprimiert und Gene der S-Fimbrien-Determinante waren bei 30 °C induziert. Die
Transkription von a-Hémolysin war prinzipiell in planktonischen Zellen héher als in Biofilmen. Bei
diesem Vergleich ergaben sich auch Unterschiede in der Expression von Eisenaufnahmesystemen.
Gene des Yersiniabaktin-Operons waren in Biofilmen induziert; hingegen wurden die Gene des
Salmochelin-Genclusters (iro) und des Hidmin-Rezeptors chuAd verstarkt in planktonischen Zellen
exprimiert. Aulerdem war eine verstirkte Expression von Typ 1-, P- und Curli-Fimbrien in Biofilmen
beobachtbar. Die Expression von Antigen 43 erwies sich im Biofilm jedoch geringer als in
planktonischen Zellen. Im Biofilm konnte des Weiteren noch eine erhdhte Expression von Genen fiir

Gérung bzw. anaerobe Atmung festgestellt werden.

Bei E. coli Isolaten lassen sich neben genomischen Unterschieden auch phinotypische Unterschiede
beobachten. Es wurde festgestellt, dass die Biofilmbildung von E. coli Isolaten abhingig von
verschiedenen Faktoren und molekularen Mechanismen ist. Zudem konnte dargelegt werden, wie
Unterschiede in der Zusammensetzung der duleren Membran durch eine verdanderte LPS-Struktur und

die Expression von Adhésinen die Biofilmbildung beeinflussen kénnen.
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IIT  Einleitung

II.1 Genomweite Untersuchungen zellulirer Netzwerke von
Mikroorganismen

Mikrobielle Erreger sind durch zahlreiche Virulenzfaktoren befdhigt, sich erfolgreich im Wirt zu
etablieren und in speziellen 6kologischen Nischen zu persistieren. Durch ihre enorme Variabilitit
nimmt bei der Erforschung von Infektionsprozessen deshalb die Analyse der Gene und Genprodukte
eine wesentliche und zentrale Rolle ein.

Die Verhaltensweisen von Mikroorganismen werden durch eine Vielzahl von Prozessen, die in ihren
Zellen stattfinden, reguliert. Der Zustand einer Zelle ldsst sich durch die Summe aller vorhandenen
Molekiile einschlieBlich ihrer Wechselwirkungen beschreiben und ist demnach sehr komplexer Natur.
In der klassischen Molekularbiologie beschriankte man sich deshalb auf einzelne Aspekte, um
Verdnderungen in den Zellen zu analysieren und die zu Grunde liegenden Prozesse zu verstehen. Um
eine globale Sicht auf die dynamischen Anderungen der Zellzustinde zu bekommen, wurden neue
Methoden entwickelt, die oftmals in Hochdurchsatzverfahren mehrere Faktoren zu einem Zeitpunkt
betrachten und eine komplexere Analyse ermdglichen. Die Sequenzierung des ersten kompletten
mikrobiellen Genoms von Haemophilus influenzae war diesbeziiglich ein wichtiger Meilenstein
(Fleischmann et al., 1995). Heutzutage ist man in der Lage, dieses automatisiert in viel kiirzerer Zeit
durchzufiihren (Margulies et al., 2005). Mehr als zweihundert Genome sind inzwischen sequenziert,
annotiert und in Datenbanken verfligbar. Die Untersuchung und der Vergleich von verschiedenen
Genomsequenzen wird als ,,Genomics® bezeichnet.

Fiir die globale, funktionelle Analyse der Gene und Genprodukte wurden verschiedene Methoden
(,,-omics) entwickelt, um zellulire Netzwerke genauer zu charakterisieren. Die Daten aus diesen
komplexen Analysen werden in der Systembiologie zusammengefiihrt. Das Ziel der Systembiologie
ist, durch die Bestimmung und den Vergleich von Zellzustdnden, zellulidre Prozesse und Mechanismen
in ithrer Gesamtheit mit Hilfe bioinformatischer Prozesse aufzukldren und zu verstehen. Die hier
erwahnten Hochdurchsatzmethoden spielen dabei eine wichtige Rolle und kénnen natiirlich auch bei

der Analyse von Infektionsprozessen angewendet werden.

Das ,,yeast two hybrid“-System analysiert Protein-Protein-Wechselwirkungen. Bei Saccharomyces
cerevisiae wurde die globale Analyse dieser Wechselwirkungen durchgefiihrt und gab Hinweise auf
das Vorliegen von moglichen Proteinkomplexen (Ito et al., 2001; Uetz et al., 2000). Mit Hilfe von
»phage display‘“-Bibliotheken wurden ebenfalls alle auftretenden Protein-Protein-Wechselwirkungen
von S. cerevisiae bestimmt und mit den Daten, die sich aus dem ,,yeast two hybrid“-Ansatz ergaben,
verglichen (Bader und Hogue, 2002; Tong et al., 2002). Beide Methoden gehdren zu den
LInteractomics® und sind sehr aufwendig in ihrer Anwendung. Noch aufwendiger ist die globale

Analyse von Stoffwechselprodukten, Zuckern und Lipiden. Bei diesem als ,,Metabolomics®

5



II1. Einleitung

bezeichneten Gebiet werden die in der Zelle vorhandenen Biomolekiile hauptsidchlich durch
chromatographische Aufreinigungen separiert und anschlieend im Massenspektrometer detektiert.
Die komplette Bestimmung aller zelluldren Proteine und ihrer Modifikationen wird ,,Proteomics®
genannt. Die Analyse des Proteoms ist die élteste der bislang entwickelten globalen Methoden. Hier
werden zelluldre Proteine zundchst durch Gelelektrophorese zweidimensional aufgetrennt und
anschlieBend aus der Gelmatrix isoliert (Gorg et al., 2000). Die Proteine werden dann fragmentiert
und die entstehenden Teilpeptide konnen durch Massenspektrometrie bestimmt werden (Hecker und
Engelmann, 2000; Humphery-Smith et al., 1997). Diese Technologie ist nicht ganz so komplex und
lasst sich auch auf einzelne Kompartimente der Zellen anwenden.

Die Synthese von Proteinen kann auch indirekt, durch die bei der Genexpression synthetisierten
mRNA-Molekiile, erforscht werden. Hierfiir wurde die DNA-Chip Technologie entwickelt, die sehr
schnell groBe Aufmerksamkeit erlangte (Schena et al., 1995). Mit dieser sehr flexiblen, einfach
handhabbaren Methode konnen Nukleinsduren (-fragmente) von Genomen (,,Genomics®), als auch
Transkriptpopulationen (,, Transcriptomics®) identifiziert werden; mit zum Teil so groBer Genauigkeit,
dass auch ,,single nucleotide polymorphisms* nachweisbar sind. Hauptsidchlich werden DNA-Chips
jedoch benutzt, um die Mengen von verschiedenen mRNA-Molekiilen zu untersuchen.

Das Grundprinzip basiert auf einer Methode von E. Southern. Hier wurde ein Nukleinséurefragment
eines Gemisches, fixiert auf einer Membran, durch Hybridbildung mit einem markierten,
komplementiren Strang (Sonde) nachgewiesen (Southern, 1975). DNA-Chips funktionieren dhnlich:
hier werden meist tausende Sonden in geordneter Folge (,,arraying®) auf einer Membran fixiert und
mit einem Pool markierter Nukleinsduren hybridisiert (inverser Southernblot).

Ein DNA-Array ist die kompakte Anordnung eines komplexen Sondenpools auf einem Tragermaterial
und ermoglicht somit die Expressionsmuster tausender Gene gleichzeitig studieren. Je nach
Tragermaterial werden Makroarrays (Nylonmembran) von Mikroarrays (Glas, Plastik) unterschieden.
Handelt es sich bei den Sonden um ldngere, doppelstringige Fragmente (rekombinante Plasmide,
PCR-Produkte) spricht man von DNA-Arrays und bei kiirzeren einzelstringigen Fragmenten von
Oligonukleotidarrays. Letztere ermdglichen genauere, stringentere Hybridisierungen, was von Vorteil
ist, wenn sehr dhnliche Nukleinsdurefragmente unterschieden werden sollen. Bei der ,,dual channel*-
Technik werden zwei unterschiedlich markierte ,,Pools* gleichzeitig mit einem Chip hybridisiert und
bei der ,,one channel“-Technik entsprechend nur ein markierter Pool pro Chip. Die Chip-Herstellung
erfolgt entweder photolithografisch oder durch Robotersysteme, die mittels feiner Nadelsysteme die
DNA-Sonden auf die vorpriparierte Oberfldche auftragen (,,spotting®).

DNA-Chips lassen sich flexibel an die jeweilige Fragestellung anpassen: es konnen sowohl komplette
Genome analysiert oder nur bestimmte Teilbereiche (Stoffwechselgene, Virulenzfaktoren,
Signalmolekiile, kodierende Bereiche, nicht-kodierende Bereiche etc.) betracht werden.

Das Transkriptom nicht-kodierender Bereiche von Escherichia coli wurde untersucht (Tjaden et al.,
2002). Auch regulatorische RNA-Molekiile, welche in letzter Zeit groere Aufmerksamkeit erlangten,
lassen sich durch DNA-Chips identifizieren (Wassarman et al., 2001; Zhang et al., 2003).
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Im Gegensatz zu Proteomanalysen durch 2D-Gelelektrophorese konnen Transkriptomanalysen mit
Hilfe von DNA-Arrays auch von unbekannten, nicht-sequenzierten Genomen durchgefiihrt werden.
Hier wird das fragmentierte Genom in Vektoren kloniert, eine DNA-Bibliothek angelegt und von
dieser ein DNA-Array hergestellt, der das komplette Genom statistisch abdeckt (Ramarathnam und
Subramaniam, 2000). Nach der Transkriptomanalyse miissen dann nur die Klone der Spots
sequenziert werden, die unterschiedlich reguliert sind. DNA-Chips sind somit ein modernes, flexibel

und universell einsetzbares Werkzeug in der Molekularbiologie.

1.2  Escherichia coli als virulenter Erreger und das Konzept der
Pathogenititsinseln (PAIs)

Escherichia coli -im Jahr 1885 von Theodor Escherich erstmals beschrieben- ist ein Gram-negatives,
fakultativ anaerobes Stdbchen, das sich phylogenetisch in die Gruppe der Enterobacteriaceae
eingliedern ldsst. Ndhere Verwandte sind die oftmals pathogenen Bakterien der Gattungen Shigella
(Untergruppe von E. coli), Salmonella, Yersinia, Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter. Im
menschlichen Korper besiedelt E. coli (in der Regel als harmloses Bakterium) den Darm und ist dort
ein wichtiger Bestandteil der natiirlichen Darmflora (Robins-Browne und Hartland, 2002).

Prinzipiell ldsst sich die Besiedlung eines Wirtes in drei Modelle fassen: Symbiose, Kommensalismus
und Pathogenitdt bzw. Parasitismus. Je nach Charakter der Wechselbeziehung zwischen Mikrobe und
Wirt kam es im Laufe der Evolution zur Anpassung der Mikroorganismen an die zu besiedelnden
Okologischen Nischen und zu einer Lebensform, die auf eins der drei Modelle spezialisiert ist (Gross
et al.,2003).

Klinische Untersuchungen identifizierten das Vorkommen pathogener Varianten von E. coli, die
spezifische Symptome hervorrufen und im Patienten fiir verschiedene Krankheitsbilder verantwortlich
gemacht werden (Kaper et al., 2004; MacFie et al., 1999).

Humanpathogene Stimme lassen sich in verschiedene Pathotypen einteilen. Zu den intestinalen
pathogenen Erregern, die Infektionen im Darmtrakt verursachen, gehdren enterohdmorrhagische
(EHEC), enteropathogene (EPEC), enteroaggregative (EAEC), enterotoxische (ETEC) sowie
enteroinvasive E. coli (EIEC) (Nataro und Kaper, 1998).

Uropathogene E. coli (UPEC), welche Erkrankungen der Harnwege -wie Cystitis oder Pyelonephritis-
hervorrufen konnen, Sepsis auslésende E. coli (SEPEC) und Meningitis assoziierte E. coli (MENEC)
werden als extraintestinal pathogene E. coli zusammengefasst (Redford und Welch, 2002).
Diagnostisch  gruppiert man £E. coli in verschiedene Serotypen, fir die bestimmte
Oberflaichenmolekiile charakteristisch sind: LPS (O)-, Kapsel (K)- und Flagellen (H)-Antigene
(Orskov et al., 1977). Die verschiedenen Serotypen zeigen hiaufig unterschiedliche klinische
Symptome im Patienten (Orskov und Orskov, 1992). O-, K- und H-Antigene sind jedoch nicht die
Ursache der beobachtbaren klinischen Symptome, allerdings sind diese spezifisch fiir die jeweiligen

klonalen Gruppen dieser pathogenen Erreger (Zingler et al., 1992).
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Escherichia coli

\ pathogen
apathogen \

intestinal
extraintestinal EPEC (055,0111,0127)
C EHEC (0157)
(01,02,04,06,08,09,018,083) AL -
UPEC EAEC (0125,0126)
SEPEC (K1) EIEC (028,0124)
MENEC Shigella

Abb. IIL.1: Klassifizierung von E. coli Isolaten und ihre wichtigsten Serotypen. Die wichtigsten
Serotypen von pathogenen E. coli Isolaten wurden aus (Blanco et al., 1994; Campos et al., 2004;
Evans und Evans, 1983; Levine, 1987; Nataro und Kaper, 1998; Orskov und Orskov, 1992)
entnommen.

Fiir die Virulenz und das Auftreten verschiedener klinischer Symptome ist das Vorhandensein (sowie
die Regulation und Expression) von Virulenz- und Fitnessfaktoren verantwortlich (Zingler et al.,
1993). Diese Faktoren sind meistens auf mobilen genetischen Elementen kodiert, die sich vom
konservierten Kerngenom im G+C-Gehalt und, genauer betrachtet, auch in der Verwendung von
Kodons unterscheiden (Hacker und Kaper, 2000). Diese genetischen Elemente wurden oftmals durch
horizontalen Gentransfer erworben (Hochhut ez al., 2005).

Neben Phagen, Transposons, Integrons und Plasmiden gehdren vor allem Pathogenititsinseln (PAIs),
als auch Genom- und Fitnessinseln (GEIs) zum flexiblen (mobilen) Genpool der Erreger (Hacker et
al., 2003; Hacker et al., 2004). Das urspriingliche Konzept der Pathogenititsinseln wurde deshalb um
den allgemeineren Terminus ,,Genomische Inseln®, die auch zum flexiblen Genpool gehdren, aber
keine Virulenzgene besitzen, erweitert (Hacker und Carniel, 2001). PAIs sind somit eine spezielle,
wichtige Untergruppe von Genomischen Inseln (Dobrindt ez al., 2004; Hentschel und Hacker, 2001).
Im UPEC Stamm 536 wurde zum ersten Mal das Prinzip der Pathogenititsinseln beschrieben (Blum et
al., 1994). Dieses Modell konnte darauthin systematisch auf andere Erregertypen iibertragen werden.
PAls sind in diversen Gram-negativen als auch Gram-positiven Erregern beschrieben worden
(Dobrindt, et al., 2004; Hochhut, et al., 2005). Einige PAls lassen sich spezifisch bestimmten
Pathotypen zuordnen, andere hingegen haben ein weiter verteiltes Erregerspektrum, was das Auftreten
dhnlicher, klinischer Symptome erklédren ldsst. So konnte die LEE-PAI bislang nur bei EPEC und
EHEC Stdmmen nachgewiesen werden (Elliott et al., 2000; Sperandio et al., 1998). Andere PAls und
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Virulenzgencluster werden jedoch sowohl bei intestinal als auch extraintestinal pathogenen E. coli
beobachtet (Carniel, 1999; Carniel, 2001; Schubert et al., 2004; Schubert et al., 1998).

III.3  Virulenzfaktoren pathogener E. coli

Um Infektionen etablieren zu konnen, werden von den Erregern verschiedene Virulenzfaktoren
synthetisiert und sezerniert. Im Allgemeinen werden Virulenzfaktoren als Genprodukte definiert, die
fiir die Etablierung einer Infektion notwendig sind und auch die klinischen Symptome verursachen.

Virulenz- und Fitnessfaktoren ermoglichen den Bakterien eine verbesserte Persistenz unter sich
dndernden Umwelteinfliissen in unterschiedlichen 6kologischen Nischen. Beispielsweise erfordert die
Besiedlung eines  Wirts  spezielle  Faktoren, um sich gegen die  wirtseigenen
Immunabwehrmechanismen durchzusetzen und sich an die Limitation verschiedener, essentieller
Ressourcen in dieser okologischen Nische anzupassen. Insofern ermoglichen diese Faktoren einen
Selektionsvorteil unter einschrinkenden Umweltbedingungen innerhalb einer Bakterienpopulation. Im

Folgenden sollen die wichtigsten Virulenzfaktoren pathogener E. coli kurz benannt werden.

Adhisine:

Durch die Expression von Haftfaktoren (Adhésinen) vermeiden Mikroorganismen, iiber einfache
Wirtsabwehrmechanismen wie Harnfluss oder Schleimsekretion eliminiert zu werden (Klemm, 1982).
Adhiésine sind hdufig spezifisch fiir verschiedene E. coli Pathotypen und koénnen fiir die Fahigkeit zur
Besiedlung bestimmter Wirtsgewebe entscheidend sein (De Graaf und Mooi, 1986; Klemm, 1985).
Man unterscheidet Fimbrien-Adhdsine von Nichtfimbrien-Adhisinen. Fimbrien-Adhésine sind im
Gegensatz zu den Nichtfimbrien-Adhisinen dadurch gekennzeichnet, dass sich das Adhésin auf der
Spitze einer Schaft-dhnlichen Organelle (Fimbrie) befindet und nicht direkt auf der Zelloberflache
lokalisiert ist. Unterschieden werden Fimbrien anhand ihrer Rezeptorspezifititen (Klemm und
Schembri, 2000).

Eisenaufnahmesysteme:

Eisen ist ein essentieller Kofaktor, der enzymatische Reaktionen katalysiert, die bei zahlreichen
Stoffwechselwegen eine wichtige Rolle spielen (Schaible und Kaufmann, 2005). Um Infektionen zu
verhindern, reduziert der Wirtsorganismus das Vorkommen an verfiigbarem Eisen. Im Wirt ist Eisen
an verschiedene Proteine (u.a. Hdm, Hamoproteine, Transferrin, Ferritin, Laktoferrin) komplex
gebunden (Braun und Braun, 2002). Bakterien bendtigen ungeféhr die billionenfache Menge an Eisen
als die, die im Korper frei verfiligbar ist (Schaible und Kaufmann, 2004).

Deshalb exprimieren Mikroorganismen bestimmte Siderophore und Rezeptoren, die Eisen aus
verschiedenen Quellen verfligbar machen konnen (Braun, 2003). FEinige dieser genetischen
Determinanten zur Eisenaufnahme sind hauptsichlich bei virulenten Erregern zu finden und sind ein

weiterer Hinweis fiir Anpassung von Mikroben an spezielle 6kologische Nischen.
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Toxine und Proteasen:

Um sich die intrazelluldren Eisen- und andere Néhrstoffquellen eukaryotischer Zellen verfiigbar
machen zu koénnen, werden auBlerdem verschiedene Hdmo- und Cytolysine von pathogenen E. coli
exprimiert (Litwin und Calderwood, 1993). Von Bedeutung fiir bestimmte Pathomechanismen sind
des Weiteren noch verschiedene Proteasen und Effektormolekiile, die von einigen pathogenen E. coli
sezerniert werden konnen, Zellfunktionen von Wirtszellen beeinflussen und diverse Symptome

hervorrufen (Kaper, ef al., 2004).

Serumresistenz:

Auch die Serumresistenz ist ein wesentlicher Virulenzfaktor pathogener (insbesondere extraintestinal
pathogener) E. coli, bei dem die angeborene, unspezifische Immunabwehr des Wirts durch
verschiedene Oberflachenstrukturen der Bakterien, die eine Resistenz gegen den klassischen oder
alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems vermitteln, unterlaufen wird.

O-Antigene als Teil des Lipopolysaccharids (LPS) konnen Resistenz gegen die alternative
Aktivierung des Komplements vermitteln (Burns und Hull, 1999). Bei E. coli sind 173 verschiedene
O-Antigene bekannt (Orskov und Orskov, 1992). Insbesondere lange O-Antigenketten werden mit
erhohter Virulenz, einem glatten Phinotyp und Serumresistenz in Verbindung gebracht (Burns und
Hull, 1998).

Die Serumresistenz ist ein multifaktorielles Phdnomen, bei der auch Proteasen involviert sein konnen,
die eine Opsonisierung verhindern. So wird von Shigella z.B. die IgA-Protease SigA exprimiert und
bei EHEC kann durch die Protease StcE das Komplementprotein C1 degradiert werden (Al-Hasani et
al., 2000; Lathem et al., 2004; Lathem et al., 2002).

Auch Kapseln konnen Oberfldchenstrukturen maskieren, so dass bestimmte Epitope der bakteriellen
Zelle fiir die Bindung von Komplementproteinen nicht (mehr) verfiigbar sind. Die alternative
Aktivierung des Komplements wird dadurch unterbunden und Wirtsabwehrmechanismen, wie die
Aktivierung immunkompetenter Zellen, Phagocytose und Zelllyse, werden verhindert (Burns und
Hull, 1999).

Mikrobielle Erreger konnen demnach zahlreiche unterschiedliche Virulenzfaktoren kodieren, die sie
befdhigen sich erfolgreich im Wirt zu etablieren und dort in speziellen Nischen zu persistieren. Durch
die enorme Variabilitit sollte bei der Erforschung von Infektionsprozessen deshalb die Analyse der
vorhandenen Virulenzfaktoren, ihr Expressionsprofil als auch ihre Regulation von wesentlicher und
zentraler Bedeutung sein. Die in den letzten Jahren entwickelte DNA-Array Technologie bietet hierfiir

eine wichtige Plattform zur globalen Analyse dieser Gene.
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II1.4  Genregulation von Pathogenitits-Determinanten

Fiir die Ausbildung von Infektionen ist nicht nur das Vorhandensein von Pathogenitétsfaktoren
essentiell, sondern auch ihre Regulation durch verschiedene Mechanismen von entscheidender
Bedeutung.

Bei Mikroorganismen werden Gencluster in der Regel polycistronisch exprimiert. Die differenzielle
Expression der Gene wird prinzipiell von Sigmafaktoren gesteuert. Die Aktivitit der Promotoren wird
aullerdem durch verschiedene Aktivator- und Repressormolekiile, die an spezifische DNA-Sequenzen
binden, beeinflusst. Ein Repressor blockiert in der Regel den Zugang der RNA-Polymerase zum
Promotor und Aktivatoren unterstiitzen eine Bindung der RNA-Polymerase (Muller-Hill, 1998).
Klassische Beispiele sind der Repressor Lacl und der Aktivatorkomplex CRP/cAMP, welche die
Transkription von lacZYA regulieren (Reznikoff, 1992; Valentin-Hansen et al., 1996). Im Falle von
Virulenzfaktoren wird eine auf den Infektionsprozess fein abgestimmte, nicht konstitutive
Genregulation bendtigt, die oft an bestimmte Umweltsignale gekoppelt ist. Verschiedene
Umweltsignale wie pH, Osmolaritit, Temperatur, die Konzentration an frei verfiigbarem Eisen,
Sauerstoff und Nitroxiden sind u. a. abhéngig von bestimmten Nischen im Wirt und haben deshalb
einen groBen Einfluss auf die Virulenz-Genregulation. Durch Umweltstimuli wéhrend des
Infektionsprozesses wird z.B. von H-NS die Expression bestimmter Gene reguliert (White-Ziegler et
al., 2000). H-NS ist ein Repressor fiir viele Adhésine, wie P-, S-, Typ 1- und Curli-Fimbrien, der
zudem auch die a-Hémolysin Produktion beeinflusst (Madrid ef al., 2002; Nieto et al., 2000; White-
Ziegler, et al., 2000). Durch Umweltstimuli wird eine durch H-NS verursachte Blockade der
Expression dieser Pathogenitétsfaktoren wihrend des Infektionsprozesses aufgehoben. Im Falle von
Eisen spielt der Fur-Repressor eine wichtige Rolle. Bei den Enterobacteriaceae wird die
Transkription verschiedener Eisenaufnahmesysteme von diesem Repressorprotein reguliert. Fur ist ein
DNA-bindendes Protein, das Eisen komplexiert und die Regulation von Eisenaufnahmesystemen und
die Expression von Toxinen wie a-Hé@molysin und Shiga-Toxin beeinflusst (Litwin und Calderwood,
1993).

Mit Hilfe von Zwei-Komponenten-Systemen nehmen Bakterien bestimmte extrazelluldre Reize wahr.
Dabei empfiangt ein dufleres Membranprotein den Reiz, {ibertrdgt ein Signal an das ,,response‘-
Element, was zur Aktivierung oder Repression von bestimmten Operons fiihrt.

»Quorum sensing“‘-Systeme ermoglichen Mikroorganismen interzelluldre Kommunikation (Zhang und
Dong, 2004). Uber Autoinduktoren (,,autoinducer*) wird dabei die Populationsdichte kommuniziert
(Sperandio et al., 2003). Sind bestimmte Populationsdichten erreicht, kommt es zu konzertierten
Aktionen, bei denen sich viele einzelne Zellen wie ein grofBerer Makroorganismus verhalten konnen
(Shapiro, 1998). ,,Quorum sensing* ist ein Phdnomen, das nicht nur Einfluss auf die eigene Spezies
nimmt, sondern auch andere Mikroorganismen der Populationsgemeinschaft beeinflusst (Dong und
Zhang, 2005; Raffa et al, 2005). Bei Gram-negativen Bakterien konnen beispielsweise

Biolumineszenz, Konjugation und die Expression bestimmter Virulenzfaktoren von den
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Transkriptionsregulatoren der LuxR-Familie tiber die Zelldichte reguliert sein (Ahmer, 2004). Durch
»quorum sensing® wird z.B. bei EPEC und EHEC die Expression der LEE-PAI reguliert (Sperandio et
al., 2002; Sperandio et al., 1999).

Zusitzliche Bedeutung fiir die Regulation der Genexpression hat auch die Transkriptionselongation
(von Hippel, 1998). Hier werden Terminatorstrukturen mit Hilfe von Elongationsfaktoren (ANQ-
Protein, NusG, RfaH) von der RNA-Polymerase ,,iiberlesen* (Roberts, 1993; Roberts et al., 1998). Im
Falle von RfaH hat dies zur Folge, dass viele extrazellulire Molekiile und Komponenten der dul3eren
Membran in groBeren Mengen sezerniert und exprimiert werden, deren Rolle als Pathogenitétsfaktor
klar belegt ist. Kapsel und LPS sowie a-Hdmolysin und der Himin-Rezeptor sind bekannte Beispiele
dafiir (Bailey et al., 1997; Nagy et al., 2001).

Ein weiterer wichtiger Regulationsmechanismus, der stochastisch erfolgen kann, ist die
Phasenvariation (van der Woude und Baumler, 2004). Im Falle von Typ 1-Fimbrien steuern zwei
ortsspezifische Rekombinasen die Transkription der Strukturgene der fim-Determinante durch die
Inversion eines DNA-Fragments, auf dem der Promotor kodiert ist. FimB schaltet den Promotor in
»ON“-Position und FimE bringt diesen in die ,,OFF“-Position (,,Flip-Flop“-Typ) (Klemm und
Schembri, 2000). Die ,switch“-Frequenz unterliegt verschiedenen Umwelteinfliissen. Zusétzlich
beeinflussen DNA-, supercoiling® und die Regulatorproteine H-NS und IHF die Expression der fim-
Determinante (Olsen und Klemm, 1994; Schembri et al., 1998). Das An-/ Abschalten von
Virulenzfaktoren durch Phasenvariation wurde auch bei anderen Adhésinen beobachtet. Bei P-
Fimbrien und S-Fimbrien wird der ,,ON“-/,,OFF“- switch“ durch DNA-Methylierungsstellen
gesteuert (van der Woude ef al., 1996). Die Transkription der P-/ S-Fimbrien-Operons hingt davon ab,
welche GATC-Stellen im Promotorbereich methyliert sind, so dass der Repressor binden oder nicht
binden kann (van der Woude et al., 1992).

Zudem haben verschiedene andere Faktoren Einfluss auf die Genexpression. So haben neben der
Verwendung von Kodons, der Ausbildung von Sekundirstrukturen der mRNA, der mRNA-Stabilitit,
auch antisense-RNAs und andere srRNA-Molekiile Einfluss auf die Protein-Biosynthese (Gottesman,
2004; Gottesman, 2005; Majdalani et al., 2005; Weilbacher et al., 2003).

Selbst Deletionen konnen einen positiven Einfluss auf die virulenten Eigenschaften von Erregern
haben. So sind bei EIEC und Shigella grél3ere chromosomale Deletionen (,,black holes*) beschrieben,
die bewirken, dass die toxische Wirkung der Enterotoxine nicht mehr durch eine Lysin-Decarboxylase

erniedrigt ist (Maurelli et al., 1998).

LS Kurzbeschreibung des E. coli Stammes 536

Fiir die Charakterisierung und molekulargenetische Analyse von Pathogenitétsinseln ist £. coli 536
(O6:K15:H31) einer der bekanntesten Modellorganismen. Dieser Stamm wurde 1980 aus einem
Patienten mit einer akuten Entziindung des Nierenbeckens (Pyelonephritis) isoliert (Berger et al.,

1982). Bei E. coli 536 wurden zahlreiche Virulenzfaktoren identifiziert, die charakteristisch fiir
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extraintestinal pathogene E. coli sind und auf Pathogenitétsinseln kodiert werden (Dobrindt et al.,
2002; Schneider et al., 2004). Die Virulenz wurde in verschiedenen Tiermodell-Experimenten
untersucht (Dobrindt et al., 1998; Hacker et al., 1986; Knapp et al., 1986; Marre et al., 1986; Nagy et
al., 2002). Zahlreiche Gene, die fiir Adhdsine kodieren, sind auf dem Chromosom lokalisiert. Neben
P-, S-, Pix- und Typ 1-Fimbrien sind dies auBBerdem noch das hitzeresistente Agglutinin, Hek-, F17-
und CS12-dhnliche Adhésine, Antigen 43 und Curli-Fimbien (Dobrindt, et al., 2002). Der Stamm 536
synthetisiert Flagellen und hat einen glatten (,,smooth®) Phinotyp. Die von diesem Stamm
ausgeprigte Serumresistenz scheint nicht durch die K15 Kapsel-Determinante beeinflusst, sondern
vom LPS und anderen Faktoren abhingig zu sein (Schneider, et al, 2004). Der Aufbau der K15
Kapsel-Determinante zeigt Ahnlichkeiten sowohl zum Gruppe 2- als auch zum Gruppe 3-Typ. E. coli
536 kodiert auBerdem noch zwei a-Hédmolysin-Determinanten, eine Hamoglobinprotease und
mindestens vier Eisenaufnahmesysteme. Zu diesen gehdren Salmochelin, Enterobaktin, ein Himin-

Transportsystem, ein HmuR-dhnlicher Himin-Rezeptor sowie das Yersiniabaktin (Dobrindt ez al., ).

' -Hamolysin
Eisenaufnahme-  fe’t . Fe** Q o o
Systeme .. ® o S-Fimbrien Adhéasin |

3+

Enterobaktin (Ent) Fe' e+ e’ oo © @ (Sfal)
Yersiniabaktin (Ybt) » o
Hamin-Rezeptor (Chu)
Enterochelin (Iro)

Serum-
Resistenz
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Abb. IIL.2: Uberblick auf die Virulenzfaktoren des uropathogenen Isolates E. coli 536 (modifiziert
nach J. Hacker).

Fimbrien

Ein wesentliches Charakteristikum des UPEC-Stammes 536 sind Pathogenitdtsinseln. Auf diesen
DNA-Blocken sind die meisten Virulenzfaktoren kodiert. Eine wichtige Eigenschaft ist ihre
Instabilitdt und Mobilitdt (Middendorf et al., 2001; Middendorf et al., 2004). PAls sind durch
horizontalen Gentransfer entstanden, aber die Mechanismen ihrer Entstehung sind noch nicht
vollstindig geklart. Neben Prophagen, Plasmiden, Transposons und anderen mobilen Elementen als

Triger und ,,Ubertriiger von DNA haben auch Rekombinationen, Deletionen und Inversionen
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Einfluss auf ihre spétere Struktur (Hacker, ef al., 2003; Hacker, et al., 2004). PAIs sind in tRNA-Gene
integriert, von ,,direct repeats* flankiert und kodieren Bakteriophagenintegrasen (Hacker und Kaper,
2000). Sie sind oft instabil und kénnen aus dem Chromosom deletieren (Hochhut, ez al., 2005). Die
Deletionen erfolgen meist durch ortsspezifische Rekombinationen. Es ist zusidtzlich aber auch ein
RecA-abhiangiger Mechanismus, der durch homologe (allgemeine) Rekombination von IS700-
Elementen erfolgt und eine Teildeletion der PAI Ills3s zur Folge hat, beschrieben worden
(Middendorf, et al., 2004). Bei der Deletion entstehen zirkuldre Intermediate, die kein Replikon
besitzen. Die Experimente bekriftigten, dass sich PAIs durch mutagene Effekte im Genom
stabilisieren und manifestieren und dass auch Umweltfaktoren Einfluss auf die Deletion haben
konnen.

In zahlreichen Experimenten wurde das Genom des uropathogenen Stammes 536 néher
charakterisiert. Inzwischen ist die komplette Genomsequenz bestimmt worden. Die Analyse der
Sequenz ergab, dass im Genom mindestens sechs PAls und ein Prophage vorhanden sind (Dobrindt, et
al., 2005).

Tab. I11.1: Aufstellung wichtiger Charakteristika der PAIs I-VI des Isolates E. coli 536.

Integrations | Grofle wHdirect

Name -ort (tRNA) | (kb) | Integrase | repeat* kodierte Faktoren

PAII selC 77 P4-dhnlich 16 bp o-Hémolysin, F17- und CS12-&hnliche Fimbrien
(kryptisch)

PAIII leuX 102 P4-ihnlich 18 bp a-Hémolysin, P-Fimbrien

PAT III thrW 68 Shigella- 48 bp S-Fimbrien, Antigen 43, Salmochelin

ahnlich (Sfx)

PAIIV asnT 30 P4-dhnlich keine Yersiniabaktin
(kryptisch)

PAIV pheV 80 P4-dhnlich 23 bp Pix-Fimbrien, Antigen 43, K15 Kapsel

PAI VI asnW ~50 P4-dhnlich 16 bp Polyketidbiosynthese

Insgesamt umfasst das Genom von E. coli 536 4,94 Mb und ist etwas kleiner als das vollstindig
sequenzierte Genom des extraintestinal pathogenen E. coli Stammes CFT073, aber deutlich groBer als
das Genom des apathogenen K-12 Stammes MG1655 (Blattner ef al., 1997; Welch et al., 2002).

III.6  Der Transkriptionselongationsfaktor RfaH

Innerhalb der Enterobacteriaceae ist der Transkriptionselongationsfaktor RfaH weit verbreitet (Carter
et al., 2004). Im Gegensatz zu dem strukturell sehr dhnlichen Transkriptionselongationsfaktor NusG,

ist die Funktion von RfaH jedoch nicht lebensnotwendig fiir die bakterielle Zelle (Bailey et al., 1996;
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Richardson und Richardson, 2005). Allerdings weisen rfaH Mutanten eine stark verminderte Virulenz
in verschiedenen Tiermodellen auf (Nagy et al., 2005; Nagy et al., 2004; Nagy, et al., 2002). Es
wurde dargelegt, dass RfaH die Genexpression insbesondere von Virulenzfaktoren und anderen
Oberfldchenmolekiilen reguliert (Bailey, ef al., 1997). Bislang konnte fiir RfaH in E. coli und anderen
Enterobakterien die positive Genregulation des rfa-Operons (Lipopolysaccharid-Core) (Sanderson und
Stocker, 1981), des rfb-Operons (O-Antigen) (Wang et al., 1998), des cps-Operons (Colanséure)
(Stout, 1996), des kps-Operons (Kapsel) (Stevens et al., 1994), des hly-Operons (a-Hamolysin)
(Koronakis et al., 1988), des Hamin-Rezeptors chud (Nagy, et al., 2001), des Cytotoxisch-
nekrotisierenden Faktors cnf (Landraud et al., 2003) sowie des F-Faktors tra (Beutin und Achtman,
1979) nachgewiesen werden. Die Regulation dieser Gene durch RfaH erfolgt durch einen
Mechanismus, der als Transkriptionsantitermination bezeichnet wird. RfaH vermittelt hierbei indirekt
Protein-Nukleinsdure Wechselwirkungen mit der RNA-Polymerase (Artsimovitch und Landick,
2002). In Analogie zu NusG ist die Struktur von RfaH aus zwei wichtigen Doménen aufgebaut: Die
RNP-dhnliche Domine hat sowohl Protein- als auch Nukleinséure-bindende Funktionen und das

KOW-Motiv bestimmt die Interaktion von RNA-Polymerase und Ribosomen (Steiner et al., 2002).

A: ' )
RNP Motiv 4 L KOW Motiv
N .,
N XRS5/ <
Ay
" | - g _‘h.-‘\"\. <
‘\‘\‘ - =" (
‘. ‘
ecoNusG
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NusG.  NRIFNIKKR] VQAF SEFEGRIVAT SBREH I KL TEEVV
RfaH._ - ---- MQS\MIL L YCKREQLQWAQEHBERQAVN - - - - - - - - - CLAIJMITLE
NusG._ E QIR K SERKF LQMVMNDA SWHL VR S VPR I1GETSD
RfaH. K KINTAVSEPL FWEFDPEVIHTTT INATRGYS HIVR - FGAS
NusG._ JPISDKEVDAIMNRLQQV REKQLF R PRADEPNGVVER
RfaH. ENIVPSAVIHQLS - - VYKPKIBI VDIZS i§PY - KNI ITEEAREGEQAIF T|2
NusG. VB SALKVSVSIFGRATPVELDF SQVE
RfaH. P - AISMLLLNLINKE IKHS VKNTEFR}¥L

Abb. IIL3: A:) Struktur des RfaH homologen Proteins NusG nach (Steiner, et al., 2002) und
B:) Sequenzvergleich beider Proteine.
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Die Funktion von RfaH ist abhidngig von einem DNA-Motiv, das ,,JUMP-start“ benannt wurde
(Stevens, ef al., 1994). Innerhalb der ,,JUMP-start Region befindet sich ein als ,,ops “ bezeichnetes
Sequenzmotiv (Nieto et al., 1996). Die Wechselwirkung von RfaH mit RNA-Polymerase und DNA
konnte inzwischen auf das ops-Element beschriankt werden (Artsimovitch und Landick, 2000; Bailey,
et al., 1997; Santangelo und Roberts, 2002). Der Mechanismus der Transkriptionselongation durch
RfaH wurde von der Arbeitsgruppe von Robert Landick untersucht und 2002 beschrieben
(Artsimovitch und Landick, 2002). Das ops-Element ist ein relativ konserviertes 8-12 bp grofB3es
Sequenzmotiv, welches sich in Transkriptionsrichtung auf dem kodierenden Strang befindet. Am
ops-Element pausierende Transkriptionselongationskomplexe binden zunichst RfaH. Diese Bindung
von RfaH am Transkriptionselongationskomplex fiihrt zu einer Konformationsdnderung der RNA-
Polymerase und verhindert die Dissoziation des Transkriptionselongationskomplexes an ausgebildeten
Haarnadelschleifen der RNA, die normalerweise zu einer Termination dieses Komplexes fiihren
wiirde. Dieser Mechanismus ermoglicht den Zellen, Transkripte um bis zu 20 kb zu verldngern
(Landraud, et al, 2003). Zudem bewirkt die Bindung von RfaH an den
Transkriptionselongationskomplex eine schnellere Synthese der Transkripte durch die RNA-
Polymerase (Artsimovitch und Landick, 2002).

Es ist ein interessantes Phdnomen, dass RfaH ausschlieflich die Transkription von Faktoren reguliert,
die in der Zellhiille lokalisiert sind oder sezerniert werden. Dies erscheint besonders relevant in Bezug
auf die Erforschung der Virulenz-abhingigen Genexpression, aber auch -wie im Rahmen dieser Arbeit
untersucht- in Bezug auf die Biofilmbildung. Bislang ist das RfaH-Regulon noch nicht ndher

charakterisiert.

II1.7  Bakterielle Biofilme als L.ebensgemeinschaften

E. coli 536 ist in der Lage Biofilme zu bilden. Dieser Effekt wird jedoch signifikant verstarkt, wenn
das rfaH Gen mutiert ist (Beloin et al., 2005). Die Bestimmung der Genomsequenz von E. coli 536
lieferte eine wichtige Grundlage, um die Biofilmbildung dieses Stammes mit Hilfe von DNA-Arrays
genauer untersuchen zu kénnen.

Die ndhere Analyse der Biofilmbildung ist von Bedeutung, weil diese Féhigkeit als Virulenzfaktor
betrachtet werden kann und zudem eine Eigenschaft (nicht nur pathogener) Erreger ist, die
insbesondere in medizinischen Versorgungseinrichtungen zahlreiche Probleme verursacht, was durch
immer Ofter auftretende Antibiotikaresistenzen noch weiter verschlimmert wird (Costerton et al.,
1999; Ketyi, 1994; Kierek-Pearson und Karatan, 2005).

Testreihen fiir Antibiotikaresistenzen sind hiufig anhand planktonischer Modellsysteme durchgefiihrt
worden . Bakterien in Biofilmen konnen bis zu tausendfach resistenter gegeniiber Antibiotika sein
(Danese, 2002; Russell, 2003). Ursachen fiir die schlechte Wirkung von Antibiotika in Biofilmen sind
Adsorption durch und katalytische Wirkung von der extrazelluliren Matrix, aber auch reduziertes

Wachstum, ein verminderter Stoffwechsel sowie geringe Replikationsraten der Bakterien (Fux ef al.,
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2005). Neben effektiven ,,multidrug efflux pumps®, die in der Zellhiille ausgebildet werden, ist die
Biofilmbildung ein wesentlicher Mechanismus von Bakterien, um der toxischen Wirkung von
Antibiotika zu entgehen (Davies, 2003; Drenkard, 2003). Interessanterweise beeinflussen
verschiedene Antibiotikaklassen die Biofilmbildung in unterschiedlichem Malle: [-Lactam-
Antibiotika hemmen und Aminoglycosid-Antibiotika induzieren die Biofilmbildung (Gallant et al.,
2005; Hoffman et al., 2005).

Die Besiedlung von Leitungen, industriellen Anlagen oder Schiffsriimpfen durch Biofilme erniedrigt
die Haltbarkeit, fithrt zu erhohter Korrosion (,,biofouling“) und kann Verstopfungen in
Leitungssystemen verursachen (Beech und Sunner, 2004; Videla und Herrera, 2005). Allerdings gibt
es auch positive Aspekte dieses Phdnomens, da bei biologischen Fermentationsprozessen weitaus
hohere Zelldichten und Biomassen durch Biofilme erreicht werden kdnnen. Biofilme sind essentiell
bei der Besiedlung von Darm, Schleimhéuten und Haut (Flemming und Wingender, 2001). Dies zeigt,
dass die Erforschung von Biofilmen neben der Beantwortung grundlegender akademischer Fragen
auch zur Verbesserung von verschiedenen Anwendungen und Lebensprozessen fiihrt.

Im Allgemeinen sind Biofilme definiert als organisierte, strukturierte Ansammlungen (Populationen)
von Mikroorganismen an Grenzflichen (oft fest / fliissig), die normalerweise von einer
extrazelluldren, polymeren Matrix (EPS) eingeschlossen werden (Hall-Stoodley et al., 2004). Diese
gelartige Matrix besteht aus einer komplexen Mischung verschiedener langkettiger Makromolekiile,
wie Exopolysacchariden, Proteinen aber auch DNA, die fiir die Struktur ausschlaggebend sind
(Branda et al., 2005; Costerton et al., 1995). Gram-negative Bakterien leben in Biofilmen innerhalb
pilzformig ausgebildeter Mikrokolonien, welche durch Wasserkanile getrennt sind und die
Versorgung mit Nihrstoffen sowie das Aussondern von Abfallprodukten gewidhrleisten. Dies hat zur
Folge, dass es zur Ausbildung von Stoffgradienten (Sauerstoff, Salze und Stoffwechselprodukte)
innerhalb der Mikrokolonien kommt (Ghigo, 2003).

Prinzipiell kann das Verhalten, sich zu diesen Aggregaten zusammenzuschlieBen, als die normale,
gewoOhnliche Lebensform von Mikroorganismen betrachtet werden. Nicht nur in einer kargen Umwelt
und bei Nahrungsmangel (,,starvation”) neigen Mikroorganismen dazu, sich zu grofBeren, an
Oberfldchen haftenden Aggregaten zusammenzuschlieBen (Stoodley et al., 2002). Biofilme sind
synergistische Gemeinschaften, die Mikroorganismen z.B. vor Austrocknung, UV-Licht,
pH-Extremen und zu hohen Salzbelastungen schiitzen.

Es wurde berichtet, dass Vibrio cholerae die Biofilmbildung durch ,,quorum sensing™ reguliert
(Hammer und Bassler, 2003; Zhu und Mekalanos, 2003). Durch Kommunikationsprozesse (,,sensing*)
werden Arbeitsteilung, der Austausch von Stoffen und auch Gentransfermechanismen in Biofilmen
gesteuert. Das Verhalten in dieser Gemeinschaft gleicht somit einem multizelluldren
Makroorganismus. Medizinische Komplikationen durch Biofilme werden hauptsidchlich deshalb
verursacht, weil Gerétschaften wie Implantate, Kontaktlinsen, Schlduche und Katheter besiedelt
werden, sowie dadurch, dass Unempfindlichkeiten gegeniiber Antibiotika verstirkt werden und

aulerdem eine schlechtere Aktivierung des Komplementsystems erfolgt (Davies, 2003; Nicolle,
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2005). So werden Mikroorganismen in Biofilmen kaum phagozytiert, da die humorale, aber auch die
zelluldre Immunabwehr im Wirt kaum effektiv aktiviert werden kann.

Insbesonders nosokomiale Infektionen, aber auch chronische, persistierende Infektionen konnen durch
Biofilme verursacht werden. Innerhalb von ausgebildeten ,.Beulen an der Oberfliche der
Harnblasenepithelzellen sind uropathogene E. coli beobachtet worden, die intrazelluldre Biofilme im
Gewebe bildeten (Anderson et al., 2003). Diese ,,Beulen* dienen den Erregern als Reservoir, so dass
chronische Infektionen verursacht werden konnen (Anderson et al., 2004a; Anderson et al., 2004b).
Charakteristisch fiir Biofilme Gram-negativer Mikroorganismen sind eine polyanionische oder
neutrale extrazelluldre Matrix (Branda, et al., 2005). Hilfreich fiir Infektionsprozesse ist die Bindung
von Eisenionen an dieser Matrix. Dies kann die Persistenz in eisenarmen Nischen, wie sie z.B. im
Wirt vorliegen, erleichtern. Gram-positive Biofilme bestehen hingegen aus einer polykationischen
Matrix und haben andere Strukturen (Hall-Stoodley, ef al., 2004; Schachter, 2003).

Die Ausbildung eines Biofilms vollzieht sich dynamisch, in fiinf von einander abgrenzbaren Stufen
(Ghigo, 2003; Watnick und Kolter, 2000).
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Abb. II1.4: Die fiinf Phasen der Biofilmbildung von Mikroorganismen. [1]- reversible Haftung,
[2]- irreversible Haftung, [3]- Bildung von Mikrokolonien, [4]- Biofilmbildung mit extrazelluldrer
Matrix, [5]- Ablosen einzelner Mikroorganismen oder Biofilmteile. (© Jean-Marc Ghigo, Institut
Pasteur, Paris)

Die Bakterien beginnen zuerst reversibel an der Oberfliche zu haften. Dann erfolgt durch das
Ausscheiden von Substanzen und die Produktion von Polysacchariden eine Konditionierung der
Oberflache. Es folgt die Bildung von Mikrokolonien begleitet von einem vermehrten Zellwachstum.
Durch die erhohte Produktion von Makromolekiilen beginnt der Biofilm zu reifen und bildet die
charakteristische dreidimensionale, pilzformige Struktur aus. Diese reife Struktur kann sich in
manchen Féllen bewegen und auf der Oberflache entlang gleiten. Einzelne Zellen aus dem Verbund
konnen sich 16sen, an neuen Stellen adhéarieren und wiederum neue Mikrokolonien bilden, aus denen

dann die pilzférmige Struktur entsteht.
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Es wurde gezeigt, dass bei E. coli die initiale Bildung des Biofilms durch das Cpx-Zwei-
Komponentensystem reguliert ist (Dorel ef al., 1999). Wieviele und welche Genaktivititen in
Biofilmen gedndert sind, wird noch kontrovers diskutiert und ist offensichtlich sehr abhingig von der
Auswahl der experimentellen Bedingungen (Beloin und Ghigo, 2005; Sauer, 2003). Molekulare
Analysen haben ergeben, dass insbesondere Gene, die fiir Beweglichkeit und Adhérenz verantwortlich
sind, zur Ausbildung von Biofilmen notwendig sind (Lazazzera, 2005). Im gereiften Biofilm scheinen
im Vergleich zum planktonischen Wachstum insbesondere Genaktivititen, die Stoffwechsel,
Translation sowie Regulation beeinflussen, verdndert zu sein (Beloin und Ghigo, 2005; Beloin et al.,
2004; Schembri et al., 2003a).

II1.8  Biofilmbildende Faktoren und Beschreibung des
Autotransporterproteins Antigen 43 bei E. coli

Oberfliachenstrukturen haben eine wichtige Funktion fiir die Ausbildung von bakteriellen Biofilmen.
Unterschiedliche Experimente ergaben, dass Flagellen und Fimbrien die Biofilmbildung unterstiitzen
(Lauriano et al., 2004; Otto und Hermansson, 2004; Otto et al., 2001). Der Pilus selbst und weniger
das auf dem Fimbrien-Schaft sitzende Adhésin ist dabei von Bedeutung. Auch eine Beglinstigung der
Biofilmbildung durch Sex-Pili wurde gezeigt (Ghigo, 2001). Die Expression des F-Pilus beschleunigt
nicht nur die initiale Adhdsion, sondern fordert auch eine viel schnellere Reifung des Biofilms. Die
Bildung von Colanséure ist unnétig filir die Haftung an der Oberfldche, hat allerdings groen Einfluss
auf die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur und die Schichtdicke des Biofilms (Prigent-
Combaret et al., 2000). Auch Zellulose, andere Exopolysaccharide und saccharidische
Oberflichenkomponenten sowie Curli-Fimbrien begilinstigen die Biofilmbildung von Bakterien
(Danese et al., 2000a; Ferrieres und Clarke, 2003; Prigent-Combaret, et al., 2000).

Ein wichtiger Faktor flir die Ausbildung von Mikrokolonien in Biofilmen ist das Oberflichenprotein
Antigen 43 (Agn43), das ausschlieBlich bei E. coli Stimmen vorzufinden ist (Danese et al., 2000b).
In vitro fihrt die Expression von Agn43 zu verklumpten Bakterienaggregaten, ein Prozess, der als
Autoaggregation beschrieben wird (Henderson et al., 1997a). Wie die als Adhésine bzw. Invasine
charakterisierten homologen Proteine AIDA-I und TibA gehort Agn43 zur grofBen Klasse der
Autotransporter.

Die Translokation durch die Zellmembran erfolgt bei Autotransporterproteinen durch einen
Mechanismus, der als Typ V-Sekretion bezeichnet wird (Henderson et al., 1998). Alle Autotransporter
unterliegen posttranslationalen Modifikationsprozessen. Im N-terminalen Bereich des ,,precursor®-
Proteins ist ein Signalpeptid kodiert, welches nach Translokation durch die Cytoplasmamembran
abgespalten wird. Diese Translokation ist sec-abhidngig (Typ II-System). Nach der Translokation
durch die Cytoplasmamembran bildet die C-terminal-kodierte Autotransporterdoméne (-Doméne)
eine Pore in der duBBern Membran aus, durch welche die ,,passenger“~-Doméne (a-Doméne) dann an

die Zellberfliche transportiert werden kann. Der Transportkanal besitzt die Form eines ,,3-barrels*
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und ist bei allen Autotransporterproteinen konserviert. Bislang noch ungeklért ist die genaue
strukturelle Zusammensetzung des Transportkanals (Jacob-Dubuisson et al., 2004). Es werden zwei
Strukturmodelle diskutiert. Die durch die Rontgenstruktur bestimmte PorengréBe des Transportkanals
lieB  schlussfolgern, dass entweder die ungefaltete ,passenger-Domédne durch ein
,»p-barrel“-Monomer transportiert wird oder die Translokation des gefalteten Proteins durch die Pore
eines ,,-barrel“~-Hexamers erfolgen sollte (Desvaux et al., 2004; Henderson et al., 2004; Newman
und Stathopoulos, 2004). Nach der autokatalytischen Abspaltung von der Autotransporterdoméne
wird die ,,passenger“-Doméne dann entweder in der dulleren Membran verankert oder sezerniert.

Bei den Agn43-dhnlichen Proteinen AIDA-I und TibA wurde noch ein weiterer
Proteinmodifikationsschritt beobachtet. Beide Proteine konnen durch eine stromaufwérts von aidA
bzw. tib4 kodierte Glykosyltransferase, die von aah bzw. tibC kodiert wird, modifiziert werden (Benz
und Schmidt, 2001; Lindenthal und Elsinghorst, 1999). Diese Modifikation ist bei der Kolonisierung
von Wirtszellen fiir die Adhdrenz und Invasion notwendig, hat aber keinen Einfluss auf das
Autoaggregationsverhalten. Bislang konnte bei agn43-Orthologen keine stromaufwérts kodierte
Glykosyltransferase identifiziert werden. Die Modifikation durch Glykosylierung von Agn43
Varianten wird z.Z. untersucht. Dieser Prozess ist bislang nur fiir EHEC 86-24 beobachtet worden,

wurde aber noch nicht ndher charakterisiert (Torres et al., 2002).
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Abb. IILS5: Aufbau und Struktur von Antigen 43. Das ,precursor-Protein unterliegt
posttranslationalen Modifikationen. Die ,,passenger*“~-Doméane wird nach Abspaltung von Signalpeptid
und Autotransporterdoméne in der duBeren Membran verankert oder sezerniert. Die ,,passenger*-
Domine von Agn43 besitzt eine groBe Ahnlichkeit zur B-Helix von Pertactin. Die hier abgebildeten
Strukturen wurden aus (Emsley ef al., 1996) und (Oomen ef al., 2004) entnommen.

Die Expression von Antigen 43 ist im Gegensatz zu AIDA-I und TibA phasenvariabel und bestimmt

die Zellmorphologie (Hasman et al., 2000; Henderson, et al, 1997a; Henderson et al., 1997b;
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Kjaergaard et al., 2000; Owen et al., 1996). Im ,,ON“-Zustand werden raue, krduselige Kolonien
beobachtet und im ,,OFF*“-Zustand haben die Kolonien eine glatte Struktur. Die Transkription von
agn43 ist abhingig vom Sigmafaktor 6’ (Wallecha et al., 2002). Des Weiteren befindet sich im
Promotorbereich ein Bindemotiv fiir den Repressor OxyR (Haagmans und van der Woude, 2000;
Henderson und Owen, 1999; Waldron et al., 2002). Die Bindung des Repressors an den Promotor
kann durch die Methylierung von drei GATC-Stellen durch die Methyltransferase Dam verhindert
werden (Correnti et al., 2002; Owen, et al., 1996). Sowohl die Bindung des Repressors OxyR als auch
die Methylierung durch Dam ist nicht reversibel (Correnti, et al., 2002). Somit kann die
Phasenvariation nur nach Replikation der DNA innerhalb eines Zellteilungsprozesses erfolgen
(Wallecha et al., 2003). Der semimethylierte oder unmethylierte agn43-Promotor wird dann entweder
durch Dam modifiziert oder durch OxyR blockiert (Waldron, et al., 2002; Wallecha, et al., 2003).
Auch die Expression von anderen Zelloberflichenproteinen nimmt Einfluss auf die Expression von
Antigen 43. Die dominante Expression von P- und Typ 1-Fimbrien gegeniiber der Expression von
Antigen 43 wurde durch den Redox-Zustand von OxyR in der Zelle erklart (Schembri et al., 2002a;
Schembri et al., 2003b; Schembri und Klemm, 2001; Schembri et al., 2002b). Jedoch zeigten
Bindungsstudien, dass sowohl die reduzierte als auch die oxidierte Form des Repressors
gleichermaflen an den Promotor binden kann (Wallecha, et al., 2003). Diese widerspriichlichen
Beobachtungen werden in der Literatur kontrovers diskutiert (Haagmans und van der Woude, 2000;
Hasman et al., 1999; Schembri, ef al., 2003b; Schembri und Klemm, 2001; Wallecha, et al., 2003;
Wallecha, et al., 2002).

Neben Autoaggregation und Biofilmbildung fordert die Expression von Antigen 43 die Bindung und
Adsorption von Bakteriophagen. Im ,,OFF“-Zustand des agn43-Promotors ist die Infektion von E. coli
durch Bakteriophagen stark behindert (Gabig et al., 2002; Wegrzyn und Thomas, 2002).

Die Funktion und Expression von Agn43 wihrend der Kolonisierung von Wirtsorganismen ist noch
nicht niher untersucht. Die ,,passenger“-Domine hat eine starke Ahnlichkeit zu Pertactin, einem
wichtigen Virulenzfaktor von Bordetella pertussis. Auch RGD-Motive fiir die Bindung von
B-Integrinen und Kalzium-Bindemotive lassen auf eine unterstiitzende Funktion von Agn43 im
Infektionsprozess, dhnlich der von AIDA-I und TibA, schlieen (Henderson und Owen, 1999; Torres,
et al., 2002). Jedoch wurde bisher nur fiir AIDA-I ein eukaryotischer Rezeptor beschrieben, an dem
die glykosylierte Form dieses Proteins binden kann (Laarmann und Schmidt, 2003). Hingegen muss
eine mogliche Bindung von Agn43 an eukaryotische Rezeptoren noch untersucht werden.

Neben der Autoaggregation und Biofilmbildung charakterisieren diese Beobachtungen Antigen 43 als
einen moglichen Virulenzfaktor, der genauer im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht werden

sollte.
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Zielsetzung dieser Arbeit:

Genomvariabilitit und Biofilmbildung von Escherichia coli sind wichtige Aspekte bei der
Charakterisierung von pathogenen Isolaten.
Zur Untersuchung der Genomplastizitit pathogener E. coli Isolate sollte ein spezieller DNA-Array
(,,Pathoarray*) entwickelt werden, auf dem Sonden mit bestimmten Pathogenitatsfaktoren fixiert sind.
Die Sonden sollten sich aus folgenden drei Gruppen zusammensetzen:
- kodierende Bereiche (ORFs) der fiinf bislang bekannten Pathogenititsinseln (PAIs) des
Stammes E. coli 536
- sémtliche in 6ffentlich zugénglichen Datenbanken (Genbank) verfiigbare Virulenzfaktoren
von extraintestinal pathogenen E. coli

- sowie die wichtigsten Virulenzfaktoren intestinal pathogener E. coli.

Durch die Hybridisierung von genomischer DNA verschiedener E. coli Isolate sollte die
Genomvariabilitidt bei E. coli ndher untersucht werden. Hierfiir sollte der ,,Pathoarray* (flexibler
Genpool) zusammen mit einem kommerziell erwerbbaren DNA-Array, auf dem Sonden aller

kodierenden Bereiche (ORFs) des Stammes MG1655 fixiert sind (Kerngenom), eingesetzt werden.

Zudem sollte die Biofilmbildung anhand des uropathogenen Stammes E. coli 536 ndher untersucht
werden. Zu diesen Untersuchungen sollten ebenfalls beide DNA-Arrays eingesetzt werden. Uber die
Untersuchung des Expressionsprofils des Stammes 536rfaH, sollten die Genprodukte identifiziert
werden, welche fiir die starke Biofilmbildung dieser Mutante verantwortlich sein konnten. Diese
Faktoren sollten in einem weiteren Schritt durch andere Untersuchungen iiberpriift sowie Einfliisse

von Umweltfaktoren auf die Regulation dieser Genprodukte bestimmt werden.
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|\ Material

Gerite:
Analysenwaage
Autoklaven
Brutschrénke

Computerprogramme

Elektrophoresekammern
Elektroporationsgerit
Geigerzahler
Geldokumentation

Gene Linker
Grobwaagen
Heizblocke
Hybridisierungsofen

Kiihlzentrifugen

Magnetriihrer
Mikrowellenofen
Netzgerite
Nylonmembran
PCR-Thermocycler
pH-Meter
Phospoimager
Photometer
Pipetten
Rontgenfilme

Schiittelinkubatoren

Speedvac-Concentrator
Sterilbank

Sterilfilter
Tischzentrifuge

Ultraschallgerit

Chyo JL 180

Webceco

Memmert Tv40b; Heraeus B5050E

Microsoft Office; Endnote; Vector NTI;

Array Vision; Genedata Expressionist, Genespring
institutseigene Werkstatt; Biorad

Equibio Easyject Prima 1,8-2,5 kV

Berthold; Herfurth

BioRad Gel Doc 2000

BioRad GS Gene Linker

Sartorius Basic, OHAUS Navigator
Eppendorf-Thermostat 5320; Liebisch 2099DA
Hybaid Mini 10

Beckmann J2-21 mit JAIO und JA20
Heraeus Biofuge; Minifuge RF

Janke und Kunkel KMO 2

Phillips M630

BioRad Power Pac 300

Nytran Supercharge, Schleicher & Schiill BioSciences
Biometra T3 Thermocycler

WTW pH 525, WTW pH 526

Typhoon 8600 Variable Mode Imager, Molecular Dynamics
Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro

Gilson P20, P200; Eppendorf Reference 0,5-10 pl, 100-1000 pl
X-ray Retina; Fuji Rontgenfilm RX

New Brunswick Scientific Innova 4300;

B. Braun Biotech Certomat BS-1

Savant Speedvac SC110

NuAir

Schleicher & Schuell, 0,45um und 0,22pum

Eppendorf 5415C; Hettrich Mikro 20

Branso Sonifer B12
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Vakuum-Blot-System Pharmacia Biotech

Vortex Vortex-Genie 2, Scientific Industries

Bakterienstimme:

Tab. IV.1: Aufstellung der verwendeten Bakterienstimme und ihre Charakteristika.

Bakterienstamm Beschreibung/Genotyp Referenz

E. coli DH5a. F-,080dlacZAM15,recA,endA,gyrA, thi, Bethesda Research
hsdR,supE,rel 1-,deoR,A(lacZYA-argF) Laboratories (BRL)

E. coli HB101 thi,hsdS,supE,recA,ara,leuB,proA,lacY,rps |(Boyer und

L,xyl,mtl,Str

Roulland-Dussoix,
1969)

E. coli SY327 Apir

F-,araD,A(lac-pro),argE,nalA,recA,
Rif,Apir

(Miller und
Mekalanos, 1988)

E. coli Sm10Apir

lacY,tonA,recA,Muc+,thi,thr,leu,supE,RP4
-2-Tc::Mu,Kan,Apir

(Miller und
Mekalanos, 1988)

E. coli 536

uropathogenes E. coli Isolat
(O6:K15:H31), serumresistent,Str

(Berger, et al.,
1982)

E. coli 536agn43parm

536 Derivat, Deletion des agn43 Allels der
PAI Ills36

(Lindner, 2005)

E. coli 536agn43pa1v

536 Derivat, Deletion des agn43 Allels der
PAI V536

(Lindner, 2005)

E. coli 536agn43parmagn43parv

536 Derivat, Deletion der agn43 Allele der
PAI IH536 und der PAI V536

(Lindner, 2005)

E. coli 536rfaH

536 Derivat, Insertionsmutante rfaH::Kan

(Dobrindt, 1999)

E. coli 536rfaHagn43paim

536rfaH Derivat, Deletion des agn43
Allels der PAI 111536

(Lindner, 2005)

E. coli 536rfaHagn43pa1v

536rfaH Derivat, Deletion des agn43
Allels der PAI Vs34

(Lindner, 2005)

E. coli 536rfaH

agn43parmagn43parv

536rfaH Derivat, Deletion der agn43
Allele der PAI 111536 und der PAI V53¢

(Lindner, 2005)

E. coli 536lacZ

536 Derivat, Deletion des lacZ Gens

(Dobrindt, 1999)

E. coli 536lacZrfaH

536lacZ Derivat, Deletion des rfaH Gens

diese Arbeit

E. coli 536lacZagn43ppai . :lacZ

536lacZ Derivat, Transkriptionsfusion
Clgl’l43pA1 i .'lacZ, Cm

diese Arbeit
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E. coli 536lacZagn43ppyv::lacZ |536lacZ Derivat, Transkriptionsfusion diese Arbeit
agn43parv::lacZ,Cm

E. coli 536lacZrfaH 536lacZrfaH Derivat, Transkriptionsfusion |diese Arbeit

agn43pA1 H].'.'laC‘Z agn43pA1 HI.’.’ICICZ, Cm

E. coli 536lacZrfaH 536lacZrfaH Derivat, Transkriptionsfusion | diese Arbeit

agn43parv::lacZ

agn43parv::lacZ,Cm

E. coli MG1655

Wildtypisches Isolat E. coli K-12

(Blattner, et al.,
1997)

E. coli MG1655rfaH

MG1655 Derivat, Deletion des rfaH Gens

(Beloin, et al.,
2005)

E. coli MG16550xyR

MG1655 Derivat, Insertionsmutante
oxyR::Kan

(Roux et al., 2005)

E. coli MG1655lacZ MG1655 Derivat, Deletion des lacZ Gens | Ghigo,
unveroffentlicht

E. coli MG1655lacZ MG1655/acZ Derivat, diese Arbeit

agn43x.1z::lacZ Transkriptionsfusion agn43x_i»::lacZ, Cm

E. coli MG1655lacZrfaH MG1655lacZ Derivat, Deletion des rfaH | diese Arbeit
Gens

E. coli MG1655lacZrfaH MG1655lacZrfaH Derivat, diese Arbeit

agn43x.1z::lacZ Transkriptionsfusion agn43x.1»::lacZ, Cm

Vektoren und rekombinante Plasmide:

Tab. IV.2: Aufstellung der verwendeten Plasmide und ihre Charakteristika.

Vektor/Plasmid Beschreibung Referenz

pKS Bluescript pUC19 Derivat, Klonierungsvektor, Stratagene
Phagemid; ColE1-ori, Amp"

pUCI18/pUCI19 ,,high copy“-Klonierungsvektor; ColE1- Amersham
ori, Amp"

pGEM-T-easy Klonierungsvektor, Phagemid, besitzt 3’- | Promega
T-Uberhénge zur Klonierung von PCR-
Fragmenten; ColE1-ori, Amp"

pKD46 Hilfsplasmid mit A-Red Rekombinations- | (Datsenko und

system, Promotor Arabinose-induzierbar,
(Para5-y-P-ex0); temperatursensitives
R101-ori, Amp"

Wanner, 2000)
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pKD3 Template-Plasmid zum Amplifizieren der |(Datsenko und
FRT-flankierten cat-Kassette; pir- Wanner, 2000)
abhingiges oriRy, Amp®, Cm"®

pJB20 pKD3 Derivat, Template-Plasmid zum Waldor,
Amplifizieren der FRT-flankierten lacZ- unverdffentlicht
cat-Kassette; pir-abhingiges oriRy, Amp~,
Cm®

pCP20 Hilfsplasmid mit FLP-Rekombinase, (Datsenko und
Promotor Temperatur-induzierbar, Wanner, 2000)
temperatursensitives ori, Amp", Cm"

pCVD442 Suizide-Vektor, pir-abhingiges oriR6K, (Mobley et al.,
mobRP4, sacB, Amp" 1993)

pKEK?229 pCVD442 Derivat, pir-abhéangiges oriR6K, | Reidl,
mobRP4, sacB, Amp" unveroffentlicht

pKMO1-1 pGEM-T-easy Derivat, tragt ein 400 bp diese Arbeit
grofBes actA-Fragment aus Candida
albicans, 3,5 kb

pKMO1-2 pGEM-T-easy Derivat, triagt ein 5400 bp | diese Arbeit
groBBes Fragment mit dem rRNA-Operon
aus E. coli; 8,5 kb

pKMO03-1-A/N pGEM-T-easy Derivat, trigt ein 997 bp diese Arbeit
groBes Fragment des N-Terminus des
agn43pA1 11 Gens aus E. coli 536, 4,1 kb

pKMO03-2-A/N pGEM-T-easy Derivat, tragt ein 994 bp diese Arbeit
grofBes Fragment des N-Terminus des
agn43parv Gens aus E. coli 536; 4,1 kb

pKMO03-3-S/S pGEM-T-easy Derivat, trigt ein 1339 bp | diese Arbeit
grofles Fragment vom C-Terminus des
agn43pA1 I Gens aus E. coli 536, 4,4 kb

pKMO03-4-S/S pGEM-T-easy Derivat, tragt ein 1407 bp | diese Arbeit
grofles Fragment vom C-Terminus des
agn43parv Gens aus E. coli 536; 4,4 kb

pKMO03-5-N/S pGEM-T-easy Derivat, triagt eine 4178 bp |diese Arbeit
grof3e Kassette kodierend fiir /acZ und cat
aus dem Plasmid pJB20 ; 7,3 kb

pKMO03-6-N/S pGEM-T-easy Derivat, tragt eine 3,1 kb diese Arbeit

grof3e lacZ Kassette aus dem Plasmid
pJB20; 6,2 kb
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pKMO03-7-#9 pKEK?229 Derivat, pir-abhingiges oriR6K, | diese Arbeit
mobRP4, sacB, AmpR, CmR; “targeting”’-
Konstrukt mit cat-Kassette fiir die lacZ-
Transkriptionsfusion im agn43pa; m-Lokus;

12,4 kb

pKMO03-8-#2+3 pKEK?229 Derivat, pir-abhiangiges oriR6K, | diese Arbeit
mobRP4, sacB, AmpR, Cm®; “targeting”-
Konstrukt mit cat-Kassette flir die lacZ-

Transkriptionsfusion im agn43pa; v-Lokus;
12,4 kb

pKMO03-9-#1+4 pKEK?229 Derivat, pir-abhingiges oriR6K, | diese Arbeit
mobRP4, sacB, AmpR; Konstrukt ohne cat-

Kassette fiir die lacZ-Transkriptionsfusion
im agn43pA1 IH-Lokus; 11,3 kb

pKMO03-10-#35 pKEK?229 Derivat, pir-abhiangiges oriR6K, | diese Arbeit
mobRP4, sacB, AmpR; Konstrukt ohne cat-

Kassette fiir die lacZ-Transkriptionsfusion
im agn43parv-Lokus; 11,3 kb

Oligonukleotide:

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg und zum Teil auch von den
Firmen Operon Biotechnologies, K6ln und Sigma-ARK, Darmstadt bezogen.

Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang.

Verbrauchsmaterialien:

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck Biosciences, Schwalbach; Carl Roth,
Karlsruhe; Bio-Rad Laboratories, Miinchen; Greiner Bio-One, Frickenhausen; Eppendorf, Hamburg;
Peqlab Biotechnologie, Erlangen; Nunc, Wiesbaden; Applichem, Darmstadt und Sigma-Aldrich,
Taufkirchen bezogen. Nihrstoffe und Agar wurden von Difco, Oxoid und Gibco geliefert. Die

Radiochemikalien wurden bei Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg bestellt.

Enzyme und Kits:

Die Enzyme stammten von folgenden Firmen:
New England Biolabs, Frankfurt/Main; Promega, Mannheim; Gibco BRL/Invitrogen, Karlruhe;
Qiagen, Hilden; Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg; BD Biosciences/Clontech,

Heidelberg; und Roche Diagnostics, Mannheim.
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Wachstumsmedien:
LB-Medium:
NacCl 10g
Hefe-Extrakt 5¢g
Bactotrypton 10g
HZOdest. ad 1000 1’1’11
LB-Agar:

LB-Medium + Agar 16 g/l

Antibiotika und andere Medienzusitze:

Stamml6sung:
Ampicillin 100 mg/ml in HyOpgest.
Chloramphenicol 30 mg/ml in 100% EtOH
Kanamycin 25 mg/ml in HyOgest.
Streptomycin 100 mg/ml in HyOgest.
Tetracyclin 12,5 mg/ml in 50% EtOH
IPTG 100 mM
X-Gal 2 % in DMSO

Datenbanken und Programme:

Microsoft  Office, Arrayvision, Analyst, Genespring,

www.ncbi.nlm.nih.gov
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Endkonzentration:

100 pg/ml
15 pg/ml
25 pg/ml
100 pg/ml
12,5 pg/ml
I mM
0,005 %

ClustalW, Boxshade, Readseq,
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\% Methoden

Falls nicht anders angegeben, sind die Protokolle zur Durchfiihrung der Experimente dem ,,CHS
Laboratory Manual“ (Sambrook et al., 1989) bzw. den ,,Current Protocols In Molecular Biology*
(John Wiley & Sons, Inc., 2003) entnommen. Reagenzien, kommerzielle Kits und Assays wurden

unter Beriicksichtigung der Anleitungen des Herstellers verwendet.

V.i Kultivierung der Bakterien

Die zur Durchfithrung der Experimente benétigten Bakterienkulturen werden in der Regel als
UN-Kultur in LB-Medium unter Selektionsdruck bei 37 °C und 220 U/min im Schiittelinkubator

angezogen. Davon abweichende Anzuchtbedingungen sind im jeweiligen Experiment beschrieben.

V.2 Herstellung kompetenter Zellen

Um lineare DNA-Fragmente (zur chromosomalen Integration) und rekombinante Plasmide aufnehmen
zu konnen, muss die bakterielle Zellwand und Zellmembran zunéchst transformationskompetent
gemacht werden. Dieses kann durch Behandlung der Zellen mit speziellen Waschldsungen erreicht

werden.

V.21 Kompetente Zellen zur Aufnahme von Plasmid-DNA

Behandlung mit CaCl,
50 ml LB-Medium werden mit 0,5 ml UN-Kultur beimpft und bei 37 °C geschiittelt, bis die Kultur
eine ODgoonm Von 0,7 aufweist. Die Kultur wird im Eisbad abgekiihlt und 5 min mit 2000 x g bei 4 °C

zentrifugiert. Das Pellet wird in 20 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert und fiir
mindestens 20 min auf Eis inkubiert. Danach werden die Zellen erneut bei 2000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wird anschlieBend in insgesamt 2,5 ml 100 mM CacCl, aufgenommen, mit
Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 15 % (v/v) versetzt, in 100 pl Portionen aliquotiert und
bei -80 °C gelagert.

Kompetente Zellen fiir die Elektroporation

200 ml LB-Medium werden mit 2 ml einer UN-Kultur des betreffenden Stammes beimpft und bei
37 °C bis zu einer ODgponm von 0,5 geschiittelt. Die Bakterienkultur wird 5 min bei 2000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Hiernach werden die Bakterien dreimal in sterilem, eiskaltem 10 %-igem Glycerin (v/v)
gewaschen und zwar erst mit 100 % des Ausgangsvolumens, dann mit 50 % und schlielich mit 10 %
des urspriinglichen Volumens. Im Anschluss wird das gewaschene Pellet in 600 pl 10 %-igem (v/v)

Glycerin resuspendiert und in Aliquots zu 40 pl bei -80 °C aufbewahrt.
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V.2.2 Kompetente Zellen fiir die stabile chromosomale Integration linearer
DNA-Fragmente (Datsenko und Wanner, 2000)

Eine UN-Kultur des betreffenden E. coli Stammes mit dem , Helfer“-Plasmid pKD46 wird unter
Selektionsdruck bei 30 °C inkubiert. Mit 0,5 ml dieser UN-Kultur werden 50 ml LB-Medium
(Ampicillin 100 pg / ml, L-Arabinose 10 mM / ml) beimpft und im Inkubator bei 30 °C bis zu einer
Zelldichte ODgponm von 0,7-0,8 bebriitet. Die Bakterienkultur wird im Eisbad auf ca. 0 °C gekiihlt. Die
Zellen werden bei 4000 x g und max. 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird insgesamt viermal in 20 ml
eiskalter Waschlosung (zweimal in Wasser und zweimal in 10 %-iger Glycerin-Losung) resuspendiert
und zentrifugiert. AnschlieBend werden die Zellen in 5 ml Wasser resuspendiert und bis zur

Elektroporation im Eisbad belassen.

V3 DNA-Techniken

V3.1 Allgemein

V.3.1.1 Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgt im Spektrophotometer durch Bestimmung
der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die
Konzentration direkt proportional zur Absorption. Werden Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von
1 cm verwendet, entspricht eine Absorption Ajs von 1 einer Konzentration von ca. 50 pg / ml an
doppelstrangiger DNA bzw. von ca. 33 pg / ml im Falle einzelstrangiger Oligonukleotide. Die
Reinheit von Nukleinsdure-Losungen hingt vom Verhéltnis der Absorption bei 280 nm und 260 nm
ab. Nukleinsdure-Losungen weisen eine ausreichende Reinheit auf, wenn das Verhiltnis von Ajeo/Azso

iiber 1,8 liegt.

V.3.1.2 Horizontale Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange wird die horizontale, nicht
denaturierende Agarosegel-Elektrophorese verwendet. Die zu verwendende Konzentration des
Agarosegels richtet sich nach den Fragmentgroen. Hinreichend fiir die meisten Anwendungen ist
eine Konzentration zwischen 0,8-1,5 % Agarose (w/v) im entsprechenden Laufpuffer (1 x TAE). Zur
Herstellung des Agarosegels wird die Agarose in 1 x TAE-Laufpuffer aufgekocht und vollstindig
gelost. Das Gel wird gegossen und in eine mit Laufpuffer befiillte Elektrophoresekammer gelegt. Die
Proben werden mit 1/9 Volumen Stop-Puffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Bei 110 V sind
innerhalb von 40 min 100 bp bis 10 kb grole DNA-Fragmente im Agarosegel ausreichend
aufgetrennt. Werden Gelelektrophoresen tiber Nacht durchgefiihrt, geniigen 24 V. Nach der Migration
werden die aufgetrennten DNA-Fragmente im Ethidiumbromid-Bad (10 mg/ml) angefarbt und durch
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Fluoreszenz im UV-Licht nachgewiesen. Forderlich ist es, vorher unspezifisch gebundenes
Ethidiumbromid im Wasserbad abzuspiilen. Nach Bedarf konnen die gefdrbten Agarosegele zur

Dokumentation fotografiert werden.

50 x Tris-Acetat-Puffer (TAE) pH 7.2:

Tris 242 g
Eisessig 57,1 ml
0,5M EDTA, pH 8,0 100 ml
H>Ogest. ad 1000 ml

10 x Stop-Puffer:

0,25 % Bromphenolblau (w/v)

0,25 % Xylen-Cyanol (w/v)

15 % Ficoll Typ 400 in HyOpigest. (W/V)

V.3.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente aus Agarosegelen werden mit dem ,,QIAquick Gel Exraction Kit* (Qiagen) isoliert.

Auf dem Tisch des UV-Illuminators werden die entsprechenden, im Ethidiumbromidbad angeférbten,
DNA-Fragmente ausgeschnitten, gewogen und mit dem dreifachen Gewicht QC-Puffer versetzt und
bei 50 °C inkubiert, bis sich die Agarose im Puffer 16st. Wenn der Elutionsansatz geschiittelt wird,
kann sich die Agarose leichter 16sen. Der gelbe QC-Puffer enthilt einen Indikator fiir den pH-Wert. Es
ist darauf zu achten, dass der Indikator seine gelbe Farbe behilt. Die Losung wird auf eine
Reinigungssdule gegeben und abzentrifugiert. Im Anschluss werden 0,6 ml PE-Waschpuffer
aufgetragen und abzentrifugiert. Mit 30 pl Wasser wird die an der Matrix der Sdule gebundene DNA
eluiert. Nach einem Zentrifugationsschritt befindet sich die gereinigte DNA im Eluat. Ausbeute und

Reinheit werden spektrometrisch bestimmt.

V.3.14 Isolierung chromosomaler DNA aus E. coli (Grimberg et al., 1989)

1 ml einer UN-Kultur des betreffenden E. coli Stammes wird in einem Eppendorf-Reaktionsgefil3
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 0,5 ml TNE-Puffer suspendiert, erneut abzentrifugiert, in 270 pl
TNEX-Puffer aufgenommen, mit 30 pl Lysozymlosung (5 mg/ml) versetzt und 10-15 min bei 37 °C
inkubiert. Bei einigen E. coli Stimmen ist es vorteilhaft, die DNasen durch Hitzebehandlung zu
inaktivieren. Es empfiehlt sich deshalb, den Ansatz 20 min bei 80 °C zu inkubieren. Anschlieend
wird nach Zugabe von 20 pl Proteinase K-Losung (20 mg / ml) 90 min bei 65 °C inkubiert. Der
Ansatz wird zuweilen gemischt und sollte im Verlauf der Inkubation vollstindig aufklaren. Aus dem
Gemisch wird die DNA durch den Zusatz von 15 ul 5 M NaCl-Losung und 0,7 ml Ethanol ausgefillt,
abzentrifugiert, mit 0,4 ml 80 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen und kurz an der Luft getrocknet. Das

DNA-Pellet wird in 200 pl HyOpigest. gelost und die Ausbeute und Reinheit werden spektrometrisch
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bestimmt. Manchmal konnen weitere Reinigungsschritte durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Umsetzungen der DNA mit Enzymen erleichtern.

TNE-Puffer:

Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
NaCl 10 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM

TNEX-Puffer:
TNE-Puffer
Triton X-100 1 % (W/v)

Reste von Proteinen in DNA-haltigen Losungen werden durch Extraktion mit Phenol/Chloroform
entfernt. Zu 400 ul DNA-L6sung werden 80 ul Wasser-gesittigte Phenol-Losung (pH 7,5) pipettiert.
Es wird 2 min geschiittelt und anschlieend 2 min zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wird
vorsichtig abgenommen und mit 160 pl Phenol/Chloroform (1:1 (v/v)) erneut extrahiert. Diese
Behandlung wird solange wiederholt, bis die Interphase vollstindig klar ist. Verbleibende Phenolreste
werden hiernach durch zweimalige Extraktion mit 100 pul Chloroform entfernt. Um die DNA aus der
wassrigen Phase zu féllen, wird diese in ein neues Reaktionsgefdf iiberfiihrt, mit 10 pl 3 M NaOAc-
Losung (pH 4,8) sowie mit 10 ul 5 M NaCl-Losung versetzt und mit 1 ml Ethanol (2,5-faches
Volumen) vermengt. Nach Inkubation bei -20 °C fiir 20 min wird zentrifugiert, das Pellet zweimal mit
70% Ethanol (v/v) gewaschen und kurz an der Luft getrocknet. Das getrocknete DNA-Pellet wird in
einem geeigneten Volumen H;Opigest. aufgenommen. Ausbeute und Reinheit werden spektrometrisch

bestimmt.

V.3.1.5 Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch PCR (,.polvmerase chain reaction*)

Durch die ,,polymerase chain reaction” (PCR) lassen sich in vitro gezielt DNA-Fragmente eines

Genpools exponentiell anreichern.

Fiir kurze DNA-Fragmente (bis ca. 4 kb) wird folgender PCR-Mix auf Eis pipettiert:

PCR-Mix:

10 x Polymerase Puffer (Qiagen) 3 pl
MgCl; (25 mM) 1,2 pl
10 mM dNTP-Mix 0,7 ul
,forward*“-Primer (100 pM) 0,2 ul
»reverse*“-Primer (100 pM) 0,2 ul
Template-DNA 50 ng
Tag-Polymerase (5 U / pl, Qiagen) 0,07 pl
Hzobidest_ ad 30 ].11
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Programmierung des Thermocyclers fiir die PCR-Reaktion:

1.) Denaturierung; (94 °C) 2 min

2.) Denaturierung; (90 °C) 20 sec

3.) Annealing; (58 °C) 40 sec

4.) Elongation; (72 °C) 40 sec-4 min
5.) Wiederholung der Schritte 2.); 3.); 4.); 34 x

6.) Elongation; (72 °C) 5 min

7.) Abkiihlen (4 °C)

Die Primer werden nach Mdglichkeit so gewihlt, dass die zur DNA komplementére Sequenz bei einer
Liange von 19 Nukleotiden 11 Guanidine (G) oder Cytosine (C) enthidlt und somit eine Annealing-
Temperatur von ca. 60 °C aufweist. Die Polymerase verldangert den Primer um ca. 900 bp pro Minute;
somit richtet sich die Dauer von Schritt 4 nach der Lénge des zu amplifizierenden DNA-Fragments.
Die Proben werden erst in den Thermocycler gestellt, wenn das Pelletier-Element auf 90 °C
vorgeheizt ist. Ein Teil des Ansatzes (2-5 pl) wird nach der PCR-Reaktion durch Gelelektrophorese
iiberpriift.

Fiir langere DNA-Fragmente (4 kb bis 8 kb) wird folgender PCR-Mix auf Eis pipettiert:

PCR-Mix:

10 x PCR-Puffer (Eurogentec) 6 ul
MgCl, (50 mM) 4 ul

10 mM dNTP-Mix 2 ul
,forward“-Primer (100 pM) 0,5 ul
,reverse“-Primer (100 pM) 0,5 ul
Template-DNA 50 ng
Dap-Goldstar (4 U / ul, Eurogentec) 1 ul
Hzobidest. ad 60 ul

Programmierung des Thermocyclers fiir die PCR-Reaktion:

1.) Denaturierung; (94 °C) 2 min
2.) Denaturierung; (90 °C) 30 sec
3.) Annealing; (58 °C) 50 sec
4.) Elongation; (68 °C) 5-8 min
5.) Wiederholung der Schritte 2.); 3.); 4.); 39 x

6.) Elongation; (68 °C) 5 min
7.) Abkiihlen (4 °C)

33



V. Methoden

V.3.1.6 Reinigung von PCR-Anséitzen

PCR-Ansitze, die synthetisiert werden, um durch homologe Rekombination nach dem Verfahren von
Datsenko (Datsenko und Wanner, 2000) chromosomal zu intregrieren, sind vor der Elektroporation
mit dem ,,PCR Purification Kit* (Qiagen) aufzureinigen.

Der PCR-Ansatz wird mit dem fiinffachen Volumen PB-Puffer versetzt, auf die Reinigungssdule
pipettiert und abzentrifugiert. Im Anschluss werden 0,6 ml PE-Waschpuffer auf die Sdule gegeben
und abzentrifugiert. Um die DNA von der Matrix der Sdule zu eluieren, werden 30 pl H,O
aufgetragen und dann zentrifugiert. Nach dem Zentrifugationsschritt befindet sich die gereinigte DNA

im Eluat. Ausbeute und Reinheit werden spektrophotometrisch bestimmt.

V.3.2 Rekombinante Plasmide

V.3.2.1 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die durch eine 7ag-Polymerase synthetisiert wurden, konnen nach Elektrophorese und
Gelelution direkt mit dem ,pGEM-T easy-Kit*“ (Promega) verwendet werden. Wurden die PCR-
Produkte hingegen mit einer ,,proof reading“-Polymerase synthetisiert, dann werden sie erst
aufgereinigt und anschlieend 20 min bei 72 °C mit dATP (4 mM) und Tag-Polymerase inkubiert.
Nach Gelelektrophorese wird das DNA-Fragment isoliert, gereinigt und mit dem ,,pGEM-T easy-Kit*

(Promega) weiterverarbeitet.

Ligations-Ansatz:

2 x Ligase-Puffer (Promega) 1,5 ul
gereinigtes PCR-Produkt 50 ng
pGEM-T easy Vektor (Promega) 0,5 pl
Ligase (10 U / ul, Promega) Il
HOpigest. ad 15 ul

50 ng aufgereinigtes DNA-Fragment werden mit 0,5 pl pGEM-T easy Vektor (Promega) iiber Nacht
bei 12 °C ligiert. Der Ligationsansatz wird transformiert und die transformierten Zellen auf die

entsprechenden rekombinanten Plasmide selektioniert und gepriift.

V.3.2.2 Plasmidisolierung mit dem ..Plasmid Midi-Kit* (Qiagen)

Es werden 100 ml Bakterienkultur unter entsprechendem Selektionsdruck UN bei 37 °C angezogen
und bei 4000 x g zentrifugiert. Das Pellet in 4 ml Losung P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml
Losung P2 wird die Suspension vorsichtig durchmischt, 5 min auf Eis belassen und mit 4 ml kalter
Losung P3 versetzt. Der Ansatz wird nun sehr vorsichtig gemischt, 10 min bei -20 °C eingefroren und

15 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der klare Uberstand wird vorsichtig abpipettiert und auf eine mit
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4 ml QBT-Puffer vorequilibrierte Siule (Tip-100) gegeben. Nachdem der Uberstand vollstindig durch
die Sdulenmatrix gelaufen ist, wird die an das Sdulenmaterial gebundene Plasmid-DNA zweimal mit
je 10 ml Puffer QC gewaschen und anschlieBend mit 5 ml Puffer QF von der Matrix eluiert. Das Eluat
wird mit 12 ml Ethanol gemischt und 15 min bei -80 °C gekiihlt, um die Plasmid-DNA auszufillen.
Nach Zentrifugation bei 4 °C und 16000 x g wird das Pelett mit eiskaltem
70 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen, 5 min an der Luft getrocknet und in 100 ul H,O geldst.
Ausbeute und Reinheit werden spektrometrisch bestimmt. Um die Qiagen-Séule wiederzuverwenden,
wird die Matrix mit 50 ml Losung HS gewaschen, mit 10 ml Puffer QPT regeneriert und bis zum

weiteren Gebrauch im mit 0,1 % Natrium-Azid (w/v) versetzten Puffer QPT bei 4 °C gelagert.

P1 (Resuspensionspuffer):
100 png / ml RNase A

50 mM Tris-HC1

10 mM EDTA

pH 8,0

P2 (Lysierungspuffer):
200 mM NaOH
1 % SDS (w/v)

P3 (Neutralisationspuffer):
3,0 M KOAc
pH 5,5

QBT (Equilibrierungspuffer):
750 mM NaCl

50 mM MOPS

15 % Ethanol (v/v)

pH 7,0

0,15 % Triton X-100 (v/v)

QC (Waschpufter):
1,0 M NaCl

50 mM MOPS

15 % Ethanol (v/v)
pH 7,0

QF (Elutionspuffer):
1,25 M NacCl

50 mM Tris-HC1

15 % Ethanol (v/v)
pH 8,5
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HS (Waschldsung):
1,5 M NaCl

50 mM MOPS

pH 8,5

20 % Ethanol (v/v)

QPT (Equilibrierungspufter):
0,4 M NaCl

50 mM MOPS

pH 7,0

0,15 % Triton X-100 (v/v)

V.3.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA mit der Schnelllysat-Methode

Eine unter Selektionsdruck angezogene 2 ml UN-Kultur wird in einem Eppendorf-Reaktionsgefil
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 180 pl P1-Puffer resupendiert mit 180 ul Puffer P2 versetzt. Der
Ansatz wird mehrmals vorsichtig durchmischt. Nach ca. 5-10 min sollte die Losung aufklaren; dann
werden 180 ul Losung P3 zugegeben. Die Losung wird gemischt und 10 min auf Eis inkubiert.
Ausgefallene chromosomale DNA und Zelltriimmer werden anschlieend abzentrifugiert. Der klare
Uberstand wird abgenommen und in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt, 10 ul 5 M NaCl-Lésung
sowie 1,4 ml Ethanol zugegeben, 10 min bei -20 °C gekiihlt und hiernach zentrifugiert. Das Pellet
wird zweimal mit 180 pul 70 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen, 5 min getrocknet und in 50 pl HyOpjgest.
gelost. Die so gewonnene Plasmid-DNA ist noch mit groen Anteilen RNA verunreinigt. Fiir
Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen empfiehlt sich die Zugabe von 1-2 pl RNase A (1 mg/ml)
zum Spaltansatz. Im Falle von Anwendungen, bei denen RNA-Verunreinigungen storen, kann die
Plasmid-Losung erst mit RNase A behandelt (ca. 20-30 min) und dann durch Phenol/Chloroform-

Extraktion gereinigt werden.

P1-Puffer:

50 mM Tris-HCl
10 mM EDTA
pH 8,0

P2-Puffer:
200 mM NaOH
1 % SDS (w/v)

P3-Puffer:

3,0 M KOAc
pH 5,5
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V.3.24 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die genaue Zusammensetzung des Spaltansatzes richtet sich nach den Angaben des Herstellers. Fiir
einen 30 pl Reaktionsansatz werden ca. 0,4-2 pg in HjOpigest. geloste DNA mit 3 pl des
entsprechenden 10 x Reaktionspuffers sowie mit ca. 2 U des zu verwendenden Restriktionsenzyms
gemischt und der Ansatz mit HyOpigesr. auf 30 pl aufgefiillt. Die Temperatur, bei der die
Spaltungsansitze fiir 2-3 h inkubiert werden, ist von der verwendeten Endonuklease abhingig, liegt
aber in der Regel bei 37 °C. Zum Entfernen von RNA-Verunreinigungen kann dem Spaltansatz 1 pl
RNase A (10 mg/ml) zugesetzt werden. Soll die DNA weiter aufgearbeitet werden, wird das
Restriktionsenzym durch Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. Die Vollstindigkeit des Verdaus
sollte durch Gelelektrophorese iiberpriift werden. Die Spaltung von chromosomaler DNA wird in
einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt, wobei die flinffache Menge an Restriktionsenzym,

bezogen auf eine Plasmidspaltung, eingesetzt wird.

V.3.2.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Wurde die Vektor-DNA nur mit einem Restriktionsenzym gespalten, sollten die Endstellen des
linearisierten Vektors dephosphoryliert werden, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Um
die 5'-Phosphatgruppen von der doppelstringigen DNA abzuspalten, werden zur Vektor-DNA
0,1 Volumen 10 x Phosphatasepuffer sowie 2 U alkalische Phosphatase (New England Biolabs)
pipettiert. Dieser Ansatz wird bei 37 °C 60 min inkubiert. AnschlieBend werden 1 pl 0,5 M EDTA
(pH 8,0), 5 ul 10 % SDS (w/v) und 10 pl Proteinase K (1 mg/ml) zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wird 30 min bei 56 °C inkubiert, anschlieBend mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die DNA wird aus

der wissrigen Phase mit Ethanol ausgefillt, gewaschen und in H;Opiges. aufgenommen.

V.3.2.6 Herstellung rekombinanter DNA-Molekiile

Vektor- und Insert-DNA werden mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten, ggf.
modifiziert (dephosphoryliert), aufgereinigt und im molaren Verhédltnis 1:3 gemischt. Der
Ligationsansatz enthdlt des Weiteren 4 ul 10 x Ligationspuffer und 1 pl T4 Ligase (10 U, New
England Biolabs) bei einem Gesamtvolumen von 40 pl. Es wird UN bei 12 °C inkubiert. Der
Ligationsansatz wird transformiert und die transformierten Zellen auf die entsprechenden

Plasmidkonstrukte selektioniert und gepriift.

V.3.2.7 Transformation von Bakterienzellen

Zur Aufnahme exogener DNA durch E. coli aus dem sie umgebenden Medium miissen diese

transformationskompetent sein. Erreicht wird eine Permeabilitdt der Zellmembran zur Aufnahme von
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DNA entweder durch die Behandlung der Zellen mit CaCl, kombiniert mit einem Hitzeschock oder

durch kurze Elektroimpulse bestimmter Feldstérke.

V.3.2.7.1 Transformation CaCl,-kompetenter Zellen durch Hitzeschock

Vom Ligationsansatz werden 10 pl bzw. von einer Plasmidpriparation ca. 200 ng DNA mit 100 pl
CaCl,-kompetenten Zellen vermischt und 30-60 min auf Eis inkubiert. Durch einen kurzen
Hitzeschock (60 s, 42 °C) erfolgt die Aufnahme der DNA in die Zellen. Im Anschluss wird der
Transformationsansatz nochmals kurz auf Eis gestellt, mit 0,6 ml LB versetzt und bei 37 °C 1-2 h
bebriitet, um die Expression der plasmidkodierten Resistenzgene zu ermdglichen. Danach wird kurz
gevortext und 50 pl auf Selektionsagar ausplattiert. Die verbleibende Suspension wird zentrifugiert,
500 ul des Uberstands werden abpipettiert und verworfen. Das Zellpellet wird im verbleibenden Rest
resuspendiert und auf einer weiteren Selektionsagarplatte verteilt. Die Platten werden iiber Nacht
bebriitet. Von einigen auf dem Selektionsagar gewachsenen Kolonien werden die Plasmide isoliert

und tiberpriift.

V.3.2.7.2 Transformation kompetenter Zellen durch Elektroporation

Bei dieser Methode konnen ausschlieBlich salzfreie DNA-Losungen verwendet werden und die zu
transformierende DNA muss dementsprechend aufgereinigt sein. Ein 40 pul Aliquot
elektrokompetenter Zellen wird langsam auf Eis aufgetaut, mit ca. 50 ng DNA-L&sung gemischt und
im Eisbad in eine Elektoporations-Kiivette pipettiert. Die Kontaktstellen der Kiivette werden kurz
trocken gewischt und in die Elektroporationsapparatur gestellt. Die Transformation erfolgt durch
einen Elektroimpuls bei 2,5 kV. Die Bakteriensuspension wird sofort in 0,7 ml LB-Medium pipettiert
und dann bei 37 °C fiir 1-2 h inkubiert. Danach wird kurz gevortext und 50 pl auf Selektionsagar
ausplattiert. Die verbleibende Suspension wird zentrifugiert, 500 pl des Uberstands werden abgezogen
und verworfen. Das Zellpellet wird im verbliebenen Rest resuspendiert und auf einer weiteren
Selektionsagarplatte verteilt. Die Platten werden {iiber Nacht bebriitet. Von einigen auf dem

Selektionsagar gewachsenen Kolonien werden die Plasmide isoliert und {iberpriift.

V.3.3 Geninaktivierung und Konstruktion chromosomaler E. coli Mutanten
durch Allelaustausch

Mit Hilfe von Suizid-Plasmiden und linearen, doppelstringigen DNA-Fragmenten (PCR-Produkte)
konnen tliber homologe Rekombination Allele im Chromosom ausgetauscht und mutiert werden. Die

entsprechenden Konstrukte werden in die Zellen elektroporiert oder konjugiert.
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V.3.3.1 Bakterielle Konjugation

Jeweils 4 ml Kultur des Donor- und Rezipientenstammes werden bei 37 °C bis zu einer ODggonm vOn
0,5-0,7 angezogen. Es werden je 100 ul beider Kulturen miteinander vermischt, auf LB-Agar
ausplattiert und UN bei 37 °C bebriitet. Der gewachsene Bakterienrasen wird in 2 ml LB-Medium
suspendiert. Verschiedene Verdiinnungsstufen der Suspension werden auf entsprechenden

Selektionsplatten ausplattiert, um erfolgreiche Konjuganten zu selektionieren.

V.3.3.2 Stabile chromosomale Integration linearer DNA-Fragmente (Datsenko und Wanner.,

2000)

Bei dieser Methode wird ein Rekombinationssystem (redo, redp und gam) aus dem Phagen A
verwendet, welches auf dem ,Helfer-Plasmid pKD46 kodiert ist. Dieses Hilfssystem verhindert
einerseits den Abbau linearer DNA in der Zelle durch Exonukleasen und vermittelt auBerdem die
homologe Rekombination von DNA-Fragmenten mit besonders kurzen (ca. 50 bp langen) homologen
Bereichen. PCR-Fragmente, die mit Hilfe von Oligonukleotiden synthetisiert wurden, die einerseits
einen kurzen homologen Bereich fiir die Rekombination enthalten und aulerdem die Amplifikation
einer Genkassette ermdglichen, lassen sich somit als ,targeting““-Konstrukte verwenden.

Als Template fiir eine PCR, bei der die car-Genkassette flankiert von FR7-sites amplifiziert wird,
dient der Vektor pKD3. Die hierfiir verwendeten Oligonukleotide sind im 5’-Bereich zur Ziel-DNA
komplementér (ca. 50 bp). Nach der Amplifikation wird der PCR-Ansatz mit Dpnl behandelt, um
storende Template DNA zu spalten und anschlieBend aufgereinigt. Zirka 1 pg salzfreies PCR-
Fragment wird in kompetente E. coli transformiert, die pKD46 enthalten. Die Transformation erfolgt
durch einen Elektroimpuls bei 2,5 kV. Die Bakteriensuspension wird sofort mit 0,7 ml LB-Medium
versetzt und bei 37 °C fiir 1-2 h inkubiert. Hiernach wird kurz zentrifugiert, das Zellpellet in 150 pl
LB suspendiert und dann auf einer Selektionsagarplatte (20 pg/ml Cm) ausplattiert. Die Platten
werden liber Nacht bebriitet. Bei einigen auf dem Selektionsagar gewachsenen Kolonien wird durch
PCR iiberpriift, ob die Genkassette stabil in den Zielbereich des Chromosoms integriert ist. Von
diesen Mutanten werden UN-Kulturen in LB bei 37 °C angezogen und die Zellen solange passagiert,
bis sie Ampicillin-sensitiv  werden und das Temperatur-sensitive Plasmid pKD46 nicht mehr
nachweisbar ist.

Auf dem Plasmid pCP20 ldsst sich die FLP-Rekombinase induziert exprimieren. Durch
ortsspezifische Rekombination der flankierenden FRT7-sites durch FLP kann die Genkassette aus dem
Chromosom entfernt werden.

Mutanten, bei denen die Genkassette entfernt werden soll, werden mit pCP20 transformiert. Es wird
bei 30 °C auf Ampicillin-resistente Zellen selektioniert. Von diesen Kolonien werden dann UN-

Kulturen bei 43 °C ohne Selektionsdruck angezogen. Durch die erhohte Temperatur wird die
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Expression der FLP-Rekombinase induziert. Die Zellen werden dann so oft passagiert, bis sie
Sensitivitit gegeniiber Cm und Amp zeigen und daher weder Genkassette noch pCP20 tragen.
Ist die Genkassette entfernt, kann ein weiteres Allel an einem anderen Lokus des Chromosoms mit der

gleichen Resistenz-Kassette mutiert werden.

V.3.3.3 Southernblot

Ein Restriktionsverdau von 5 pg chromosomaler DNA wird im Agarosegel aufgetrennt und im
Ethidiumbromidbad angefarbt. Wenn die DNA nahezu vollstindig gespalten und sauber aufgetrennt
ist, wird das Gel zusammen mit einem Lineal fotografiert und fiir das Blotten prépariert. Das Gel wird
dann nacheinander fiir je 30 min mit Depurinisierungslosung (0,25 N HCI), Denaturierungslosung (0,5
N NaOH; 1,5 M NaCl) und Neutralisierungslosung (0,5 M Tris-HCI,
pH 7,5; 1,5 M NaCl) {iiberschichtet und auf einem Schiitteltisch inkubiert. Eine Nylonmembran
(Nytran Supercharge, Schleicher & Schiill BioSciences) wird auf Gelgrof3e zugeschnitten, beschriftet,
dann kurz mit Wasser und hiernach mit 20 x SSC-Losung (3 M NaCl 0,3 M Na-Citrat, pH 7,2)
befeuchtet. In einer Schale wird die Blot-Apparatur vorbereitet. Ein erhohter Einsatz in der Schale
wird mit Whatmanpapier bedeckt, so dass die Enden des Papiers den Boden der Schale beriihren. Auf
das Papier wird das Gel platziert, mit 20 x SSC benetzt und mit der Nylonmembran bedeckt. Es ist
darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen Gel und Nylonmembran bzw. Whatmanpapier
eingeschlossen werden. Die Nylonmembran wird mit einem Stapel saugfahigem Papier bedeckt,
welches die durch Kapillarkrifte langsam aufsteigende Transfer-Losung (20 x SSC) aufsaugen soll.
Die Schale wird bis auf Hohe des Agarosegels mit 20 x SSC befiillt, um den Transfer der DNA-
Fragmente auf die Membran zu ermoglichen. Der Transfer erfolgt iber Nacht. Am nichsten Tag wird
die Blot-Apparatur auseinander genommen. Das Gel wird erneut gefirbt, um zu iiberpriifen, ob die
DNA vollsténdig transferiert wurde. Die Nylonmembran wird ca. 1 min in 0,4 N NaOH geschwenkt
und kurz in 0,2 M Tris-HCI, pH 7,5 neutralisiert. Der Feuchtigkeitsfilm auf der Membran wird
vorsichtig abgetupft und die DNA wird durch UV-Bestrahlung (dem Gel zugewandte Seite) im

,Crosslinker (Programm C3) auf der Membran fixiert.

20 x SSC (pH7.2):

NaCl 1753 g
Trinatriumcitrat x 2 H,O 882 ¢g
HyO0est. ad 1000 ml

(mit 10 N HCI pH 7,2 einstellen)

V.3.3.3.1 Hybridisierung der Membran mit einer >>P-markierten DNA-Sonde

Ein als Sonde geeignetes DNA-Fragment (ca. 0,2-0,5 pg) wird im Gemisch mit 1 pl eines
komlementédren Primers (100 pM) gemischt, 5 min auf 90 °C erhitzt und langsam auf RT abgekiihlt.
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Zu diesem Gemisch wird auf Eis 4 pl 10 x Klenow-Puffer, 1 ul Klenow-Fragment (New England
Biolabs), je 2 ul dCTP, dGTP, dTTP (5 mM) und 0,8 pl a-3P-dATP pipettiert und mit HyOpigest. auf
40 pl Gesamtvolumen gebracht. Der Ansatz wird 1-2 h bei 37 °C inkubiert und durch Gelfiltration
iiber ein Sephadex G-50 Sdulchen (Amersham) von **P-dATP-Resten befreit. Zur Denaturierung wird
die Sonde 5 min aufgekocht und bis zur Verwendung im Eisbad belassen.

Im Hybridisierungsofen wird die Nylonmembran ca. eine Stunde bei 65 °C in Hybridisierungspuffer
vorhybridisiert. Der Hybridisierungspuffer wird verworfen, durch neuen ersetzt und die denaturierte
Sonde wird hinzugefiigt. Es wird UN bei 65 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Durch Waschen im
Ofen fiir je 10 min bei 65 °C mit zundchst 5 ml, dann 10 ml und schlieBlich 20 ml Waschlésung wird
unspezifisch gebundenes Sondenmaterial entfernt. Die Membran wird kurz in 2 x SSPE geschwenkt,
Restfeuchtigkeit abgetupft und in Plastikfolie eingeschweillit. Durch Autoradiografie oder durch

Phosphoimaging werden die Signale dann detektiert.

20 x SSPE (pH7.4):

NaCl 1753 g
NaH,PO4 x H,O 27,6 ¢
EDTA T4¢g
HoOgest. ad 1000 ml

(mit 10 N NaOH pH 7.4 einstellen)

50 x Denhart’s Reagenz:

Ficoll (400000 g / mol) 0,5¢g
Polyvinylpyrrolidin (40000 g / mol) 0,5 g
Rinderserumalbumin (BSA) 0,5¢g
H2Ouest. ad 50 ml
Hybridisierungslésung:

5 x SSPE

2 % SDS (w/v)
1 x Denhart’s Reagenz

100 pg/ml Heringssperma-DNA (aufgekocht, Ultraschall-behandelt)

Waschldsung:
0,5 x SSPE

0,2 % SDS (W/v)

V.3.3.3.2 Hybridisierung der Membran mit einer ECL-markierten DNA-Sonde

Die Sonde wird unter Verwendung von nichtradioaktiven Materialien mit dem ECL™-Kit
(GE Healthcare) markiert und durch eine enzymatische Reaktion, die ein lumineszierendes Signal
induziert, detektiert.

41



V. Methoden

Zur Markierung werden 200 ng Sonde, gelost in 10 pl HyOpigest., erst bei 96 °C 5 min denaturiert, dann
sofort im Eisbad abgekiihlt und im Anschluss kurz zentrifugiert. Auf Eis werden zuerst 10 pl
Labelling-Reagenz 1 (enthélt die Peroxidase fiir die enzymatische Reaktion) und dann 10 pl
Labelling-Reagenz 2 (Glutaraldehyd-Losung) mit der Sonde vermischt. Durch Zugabe von
Glutaraldehyd wird die an der Peroxidase elektrostatisch gebundene Sonde mit dieser kovalent
verkniipft. Hierfiir wird der Ansatz 15 min bei 37 °C inkubiert und dann bis zur weiteren Verwendung
auf Eis belassen. Die Membran wird in 10 ml Hybridisierungslosung des ECL-Kits ca. 1 h bei 42 °C
vorhybridisiert, dann mit der markierten Sonde versetzt und iiber Nacht bei 42 °C im
Hybridisierungsofen inkubiert.

Hiernach wird die Membran 1 x fiir 20 min und 2 x fiir 10 min in vorgewdrmter Waschlosung I bei
42 °C und anschlieBend 2 x fiir 5 min in Waschlosung II bei RT gewaschen. Um Restfeuchtigkeit auf
der Membranoberfliche zu entfernen, wird diese abgetupft und mit einem Gemisch aus je 4 ml
Detektionslosung 1 und 2 benetzt. Die Reduktion von Wasserstoffperoxid (Losung 1) durch die
Peroxidase wird mit einer Lichtreaktion gekoppelt, bei der durch Oxidation von Luminol (Losung 2)
Licht im blauen Spektralbereich entsteht. Der Fliissigkeitsfilm des Detektionsgemisches wird hierfiir
ca. 1 min auf der Oberfldche hin und her bewegt. Nach kurzem Abtropfen wird die Membran in Folie

eingeschlagen und die Signale durch einen Hyperfilm-ECL detektiert.

Waschldsung I: 0,5 x SSC; 0,4 % SDS (w/v)
Waschlosung II: 2 x SSC

V4 RNA-Techniken

Beim Arbeiten mit RNA muss darauf geachtet werden, dass alle verwendeten Losungen frei von
RNasen sind. Das Tragen von Handschuhen und die DEPC-Behandlung von Wasser fiir die zu

verwendeten Losungen sind aus diesem Grund unabdingbar.

V.4.1  Konzentrationsbestimmung von RNA-Losungen

Die Konzentrationsbestimmung von RNA-L6sungen erfolgt (analog DNA-
Konzentrationsbestimmungen) im Spektrophotometer durch Bestimmung der Absorptionen bei den
Wellenldngen 260 nm, 280 nm und 320 nm. Eine Konzentration von 40 pug / ml RNA entspricht einer
Absorption A260 von 1. Bei einem Verhéltnis von A260 / A280 iiber 2,0 ist die RNA-Ldsungen
hinreichend sauber. Eine Absorption bei 320 nm deutet auf freie rNTP s und Verunreinigungen durch
RNasen hin.
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V4.2 RNA-Extraktion aus E. coli durch Phenol/Chloroform (Chuang et al.,
1993)

Die Zellen einer 30 ml Kultur werden auf 8 g zerstoBenes, auf -80 °C vorgekiihltes Eis gegossen und
2 min bei 8000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 600 pl eiskaltem KMT-Puffer suspendiert,
sofort in ein auf 80 °C vorgewdrmtes Gemisch aus 200 pl wassergesittigter, saurer Phenol-Losung
(pH 4), 10 pl B-Mercaptoethanol und 600 pul NEMST-Puffer pipettiert und kréftig gevortext. Der
Ansatz wird ca. 2 min bei 98 °C inkubiert, 5 min geschiittelt und 5 min zentrifugiert. Die wéssrige
Phase wird ein weiteres Mal mit Phenol extrahiert, dann auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefide verteilt
und mit 0,1 Volumen 3 M NaOAc sowie 2,5 Volumen Ethanol bei -80 °C gefillt. Das Pellet wird in
Gegenwart von 100 pl Chloroform in 350 ul DEPC-Wasser gelost. Die wiéssrige Phase wird dann
zweimal mit saurem Phenol, zweimal mit Chloroform und zweimal mit Diethylether extrahiert. Die
RNA wird durch Zugabe von 1 Volumen LiCl-Puffer iiber Nacht bei -80 °C gefillt. RNA-Losungen
konnen bei -80 °C oder bei -20 °C iiber Chloroform gelagert werden. Durch den sehr guten
Zellaufschluss eignet sich diese Methode auch bei schwer aufzuschlieBenden Matrices, wie z. B.

Biofilme und fiihrt zu Ausbeuten von deutlich mehr als 1 mg RNA pro Ansatz.

KMT-Puffer:

10 mM KCI

5 mM MgCl,

10 mM Tris, pH 7,4

NEMST-Puffer:

0,4 M NaCl

40 mM EDTA

1 % B-Mercaptoethanol (v/v)
1 % SDS (w/v)

20 mM Tris, pH 7,4

LiCl-Puffer:

4 M LiCl

20 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

V.43  Aufreinigen von RNA-Priparationen durch DNase-Behandlung und
LiCl-Fillung

Die RNA-Losung (ca. 200-300 pg) wird mit 15 pl 10 x ,,One-Phor-all“-Puffer (Amersham
Biosciences/GE Healthcare, Freiburg) versetzt, auf ein Volumen von 150 pl gebracht und auf

kontaminierende RNasen {iiberpriift. Dazu werden im Spektrophotometer die Absorptionen eines
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Aliquots bei 260 nm, 280 nm und 320 nm bestimmt und mit einem Ansatz verglichen, der 1 h bei
37 °C inkubiert wurde. Ein Ansteigen des 320 nm Wertes bei gleichzeitigem Sinken des 260 nm
Wertes deutet auf eine Kontamination von RNasen hin. Ist die Losung frei von RNasen, werden zur
RNA-Losung 5 pl DNase I (5 U/ul, Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg) pipettiert und
das Gemisch 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wird Chloroform extrahiert, gefillt und das
Pellet mit 70 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen. Die DNase [-Behandlung wird ein weiteres Mal
wiederholt. Nach der Extraktion wird die RNA {iber Nacht mit 1 Volumen LiCl-Puffer gefillt,
zentrifugiert, zweimal mit 70 %-igem Ethanol (v/v) gewaschen und in 50-60 ul DEPC-Wasser gelost.
Ausbeute und Reinheit werden spektrometrisch bestimmt. Durch eine geeignete PCR-Reaktion
(40 Zyklen) wird kontrolliert, ob die RNA-L&sung noch mit DNA-Resten kontaminiert ist.

V4.4  RNA-Isolierung aus E. coli mit dem ,,RNeasy-Mini-Kit* (Qiagen)

Um den Zellaufschluss zu erleichtern, wird das Zellpellet einer 1,5 ml Kultur dreimal bei
-80 °C Schock-gefroren und angetaut, hiernach in 100 pl TE-Puffer (2 mg/ml Lysozym) suspendiert
und 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss werden 350 pl Lysispuffer (RLT-Puffer mit 1 %
B-Mercaptoethanol (v/v)) zum Ansatz gegeben und dieser gut durchmischt. Das Lysat wird
anschlieend mit 10 ul B-Mercaptoethanol und 250 pl EtOH versetzt, gemischt, auf eine ,,RNeasy*-
Saule aufgetragen und 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Die Sdulenmatrix wird dann einmal mit 700 pl
RW1-Puffer und zweimal mit 50 ul RPE-Puffer gespiilt. Es wird 2 min bei > 8000 x g zentrifugiert,
um letzte Waschpufferreste zu entfernen, bevor die RNA mit 45 ul RNase-freiem H,O von der Sdule
eluiert wird. Ausbeute und Reinheit werden spektrometrisch bestimmt. Die RNA-Ldsung wird bei

-20 °C gelagert.

V4.5 Denaturierende Agarosegelelektrophorese von RNA-Losungen

In der Regel wird fiir die Elektrophorese von RNA ein 1,5 % Agarose (w/v) / Formaldehydgel
verwendet. Dazu werden 1,4 g Agarose in 105 ml H,Ogqc. aufgekocht und anschlieBend auf 60 °C
abgekiihlt und mit 12 ml 10 x MOPS-Puffer sowie 3,6 ml 37 % Formaldehyd (v/v, pH >4) vermischt.
Nach dem GieBlen wird das Gel 30 min im Laufpuffer (I x MOPS) é&quilibriert. Die RNA-Proben
(15 pl) werden mit 30 pl 1,5 x RNA-Denaturierungs-Puffer gemischt, 5 min bei 65 °C inkubiert, auf
20 °C abgekiihlt und mit 2 pl RNA-Proben-Puffer versetzt. Nach dem Beladen des Gels wird bei
konstanter Spannung (120 V) fiir 2 h die Elektrophorese durchgefiihrt. Danach wird das Gel ca.
15 min in HyOge. gespiilt, um tiberschiissiges Formaldehyd zu entfernen, mit EtBr-Losung angefirbt
und fotografiert. Die Banden der 23S-, 16S-, 5S rRNA sollten distinkt sichtbar sein und keine Spuren

von Degradation aufweisen.
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10 x MOPS-Puffer (pH 7.0):

MOPS 83,72 g (0,4 M)
NaOAc 8,23 g (0,1 M)
0,5 M EDTA, pH 8,0 20 ml (0,01 M)
H2Ouest. ad 1000 ml

1.5 x RNA-Denaturierungs-Puffer

Formamid (deionisiert) 1 ml
37 % Formaldehyd (v/v) 350 pul
10 x MOPS 100 pl

10 x RNA-Proben-Puffer:

50 % Glycerin (v/v)

10 mM EDTA, pH 8,0

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylencyanol (w/v)

V.4.6 Northernblot

In 72 ml Wasser wird 1,0 g Agarose aufgekocht, auf 60 °C abgekiihlt und mit 10 ml 10 x MOPS-
Puffer versetzt. Zu diesem Gemisch werden unter Riithren 18 ml Formaldehyd-Losung (12,3 M)
gegeben. Das Gel wird gegossen und dann in der Elektrophoreseapparatur mit 1 x MOPS-Puffer
bedeckt. Die RNA-Losung (5 pl) wird mit 4 pl 10 x MOPS, 7 pl Formaldehyd sowie 20 pl Formamid
gemischt, 60 min bei 55 °C inkubiert und anschlieBend im Eisbad abgekiihlt. Zu den Proben werden
2 pl Ladepuffer gegeben, um dann das Gel zu beladen. Die Elektrophorese erfolgt bei 90 V fiir
2-3 Stunden. Im Anschluss wird zweimal 20 min in 0,5 M NH4OAc-Losung equilibriert, um restliches
Formaldehyd zu entfernen. Das Gel wird im Ethidiumbromidbad gefdrbt und zusammen mit einem
Lineal fotografiert. Die Banden der 23S-, 16S-, 5S rRNA sollten distinkt sichtbar sein sowie keine
Spuren von Degradation aufweisen. Eine Nylonmembran (Nytran Supercharge, Schleicher & Schiill
BioSciences) wird auf Gelgrofle zugeschnitten, erst kurz mit Wasser und hiernach mit 20 x SSC-
Losung (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,2) befeuchtet. In einer Schale wird die Blot-Apparatur
vorbereitet. Ein erhohter Einsatz in der Schale wird mit Whatmanpapier bedeckt, sodass die Enden des
Papiers in das Pufferreservoir eintauchen konnen. Auf das Papier wird das Gel platziert, mit 20 x SSC
benetzt und mit der Nylonmembran bedeckt. Es ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen
Gel und Nylonmembran bzw. Whatmanpapier eingeschlossen werden. Die Nylonmembran wird mit
einem Stapel saugfihigem Papier bedeckt, um die durch Kapillarkrifte langsam aufsteigende
Transfer-Losung (20 x SSC) aufzusaugen. Die Schale wird bis auf Hohe des Agarosegels mit 20 x
SSC befiillt. Der Transfer erfolgt iiber Nacht. Die Blot-Apparatur wird am nichsten Tag auseinander
genommen. Das Gel wird erneut gefarbt, um zu iiberpriifen ob die RNA vollstindig transferiert

wurde. Der Feuchtigkeitsfilm auf der Membran wird vorsichtig abgetupft und die RNA wird durch
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UV-Bestrahlung (dem Gel zugewandte Seite) im ,,crosslinker (Programm C3) auf der Membran
fixiert. Vor dem Hybridisieren wird die Membran in 6 x SSC equilibriert und bei 42 °C
20 min in 12 ml Hybridisierungslosung vorhybridisiert. Die **P-markierte DNA-Sonde (ca. 300 ng)
wird 10 min bei 98 °C denaturiert, rasch im Eisbad abgekiihlt und zum Hybridisierungsansatz
gegeben. Es wird tiber Nacht bei 42 °C hybridisiert. Danach wird zundchst zweimal mit 2 x SSC /
0,1 % SDS (w/v) und dann zweimal mit 0,2 x SSC / 0,1 % SDS (w/v) bei 20 °C fiir je 5 min
gewaschen. Die Hybridisierungssignale werden dann auf einem Rontgenfilm oder im Phosphoimager
detektiert. Falls starkes Hintergrundsignal vorhanden ist, wird wiederum zweimal mit 0,2 x SSC /
0,1 % SDS (w/v) bei 42 °C fiir je 15 min gewaschen. Sollte weiterhin Hintergrundsignal storen,
erfolgt ein weiterer Waschgang (zweimal mit 0,1 x SSC/ 0,1 % SDS (w/v) bei 68 °C fiir je 15 min).

v.4.7 -Reverse transcription“-PCR (RT-PCR)

Eine sensitive Methode, um Transkripte zu detektieren, ist die Amplifikation von cDNA nach reverser
Transkription. Hierfiir werden 2 pg Gesamt-RNA mit 320 ng Zufallshexamer-Primern gemischt,
3 min bei 65 °C inkubiert und im Eisbad abgekiihlt. Zu diesem Ansatz werden auf Eis 4 pl 10 x RT-
Puffer (Qiagen), 1 ul Reverse Transkriptase (,,Omniscript®, 4 U / pl, Qiagen), 4 pl ANTP-Mix (5 mM)
und 0,5 pl RNase-Inhibitor (Roche, 40 U / ul) pipettiert. Der Ansatz wird auf 40 pl aufgefiillt und
zwel Stunden bei 37 °C inkubiert. Von Aliquots dieses Ansatzes werden nach der reversen
Transkription durch PCR-Reaktionen die entsprechenden cDNA-Fragmente angereichert. Nach
Agarosegelelektrophorese und Férben im Ethidiumbromidbad werden die angereicherten Fragmente
aus den unterschiedlichen ¢cDNA-Pools verglichen. Niitzliche Kontrollen sind einerseits interne
Mengenstandards (unbeeinflusste Gene), externe Mengenstandards flir den RT-Schritt (Fremd-RNA
bekannter Menge) und eine Negativkontrolle auf DNA-Verunreinigungen (PCR ohne RT-Schritt). Die

erhaltenen Resultate sind zur groben Quantifizierung der Transkriptmengen ausreichend.

V4.8 Semiquantitave RT-PCR

Mit dieser Abwandlung der RT-PCR konnen RNA-Mengen genauer quantifiziert werden. Das
Vorgehen ist dem oben Beschriebenen analog, nur wird die Anreicherung der cDNA durch die PCR-
Reaktion nach jedem einzelnen Zyklus verfolgt. Zum Quantifizieren werden mehrere Aliquots cDNA
des gleichen Transkripts mit unterschiedlicher Zyklenzahl amplifiziert. So ist gewéhrleistet, dass die
Amplifikation im linearen Bereich (ungesittigt) erfolgt ist und somit die relativen Mengen zweier
cDNA-Pools zueinander vergleichbar bestimmt werden konnen. Das Verhéltnis wird aus dem
Quotienten 2V (Pooll) zu N (Pool2) ermittelt (N bestimmt hierbei die Anzahl an Zyklen, nach
welchem das Transkript nachweisbar ist). Die o.g. Kontrollen sind bei semiquantitaver RT-PCR

unabdingbar.

46



V. Methoden

V4.9 Unterscheidung von Transkriptmengen orthologer Gene durch RT-PCR
und Restriktionsanalyse

Um die Transkriptmengen orthologer Gene desselben cDNA-Pools moglichst vergleichbar zu
bestimmen, wird der RT-Schritt und die Anreicherung dieser Transkripte durch PCR im selben Ansatz
und somit unter exakt gleichen Bedingungen vorgenommen. Aliquots der PCR-Reaktion werden dann
durch Restriktionsendonukleasen gespalten, die eine Differenzierung dieser Fragmente erlauben. Nach
Gelelektrophorese konnen die Mengen dieser Transkripte dann unterschieden und miteinander

verglichen werden.

V.5 Array-Techniken

V.51 Herstellung von DNA-Arrays

Die zahlreichen Sonden fiir den DNA-Array werden in moglichst groer Menge (je nach Bedarf an
Membranen) durch PCR-Synthese angereichert, denaturiert (0,5 M NaOH / 1,5 M NaCl) und in
bekannter Anordnung (384 Napfschale) mit Hilfe eines Robotersystems auf eine Nylonmembran
(Genetix Membran N, 222 mm x 222 mm) aufgetragen. Die Membran wird vor dem Spotten in
10 mM TE-L6sung dquilibriert. Um Schwankungen der aufgetragenen Menge auszugleichen, wird ca.
zwolfmal auf dieselbe Stelle gespottet. Nach dem Spotten wird die Membran zum Fixieren der
Sonden 15 min in 0,5 M NaOH / 1,5 M NaCl inkubiert, kurz in Wasser gespiilt und auf Whatman-
Papier entfeuchtet. Die Membranen werden bis zum Gebrauch in Plastikfolie verpackt bei
Raumtemperatur gelagert. Neben den PCR-Produkten werden geeignete Positiv- und
Negativkontrollen sowie interne und externe Mengenstandards zum Normalisieren der

unterschiedlichen Hybridisierungen auf die Membran gespottet.

V.5.2  Hybridisierung _von DNA-Arrays mit P-markierter Gesamt-DNA
aus E. coli

Um genomische Unterschiede verschiedener E. coli Stimme zu detektieren, wird markierte Gesamt-
DNA mit einem DNA-Array hybridisiert, die Signalintensitéten bestimmt, am Computer ausgewertet
und verglichen.

Fiir die Markierung wird in einem 20 pl Ansatz 3 pg Gesamt-DNA mit 1 pg Zufallshexamer-Primern
gemischt, 6 min bei 96 °C denaturiert und im Eisbad abgekiihlt. Auf Eis werden 3 pl
10x-Reaktionspuffer, je 1 pul dCTP, dGTP, dTTP (je 5 mM), 2 pl [a-"P]-dATP und 2 pl Klenow-
Fragment (New England Biolabs, 5 U/ul) zu diesem Ansatz gegeben, gevortext, zentrifugiert und ca.
90 min bei 37 °C inkubiert. Durch Gelfiltration iiber ein Sephadex G-50 Séulchen (Amersham
Biosciences/GE Healthcare, Freiburg) werden **P-dATP-Reste abgetrennt. Zur Denaturierung wird

die markierte DNA 5 min aufgekocht und bis zur Verwendung im Eisbad belassen.
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Der DNA-Array wird zur Hybridisierung erst bei Raumtemperatur in 2 x SSPE voréquilibriert und
anschlieBend in Hybridisierungspuffer 2 h bei 65 °C vorhybridisiert. Der Hybridisierungspuffer wird
durch neuen ersetzt (12 ml) und mit markierter denaturierter Gesamt-DNA gemischt. Die
Hybridisierung erfolgt {iber Nacht bei 65 °C. Unspezifisch gebundenes Sondenmaterial wird durch je
zehnminiitiges Waschen bei 65 °C mit erst 5 ml, dann 10 ml und schlieBlich zweimal mit je 20 ml
Waschlosung entfernt. Die Membran wird erst kurz in 2 x SSPE geschwenkt, Restfeuchtigkeit mit
Kleenex-Papier aufgesaugt und hiernach in Plastikfolie eingeschweiit. Durch Phosphoimaging
werden die Signale detektiert. Die Membran wird anschlieBend durch zweimaliges Behandeln mit
kochender Strip-Losung fiir 15 min auf einem Schiitteltisch inkubiert und in 2 x SSPE aquilibriert, um
die hybridisierten Fragmente zu entfernen. Bis zur Wiederverwendung wird der DNA-Array in

Plastefolie eingeschweil3t und bei -20 °C gelagert.

20 x SSPE (pH 7.4):

NaCl 1753 g
NaH,PO4 x H,O 27,6 g
EDTA 74 ¢
H2O0est. ad 1000 ml

(mit 10 N NaOH pH 7.4 einstellen)

50 x Denhart’s Reagenz:

Ficoll (400000 g / mol) 0,5¢g
Polyvinylpyrrolidin (40000 g / mol) 0,5 g
Rinderserumalbumin (BSA) 0,5¢g
H2Ouest. ad 50 ml
Hybridisierungslosung:

5x SSPE

2 % SDS (w/v)
1 x Denhart’s Reagenz
100 pg/ml Heringssperma-DNA (aufgekocht, Ultraschall-behandelt)

Waschlésung:
0,5 x SSPE

0,2 % SDS (w/v)

Striplosung:
10 mM Tris, pH 7,5

1 mM EDTA
1 % SDS (w/v)
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V.5.3 Hybridisierung von DNA-Arrays mit 3p_markierter cDNA (..expression
profiling*)

Um die zelluliren Expressionsprofile der Gene unter bestimmten Bedingungen zu vergleichen,
werden die jeweiligen RNA-Pools durch reverse Transkription in markierte cDNA-Pools
umgeschrieben und separat mit je einem DNA-Array hybridisiert.

Fiir die Markierung werden in einem 15 pl Ansatz 30 ug RNA mit 5 pg Zufallshexamer-Primern
gemischt, 10 min bei 68 °C inkubiert und auf Eis gestellt. Zu dieser Probe werden je 4 ul dCTP,
dGTP, dTTP (je 5 mM), 3,5 ul [a-P]-dATP, 0,5 ul RNase-Inhibitor (Roche, 40u/ul), 4 ul 10 x RT-
Puffer (Qiagen), 1 pl Reverse Transkriptase (,,Omniscript®, 4 U/ul, Qiagen) sowie 10 ng externer
RNA-Standard pipettiert. Als externer RNA-Standard wird in vitro Transkript des act Gens aus
Candida albicans eingesetzt, da hierfiir eine entsprechende Sonde auf die Membran gespottet ist. Der
Ansatz wird auf 40 ul aufgefiillt, gevortext, zentrifugiert und zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch
Gelfiltration iiber ein Sephadex G-50 Siulchen (GE Healthcare) werden *’P-dATP-Reste von der
markierten cDNA abgetrennt. Die cDNA wird 8 min denaturiert und bis zur Verwendung im Eisbad
belassen. Die Hybridisierung erfolgt analog der fiir *’P-markierte Gesamt-DNA beschriebenen

Prozedur.

V.5.4 Svnthese eines externen RNA-Standards durch in vitro Transkription

Um einen externen RNA-Standard fiir das ,,expression profiling verwenden zu konnen, wurde eine
act-Sonde aus Candida albicans auf den DNA-Array gespottet. Fiir die in in vitro Transkription
wurde ein act kodierendes PCR-Fragment in pGEM-T easy kloniert, flankiert von Promotoren der
SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase. Zirka 3 pg dieses rekombinaten Plasmids werden mit Sphl
linearisiert, aufgereinigt und als ,,template* fiir die Synthese von ,,sense*“-act-Transkript durch die
SP6-RNA-Polymerase eingesetzt. Eine 200 pl Reaktion mit 20 pl 10x-Puffer, 8 ul tNTPs (10 mM),
60 ul DTT (0,1 mM), 8 pg ,template“-DNA, 1,5 ul SP6-RNA Polymerase (50 U/ul) und der
entsprechenden Menge H,O wird 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wird mit dem RNeasy-Kit
(Qiagen) aufgereinigt. Hiernach wird mit DNasel die ,,template“-DNA entfernt (1 h Inkubation bei 37
°C) und das in vitro-Transkriptionsprodukt nochmals mit dem RNeasy-Kit (Qiagen) behandelt. Es

wird die Konzentration bestimmt und das Fragment durch Gelelektrophorese eines Aliquots liberpriift.

V.5.5  Auswertung der DNA-Array-Hybridisierungen

Mit Hilfe des Programms ,,Array Vision 6.0 (Imaging Research) werden die Signalintensitdten der
Hybridisierungsmuster bestimmt. Zum Vergleich der Daten unterschiedlicher Hybridisierungen

werden die einzelnen Signale auf die Summe aller Signalintensitdten normalisiert. Die erhaltenen
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Daten werden im Anschluss mit Hilfe des Programms ,,Expressionist* (Genedata) oder ,,Genespring*

(Silicon Genetics) bearbeitet und die signifikantesten Unterschiede bestimmt.

V.6 Analyse von Reportergenfusionen

V.6.1  Assay zur Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitit (Miller, 1972)

Reportergene werden unter anderem verwendet, um Promotoraktivititen (Transkriptionsfusion), aber
auch posttranskriptionelle Einfliisse auf die Proteinsynthese (Translationsfusion) eines bestimmten
Gens zu messen. Bei einer lacZ-Reporterfusion werden Einfliisse verschiedener Faktoren auf die
Expression des fusionierten Gens indirekt gemessen. Die Aktivitdt der B-Galaktosidase dient hierbei
als MaB fiir die Expression des fusionierten Gens.

Zur Bestimmung der -Galaktosidaseaktivitidt werden die Zellen zentrifugiert, in 0,9 % NaCl (w/v)
gewaschen und auf eine ODgyonm von 0,8-0,9 eingestellt. Fiir jede Probe wird ein 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl vorbereitet, in das jeweils 0,9 ml Z-Puffer, 20 pl 0,1 % SDS (w/v) und 40 pl
Chloroform pipettiert sind. Zu diesen Ansdtzen werden 200 ul Bakteriensuspension gegeben, das
Gemisch 2 min gevortext, 5 min bei 30 °C inkubiert und dann nochmals 2 min gevortext.
AnschlieBend werden 200 pl ONPG-Losung zugegeben, die Ansitze kurz kréftig gemischt und
solange bei 30 °C inkubiert, bis eine leichte Gelbfdarbung eintritt. Die Reaktion wird dann durch
Zugabe von 0,5 ml 1 M NayCO;-Losung gestoppt. Die Inkubationszeit wird notiert, im
Spektrophotometer die Absorptionswerte der Probe bei 420 und 550 nm bestimmt und dann die
B-Galaktosidaseaktivitdt nach folgender Gleichung berechnet:

1000 x (OD420 - 1,75 X OD550)

Units =

t (min) x V (ml) x ODgg
Z-Pufter:
NaHPO4 60 mM
NaH,PO4 40 mM
KCl 10 mM
MgSOq4 1 mM

B-Mercaptoethanol 50 mM
(pH auf 7,0 einstellen, luftdicht verschlossen bei 4 °C lagern)

ONPG-L6sung:

4 mg / ml ONPG in Phosphatpuffer

(0,1 M K;HPO4 und 0,1 M KH,PO4 zu pH 7,0 mischen)
(bei -20 °C lagern)

50



V. Methoden

V.6.2 Assay zur Bestimmung der Phasenvariationsfrequenz mit Hilfe eines
Reportergens

Der Stamm mit der entsprechenden /lacZ-Reportergenfusion wird auf X-Gal-Indikatorplatten
ausplattiert. Zellen einer ,,ON*“-Kolonie und einer ,,OFF“-Kolonie werden suspendiert und ein Aliquot
davon (entsprechend verdiinnt) auf einer X-Gal-Indikatorplatte plattiert. Der verbliebene Rest der
Suspension wird 2-8 Stunden unter Schiitteln inkubiert und davon dann die Generationszahl bestimmt.
Ein entsprechend verdiinntes Aliquot wird auflerdem auf einer X-Gal-Indikatorplatte ausplattiert. Aus
der Differenz (,,ON*“/Gesamt)yor und (,,ON“/Gesamt)nacy  bzw. (,,OFF“/Gesamt)yor und
(,,OFF*“/Gesamt)nacu wird die ,,switching*“-Rate onopr bzw. die ,,switching*“-Rate oppon bestimmt.

Diese wird mit der Generationszahl ins Verhéltnis gesetzt und ergibt die Phasenvariationsfrequenz.

V.6.3  Erzeugung der chromosomalen agn43-Transkriptionsfusionen

v.6.3.1 Deletion des rfalH Gens im Stamm E. coli 536lacZ

Zundchst wurde im Stamm 536/acZ (Dobrindt, 1999) der rfaH-Lokus deletiert. Hierfiir wurde die von
Datsenko und Wanner beschriebene Methode gewihlt (Datsenko und Wanner, 2000). Der Stamm
536lacZ wurde mit dem Hilfsplasmid pKD46 transformiert. In dieses Derivat wurde dann zur
chromosomalen Integration ein durch PCR amplifiziertes Fragment (,.targeting“-Konstrukt)
transformiert. Dieses Fragment enthilt kurze, flankierenden Enden (Primersequenz), die homolog zum
rfaH Gen sind und aullerdem eine Chloramphenicol-Kassette zur Selektion auf das
Integrationsereignis. Nach Selektion gegen Chloramphenicol wurden einzelne Kolonien durch PCR
iiberpriift. Hierfiir wurde der rfaH-Lokus mit flankierenden Primern amplifiziert. Durch die in den
rfaH Lokus integrierte cat-Kassette wurde ein Fragment erhalten, welches im Vergleich zum
wildtypischen rfaH Lokus um 0,5 kb vergrofert war. Die Zellen wurden durch Sensitivitdt gegeniiber
Ampicillin auf Verlust von pKD46 (temperatursensitiver ori) getestet und im Anschluss mit pCP20
transformiert. Durch Temperatur-abhéngige Induktion der auf pCP20 kodierten FLP-Rekombinase
wurde der car-Marker aus dem rfaH-Lokus entfernt. Dieses Ereignis wurde wiederum durch PCR
iiberpriift, wobei durch den Verlust der cat-Kassette ein 0,6 kb kleineres Fragment als im Wildtyp
erhalten wurde. Diese Zellen wurden durch Sensitivitit gegeniiber Ampicillin und Chloramphenicol
auf Verlust von pCP20 (temperatursensitiver ori) iiberpriift. Der Phinotyp beider unabhingig
voneinander erzeugten 536/acZrfaH Derivate wurde durch X-Gal/Blutagarplatten {lberpriift. Beide
Mutanten zeigten keine B-Galactosidase-Aktivitdt und wiesen im Vergleich zum Wildtyp reduzierte
Hamolysehofe auf. Somit konnte die erfolgreiche Deletion von rfaH im Stamm 536/acZ phanotypisch
und durch PCR-Analyse bestétigt werden.
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V.6.3.2 Konstruktion der chromosomal integrierten Reportergenfusionen agn43paxmi::lacZ
im Stamm 536/acZ und 536lacZrfaH

Fir die Konstruktion der chromosomalen Reportergenfusionen von agn43par m::lacZ wurde ein
997 bp grofles Fragment vom N-terminalen Bereich des agn43pa; ;1 Gens mit Hilfe von Primern,
versehen mit den Schnittstellen Apal bzw. Notl, durch PCR aus dem Chromosom des Stammes 536
amplifiziert und in den Vektor pGEM-T-easy kloniert; dieses resultierte im Plasmid pKMO03-1-A/N.
Die Amplifikation eines 1339 bp groBen Fragments vom C-terminalen Bereich des agn43par m Allels
mit Hilfe von Primern, versehen mit den Schnittstellen Sal/l bzw. Sacl und die Klonierung in den
Vektor pGEM-T-easy ergab Plasmid pKMO03-3-S/S. AuBerdem wurde durch die Klonierung eines
4178 bp groflen Fragments aus pJB20 Plasmid pKMO03-5-N/S konstruiert. Dieses Insert wurde mit
einer Notl bzw. Sall Schnittstelle amplifiziert und kodiert neben cat auch ein promotorloses /acZ.
Beide Gene liegen in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung zueinander auf diesem Fragment und
besitzen eine eigene Ribosomenbindestelle sowie eine Terminationssequenz.

Alle drei klonierten Fragmente (N-terminaler und C-terminaler Bereich von agn43pa; m sowie
lacZ/cat) wurden dann schrittweise in den Suicide-Vektor pKEK229 umkloniert und ergaben das
Plasmid pKMO03-8-#9. Mit diesem Plasmid sollte dann eine chromosomale Transkriptionsfusion
agn43par m::lacZ erzeugt werden. Zur chromosomalen Integration wurde das Plasmid pKMO03-8-#9
linearisiert und in die Stimme 536/acZ pKD46 bzw. 536lacZrfaH pKD46 transformiert (modifiziert
nach Datsenko und Wanner). Die erhaltenen Mutanten konnten trotz dieses linearisierten ,,targeting*-
Plasmids mit pir-abhdngigem oriR6K nicht von Plasmid-Hintergrund befreit werden. Die Griinde
hierfiir wurden nicht néher untersucht, vielmehr wurde eine andere Strategie gewihlt: Das Plasmid-
kodierte ,.targeting“-Konstrukt wurde durch PCR amplifziert, mit Dpnl inkubiert (um ,,template*-
DNA zu spalten), aufgereingt und dann in die Stamme 536/acZ pKD46 bzw. 536lacZrfaH pKD46
transformiert (Datsenko und Wanner). Die chromosomale Integration in den Fusionsmutanten wurde
nach Selektion gegen Chloramphenicol durch PCR iiberpriift und aulerdem durch Southernblot-
Hybridisierung bestétigt. Fiir die Southernblotanalyse wurde EcoRI gespaltene DNA verwendet und
sowohl mit einer /acZ-Sonde, einer Sonde homolog zur Autotransporterdomine von agn43 und einer
cat-Sonde hybridisiert. Als Kontrolle wurde gDNA der Stamme 536 und 536agn43par magn43par v
verwendet. Die /lacZ-Sonde hybridisierte mit einem Fragment von ca. 9 kb in den Kontrollstimmen
(wildtypisches lacZ) und von ca. 6-7 kb in den Fusionsmutanten agn43pay . -lacZ (erwartet: 6434 bp).
Die agn43-Sonde erzeugt zwei starke Banden im 536 Wildtyp (beide agn43 Varianten), welche in der
Deletionsmutante 536agn43par magn43par v fehlten. Die Fusionsmutanten erzeugten kein Signal auf
Hohe des agn43par m-Gens (7428 bp), jedoch ein Signal fiir das agn43pa; v-Gen (6460 bp). Weitere
Signale von geringerer Stirke lassen sich durch eine unspezifische Hybridisierung mit der B-Doméne
anderer Autotransporter erkldren. Durch Hybridisierung mit einer caf-Sonde wurden bei den

Fusionsmutanten Signale in der Hohe von ca. 3 kb erhalten (erwartet: 3350 bp). Alle drei Blots
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bestdtigten somit die Integration des ,targeting“-Fragments in den agn43pa; y-Lokus im Stamm
536lacZ und 536lacZrfaH.

v.6.3.3 Konstruktion der chromosomal integrierten Reportergenfusionen agn43pa; v::lacZ im
Stamm 536lacZ und 536lacZrfaH

Fiir die Konstruktion der chromosomalen Reportergenfusionen agn43pa; v::lacZ wurde ein 994 bp
grofles Fragment vom N-terminalen Bereich des agn43pa; v Gens mit Hilfe von Primern, versehen mit
den Schnittstellen Apal bzw. Notl, durch PCR aus dem Chromosom des Stammes 536 amplifiziert, in
den Vektor pGEM-T-easy kloniert und resultierte im Plasmid pKMO03-2-A/N. Die Amplifikation eines
1407 bp groBen Fragments vom C-terminalen Bereich des agn43pa; v Gens mit Hilfe von Primern,
versehen mit den Schnittstellen Sa/l bzw. Sacl und die Klonierung in den Vektor pGEM-T-easy ergab
Plasmid pKMO03-4-S/S. AuBlerdem wurde durch die Klonierung eines 4178 bp groflen Fragments aus
pJB20 Plasmid pKMO03-5-N/S konstruiert mit Hilfe von Primern, die eine Notl bzw. Sa/l Schnittstelle
aufwiesen. Dieses Fragment kodiert fiir cat und ein promotorloses lacZ. Alle drei klonierten
Fragmente (N-terminaler und C-terminaler Bereich von agn43par v sowie lacZ/cat) wurden dann
wiederum in den Suicide-Vektor pKEK229 umkloniert und ergaben das ,targeting*“-Plasmid pKMO03-
8-#2+3. Mit diesem Plasmid sollte dann eine chromosomale Transkriptionsfusion agn43par v::lacZ
erzeugt werden. Zur chromosomalen Integration wurde das Plasmid-kodierte ,targeting*-Konstrukt
durch PCR amplifziert, mit Dpnl inkubiert (um ,,template“-DNA zu spalten), aufgereinigt und dann in
die Stimme 536/acZ pKD46 bzw. 536lacZrfaH pKD46 transformiert (Datsenko und Wanner). Die
chromosomale Integration in den Fusionsmutanten wurde nach Selektion gegen Chloramphenicol
durch PCR iberpriift und auBlerdem durch Southernblot-Hybridisierung bestétigt. Die
Southernblotanalyse erfolgte mit EcoRI gespaltener DNA, die sowohl mit einer lacZ-Sonde, einer
Sonde homolog zur Autotransporterdoméne von agn43 und einer cat-Sonde hybridisiert wurde. Als
Kontrolle wurden die Stimme 536 und 536agn43par magn43par v verwendet. Die lacZ-Sonde
hybridisierte mit einem Fragment von ca. 9 kb in den Kontrollstimmen (wildtypisches /acZ) und von
ca. 7-8 kb in den Fusionsmutanten agn43pa; v::lacZ (erwartet: 7241 bp). Die agn43-Sonde erzeugte
zwei starke Banden im Wildtyp (beide agn43 Varianten), welche in der Deletionsmutante fehlen. Die
Fusionsmutanten erzeugten kein Signal auf Hohe des agn43pa; v-Gens (6460 bp), jedoch ein Signal
fiir das agn43par m-Gen (7428 bp). Weitere Signale von geringerer Stirke lassen sich durch eine
unspezifische Hybridisierung mit der [B-Doméne anderer Autotransporter erkldren. Durch
Hybridisierung mit einer cat-Sonde wurden bei den Fusionsmutanten Signale in der Hohe von ca. 1,5
kb erhalten (erwartet: 1390 bp). Alle drei Blots bestétigten somit die Integration des ,targeting®-
Fragments in den agn43pa; v-Lokus im Stamm 536/acZ und 536/acZrfaH.
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V.6.3.4 Konstruktion der chromosomal integrierten Reportergenfusionen agn43x.12::lacZ im
Stamm MG1655/acZ und MG1655lacZrfaH

Fiir die Transkriptionsfusion agn43::lacZ im Stamm MG1655lacZ und MG1655/acZrfaH wurde das
gleiche ,.targeting““-Konstrukt wie fiir die Fusion agn43pay mi::lacZ verwendet, da beide Varianten eine
sehr dhnliche Sequenz aufweisen. Im Stamm MG1655/acZrfaH::cat wurde mit Hilfe von pCP20
zundchst der Marker zuriickgewonnen (nach Datsenko und Wanner). Beide Stimme MG1655/acZ und
MG1655lacZrfaH wurden im ersten Schritt mit dem Plasmid pKD46 und anschlieBend mit dem
Htargeting“-Konstrukt transformiert (analog Datsenko und Wanner). Nach Selektion gegen
Chloramphenicol wurden Einzelkolonien durch PCR {iberpriift. Die Transkriptionsfusionen wurden
durch Southernblotanalyse bestitigt. Hierfiir wurde EcoRI gespaltene chromosomale DNA mit einer
lacZ-Sonde und einer agn43-Sonde hybridisiert. Als Kontrolle diente DNA der Ausgangsstimme
MG1655lacZ und MGI1655lacZrfaH. Die Hybridisierung mit der /acZ-Sonde zeigt bei den
Transkriptionsfusionen im Southernblot ein Signal bei ca. 8 kb (erwartet: 7844 bp). Wie zu erwarten,
konnte bei den Kontrollen kein Signal beobachtet werden. Hingegen lieferte die Hybridisierung mit
der agn43-Sonde ein Signal bei den Kontrollen (FragmentgroBe: 8668 bp), jedoch nicht bei den
Transkriptionsfusionen. Daraus wird ersichtlich, dass das ,targeting“-Konstrukt erfolgreich in den
agn43x.12-Lokus der Stdimme MG1655/acZ und MG1655lacZrfaH integriert wurde.
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VI  Ergebnisse

VI.1 Genomanalysen von E. coli Isolaten durch DNA-Arrays

VI1.1.1 Herstellung eines DNA-Arrays mit verschiedenen Virulenzfaktoren
(.., Pathoarray*)

Fiir die molekularbiologischen Analysen bekannter Virulenzfaktoren von pathogenen Escherichia coli
wurde ein spezieller DNA-Array hergestellt. Mit diesem ,Pathoarray wurden sowohl die
Hybridisierungsmuster der chromosomalen DNA verschiedener E. coli Stimme bestimmt als auch
Unterschiede in den Expressionsprofilen von bestimmten Mutanten untersucht. Dariiber hinaus wurde
der Einfluss verschiedener Wachstumsbedingungen auf das Transkriptom analysiert.

Fiir die Entwicklung des DNA-Arrays wurde zunichst die Datenbank ,,Genebank* systematisch nach
allen bis dato (Stand Juni 2001) verfiigbaren Gensequenzen (ORFs) durchsucht, die spezifisch fiir
extraintestinal pathogene E. coli (EXxPEC) beschrieben wurden. AuBlerdem wurden die auf den
Pathogenititsinseln (PAI Issg, PAI Ils36, PAI Hls36, PAI IVs36 und PAI Vs36) des E. coli Stammes 536
kodierten ORFs bestimmt und zum Sondendesign verwendet. Zudem wurden Sonden fiir ORFs der
LEE-PALI, fiir Gene der neun gréfiten ,,0-Islands* des EHEC-Stammes EDL 933 und fiir Gene der
PAlIs von S. flexneri (SHI-O, SHI-1, SHI-2) sowie fiir charakteristische Gene von intestinal
pathogenen E. coli (EHEC, EPEC, EIEC, ETEC, EAEC und DAEC) als Sonden fiir den ,,Pathoarray*
ausgewahlt.

Fiir diese oben aufgefiihrten Gene und ORFs wurden jeweils spezifische Primerpaare ausgewéhlt, um
diese mit Hilfe von PCR zu amplifizieren. Die Primer wurden so gewihlt, dass erstens die PCR-
Fragmente eine Lange von 400-450 bp aufwiesen und zweitens aus dem mittleren Bereich der ORFs
amplifiziert ~ wurden, drittens eine zur DNA  komplementire  Sequenzfolge von
19-23 Nukleotiden hatten und viertens eine Annealing-Temperatur von 60 °C besallen. Bei kleinen
ORFs wurden entsprechend kleinere Fragmente amplifiziert. ORFs kleiner als 200 bp wurden nicht
beriicksichtigt. In Einzelfdllen wurden Primer gewihlt, die unmittelbar stromaufwirts bzw.
stromabwérts an den jeweiligen ORF banden. Diese Kriterien ermdglichten eine standardisierte
Amplifikation der PCR-Produkte, ohne die jeweilige PCR-Reaktion einzeln optimieren zu miissen.
AuBerdem sollten damit &hnliche Bindungseigenschaften bei den spiteren Hybridisierungen
gewidhrleistet werden. Auf etwaige, =zufillig auftretende Homologien der verschiedenen
PCR-Produkte, die Kreuzhybridisierungen verursachen konnten, konnte infolge der groen Anzahl an
Sonden keine besondere Riicksicht genommen werden.

Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese hinsichtlich ihrer Grofle
und Reinheit {iberpriift. Die nachfolgende Abbildung (VI.1) zeigt exemplarisch das Ergebnis einiger

PCR-Reaktionen die dann spiter als Gensonden auf dem DNA-Array eingesetzt wurden.
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Abb. VL.1: Beispiel fiir die Amplifikation von DNA-Sonden, die fiir den ,,Pathoarray* verwendet
wurden. Alle eingesetzten Sonden waren spezifisch, ohne Nebenprodukte und wiesen eine Grole von
ca. 400 bp auf.

Stimmte die Fragmentgro3e mit der im Voraus berechneten Grof3e iiberein und waren des Weiteren
keine Spuren von Nebenprodukten erkennbar, wurden die PCR-Reaktionen fiir den ,,Pathoarray*
verwendet. Dazu wurde der PCR-Ansatz (90 pl) in einen Napf einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert
und die jeweilige Position protokolliert. Zusatzlich zu den Gensonden wurden noch verschiedene
Kontrollen hinzugefiigt: gDNA unterschiedlicher Konzentration (10-40 ng/ul) der E. coli
Stimme 536 und MG1655 diente als Positivkontrolle und die DNA von Candida albicans wurde als
Negativkontrolle integriert. Zudem wurden auch Sonden des fim-Genclusters aus E. coli und act4 aus
C. albicans beim Design des ,Pathoarrays® beriicksichtigt, um die Hybridisierungen bei der
Datenanalyse standardisieren zu kénnen. Am Institut Pasteur (Paris) wurden die Sonden aus den 96
well-Platten mit einer Pipettierhilfe in ein 384 well-Format iibertragen. Die Gensonden wurden in
Duplikaten mit Hilfe eines Spot-Roboters, angeordnet als 32 x 48 Matrix, auf die Membran
aufgetragen und im Anschluss fixiert. Dem Anhang dieser Arbeit ist eine genaue Beschreibung der
gespotteten Matrix beigefiigt. Die Abbildung (VI.2) gibt einen exemplarischen Uberblick iiber die

verschiedenen Sondengruppen, die fiir den ,,Pathoarray* verwendet wurden.
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. LEE-PAI ,Pathoarrays®“. Neben Virulenz-faktoren
] [ -» 0 [ oo - Sk . .
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VI.1.2 Genomanalysen von verschiedenen E. coli Referenzstimmen mit dem
~Pathoarray*

VI1.1.2.1 Genomanalyse des uropathogenen Stammes 536 mit dem ,.Pathoarray*

Um die Signalstirken und die Spezifitit der auf den ,Pathoarray” aufgetragenen Sonden zu
iiberpriifen, wurde dieser mit markierter chromosomaler DNA von verschiedenen E. coli
Referenzgenomen hybridisiert.

Die Abbildung (VI.3) zeigt die 50 Spots mit den stirksten Hybridisierungssignalen und das
Hybridisierungsmuster des ,,Pathoarrays® mit gDNA des Stammes 536. Von diesem extraintestinal
pathogenen E. coli Isolat wurden die ORFs der bis dato sequenzierten PAls (PAI Is3s, PAI Ils36,
PAI Hls36, PAI IVs36 und PAI Vs36) als Gensonden auf dem ,,Pathoarray* fixiert. Aus der Grafik ist

ersichtlich, dass diese Gensonden auch tatséchlich starke Hybridisierungssignale aufwiesen.
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Abb. VIL.3: Analyse des Hybridisierungsmusters des ,,Pathoarrays* des Referenzstammes E. coli 536.
Die Signalintensititen fiir die 50 Sonden mit den stdrksten Signalen sind dargestellt. Diese Sonden
konnten als spezifisch fiir kodierende Bereiche der PAls des Stammes 536 analysiert werden.
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VI1.1.2.2 Genomanalyse der Deletionsmutante 536-21 mit dem ..Pathoarray*

Neben der DNA des Wildtypstammes 536 wurde aulerdem noch gDNA der Deletionsmutante
536-21, einem Derivat, bei dem die PAI Is3s und PAI Ils36 deletiert sind, mit dem ,,Pathoarray*
hybridisiert und mit dem Wildtyp verglichen. Aus der Abbildung (VI1.4) ist erkennbar, dass im
Hybridisierungsmuster des Stammes E. coli 536-21 bei einigen Sonden im Gegensatz zum Wildtyp

keine oder viel schwichere Signale auftraten.
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Abb. VI.4: Analyse des Hybridisierungsmusters des ,,Pathoarrays“ der Deletionsmutante E. coli
536-21. Die Signalintensitdten fiir die 50 Sonden mit den stdrksten Signalen sind abgebildet. Der
Vergleich mit dem Hybridisierungsmuster von 536 (Abb. VI.3) belegt die genomischen Unterschiede
beider Stimme. Die genauere Betrachtung der Daten zeigte, dass im Stamm 536-21 die PAI Is36 und
PAI Ils3¢ deletiert sind.

Eine ndhere Analyse ergab, dass diese Sonden der PAI Is3 und PAI Ils36 zuzurechnen sind und
deshalb durch die markierte DNA der Deletionsmutante folglich keine Hybridisierungssignale mit
diesen Sonden auftreten konnten. Dies lésst sich auch anhand eines Schnittmengendiagramms und im
Scatterplot erkennen, bei dem der 536 Wildtypstamm mit der Deletionsmutante 536-21 verglichen
wurde. Von 918 Sonden wurden fiir dieses Stammpaar 494 als Positivsignal aus dem Datensatz
herausgefiltert. Hiervon waren 221 Signale spezifisch fiir den Stamm 536, 244 wurden von beiden
Stimmen geteilt und bei lediglich 29 wurde ein Positivsignal nur dem Stamm 536-21 zugerechnet.

Diese Ergebnisse zeigten eine gute Korrelation mit den erwarteten Resultaten dieses
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Kontrollexperiments. Die Genlisten fiir die drei Bereiche aus dem Schnittmengendiagramm sind im
Anhang aufgefiihrt. Aus einer detaillierteren Analyse der Genlisten ging hervor, dass erstens die 29
dem Stamm 536-21 spezifisch zugeordneten Gensonden durch falsch-negative Signale des Stammes
536 verursacht wurden; zweitens die 221 spezifischen Signale fiir den Stamm 536 groBtenteils Gene
der PAI Is36 und PAI Ils36 betrafen, welche in der Deletionsmutante 536-21 nicht vorhanden sind; und
drittens die Schnittmenge neben wenigen Genen der PAI Is36 (falsch-positive Signale des Stammes
536-21) hauptsiachlich durch Gene der PAI I1ls36, PAI IVs36 und PAI Vs34 sowie Virulenzfaktoren von
extraintestinal pathogenen E. coli charakterisiert ist. Aus diesen Ergebnissen liel sich eine

Fehlerquote von 5-10 % abschétzen.
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Abb. VLS: Vergleich der Hybridisierungsmuster des ,,Pathoarrays® der Stimme E. coli 536 und
536-21. Das Schnittmengendiagramm stellt die Unterschiede und Ubereinstimmungen fiir die Spots
dar, welche als Positivsignal fiir beide Stimme bestimmt wurden. Sonden spezifisch fiir £. coli 536
sind rot dargestellt, Sonden spezifisch fiir E. coli 536 sind griin koloriert und Sonden spezifisch fiir
beide Stimme wurden gelb eingefdrbt. Der Scatterplot zeigt den Vergleich der Signalintensititen
beider Datensitze. Signale, die dem Hintergrund zugewiesen wurden, sind grau unterlegt.

VI1.1.2.3 Genomanalyse des intestinal pathogenen E. coli Isolates EDL 933 mit dem
»Pathoarray“

Als Referenz fiir intestinal pathogene E. coli wurde der EHEC Stamm EDL 933, dessen
Genomsequenz verfiligbar ist, ausgewéhlt und das Hybridisierungsmuster der gDNA dieses Stammes
mit Hilfe des ,Pathoarrays* analysiert. Im Vergleich zum Stamm 536 zeigte das
Hybridisierungsmuster dieses Stammes, dass bei jenen Sonden sehr starke Hybridisierungssignale
auftraten, die spezifisch fiir diesen intestinal pathogenen Pathotyp sind. Die Signalintensitdten dieses
Stammes sind in der Abbildung (VI.6) dargestellt.
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Abb. VL6: Analyse des Hybridisierungsmusters des ,,Pathoarrays® des EHEC Stammes E. coli
EDL 933. Die Signalintensititen fiir die 50 Sonden mit den stirksten Signalen sind abgebildet.
Sowohl Gensonden spezifisch fiir intestinal pathogene E. coli als auch fiir PAls von extraintestinal
pathogenen E. coli zeigten starke Hybridisierungssignale mit dem ,,Pathoarray*.

VI1.1.2.4 Genomanalyse des apathogenen Stammes MG1655 mit dem .,Pathoarrav*

SchlieBlich wurde noch gDNA des kommensalen, apathogenen Stammes MG1655 mit dem
,Pathoarray* hybridisiert. Dieser Stamm kodiert fast keine Virulenzfaktoren, die als Sonden auf dem
»Pathoarray” verwendet wurden. Aus dem Hybridisierungsmuster war ersichtlich, dass einige Spots
Hybridisierungssignale aufwiesen, die deutlich iiber dem Hintergrundsignal der Membran lagen.
Diese offensichtlich falsch positiven Signale waren ein Hinweis auf mogliche Kreuzhybridisierungen,
die sich bei einer SondengroBle von 400 bp nicht (zwingend) ausschlieBen lassen. Die nachfolgende
Abbildung (V1.7) mit den 50 stirksten Hybridisierungsignalen unterlegt, dass auch dieser Datensatz

neben diesen Kreuzhybridisierungen spezifisch fiir Gene war, die im Stamm MG1655 vorhanden sind.
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Abb. VL7: Analyse des Hybridisierungsmusters des ,,Pathoarrays“ des apathogenen
Referenzstammes E. coli MG1655 (Negativkontrolle). Die beobachteten Signalintensititen fiir diesen
Stamm sind erkennbar schwicher im Vergleich zu denen der pathogenen Stimme. Die
Signalintensitdten flir die 50 stirksten Sonden sind aufgefiihrt. Eine genauere Auswertung ergab, dass
zum Teil Kreuzhybridisierungen mit Sonden auftraten, die aus pathogenen E. coli amplifiziert
wurden.

VI1.1.2.5 Vergleichende Genomanalysen der E. coli Staimme 536, EDL 933 und MG1655

Prinzipiell konnte festgestellt werden, dass bei der Analyse von E. coli Genomen mit dem
»Pathoarray” eine hohere Stringenz der Filterbedingungen eine groBere Zahl falsch-negativer
Resultate verursacht und dementsprechend eine geringere Stringenz eine hohere Rate an falsch-
positiven Genen zur Folge haben wiirde. Diese Fehler, die hauptsidchlich durch Kreuzhybridisierungen
verursacht werden, lassen sich nie komplett ausschlieBen, jedoch zeigten die ermittelten
Signalintensititen die hochste Spezifitdt bei den Genomen, welche die entsprechenden Gene kodieren,
was durch die vergleichende Analyse der Referenzgenome 536, EDL 933 und MG1655 bestétigt
werden konnte. Durch stringente Filterbedingungen lielen sich die Signale den jeweiligen Pathotypen
spezifisch zuordnen. Die Darstellung der Ergebnisse aus einer ,,principal component“-Analyse
bestitigte deutlich, dass die Signale exemplarisch ausgewéhlter Kontroll- und Referenzstimme auf
dem ,Pathoarray* in unterschiedlichen Bereichen des dreidimensionalen Raums clustern, somit
charakteristisch fiir bestimmte Stamme sind und sich deshalb auch die genomische Varianz dieser
Stamme aus den Hybridisierungsdaten sowohl berechnen als auch darstellen ldsst. Werden die
Datensitze der Hybridisierungen von gDNA der Stamme E. coli 536, MG1655 sowie von EDL 933
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mit dem ,,Pathoarray* verglichen nachdem charakteristische Filterbedingungen durchgefiihrt worden
sind, wird ersichtlich, dass von den 918 Sonden des ,Pathoarrays®, die fiir die verschiedenen
Virulenzfaktoren pathogener E. coli auf dem Array integriert wurden, 334 spezifisch fiir den Stamm
536, 121 fiir den Stamm EDL 933 und nur sieben spezifisch fiir den Stamm MG1655 sind. Des
Weiteren konnten 115 Sonden bestimmt werden, die sowohl im Genom des extraintestinal pathogenen
Stammes 536, als auch im Genom des intestinal pathogenen Stammes EDL 933 positive
Hybridisierungssignale aufwiesen. Lediglich vier Sonden hatten positive Hybridisierungssignale in
allen drei Stammen und 324 Spots hybridisierten mit keinen der drei hier verglichenen Stimme. Diese
324 Spots sind, wie eine genauere Analyse ergab, spezifisch fiir andere Pathotypen, hauptsichlich
EAEC, ETEC, EIEC und Shigella. Diese Resultate sind im Schnittmengendiagramm in der Abbildung
(VL8) dargestellt. Die Genlisten fiir die jeweiligen Sonden dieses Diagramms sind im Anhang
aufgefiihrt. Auch die dreidimensionale Uberlagerung der Datensitze belegte eine deutlich erkennbare
Gruppierung der stammspezifisch zugewiesenen Signale. Dies wurde durch die einzelne Darstellung
der erhaltenen Hybridisierungssignale dieser Stimme bestitigt, da alle als positiv definierten Signale

sich deutlich von Hintergrund trennen lieen.

536 EDL 933 MG1655

Abb. VL8: Die ,,principal component“-Analyse mit den Datensidtzen von E. coli 536 (rot), 536-21
(schwarz), EDL 933 (griin) und MG1655 (blau) stellt die genomische Varianz dieser Stimme
graphisch dar. Aus der Schnittmengenanalyse der Hybridisierungssignale des ,,Pathoarrays* gehen die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede fiir die Stimme 536, EDL 933 und MGI1655 hervor. Der
dreidimensionale Vergleich dieser Datensidtze zeigt die Clusterbildung fiir die jeweiligen
Schnittmengen. Die eindimensionale Darstellung dieser drei Datensitze belegt, dass sich positive
Signale durch stringente Filterbedingungen vom jeweiligen Hintergrund separieren lassen.
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Legt man diese Resultate zu Grunde, lassen sich zusammenfassend betrachtet mit Hilfe des
»Pathoarrays“ durch DNA/DNA-Hybridisierungen vorhandene und nicht vorhandene
Virulenzfaktoren verschiedener Stdmme bestimmen und unterschiedlichen Pathotypen zuordnen.
Trotz auftretender Hintergrundsignale und Kreuzhybridisierungen zeigten die Sonden des
»Pathoarrays® eine hohe Spezifitit fiir die Virulenzgene der jeweiligen Pathotypen. Da auf diesem
DNA-Array in der Summe jedoch ungeniigend Sonden gespottet sind, die von allen E. coli Stimme
kodiert werden (Kerngenom), ist die normalerweise libliche Transformation der Signale durch eine
Normalisierung auf die Gesamtintensitdten aller Signale nicht sinnvoll, da dies zu starken
Verzerrungen der einzelnen Signalintensitdten fiihren wiirde. Aus diesem Grund wurden fiir die hier
aufgefiihrten Analysen die Rohdaten verwendet. Die jeweils kleinsten Intensititen der Einzelsignale
(Minima) von allen analysierten Stdmmen wurden als Hintergrund definiert und von den
entsprechenden Rohdaten subtrahiert. Beim Design des ,,Pathoarrays® wurden alle Gene des fim-
Genclusters als Positivkontrolle integriert. Die mittlere Signalintensitét aller Spots dieses Genclusters
diente als Trennlinie fiir ,,positiv (vorhanden) und ,,negativ* (nicht vorhanden). Diese Behandlung
ermoglichte eine zuverldssige ,Feinjustierung® der unterschiedlichen Rohdatenintensititen der
einzelnen Hybridisierungen und ergab eine durchgehend hohe Korrelation mit den zu erwartenden
Ergebnissen dieser Kontrollexperimente. Die Spezifitdt der einzelnen Sonden des ,,Pathoarray* konnte

bestétigt werden.

VI.1.3 Genomanalysen von uropathogenen E. coli Isolaten mit dem MG1655-
spezifischen DNA-Array

VI.1.3.1 Vergleichende Genomanalysen der uropathogenen Stimme E. coli 536, J96, J96-M1,
764 und 764-2 mit dem MG1655-spezifischen DNA-Array

Genomvariabilititen spielen eine wichtige Rolle bei pathogenen E. coli. Neben spezifischen
Virulenzfaktoren -hauptsidchlich auf PAIs kodiert- haben auch andere im Kerngenom kodierte
Faktoren Einfluss auf das Virulenzpotential. Der Einsatz von DNA-Arrays ermdglicht einen
einfachen, zligigen Vergleich von klinischen Isolaten und bietet die Moglichkeit, Genomvariabilititen
sowie evolutiondre Anpassungen ndher zu studieren. Genomumlagerungen, Deletionen und der
Erwerb von mobilen genetischen Elementen durch horizontalen Gentransfer sind die wesentlichen
Mechanismen dieser Anpassungen. Neben dem Erwerb neuer Genfunktionen durch
Pathogenititsinseln, Bakteriophagen und Plasmide konnen auch Deletionen fiir Verdnderungen in den
regulatorischen Netzwerken der Zelle verantwortlich sein. Den uropathogenen Stimmen 536, J96 und
764 ist gemein, dass alle drei Stimme genomisch instabile Gencluster besitzen, die fiir
Virulenzfaktoren kodieren. Durch Deletion dieser DNA-Blocke sind die Stimme 536-21, J96-M1 und
764-2 entstanden. Diese Stimme wurden mit Hilfe des MG1655 spezifischen DNA-Arrays untersucht

und miteinander verglichen.
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Abb. VL.9: Vergleich der Kerngenome der Stimme 536 und J96, 536 und 764 sowie 764 und J96.
Das Kerngenom der analysierten Stimme variiert im Vergleich der Stimme untereinander zwischen
1 und 5 %, legt man zweifach erhdhte Signalintensitidten zu Grunde. Die Stimme J96 und 764 teilen
die meisten ORFs (1 % Varianz); das Kerngenom der Stimme 536 und 764 unterschied sich am
deutlichsten (5 % Varianz).
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Als unterschiedlich (nur in einem Stamm vorhanden) wurden Hybridisierungssignale definiert, die, im
Vergleich der Stammpaare untereinander, mindestens zweifach erhdhte Signalintensititen aufwiesen.
Der Vergleich zeigte, dass sich das Kerngenom aller drei Stimme nur unwesentlich voneinander
unterscheidet. Die geringsten Unterschiede wurden beim Vergleich von J96 mit 764 beobachtet. Bei
diesem Stammpaar wurden 15 bzw. 27 ORFs als nichtvorhanden aus dem Datensatz gefiltert. Dies
entspricht ca. 1 % vom Kerngenom. Die deutlichsten Unterschiede wurden beim Stammpaar 536 / 764
festgestellt. 90 bzw. 110 ORFs (ca. 5 % vom Kerngenom) hatten hier mindestens doppelt so starke
Signalintensititen im Vergleich beider Stimme. Beim Vergleich von 536 mit J96 waren dies nur 51
bzw. 74 ORFs und damit ca. 3 % vom Kerngenom. Diese Gene beinhalteten IS-Elemente,
Transportproteine, Enzyme, regulatorische Proteine, Faktoren fiir die Zellmembran, DNA-
Reparaturproteine sowie ORFs mit bislang unbekannter Funktion.

Des Weiteren wurde das Kerngenom der Deletionsmutanten J96-M1 und 764-2 mit dem MG1655-
spezifischen DNA-Array untersucht und mit den Ursprungsstimmen J96 und 764 verglichen. Diese
Analysen sind in der Abbildung (VI.10) dargestellt. Im Vergleich der Stammpaare 764 / 764-2 und
J96 / J96-M1 konnten nahezu keine Unterschiede der kodierenden Bereiche des Kerngenoms
festgestellt werden. Das Stammpaar J96 / J96-M1 unterschied sich anhand des
Hybridisierungsmusters nur durch ORF b1374, einem Genabschnitt mit Homologie zu Sequenzen von
Bakteriophagen. Beim Vergleich des Paares 764 / 764-2 konnten nur unwesentlich mehr Unterschiede
beobachtet werden: acht bzw. zehn Spots wurden aus diesem Datensatz gefiltert. Die Sequenzen

dieser ORFs zeigten ebenfalls Homologien zu Sequenzen von Bakteriophagen.
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Abb. VIL.10: Vergleich der Kerngenome der Stimme J96 und 764 mit den jeweiligen
Deletionsmutanten J96-M1 und 764-2. Das Kerngenom der Deletionsmutanten variiert im Vergleich
mit den Ursprungsstimmen nur minimal. Einige ORFs mit Homologie zu Bakteriophagengenen
wurden als einziger Unterschied festgestellt.

VI.1.4 Zusammenfassung des Abschnitts ,,Genomanalysen*

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein DNA-Array mit spezifischen Virulenzfaktoren von pathogenen
E. coli hergestellt. Dieser ,,Pathoarray* umfasste den flexiblen Bereich des Genoms von E. coli. Als
Sonden wurden alle bis dato bekannten Virulenzfaktoren von extraintestinal pathogenen E. coli und
die bekanntesten Virulenzfaktoren intestinal pathogener E. coli verwendet. Durch die Analyse
verschiedener Referenzstimme konnte gezeigt werden, dass die Sonden spezifisch mit gDNA von
verschiedenen E. coli Pathotypen hybridisieren. Trotz zum Teil auftretender Kreuzhybridisierungen
lieBen sich verschiedene E. coli Isolate mit diesem DNA-Array klassifizieren und die kodierten

Virulenzfaktoren auf diesem Weg bestimmen.
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Zusammen mit einem DNA-Array flir das Kerngenom (K-12 Array) konnen die Genome von
verschiedenen E. coli Isolaten nédher charakterisiert werden. Auf diesem Wege wurde bestétigt, dass
sich die Kerngenome der uropathogenen Stimme 536, J96 und 764 nicht wesentlich voneinander
unterscheiden.

Ein Vergleich dieser uropathogenen E. coli mit Derivaten, die PAI-Deletionen haben belegte, dass
sich das Kerngenom dieser Derivate nicht von den Ursprungsstimmen unterscheidet. Diese
Beobachtung untermauert die Tatsache, dass die Deletion von PAls spezifisch erfolgt und (daraus
schlieBend) einem besonderen Mechanismus unterliegen sollte. Zudem bestdtigen diese
Beobachtungen die Modellvorstellung von der Erweiterung des Kerngenoms mit mobilen DNA-

Elementen uber horizontalen Gentransfer.
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VI.2  Untersuchungen zur Biofilmbildung

VI.2.1 Analyse der Biofilmbildung verschiedener E. coli Derivate

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war, die Expression und Regulation von Genen zu untersuchen, die
Einfluss auf die Ausbildung von Biofilmen haben.
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe J.-M. Ghigo vom Institut Pasteur (Paris) wurden

verschiedene Derivate des Stammes E. coli 536 hinsichtlich ihres Biofilm-Phénotyps getestet.
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Abb. VI.11: Biofilmbildung verschiedener E. coli 536 Derivate sowie von MG1655 und
MG1655rfaH. Die Abbildungen der Biofilmkammern und die graphische Darstellung belegen eine
verstirkte Biofilmbildung der Mutanten E. coli 536rfaH und MG1655rfaH. (© Jean-Marc Ghigo,
Institut Pasteur, Paris)

Aus der Abbildung (VI.11) ist ersichtlich, dass eine Inaktivierung von rfaH im Stamm 536 einen
signifikant positiven Einfluss auf die Biofilmbildung hatte. Dieser Effekt konnte auch beim E. coli
Stamm MG1655rfaH beobachtet werden. Im Stamm 536 fiihrte die Inaktivierung des rfaH Gens zu
einer zehnfach besseren Adhédrenz an Glasoberflichen. Die Adhdrenz von Zellen des Stammes
MG1655rfaH war im Vergleich zum Wildtyp um das Dreifache erhoht. Diese Beobachtungen
kennzeichneten RfaH als einen Repressor der Biofilmbildung. Sie lassen aber auch darauf schlief3en,
dass in beiden Stimmen qualitative und quantitative Unterschiede vorhanden sein sollten, die Einfluss

auf den Biofilm-Phinotyp haben.
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VI.2.2 Transkriptomanalysen mit Hinblick auf die Biofilmbildung von
rfaH Derivaten

VI1.2.2.1 Optimierung des Protokolls fiir die Transkriptomanalyse

Um auf Transkriptionsebene nach Unterschieden in der Genexpression zwischen den Stdmmen 536
und 536rfaH zu suchen, die fiir die verstirkte Biofilmbildung verantwortlich sein kdnnten, sollten mit
dem kommerziell erwerbbaren K-12 Array in Kombination mit dem E. coli ,Pathoarray*
Transkriptionsanalysen durchgefiihrt werden.

Die bis dato in der Literatur beschriebenen Beispiele fiir Expressionsprofilanalysen beschrénkten sich
in erster Linie auf eukaryotische Systeme und waren auf DNA-Arrays von Prokaryoten nicht
iibertragbar, weil dort die cDNA mit Hilfe von Primern synthetisiert wird, die spezifisch an den
poly-A-tail der eukaryotischen mRNA binden. Eine Polyadenylierung von mRNA in Prokaryoten
wurde zwar beschrieben, findet jedoch nicht fiir alle Transkripte gleichermafen statt (O'Hara et al.,
1993; Szalewska-Palasz et al., 1998; Wrobel et al., 1998). Sie ist abhingig von der Wachstumsphase,
destabilisiert die Transkripte und betrifft lediglich einen geringen Anteil der gesamten mRNA-
Population (Jasiecki und Wegrzyn, 2003; Wegrzyn, 2005). In verdffentlichten prokaryotischen
Expressionsstudien wurden kommerziell erwerbbare ORF-spezifische Primer-Gemische verwendet,
die einerseits sehr kostenintensiv sind und auch nur fiir bereits vollstindig sequenzierte Organismen
verfligbar waren. Eine Verwendung dieser Primer-Sets flir Expressionsstudien mit E. coli 536 hitte zu
Ungenauigkeiten gefiihrt und im besonderen die ORFs schlechter markiert, welche auf PAls kodiert
sind.

Durch verschiedene Vorversuche wurde ein Protokoll zur Expressionsanalyse mit DNA-Arrays
schrittweise optimiert. In diesem Zusammenhang erwies sich das eingesetzte Verhiltnis von

Zufallshexamerprimern zu mRNA als besonders kritisch fiir die Markierungsreaktion.

2

0¥ 0x T 2x £ 0.6 Konwoten Abb. VI.12: Optimierung der reversen Transkription fiir die

' prpA— Markierung von cDNA fiir ,expression profiling*-

" Experimente. Polyacrylamidgel mit radioaktiv markierter

« < assop || CDNA. Die Banden bei 458 bp und 362 bp wurden durch

¢ « <—aezee || reverse Transkription mit 16S rRNA- und 23S rRNA-

spezifischen =~ Primern  erhalten und  dienten als

GroBenstandard. Das eingesetzte Verhéltnis von mRNA und
Zufallshexamerprimern hat sich als kritisch erwiesen.

Wie die Abbildung (VI.12) =zeigt, fiihrte erst der Einsatz der hundertfachen Menge an
Zufallshexamerprimern (bezogen auf die Mengenangaben des Herstellers) zu einer effizienten

Markierung der cDNA nach reverser Transkription. Die Markierungseffizienz lag nach
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Beriicksichtigung des optimierten Verhéltnisses von Zufallshexamerprimer zu ,template“-RNA bei
iiber 90%. Eine Hybridisierung der DNA-Arrays mit cDNA nach Anwendung des verbesserten
Protokolls fiihrte schlieBlich zu Signalintensititen, die die Auswertung der Expressionsprofile

ermoglichte.

VI1.2.2.2 Analyse des Einflusses von RfaH auf die Genexpression im Stamm E. coli 536 bei
37 °C in der logarithmischen Wachstumsphase

Im Gegensatz zu E. coli 536 ist 536rfaH ein starker Biofilmbildner. Um RfaH-abhéngig regulierte
Gene zu identifizieren, wurden die Transkriptome beider Stimme in der logarithmischen
Wachstumsphase bei 37 °C bestimmt und miteinander verglichen.

Werden die cDNA-Hybridisierungen mit der MG1655-spezifischen Membran von E. coli 536 und
536rfaH direkt miteinander verglichen, sind prinzipiell keine starken Unterschiede festzustellen. Dies
ist auch aus dem Scatterplot und der Signaliiberlagerung beider Hybridisierungen in der Abbildung
(VI.13) erkennbar.

536rfaH =

536

Abb. VI.13: Vergleich der Transkriptome von 536 und 536rfaH bei 37 °C in der logarithmischen
Wachstumsphase  mit der  MGI1655-spezifischen =~ Membran.  Dargestellt  ist  eine
Falschfarbeniiberlagerung beider Hybridisierungsmuster und der Scatterplot. Die Transkriptome sind
sehr dhnlich. Als signifikant unterschiedlich wurde die Expression von cpsG (induziert im Wildtyp)
und agn43 (reprimiert im Wildtyp) gefunden.

Mit Hilfe von Programmen zur Array-Datenanalyse (Arrayvision (Imaging Research), Expressionist

(Genedata), GeneSpring (Silicon Genetics)) konnten lediglich nur zwei Gene identifiziert werden, die
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beim Vergleich aller untersuchten Hybridisierungsmuster signifikant unterschiedlich exprimiert
waren. In E. coli 536 war die (nahezu identische) Phosphomannomutase des Colanséure-Operons
(cpsG) bzw. LPS-Operons (manB) und in 536rfaH ein autoaggregierendes Protein der duBleren
Membran (b2000, fIu, sap, agn43) mehr als zweifach stirker exprimiert. Durch den Vergleich mit den
Signalintensitdten von gDNA (als Referenz) wurde ermittelt, dass beide Gene insgesamt relativ
schwach exprimiert sein sollten, da das Signal/Referenz-Verhiltnis beider Gene im Vergleich zu
anderen Transkripten sehr niedrig war.

Neben den Genen, die im Kerngenom kodiert sind und mit der MG1655-spezifischen Membran
analysiert wurden, kodiert der Stamm 536 zahlreiche Gene auf PAIs. Die Transkriptmengen dieser
Gene wurden mit Hilfe des ,,Pathoarrays* bestimmt. In der Abbildung (VI.14) sind der Scatterplot und

die Signaliiberlagerung beider Transkriptome mit dem ,,Pathoarray* dargestellt.

. 536rfaH__ ¢

* 53

Abb. VI.14: Vergleich der Transkriptome von 536 und 536rfaH bei 37 °C in der logarithmischen
Wachstumsphase mit dem ,,Pathoarray”. Dargestellt ist eine Falschfarbeniiberlagerung beider
Hybridisierungsmuster und der Scatterplot. Die Transkriptome der PAl-kodierten Gene unterschieden
sich starker als die des Kerngenoms. Im Wildtyp wurden insbesondere Gene des Himolysin-Operons
starker exprimiert. In der rfaH Mutante waren die Gene der beiden agn43 Varianten und Gene des
Yersiniabaktin-Operons am stdrksten induziert.

Im Gegensatz zu den Transkriptomen des Kerngenoms von 536 und 536rfaH, wo nur wenige
Unterschiede bemerkt wurden, waren bei der Expression von Genen der Pathogenitétsinseln mehrere
signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante feststellbar. Beide auf PAI Ills3s bzw.
PAI Vs36 kodierten agn43 Varianten wurden neben Genen des Yersiniabaktin-Operons in 536rfaH im
Vergleich zum Wildtyp am stérksten induziert. Reprimiert waren in 536rfaH insbesondere Gene des
o-Hamolysin-Operons sowie eine putative DNA-Methyltransferase ORF35pain  (,,Pathoarray*-
Bezeichnung ,,PAI2 ORF1%), eine IS/00 Transposase (pcdA) und der Himin-Rezeptor chuA.
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Abb. VI.15: Zusammenstellung der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse mit dem K-12 Array und dem ,,Pathoarray*“ von 536 (griin) im
Vergleich zu 536rfaH (rot) wihrend der logarithmischen Wachstumsphase bei 37 °C. Gene des
Yersiniabaktin-Operons (irpl, irp2, irp3, irp5, ybtQ, ybtP) sind, obwohl signifikant in 536rfaH
induziert, in dieser Darstellung nicht enthalten (Faktor < 1,35).

Werden die 25 am stéirksten induzierten bzw. reprimierten Gene dieses Vergleichs in Kategorien
unterteilt, so lassen sich 16 Gene den flexiblen DNA-Bereichen des Stammes 536 zuordnen. Die
anderen Gene gehdren zum Kerngenom und konnen in folgende Kategorien unterteilt werden:
15 Gene sind bislang nicht klassifiziert worden. Die drittgrofSte Gruppe umfasste fiinf Gene, welche
Funktionen des Energiemetabolismus kodieren. Des Weiteren kodieren vier Gene die Biosynthese von
Kofaktoren, drei Gene die Synthese von Aminosduren, zwei Gene fiir Stoffwechsel und auBerdem
waren noch Faktoren aus verschieden anderen Kategorien (innere Membran, Murein-Sacculus, dullere
Membran, Chaperon und Transport) unter den 50 am stérksten deregulierten Genen zu finden. Von
den deregulierten Genen konnten insbesondere Gene fiir Funktionen der &uBleren Zellhiille die

Biofilmbildung beeinflussen.
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Tab. VL.1: Genliste der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stérksten reprimierten Gene von
536 und 536rfaH bei 37 °C mit Funktion und Accession-Nummer.

"Patho- K12-
Gen Faktor Array" Array Genfunktion b# Gengruppe Accession-Nr.
hilyA 3,1 + a—Hédmolysin Pathogenititsinsel
hiyB 3,1 + a—Hédmolysin Sekretion Pathogenitétsinsel
cpsG 2,7 + Phosphomannomutase b2048 |Zentraler Metabolismus AE000295
hlyD 2,6 + a—Hédmolysin Sekretion Pathogenititsinsel
PAI2 ORFO1 2,5 + put. Methyltransferase Pathogenititsinsel
IpcdA 2,1 + Pathogenititsinsel
b2673 1,9 + hypotetisch b2673 |nicht klassifiziert AE000352
chud 1,9 + Hiamin-Rezeptor Pathogenititsinsel
b2531 1,8 + hypotetisch b2531 |nicht klassifiziert AE000339
b2618 1,7 + hypotetisch b2618 |nicht klassifiziert AE000347
dniR 1,7 + regulatorisches Protein b0211 |Energiemetabolismus AE000130
b2674 1,7 + hypotetisch b2674 |nicht klassifiziert AE000352
exbD 1,6 + Biopolymer-Transport ExbD b3005 |Transportproteine AE000383
PAIS kps F 1,6 + K15 Kapsel Pathogenititsinsel
PAI2 Orf B 1,6 + Pathogenititsinsel
b0458 1,6 + hypothetisch b0458 |nicht klassifiziert AE000152
murl 1,6 + Glutamatracemase b3967 |Zellstruktur AE000471
ORF 3.1. 1,6 + Pathogenitétsinsel
kpsX 1,6 + K15 Kapsel Pathogenititsinsel
PAIl ORFI 1,6 + Pathogenititsinsel
PAI2 int B 1,5 + P4 dhnliche Integrase Pathogenititsinsel
L0009 1,5 + Pathogenititsinsel
b3850 1,5 + hypothetisch b3850 |nicht klassifiziert AE000460
cyoC 1,5 + Cytochromoxidase Untereiheit 111 b0430 |Energiemetabolismus AE000149
HecA 1,5 + Pathogenititsinsel
Aminosaurebiosynthese und
hisG -1,3 + ATP-Phosphoribosyltransferase b2019 |Metabolismus AE000293
(2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate)-
entA 41,3 + Dehydrogenase b0596 |Biosynthese von Kofaktoren AE000165
\pykF -1,3 + Pyruvatkinase bl1676 |Energiemetabolismus AE000262
b4257 -1,3 + hypothetisch b4257 |nicht klassifiziert AE000496
idC -1,3 + 60 kD Protein b3705 |nicht klassifiziert AE000447
b1843 -1,3 + hypothetisch b1843 |nicht klassifiziert AE000278
fiD -1,3 + hypothetisch b2579 |Energiemetabolismus AE000344
Aminosaurebiosynthese and
trpB -1,3 + Tryptophansynthase beta-Kette b1261 |Metabolismus AE000224
cysN -1,3 + ATP-Sulfatadenyltransferase b2751 |Zentraler Metabolismus AE000358
b4045 -1,3 + hypothetisch b4045 |nicht klassifiziert AE000478
Aminosdurebiosynthese und
ilvC -1,3 + Ketolsdure-Isomerase b3774 |Metabolismus AE000454
b1816 -1,3 + hypothetisch b1816 |nicht klassifiziert AE000276
b1645 -1,3 + hypothetisch b1645 |nicht klassifiziert AE000259
chA -1,4 + hypothetisch b1214 |nicht klassifiziert AE000219
pfiK -1,4 + hypothetisch b2578 |nicht klassifiziert AE000344
ibL -1,4 + hypothetisch b3602 |nicht klassifiziert AE000438
Molybdopteringuaninedinukleotid-
mopA -1,4 + Biosynthese Protein A b3857 |Biosynthese von Kofaktoren AE000461
adhE -1,4 + Alkohol/Acetaldehydedehydrogenase b1241 |Energiemetabolismus AE000222
zelluldre Prozesse
dnakK -1,4 + Hitzeschockprotein 70 b0014 |(Adaptation. Schutz) AE000112
smpB -1,4 + kleines B-Protein b2620 |nicht klassifiziert AE000347
hgF -1,5 + hypothetisch b3407 |nicht klassifiziert AE000416
b1995 -1,6 + hypothetisch b1995 |nicht klassifiziert AE000291
sap -2,0 + Antigen 43 Pathogenititsinsel
2000 22,5 +  |flu, Antigen43 b2000 |4duBeres Membranprotein AE000291
[PAI3 ORF28 -3,2 + Antigen 43 Pathogenitidtsinsel
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VI1.2.2.3 Analyse des Einflusses von RfaH auf die Genexpression im Stamm E. coli 536 bei
30 °C in der logarithmischen Wachstumsphase

Auch die Transkriptome der logarithmischen Wachstumsphase bei 30 °C von E. coli 536 und 536rfaH
wurden bestimmt und miteinander verglichen. In Analogie zu den Experimenten bei 37 °C konnten
nur kleinere Unterschiede beim Vergleich der beiden Transkriptome beobachtet werden. Die

Scatterplots in der Abbildung (VI.16) bestitigen die relativ gute Korrelation beider Transkriptome.

536rfaH
536rfatH

Abb. VI.16: Vergleich der Transkriptome von 536 und 536rfaH bei 30 °C in der logarithmischen
Wachstumsphase anhand von Scatterplots. Wie bereits bei den Experimenten bei 37 °C beobachtet,
unterschieden sich die Transkriptome nicht wesentlich.

Die jeweils 25 am stirksten induzierten und reprimierten Genprodukte aus den Hybridisierungen von
536 bzw. 536rfaH mit dem MG1655-spezifischen DNA-Array und dem ,Pathoarray* sind im
Diagramm in der Abbildung (VI.17) aufgefiihrt.

In Analogie zu den Messungen bei 37 °C zeigte E. coli 536 im Vergleich zu 536rfaH auch bei 30 °C
eine stirkere Expression der Phosphomannomutase cpsG. Der bislang nicht klassifizierte ORF b0667
und Gene des a-Hédmolysin-Operons wurden im 536 Wildtyp ebenfalls stirker exprimiert. Allerdings
war der Unterschied in der a-Hémolysin-Expression nicht mehr so signifikant wie bei der hoheren
Temperatur. Die Expression von Antigen 43 (,,Pathoarray*“-Bezeichnung ,,PAI3 ORF28*) wurde -wie
bei 37 °C bereits beobachtet- in 536rfaH am stirksten induziert. Des Weiteren zeigten neben Genen
des Yersiniabaktin-Operons noch osmC, ein Gen, dessen Expression zur Adaptation an osmotischem
Stress induziert wird und der bislang nicht klassifizierte ORF b1481 eine signifikant stirkere
Expression in 536rfaH.

Von den 50 am stérksten deregulierten Genen sind 17 auf Pathogenitétsinseln kodiert. Die anderen auf
dem Kerngenom kodierten Faktoren wurden in folgende Gruppen gegliedert: sieben Gene sind bislang

nicht charakterisiert, fiinf kodieren Faktoren fiir bestimmte zelluldre Prozesse wie die Adaptation an
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besondere Bedingungen, fiinf weitere Gene kodieren Translationsfaktoren, drei fiir DNA-Replikation
und Modifikation, drei weitere zentrale Stoffwechselfaktoren und weitere vier kodieren fiir
Transportfunktionen. AuBerdem waren noch Faktoren fiir die Synthese von Aminosauren, Kofaktoren,
Zellstruktur und Nukleotid-Biosynthese dereguliert. Aus der genaueren Betrachtung der deregulierten
Gene konnte keine Hypothese aufgestellt werden, die die verstirkte Biofilmbildung von 536rfaH

erklaren konnte.
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Abb. VI.17: Zusammenstellung der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse mit dem K-12 Array und dem ,Pathoarray*“ von 536 (griin) im
Vergleich zu 536rfaH (rot) wihrend der logarithmischen Wachstumsphase bei 30 °C. Wie bereits bei
den Experimenten bei 37 °C beobachtet, unterschieden sich die Transkriptome nicht sehr stark. Am
stiarksten induziert ist die Transkription von agn43 in 536rfaH und cpsG in 536.
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Tab. VL.2: Genliste der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stérksten reprimierten Gene von
536 und 536rfaH bei 37 °C mit Funktion und Accession-Nummer.

"Patho- K12-

Gen Faktor Array" Array Genfunktion b# Gengruppe Accession-Nr.
cpsG 3,8 + Phosphomannomutase b2048 |Zentraler Metabolismus AE000295
b0667 2,5 + hypotetisch b0667 |[nicht klassifiziert AE000170
rplX 2,1 + 50s ribosomales Protein (Untereinheit) b3309 |Translation, Modifikation AE000408

Sulfitereductase Himoprotein alpha-
cysl 2,0 + Untereinheit b2763 |Zentraler Metabolismus AE000360
PAI2 ORFO01 1,9 + Pathogenitétsinsel
Arginine-bindendes Periplasmatisches
art] 1,8 + Protein b0860 |Transportproteine AE000188
hiyA 1,8 + Pathogenitétsinsel
rplV 1,7 + 50s ribosomales Protein (Untereinheit) b3315 |Translation, Modifikation AE000408
Phosphattransport ATP-bindendes
nstB 1,6 + Protein PstB b3725 |Transportproteine AE000449
zelluldre Prozesse
cspA 1,6 + hypotetisch b3556 [(Adaptation. Schutz) AE000433
mrdA 1,6 hypotetisch b0635 |Zellstruktur AE000168
O6-Methylguanine-DNA - DNA Modifikation and
ogt 1,6 + Alkyltransferase b1335 |Reparatur AE000231
hiyB 1,6 + Pathogenititsinsel
rpsD 1,5 + 30S Ribosomenuntereinheit b3296 |Translation, Modifikation AE000407
Phagen, Transposons,
emrR 1,5 + EmrR Protein b2684 |Plasmide AE000353
rplY 1,5 + 50s ribosomales Protein (Untereinheit) b2185 |Translation, Modifikation AE000308
rpsH 1,5 + 30S Ribosomenuntereinheit b3306 |Translation, Modifikation AE000408
carA 1,5 + Carbamoylphosphatsynthase b0032 |Nukleotid Biosynthese AE000113
b0663 1,5 + hypotetisch b0663 |nicht klassifiziert AE000170
b2286 1,5 + NADH-Dehydrogenase [ b2286 |[nicht klassifiziert AE000317
b1655 1,5 + hypotetisch b1655 |nicht klassifiziert AE000260
cysD 1,5 + ATP-Sulfatadenyltransferase b2752 |Zentraler Metabolismus AE000358
DNA Modifikation and
rnpA 1,5 + RNase P, Protein Komponente b3704 |Reparatur AE000447
secD 1,4 + Translokationskomplexprotein b0408 |Transportproteine AE000147
Aminosaurebiosynthese und
argH 1,4 + Argininosuccinate-Lyase b3960 |Metabolismus AE000470
chuA -1,4 + Hamin-Rezeptor Pathogenititsinsel
) btQ -1,4 + Yersiniabaktinexpression Pathogenititsinsel
PAI3 ORF14 -1,4 + Pathogenititsinsel
int sfx -1,4 + Sfx-Integrase Pathogenititsinsel
52000 -1,4 + flu, Antigen43 b2000 |éduBeres Membranprotein AE000291
sfa A -1,4 + S-Fimbrien-Expression Pathogenitétsinsel
zelluldre Prozesse
sodA -1.,4 + Mangansuperoxid-Dismutase b3908 [J(Adaptation. Schutz) AE000465
zelluldre Prozesse
osmY -1,4 + Periplasma Protein b4376 |(Adaptation. Schutz) AE000508
b1452 -1,4 + hypotetisch b1452 [Putative Transport Proteine AE000242
folE -1,4 + GTP Cyclohydrolase I b2153 |Biosynthese von Kofaktoren AE000304
DS -1,5 + Yersiniabaktinexpression Pathogenititsinsel
yefD -1,5 + hypotetisch b2050 [nicht klassifiziert AE000295
irp2 -1,5 + Yersiniabaktinexpression Pathogenititsinsel
Aminosaurebiosynthese und
asd -1,5 + Aspartatesemialdehyde-Dehydrogenase |b3433 |Metabolismus AE000420
DNA-bindendes Protein (Histone- DNA Modifikation and
hns -1,5 + dhnliches Protein Hlp-II) b1237 |Reparatur AE000222
btS -1,5 + Yersiniabaktinexpression Pathogenitétsinsel
Toleranzprotein fir organische zellulare Prozesse
imp -1,6 + Losungsmittel b0054 |(Adaptation. Schutz) AE000115
ybtP -1,6 + Yersiniabaktinexpression Pathogenititsinsel
sap -1,6 + Antigen 43 Pathogenitédtsinsel
PAIl ORFI -1,7 + Pathogenititsinsel
iroN -1,8 + Salmochelinexpression Pathogenititsinsel
b1481 -1,9 + hypotetisch b1481 [nicht klassifiziert AE000245
zellulare Prozesse
osm C 22,2 + hypotetisch b1482 |(Adaptation. Schutz) AE000245
irpl -2,4 + Yersiniabaktinexpression Pathogenititsinsel
PAI3 ORF28 -3,0 + Antigen 43 Pathogenititsinsel
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VI1.2.2.4 Vergleich der Genexpression in der logarithmischen Wachstumsphase bei 37 °C und
30 °C

Werden die Transkriptome von 536 und 536rfaH bei 30 °C und 37 °C verglichen, ist erkennbar, dass
der Einfluss der Temperatur durch stirkere Anderungen im Transkriptom gekennzeichnet war, als die
zuvor analysierte Deletion von rfaH im Vergleich zum Wildtyp bewirkte. Eine genauere Analyse

zeigte, dass diese Beobachtung sowohl fiir £. coli 536 als auch fiir E. coli 536rfaH zutreffend war.

536 (30 °C)
536 (30 °C)

RN T e e PARDILAC).

- 536rfaH (30 °C)
536rfaH (30 °C)

" 536rfaH (37 °C) _536rfaH (37 °C)

Abb. VI.18: Vergleich der Transkriptome von 536 bzw. 536rfaH bei unterschiedlichen Temperaturen.
Dargestellt sind die Scatterplots beider Stimme jeweils von der K-12 Membran (Gene des
Kerngenoms) und dem ,,Pathoarray* (Gene von Pathogenititsinseln). Die stirkere Streuung der Werte
um die Diagonale zeigt, dass der Temperatureffekt einen stiirkeren Einfluss auf Anderungen im
Transkriptom hatte, als eine Deletion von rfaH (vergl. mit Abb. VI.13, 14, 16). Der Temperaturshift
bewirkte bei beiden Stimmen #hnliche Anderungen im Transkriptom.

Der Vergleich der Transkriptome beider Stimme zwischen 37°C und 30°C wéhrend der
logarithmischen Wachstumsphase ergab dhnliche Ergebnisse bei den deregulierten Genen. Bei 37 °C
wurden sowohl im Wildtyp als auch in 536rfaH die Gene ompT, fepA, artl, b2673 und yicF stirker
exprimiert. Der ORF b2673 kodiert vermutlich ein Gen fiir die Biosynthese von Kofaktoren fiir
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Thioredoxin, Glutaredoxin und Glutathion. FepA, ein Ferrienterobaktinrezeptor-Vorlduferprotein, ist
beim Transport von Kationen von Bedeutung. Artl, ein Arginin-bindendes periplasmatisches Protein,
ist in den Transport von Aminosduren involviert. OmpT, ein Protease-Vorldauferprotein, beeinflusst
die Zellstruktur der duleren Membran. Die Funktion von yicF ist bislang noch nicht bekannt.

GdhA, eine Glutamatdehydrogenase, wurde im Wildtyp bei 30°C signifikant stirker exprimiert. Im
Falle von 536rfaH zeigte der bislang noch nicht klassifizierte ORF b0648 die stdrkste Induktion bei
30 °C im Vergleich beider Temperaturen. Aullerdem zeigten beide Stamme bei 30 °C eine Induktion

von Genen des S-Fimbrien-Operons.
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Abb. VI.19: Zusammenstellung der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536 bei 37 °C (griin) im Vergleich zu 30°C (rot) wihrend der
logarithmischen Wachstumsphase. Bei 37 °C ist eine erhohte Expression von b2673, fepA, ompT, artl,
cir4 und yicF zu beobachten. Eine erhdhte Transkription von Genen des S-Fimbrien-Operons sowie
von gdhA und fimA wurde im Wildtyp bei 30 °C beobachtet.
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Abb. VL.20: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536rfaH bei 37 °C (griin) im Vergleich zu 30 °C (rot) wahrend der
logarithmischen Wachstumsphase. Bei 37 °C war eine erhdhte Expression von ompT, fepA, artl, yicF,
vaiD und b2673 zu beobachten. Eine erhohte Transkription von b0648, argF und yaeQ wurde bei
30 °C festgestellt.

Der Vergleich der Schnittmengen der Transkriptome von 536 und 536rfaH zeigte, dass verschiedene
Gene sowohl von Pathogenititsinseln als auch vom Kerngenom durch die unterschiedliche
Temperatur dereguliert waren. Von den 19 Genen der Schnittmenge, die auf PAIls kodiert sind,
wurden bei 30 °C Gene des S-Fimbrien-Operons und des Yersinabaktin-Operon stirker exprimiert.
Bei 37 °C wurden hingegen Gene des hly-Operons, des iro-Genclusters und einer putativen DNA-
Methyltransferase (ORF35parn) stirker transkribiert. Des Weiteren wurden auch verschiedene Gene
des Kerngenoms unterschiedlich stark bei den verglichenen Temperaturen exprimiert. Hierzu gehorten
Gene fiir Aminosiuresynthese, Zellstruktur, Stoffwechsel, Transport, Translation, Transkription,

verschiedene putative Enzyme und bislang unbekannte Faktoren.

VI1.2.2.5 Analyse des Einflusses von RfaH auf die Genexpression in Biofilmen von E. coli 536
und E. coli 536rfaH

Neben der Transkriptomanalyse bei 37 °C und 30 °C wurde auch das Expressionsprofil von Zellen aus
Biofilmen beider Stimme miteinander verglichen. Die Zellen wurden bei 37 °C geziichtet und nach
48 Stunden aus dem Mikrofermenter geerntet. In Analogie zu den Untersuchungen der
logarithmischen Wachstumsphase bei 37 °C bzw. 30 °C war auch hier festzustellen, dass sich die

Transkriptome beider Stimme nicht sonderlich stark unterschieden.
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536rfaH
536rfaH .

Abb. VI.21: Vergleich der Transkriptome der Stimme 536 und 536rfaHH von Zellen, die aus
Biofilmen geerntet wurden. Wie bereits bei 37 °C und 30 °C analysiert wurde, haben die
Transkriptome von 536 und 536rfaH ein relativ dhnliches Expressionsprofil.

Im Wildtyp wurden nicht nur bei 37 °C und 30 °C sondern auch in Biofilmen Gene des a-Hamolysin-
Operons stirker exprimiert. Des Weiteren wurden Gene der P-Fimbrien-Determinante in Biofilmen
starker exprimiert als in 536rfaH. Wie bereits bei 37 °C und 30 °C analysiert wurde, wurden cpsG, ein
Gen welches fiir die Phosphomannomutase des Colansidure-Operons bzw. des LPS-Operons kodiert
und die putative DNA-Methyltransferase ORF35parn (,,Pathoarray“-Bezeichnung ,,PAI2 ORF1%)
ebenfalls im Wildtyp stirker exprimiert. Neben diesen Genen wurde auch die Transkription von yibB
im Wildtyp induziert. Die genaue Funktion dieses Proteins ist noch unklar. Es nimmt vermutlich
Einfluss auf strukturelle Komponenten der Zelle. Des Weiteren konnte im Wildtyp eine induzierte
Expression von yaeG und araB festgestellt werden. araB kodiert eine Kinase, die im Abbau von
Carbonkomponenten involviert ist. Die Funktion von yaeQ ist bislang nicht bekannt. Im Biofilm der
rfaH Mutante wurde eine im Vergleich zum Wildtyp erhdhte Expression von cspA und cird
festgestellt. cspA kodiert einen Regulator fiir die Adaptation an verschiedene Umweltbedingungen.
Die Funktion von cirA4 ist nicht bekannt. Ebenfalls im Biofilm von 536rfaH erhoht war die Expression
des globalen Regulator /ns, einem DNA-bindenden Protein, welches unter anderem die Genregulation
nach bestimmten Umweltstimuli beeinflusst. Wie bereits bei 30 °C beobachtet wurde, zeigte die rfaH
Mutante auch im Biofilm eine stirkere Expression von osmC (Adaptation an osmotischen Stress), als
der Wildtyp.

80




VI. Ergebnisse

Faktor

#ffﬁ«’m‘%fwﬁé’{ﬁ%ﬁg&?{“ﬁ;ﬁ PRI

Abb. V1.22: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stdrksten reprimierten
Gene in Biofilmen von 536 (griin) im Vergleich zu 536rfaH (rot).

Von den 50 am stirksten deregulierten Genen in Biofilmen von 536 und 536rfaH kodieren 18
Faktoren von Pathogenititsinseln. Die Gene des Kerngenoms konnten folgenden Untergruppen
zugeordnet werden: sechs Gene kodierten Faktoren des Energiemetabolismus, fiinf Gene
Translationsfaktoren und vier Gene sind bislang nicht charakterisiert. Neben diesen gehorten noch
andere Faktoren fiir nicht ndher benannte Zellprozesse zu den 50 am starksten deregulierten Genen in

Biofilmen von 536 verglichen mit 536rfaH.
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Tab. VL.3: Genliste der 25 am stirksten induzierten und die 25 am stéirksten reprimierten Gene von
536 und 536rfaH in Biofilmen mit Funktion und Accession-Nummer.

"Patho- K12-
Gen Faktor Array" Array Genfunktion b# Gengruppe Accession-Nr.
hlyA 5,1 + a—-Hémolysin Pathogenititsinsel
papD 5,0 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
prsE 3,3 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
papK 3,1 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
pcdA 3,0 + Pathogenitétsinsel
PAI3 17kDa 2,7 + Pathogenitétsinsel
PAI2 ORFO1 2,7 + put. Methyltransferase Pathogenitdtsinsel
fimA 2,6 + Typ 1-Fimbrien-Expression b4314 |Zellstruktur AEQ000502
ORF 3.1. 2,6 + Pathogenititsinsel
yjbB 2,5 + hypotetisch b4020 |Strukturproteine AE000475
prsK 2,4 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
yaeG 2,4 + hypotetisch b0162 |Putative Regulatoren AE000125
papF 2,4 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
araB 2,4 + L-Ribulokinase b0063 |Kohlenstoffkatabolismus AE000116
papC 2,4 + P-Fimbrien-Expression Pathogenitétsinsel
y1094 2,4 + Pathogenitdtsinsel
prfA 2,3 + P-Fimbrien-Expression Pathogenititsinsel
17 kDa 2,2 + Pathogenititsinsel
PAI1 ORF68 2,2 + Pathogenititsinsel
hlyD 2,2 + a—Hémolysin Sekretion Pathogenititsinsel
lacZ 2,2 + beta-Galaktosidase b0344 |Kohlenstoffkatabolismus AE000141
hlyB 2,2 + a—Hémolysin Sekretion Pathogenititsinsel
PAI3 ORF29 2,2 + Pathogenitétsinsel
cpsG 2,2 + Phosphomannomutase b2048 |Zentraler Metabolismus AE000295
ycfA 2,2 + hypotetisch b1156 |nicht klassifiziert AE000214
b2674 -1,7 + hypotetisch b2674 |nicht klassifiziert AE000352
Transkription, RNA-
uvrC -1,7 + Excinuclease ABC Untereinheit C b1913 |Prozessing und Abbau AE000284
trmD -1,7 + tRNA-Methyltransferase b2607 |Translation, Modifikation AE000346
rplX -1,7 + 50s ribosomales Protein (Untereinheit) b3309 |Translation, Modifikation AE000408
Ipp -1,8 + AuReres Membran Lipoprotein b1677 |Zellstruktur AE000263
b0663 -1,8 + hypotetisch b0663 |nicht klassifiziert AE000170
folE -1,8 + GTP Cyclohydrolase | b2153 |Biosynthese von Kofaktoren AE000304
RNA-Polymerase sigma-Untereinheit Transkription, RNA-
rpoS -1,8 + RpoS (sigma-38) b2741 |Prozessing und Abbau AE000358
infC -1,8 + Initiations Faktor IF-3 b1718 |Translation, Modifikation AE000267
roml -1,8 + 50s ribosomales Protein (Untereinheit) b1717 |Translation, Modifikation AE000266
pgk -1,8 Phosphoglyceratekinase b2926 |Energiemetabolismus AE000376
fba -1,9 + Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase b2925 |Energiemetabolismus AE000376
Vorlauferprotein Translokase
priA -1,9 + Untereinheit b3300 |Putative Transport Proteine AE000408
fepA -1,9 + Ferrienterobaktin-Rezeptor b0584 |Transportproteine AE000163
gpmA -1,9 + Phosphoglyceratemutase 1 b0755 |Energiemetabolismus AE000178
gapA -1,9 + Glyceraldehyde-Dehydrogenase A b1779 |Energiemetabolismus AE000273
yebL -1,9 + hypotetisch b1857 |nicht klassifiziert AE000280
rpsS -2,0 + 30S Ribosomenuntereinheit b3316 |Translation, Modifikation AE000408
Aminosaurebiosynthese und
metE -2,0 + Homocystein-Methyltransferase b3829 |Metabolismus AE000458
aceF -2,0 + Pyruvate-Dehydrogenase b0115 |Energiemetabolismus AEQ000120
zellulare Prozesse
osmC -2,0 + hypotetisch b1482 |(Adaptation. Schutz) AE000245
DNA-bindendes Protein (Histone- DNA Modifikation and
hns 2.1 + dhnliches Protein Hlp-IT) b1237 |Reparatur AE000222
adhE -2,3 + Alkohol/Acetaldehyde-Dehydrogenase b1241 |Energiemetabolismus AE000222
CirA -2,4 + Colicin | Rezeptor Vorlauferprotein b2155 |Transportproteine AE000304
zellulare Prozesse
cspA -3,5 + hypothetisch b3556 [(Adaptation. Schutz) AE000433
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VI1.2.2.6 Vergleich der Genexpression planktonischer Zellen mit Biofilmzellen

Auch die Transkriptome von Zellen aus Biofilmen und Zellen aus Schiittelkulturen unterschieden sich

viel signifikanter als der Vergleich 536 / 536rfaH bei identischen Wachstumsbedingungen gezeigt hat.
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Abb. VI1.23: Vergleich der Transkriptome von Zellen aus Biofilmen mit Zellen aus Schiittelkulturen.
Die obere Reihe zeigt den Vergleich der Transkriptome bei 37 °C (planktonisch) mit Zellen aus
Biofilmen (536 bzw. 536rfaH). In der unteren Reihe ist der Vergleich der Transkriptome bei 30 °C
(planktonisch) mit Zellen aus Biofilmen (536 bzw. 536rfaH) dargestellt.

Die jeweils 50 am stéirksten induzierten und reprimierten Gene beim Vergleich von planktonischen
Zellen und Zellen aus Biofilmen von 536 und 536rfaH sind in den Diagrammen der Abbildungen
(V1.24-27) dargestellt.
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Abb. V1.24: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stdrksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536 (planktonisches Wachstum bei 37 °C in griin) mit Zellen aus
dem Biofilm von 536 (rot).
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Abb. VI.25: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536rfaH (planktonisches Wachstum bei 37 °C in griin) mit Zellen
aus dem Biofilm von 536rfaH (rot).

84



VI. Ergebnisse

35,0
300 i
250
20.0
15,0
8
&
10,0
5.0 -
0.0 s
-5.0
-10.0
bt % .
RO I PG OGRS
# p PR SO

Abb. V1.26: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536 (planktonisches Wachstum bei 30 °C in griin) mit Zellen aus
dem Biofilm von 536 (rot).

]
e
e
- Q ‘Aq <

Abb. V1.27: Zusammenstellung der 25 am stérksten induzierten und die 25 am stirksten reprimierten
Gene der Transkriptomanalyse von 536rfaH (planktonisches Wachstum bei 30 °C in griin) mit Zellen
aus dem Biofilm von 536rfaH (rot).
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Es wurde bereits festgestellt, dass die Transkriptome von planktonischen Zellen beim Vergleich der
Stimme 536 und 536rfaH sowohl bei 37 °C und 30 °C als auch in Biofilmen relativ dhnlich gewesen
sind. Um Gene zu identifizieren, die generell im Biofilm bzw. bei planktonisch wachsenden Zellen
(37 °C bzw. 30 °C) induziert sind, wurden die Schnittmengen der Gene aus den in den Abbildungen
(V1.24-27) dargestellten Analysen untersucht. Diese Schnittmengenanalyse wurde jedoch nicht auf die
25 jeweils am stéirksten differenziell exprimierten Gene beschrinkt, sondern mit den 100 stirksten
deregulierten Genen (K-12 Membran) bzw. den 30 stirksten deregulierten Genen (,,Pathoarray*)
durchgefiihrt. Diese willkiirlich gewidhlte Anzahl erméglichte eine umfassendere Analyse, ohne zu
geringe Unterschiede beriicksichtigen zu miissen. Da sich die Transkriptome von 536 und 536rfaH in
keiner der untersuchten Bedingungen gravierend unterschieden, jedoch signifikante Unterschiede
zwischen planktonischen Zellen und Biofilmzellen feststellbar waren, wurden fiir diesen Vergleich
solche Signale in der Schnittmenge beriicksichtigt, die in mindestens drei der vier Datensétze
auftraten. Es konnten somit auch Gene mit einbezogen werden, die nicht signifikant, aber
»tendenziell* unterschiedlich exprimiert waren.

Durch diese Untersuchungen wurden verschiedene Gene sowohl des Kerngenoms als auch von
Pathogenititsinseln bestimmt, die in planktonischen Schiittelkulturen oder in Biofilmen bevorzugt
exprimiert wurden.

In Biofilmen der Stimme 536 und 536rfaH wurden die Gene hypA, nirB, pfIB und yfiD verstirkt
exprimiert. Diese Gene kodieren Proteine, die am Energiestoffwechsel unter anaeroben Bedingungen
beteiligt sind. Mit hmpA, adhE, fhiA, hycA, hycD und gpmA konnten weitere Gene identifiziert
werden, die im Energiestoffwechsels involviert sind und die in Biofilmen iiberexprimiert wurden.
Diese Gene kodieren ebenfalls Proteine des Carbonstoffwechsels (Géarung bzw. Glykolyse und
Elektronentransport). Des Weiteren wurden Gene identifiziert (pta, focA, 0352, rhaS und uxaC), die
einen verdnderten Stoffwechsel-Katabolismus in Biofilmzellen bewirken. Auch eine verdnderte
Expression anderer Stoffwechselgene fand in Biofilmen von E. coli 536 statt. Hierzu zdhlen die Gene
speG (Polyaminsynthese) und cysHILNK (Cystein-Synthesegene). Die in Biofilmen {iberexprimierten
Gene artJ, cysW, sbp und malE sind im Transport von Anionen, Aminosiuren, Kohlenhydraten,
Carbonsduren und Alkoholen involviert. Fiir die Synthese von speziellen Kofaktoren, Fettsduren und
Lipoproteinen in Biofilmen wurden die Gene nadA, lipA, nlpA und cfa verstirkt exprimiert. Eine
verstiarkte Expression von Genen, die unter bestimmten Stressbedingungen exprimiert werden,
konnten ebenfalls in Biofilmen beobachtet werden. Zu diesen gehoren recA4, recN, uvrC, pspA und
sieB. Zudem konnten Gene (arsC, thdF, cbpA, cspA, hslS und hsiT) identifiziert werden, die
insbesondere fiir die Anpassungen an atypische Bedingungen exprimiert werden. Neben zahlreichen
bislang nicht charakterisierten Genen (b1995, hdeAB, yagYZ, yfeA, yfiGK, yiJC, b0752, b1287, b2045,
b2352 und yicL) wurden auch Proteine fiir die Synthese von Zelloberflichenmolekiilen verstirkt im
Biofilm exprimiert. Hierzu zéhlen insbesondere die Gene des Curli-Fimbrien-Operons (csgABFG)
sowie fimAGI (Typ 1-Fimbrien). Zu den Genen des Kerngenoms, die in Biofilmen von E. coli 536

bzw. 536rfaH verstiarkt exprimiert wurden, zdhlen auBlerdem noch rpsV (kodiert ein ribosomales
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Protein fiir posttranslationale Modifikation) und nrdD, eine anaerobe Ribonukleosid-Triphosphat-
Reduktase. In Biofilmen reprimiert wurden hingegen nrd4 (Ribonukleosid-Diphosphat-Reduktase),
argH, ilvB, leudABC, trpBD, aroF (Aminosdure-Synthese), nuoJ (aerobe Atmung), mdh, sucB
(Tricarbonsdure-Zyklus), artl, livJ, potC, glvC, febA, (Transport von Molekiilen), nrdE, speB, gcvP,
pntA, smtA, atpl (Stoffwechsel), entE, ubiG, b2673, acpP, nlpD (Synthese von Kofaktoren, Fettsduren
und Lipoprotein), ppid, slyD, rplL, rpsS, lysS (Translation und Modifikation), tolA, cirA (Colicin-
dhnlich, Colicin-Rezeptor), himA (IHF, Restriktion/Modifikation), sod4 (Mangan-Superoxid-
Dismutase), agn43, ompT (Membranproteine) und b0710, b0947, b1018, b2562, b2674, b3034,
b4144, yaiD, yjbC, yjcF, ytfP, b1452, bl1641, b2710, yhfC, yjjA (unbekannte Funktion). Von den
Genen, die auf PAIls kodiert sind, wurden Gene des o-Hdmolysin-Operons, der Hidmin-Rezeptor
chud, Gene des iro-Genclusters, agn43, Gene des K15 Kapsel-Operons und eine sfx-Integrase
verstédrkt in planktonischen Zellen exprimiert.

Eine IS700-Transposase, Gene des Yersiniabaktin-Operons und Gene der P-Fimbrien-Determinante
wurden hingegen prinzipiell in Biofilmen stirker exprimiert.

Die Unterschiede in der Genexpression in Biofilmen und planktonischen Zellen des Stammes 536
bzw. 536rfaH betrafen hauptsidchlich Gene des Kerngenoms (Stoffwechsel und andere zellulére
Funktionen), aber auch einige Gene, die zum flexiblen Genpool gehoren. Bei diesen handelte es sich

insbesondere um Faktoren, die sezerniert werden oder in der Zellhiille lokalisiert sind.

VI.2.3 Zusammenfassung des Abschnitts ..,Transkriptomanalysen*

Durch die Transkriptomanalysen von 536 und 536rfaH konnte gezeigt werden, dass sich beide
Stimme nicht gravierend in ihrer Genexpression unterschieden. Dies war sowohl fiir die
durchgefiihrten Transkriptomanalysen der Schiittelkulturen bei 37 °C und 30 °C als auch der
Biofilmzellen zutreffend. Wobei in der Tendenz bei Zellen aus Biofilmen etwas groBere Anderungen
in der differentiellen Genexpression zwischen 536 und 536rfaH beobachtbar waren.

Der Einfluss der Temperatur (30 °C vs. 37 °C) auf die Genexpression von E. coli 536 bzw. 536rfaH
war hingegen viel stirker, als der Einfluss der rfaH Mutation (536 vs. 536rfaH) auf die Genexpression
des Stammes 536.

In der Summe noch groBere Unterschiede in der Genexpression wurden beim Vergleich von
Biofilmzellen mit planktonischen Zellen beobachtet.

Der Einfluss von RfaH auf die Genexpression zeigte, dass sowohl die Expression von Genen des
flexiblen Genpools als auch die Expression von Genen des Kerngenoms betroffen war.

Durch diese Analyse konnten potentielle Faktoren bestimmt werden, die fiir die verstirkte
Biofilmbildung von 536rfaH ursédchlich sein konnten. Das Oberflichenprotein Antigen 43 (flexibler
Genpool) hatte eine deutlich erhohte Expressionsrate in 536rfaH. Dagegen wurden cpsG oder/und

manB, zwei Gene mit groBer Ahnlichkeit aus dem LPS-Operon bzw. aus dem Colansiure-Operon, in
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536rfaH reprimiert. Auf diese Faktoren wurde die detailliertere Untersuchung der verstirkten
Biofilmbildung von 536rfaH fokussiert.

Die Genexpression in Biofilmzellen zeigte sich im Vergleich mit planktonischen Zellen
gekennzeichnet durch Unterschiede im Stoffwechsel (z.B. Anderungen zur Expression von Genen fiir
anaeroben Metabolismus) aber auch in der verdnderten Expression von Genen fiir Proteine der

dulleren Membran und Unterschiede in der Expression von Eisenaufnahmesystemen.
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VI.2.4 Untersuchungen zum Oberflachenprotein Antigen 43 und der
RfaH-abhingigen Biofilmbildung

V1.2.4.1 Untersuchungen zum Einfluss von RfaH auf die Expression von Antigen 43

Uber eine Analyse des Transkriptoms sollten potentielle Faktoren bestimmt werden, deren Expression
Einfluss auf die deutlich verstirkte Biofilmbildung des Stammes 536rfaH haben konnte.

Die Auswertung der Hybridisierungen und die Analyse der Expressionsprofile ergaben einen
signifikanten Unterschied in der Expression von Antigen 43 im Stamm 536rfaH (logarithmische
Wachstumsphase (ODggo = 0,6) bei 37 °C), wenn das Transkriptom mit dem des Wildtyps verglichen
wurde. Diese Beobachtung bezieht sich auf Wachstum im Minimalmedium M63. Aus der Literatur ist
bereits bekannt, dass Antigen 43 insbesondere in Minimalmedium verstirkt exprimiert wird (Danese,
et al., 2000Db).

Agn43 ist ein Protein, das auf der Zelloberfldche, gebunden an die dulere Membran, lokalisiert ist. Es
sind bereits Studien verdffentlicht, die einen positiven Einfluss dieses Proteins auf die Biofilmbildung
in den E. coli Stimmen MG1655 und BD1428 sowie heterolog exprimiert auch fiir Pseudomonas
fluorescens beschreiben (Danese, ef al., 2000b; Kjaergaard, et al., 2000; Klemm et al., 2004).

Um die in der Transkriptomanalyse festgestellte in 536rfaH signifikant erhdhte Expression von
Antigen 43 zu bestdtigen, wurden die Transkriptmengen von agn43 des Stammes 536 und 536rfaH
mit Northernblot-Hybridisierungen, RT-PCR und semiquantitativer RT-RCR {iiberpriift. RT-PCR und
Northernblot bestitigten, dass im Stamm 536rfaH mehr agn43-Transkript vorhanden war als im
Wildtyp. Mit Hilfe von semiquantitativer RT-RCR wurde der relative Unterschied der agn43-
Transkriptmengen im Stamm 536 und 536rfaH verglichen. Bei gleicher ,,template“-Menge konnte in
der rfaH Mutante bereits nach 24 Zyklen agn43 cDNA nachgewiesen werden, jedoch im 536 Wildtyp
erst nach 28 Zyklen. Aus diesen vier Zyklen Differenz ergab sich ein 16-facher Unterschied an
agn43-Transkript in 536rfaH im Vergleich zum Wildtyp. Auch im Stamm E. coli MG1655 wurde der
Einfluss von RfaH auf die Transkription von agn43 untersucht. Die semiquantitative RT-RCR zeigte
hier einen noch deutlicheren Unterschied. Eine Inaktivierung von rfaH fiihrte im Stamm MG1655 zu

einer hundertfach héheren Transkription von agn43.
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Abb. VI.28: Vergleich der Transkriptmengen fiir agn43 von E. coli 536 und 536rfaH sowie von
MG1655 und MG1655rfaH in der logarithmischen Wachstumsphase. Dargestellt sind die Resultate
aus RT-PCR, Northernblot und semiquantitativer RT-PCR. Die Resultate belegten eine erhohte
Transkription von agn43 in den Mutanten 536rfaH und MG1655rfaH.

V1.2.4.2 Analyse der Kopienzahl von agn43 Varianten im Stamm E. coli 536

Vom Stamm 536 waren zum damaligen Zeitpunkt fiinf PAIs (PAI Is36, PAI Ils36, PAI Ills36, PAI [Vs36
und PAI Vs3) sequenziert. Eine Analyse der Sequenzen dieser PAIs zeigte, dass sowohl auf
PAI Illss, als auch auf PAI Vsic je eine Variante von agn43 kodiert ist. Da die komplette
Genomsequenz des Stammes 536 zum damaligen Zeitpunkt nicht verfiigbar war, wurde durch PCR
iiberpriift, ob neben diesen beiden agn43 Varianten noch ein weiteres Allel im Kerngenom von 536 in
der gleichen Region wie im Stamm MG1655 (ORF b2000) kodiert ist. Der entsprechende Bereich des
Genoms im Stamm 536 wurde mit vier verschiedenen Primerpaaren tiberpriift, mit welchen im Stamm
MG1655 ORF b2000 amplifiziert werden konnte. Mit den verwendeten Primerpaaren wurde kein
Fragment in erwarteter Grof3e erhalten. Es war deshalb davon auszugehen, dass dieser Bereich im
Genom der Stimme 536 und MG1655 unterschiedlich zusammengesetzt ist und der Stamm 536
insgesamt nur die Varianten agn43pa; m und agn43pa; v kodiert. Dieses Resultat konnte durch eine

Southernblot-Hybridisierung bestétigt werden und ist in der Abbildung (V1.29) dargestellt.
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Abb. V1.29: Analyse der agn43 Varianten im Stamm E. coli 536. Die PCR-Reaktionen spezifisch fiir
b2000 (agn43) im Stamm MG1655 zeigen, dass diese Variante im Stamm 536 nicht vorhanden ist.
Auch durch Southernblotanalyse konnten nur die Varianten agn43par i1 und agn43parv in E. coli 536
detektiert werden. Pr.set- Primerset

V1.2.4.3 Unterscheidung der Transkriptmengen der agn43 Varianten im Stamm E. coli 536

Ein Sequenzvergleich der Proteine zeigte, dass Varianten Agn43pa;p und Agn43pa; v nicht identisch
sind. Jedoch besitzen beide Varianten, agn43par m und agn43par v, einen &dhnlichen, aber nicht
identischen Promotorbereich und werden von unterschiedlichen DNA-Bereichen flankiert. Vermutlich
wurden diese Gene aus unterschiedlichen Organismen durch horizontalen Gentransfer erworben und
unterlagen keiner einfachen Genduplikation wéhrend der Evolution des Stammes 536. Die
Genregulation von paralogen Genen unterliegt hdufig Anpassungen an vorherrschende
Umweltbedingungen (Lynch und Conergy, 2000; Lynch und Force, 2000). Bei paralogen Genen
behélt oftmals eine Kopie die urspriingliche Funktion, wihrend das andere Paralog ,,stummgeschaltet*
wird oder durch evolutiondre Anpassungen neue Funktionen erwerben kann (Prince und Pickett, 2002;
Raes und Van de Peer, 2003). Eines der beiden Agn43 Varianten konnte dem Stamm 536
beispielsweise eine starke Adhédrenz an Oberflichen ermoglichen, wihrend das zweite die
innerartliche Aggregation fordern oder andere Funktionen wahrnehmen konnte und im Verlauf

evolutiondrer Anpassungen fiir solche Funktionen optimiert wurde.
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Abb. V1.30: Aminosiuresequenzvergleich der beiden Agn43 Varianten des Stammes E. coli 536. 