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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre liefern immer mehr Hinweise darauf, dass
eine klare Unterscheidung von Fitness- und Virulenzfaktoren in vielen Fallen,
insbesondere bei extraintestinal pathogenen Escherichia coli, nicht moglich ist. So lasst
sich auch bei Harnwegsinfektionen verursachenden E. coli den bakteriellen und teils
stammespezifischen Faktoren oftmals nicht eindeutig eine typische Virulenz- oder Fitness-
assoziierte Funktion zuordnen. Zudem werden in neueren Studien immer haufiger
atypische uropathogene Isolate von E. coli beschrieben, die in ihrem ,Virulenzrepertoire”
deutlich von typischen uropathogenen E. coli (UPEC) abweichen, da sie keine klassischen
UPEC-Virulenzfaktoren aufweisen. In dieser Arbeit wurden daher Virulenzeigenschaften
typischer als auch atypischer UPEC untersucht.

Der Effekt eines bestimmten bakteriellen Faktors auf den Wirtsorganismus wird teilweise
indirekt durch sekundadre Modifikation bedingt. Dies offenbart sich beispielsweise am
Autotransporterprotein  AIDA-l, dessen Konformation durch posttranslationale
Glykosylierung stabilisiert wird, wodurch es seine Funktionalitat als Adhasin erhalt. Da
bisherige Studien zum AIDA-I homologen Autotransporterprotein Antigen 43 (Ag43) auf
der Analyse von kiinstlich glykosyliertem Protein basieren, lag ein Schwerpunkt dieser
Arbeit auf der Untersuchung der natliirlichen Glykosylierung von Ag43 in UPEC Stamm
536. Es zeigte sich, dass beide Ag43-Varianten von E. coli Stamm 536 natirlicherweise
glykosyliert vorliegen, der Grad der Glykosylierung jedoch wesentlich geringer ausfallt als
bei natirlich glykosyliertem AIDA-I. Inwieweit die natlrliche Glykosylierung von Ag43 zu
dessen Funktionalitat beitragt, kann erst durch die Identifizierung der fir die Ag43-
Glykosylierung verantwortlichen Glykosyltransferase geklart werden.

Die in silico-Analyse des Genoms von UPEC Stamm 536 fir potentielle
Glykosyltransferasen von Ag43 lieferte neun Kandidatengene. Die Gene wurde teils im
Wildtyp-Hintergrund, teils im rfaH-negativen Hintergrund von E. coli Stamm 536 deletiert
und die Mutanten im Anschluss phanotypisch charakterisiert. Die Deletion der
Kandidatengene waaF, waaG und waaQ, die fir Glykosyltransferasen des LPS-
Biosynthesesystems kodieren, flihrte zu den deutlichsten Unterschieden in Bezug auf

Motilitat,  Curli/Zellulose-Produktion, = Hamolyseaktivitit und Expression von
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Typ 1-Fimbrien. Der Einfluss des , knock-out” der Kandidatengene auf die Glykosylierung
von Ag43 muss in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

Zur Charakterisierung des uropathogenen Virulenzpotentials verschiedener E. coli
Stamme in vivo hat sich in den letzten Jahren das murine Modell der aufsteigenden
Harnwegsinfektion etabliert. Mit Hilfe dieses Modells wurden in der vorliegenden Arbeit
sowohl spezifische Deletionsmutanten prototypischer UPEC als auch atypische E. coli
Harnwegsisolate bezlglich ihrer Urovirulenz getestet und verglichen. Bei der
Untersuchung der klassischen UPEC lag der Fokus auf der modglichen Urovirulenz-
modulation durch die folgenden spezifischen Faktoren: dem Autotransporterprotein
Ag43, dem ,Response regulator” UvrY, dem Polyketid Colibactin sowie dem
Exopolysaccharid poly-B-1,6-N-Acetylglucosamin (PGA). Fir Ag43 war bei der Etablierung
einer Harnwegsinfektion keine eindeutige Funktion feststellbar. Es ist jedoch denkbar,
dass Ag43 zur Langzeitpersistenz im Harnwegstrakt beitragen kann, was in weiteren
Studien belegt werden sollte. Die Expression von UvrY in der natlirlichen uvrY-Deletions-
mutante UPEC Stamm 536 liel8 keine Erhéhung des Urovirulenzpotentials im Mausmodell
erkennen. In diesem Zusammenhang konnte allerdings gezeigt werden, dass die
Expression des Genotoxins Colibactin in UPEC Stamm 536 dessen Virulenz signifikant
herabsetzte. Die Untersuchungen zur Relevanz des Exopolysaccharids PGA belegen
deutlich, dass PGA fir die Langzeitpersistenz von E. coli im murinen Harnwegstrakt
bendtigt wird. Fir die initiale Kolonisierung scheint PGA hingegen keine Bedeutung zu
haben. Fir atypische UPEC Isolate, die Charakteristika von STEC und EAEC zeigen und sich
in ihrem Virulenzmuster deutlich von prototypischen UPEC unterscheiden, lie8 sich im
murinen Modell der aufsteigenden Harnwegsinfektion, verglichen mit dem UPEC Modell-
organismus 536, ein ahnliches, teils sogar erhohtes uropathogenes Virulenzpotential
nachweisen.

Die Ergebnisse der Arbeit untermauern somit die heutige Vorstellung bezliglich der
Entwicklung und Etablierung einer Harnwegsinfektion, dass verschiedene E. coli Stamme
unterschiedliche (Kontroll-) Mechanismen entwickelt haben, um erfolgreich den
Harnwegstrakt kolonisieren und eine Infektion auslésen zu kénnen. Zudem weisen sie
darauf hin, dass diese Fahigkeit nicht auf Isolate typischer phylogenetischer UPEC
Entwicklungslinien beschrankt und auf das Vorhandensein charakteristischer UPEC

Virulenzfaktoren angewiesen ist.
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SUMMARY

Summary

Research findings over the last years indicate that in many cases, including extraintestinal
pathogenic Escherichia coli, a clear distinction between fitness and virulence factors is not
possible. Accordingly, the classical distinction of often strain-specific virulence- and
fitness-related traits of uropathogenic E. coli (UPEC) can often not be made. Furthermore,
recent studies describe atypical UPEC isolates. These isolates remarkably differ in their
“virulence repertoire” compared to typical UPEC, because they lack classical UPEC-related
virulence factors. Therefore, the aim of the present study was the investigation of
virulence properties of typical as well as atypical UPEC strains.

The effect of a certain bacterial factor upon the host organism is in part indirectly
influenced by secondary modifications. For instance, the conformation of the
autotransporter protein AIDA-I is stabilized by posttranslational glycosylation which in
turn confers its functionality as an adhesin. Prior studies on the AIDA-I homologous
autotransporter protein antigen 43 (Ag43) are based on the analysis of the artificially
glycosylated protein. Thus, a key aspect of the current work was to elucidate the naturally
occurring glycosylation of Ag43 in UPEC strain 536. For both Ag43 variants of E. coli 536
natural glycosylation was detected. However, Ag43 was less glycosylated than naturally
glycosylated AIDA-I. The future identification of the glycosyltransferase responsible for
natural glycosylation of Ag43 will help to determine the impact of this posttranslational
modification on the functionality of Ag43.

In silico analysis of the UPEC strain 536 genome regarding potential glycosyltransferases
of Ag43 revealed nine candidate genes. Corresponding deletion mutants of the identified
genes were constructed in part in the wild type strain background and in part in the rfaH-
negative background of UPEC 536. The most prominent differences concerning motility,
curli/cellulose production, hemolytic activity and expression of type 1 fimbriae were
observed wupon deletion of the genes waaf, waaG or waaQ coding for
glycosyltransferases of the LPS biosynthesis pathway. The impact of the deleted
candidate genes on the glycosylation of Ag43 has to be further investigated.

In recent years the murine model of ascending urinary tract infection was established to

characterize the uropathogenic potential of E. coli strains in vivo. By means of this model
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the uropathogenic potential of different specific “knock-out” mutants of prototypic UPEC
strains as well as of atypical E. coli urinary tract isolates was tested and compared.

The analysis of the impact of specific factors on the uropathogenic potential of classical
UPEC strains focused on the autotransporter protein Ag43, the response regulator UvrY,
the genotoxin colibactin, and the exopolysaccharide poly-B-1,6-N-acetylglucosamine
(PGA). Ag43 did not exhibit a distinct function during the establishment of urinary tract
infection in mice. However, it is conceivable that Ag43 can contribute to long-term
persistence in the urinary tract, which should be covered in further studies. Expression of
UvrY in the natural uvrY-negative UPEC strain 536 did not increase the uropathogenic
potential. However, expression of the genotoxin colibactin significantly reduced the
urovirulence of UPEC strain 536. The exopolysaccharide PGA was shown to contribute to
long-term persistence of UPEC in the murine model of urinary tract infection. For the
initial colonization of the urinary tract, PGA seems to be dispensable.

The atypical UPEC isolates investigated in this study display typical characteristics of STEC
and EAEC and differ significantly in their virulence gene content compared to prototypic
UPEC strains. Nevertheless, in the murine model of ascending UTI many atypical UPEC
isolates exhibited a comparable and sometimes even increased uropathogenic potential
relative to UPEC model strain 536.

The results of this work support the current idea regarding the development and
establishment of a urinary tract infection that different E. coli strains have evolved diverse
(control-) mechanisms to successfully colonize the urinary tract and provoke an infection.
In addition, the findings point out that the ability to cause a urinary tract infection is not
limited to phylogenetic lineages of classical UPEC isolates and the presence of

characteristic UPEC virulence traits.
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1 Einleitung

1.1 Die Spezies Escherichia coli

Das von Theodor Escherich 1886 beschriebene ,Bacterium coli commune”, welches 1919
zu seinen Ehren Escherichia coli benannt wurde, zahlt heute zu den am intensivsten
untersuchten Mikroorganismen in der mikrobiologischen und molekularbiologischen
Forschung (Neidhardt et al., 1996). E. coli Bakterien sind aerob bzw. fakultativ anaerob
wachsende, nicht sporulierende, peritrich begeiRelte oder unbewegliche, Gram-negative
Stabchenbakterien mit einer GréRe von circa 1,1 - 1,5 um x 2,0 - 6,0 um. Zu ihren wich-
tigsten physiologischen Eigenschaften gehort die Fahigkeit, Glucose, Laktose und andere
Zucker fermentieren zu koénnen (mittels Ameisensduregirung oder gemischter
Sauregarung). Dariber hinaus sind sie Indol-positiv sowie Oxidase- und Urease-negativ.
Generell zeichnen sich wildtypische Vertreter durch geringe Nahrstoffanspriiche aus und
sind leicht auf synthetischen Medien kultivierbar, weswegen E. coli zudem als beliebter
Modellorganismus in der Molekularbiologie und Mikrobiologie Anwendung findet.
Taxonomisch ist E. coli der Klasse der Gammaproteobakterien und der Familie der
Enterobacteriaceae zuzuordnen. Nahe Verwandtschaft besteht zu den Gattungen
Shigella, Citrobacter, Salmonella und Klebsiella.

E. coli Bakterien zeigen genotypisch sowie phanotypisch eine auBerordentliche Diversitat.
Mit Hilfe von Antigenen, die in den O-spezifischen Seitenketten der LPS-Schicht, in der
Kapsel und der Flagelle lokalisiert sind (O-, K- und H-Antigene), lassen sie sich serologisch
in zahlreiche Untergruppen und Serovarianten einordnen (Kauffmann, 1965). Verschie-
dene Serotypen treten zwar gehduft mit bestimmten klinischen Symptomen auf, jedoch
muss nicht das serologisch reaktive Antigen per se fir die Virulenz des Isolates
verantwortlich sein (Zingler et al., 1992).

Von E. coli existieren zahlreiche Okotypen. Normalerweise besiedeln E. coli Bakterien als
harmlose, kommensale Bewohner den Intestinaltrakt von Menschen und Tieren. Sie

gehoren zu den ersten Bakterien, die humane Neugeborene nach der Geburt kolonisieren

5



EINLEITUNG

(Long und Swenson, 1977) und machen spater etwa 0,1 - 0,01 % der gesamten Darmflora
aus (Todar, 2006). Als Kommensalen schiitzen sie den Intestinaltrakt des Wirtes vor der
Besiedelung durch Pathogene und I6sen nur in seltenen Fallen und unter bestimmten
Bedingungen Erkrankungen aus (Russo und Johnson, 2003).

Neben dem Vorkommen als kommensaler Keim tritt E. coli jedoch auch als pathogener
Erreger in Erscheinung. Beim Menschen lassen sich die krankheitsverursachenden E. coli
Stamme in zwei grofRen Gruppen zusammenfassen: die intestinal-pathogenen E. coli
(IPEC), die Erkrankungen mit Darmbeteiligung hervorrufen, und die extraintestinal-
pathogenen E. coli (EXPEC), die zu Erkrankungen aulRerhalb des Darms fiihren (Russo und
Johnson, 2003; Kaper et al., 2004; Croxen et al., 2013). Bei den IPEC handelt es sich um
obligat pathogene Erreger, wahrend die Stamme der EXPEC als fakultativ pathogen
angesehen werden (Kohler et al., 2001). Zur Gruppe der IPEC gehoren sechs gut
charakterisierte Pathotypen, die aufgrund spezifischer Merkmale untereinander sowie
von den kommensalen und extraintestinal-pathogenen E. coli abgrenzbar sind:
Enteropathogene E. coli (EPEC), Shiga Toxin-produzierende E. coli (STEC) mit der
Untergruppe der enterohamorrhagischen E. coli (EHEC), enterotoxische E. coli (ETEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) und diffus adharierende
E. coli (DAEC). Allen IPEC ist gemein, dass die Infektion (ber die orale Aufnahme
kontaminierter Speisen bzw. kontaminierten Wassers verursacht wird. Zu den von ihnen
verursachten Krankheitsbildern zdhlen vor allem schwere Durchfallerkrankungen (Nataro
und Kaper, 1998). Bei den Infektionen durch ExPEC handelt es sich zum gréRten Teil um
Harnwegsinfektionen. Weitere extraintestinale Infektionen durch E. coli sind Pneumonie,
Wundinfektion, Peritonitis und Neugeborenen-Meningitis (Russo und Johnson, 2003).
ExPEC werden zudem haufig als Ursache septischer Krankheitsbilder identifiziert, die oft
von einem primaren Harnwegsinfekt ausgehen. Anhand der hervorgerufenen Infektion
kann die Gruppe der EXPEC in Pathotypen wie uropathogene E. coli (UPEC),
Neugeborenen-Meningitis-assoziierte E. coli (NMEC) und Sepsis-assoziierte E. coli (SEPEC)
unterteilt werden (Kaper et al., 2004; Croxen und Finlay, 2010).

Die E. coli Population lasst sich auf die phylogenetischen ECOR-Hauptgruppen A, B1, B2,
C-1 bis C-V, D, E und F sowie mehrere kryptische Gruppen aufteilen (Herzer et al., 1990;
Johnson und Russo, 2005; Jaureguy et al., 2008; Tenaillon et al., 2010; Clermont et al.,

2013). Die meisten kommensalen Stamme entfallen dabei auf Gruppe A (Duriez et al.,
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2001). IPEC-Stamme werden vornehmlich den Gruppen A, B1 und E zugeordnet. Humane
ExXPEC-Isolate, insbesondere UPEC, sind vor allem mit Gruppe B2 und in geringerem

Ausmal mit Gruppe D assoziiert (Johnson und Russo, 2005).

1.2 Harnwegsinfektionen und uropathogene Escherichia coli (UPEC)

Unter einer Harnwegsinfektion (HWI) versteht man eine durch Krankheitserreger
verursachte Entziindung der ableitenden Harnwege. Sie ist durch das Vorhandensein von
Bakterien im normalerweise sterilen Urin gekennzeichnet. Erkrankungen dieser Art zéhlen
zu den haufigsten Infektionskrankheiten in den Industrielandern und werden meist durch
Bakterien, seltener durch andere Erreger wie Pilze oder Protozoen ausgeldst (Hautmann
und Huland, 2006; Gerok et al., 2007). In der Regel sind Harnwegsentziindungen
aufsteigende (aszendierende) Infektionen, bei denen die Erreger transurethral in die
Harnblase gelangen. In seltenen Féallen kann die Infektion jedoch auch durch hamatogene

Streuung der Bakterien entstehen (Warren, 1996; Muhldorfer et al., 2001; Abbildung 1).

Blutkreislauf

hamatogene
Infektion

Bakterien

aufsteigende :
(aszendierende)
Infektion Harnleiter
I j (Ureter)
Blaseﬁ‘/ )
e
Harnrohre
(Urethra)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Harnwegssystems und der méglichen Infektionsformen.
Modifiziert nach Kaper et al., 2004.
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Je nach betroffener Infektionsregion wird zwischen Harnréhrenentziindung (Urethritis),
Blasenentziindung (Zystitis) bzw. Nierenbeckenentziindung (Pyelonephritis) unter-
schieden, die alle drei von schmerzhaften Symptomen begleitet werden. Mdgliche
Komplikationen bei der Pyelonephritis sind die Entwicklung einer Urosepsis oder einer
Niereninsuffizienz, was zu einem potentiell lebensgefdhrlichen Verlauf der Infektion
flihren kann (Johnson, 1991; Kaper et al., 2004). Von den symptomatischen HWI wird die
sogenannte asymptomatische Bakteriurie (ABU) unterschieden. Sie ist durch eine zufallig
nachgewiesene, signifikante Anzahl desselben Erregers im Urin (mehr als
10° Bakterien/ml) ohne klinische Erscheinungen gekennzeichnet und bedarf in der Regel
keiner speziellen Antibiotikatherapie (Hahn et al., 2005).

Beglinstigt werden HWI durch Anomalien der Harnwege, Nieren- oder Blasensteine,
Urinreflux, ProstatavergroBerungen, Tumore, Schwangerschaft, Blasenkatheter, aber
auch Diabetes mellitus oder eine durch ungenligende Flissigkeitszufuhr reduzierte
Urinausscheidung (Kéhler et al., 2001). Da die kurze Harnrdhre bei Frauen das Eindringen
von Erregern erleichtert, sind sie in der Regel haufiger von HWI betroffen als Manner
(Williams und Schaeffer, 2004). Es ist davon auszugehen, dass mehr als 50 % aller Frauen
mindestens einmal in ihrem Leben eine HWI erleiden (Barnett und Stephens, 1997).
Weltweit gelten HWI als die primare Morbiditatsursache im ambulanten sowie
stationdaren Pflegebereich. Sie stellen die haufigste Indikation fir eine antimikrobielle
Chemotherapie dar. So schatzt man die Zahl der arztlich zu behandelnden Falle allein in
Deutschland auf ungefahr zwei Millionen pro Jahr (Hacker und Heesemann, 2000). Die
Zahl unkomplizierter Zystitiden wird in den USA auf sieben Millionen und weltweit auf
150 Millionen Falle pro Jahr geschatzt (Russo und Johnson, 2003). Dadurch entstehen

allein in den USA Kosten von ca. 2,3 Milliarden Dollar pro Jahr (Foxman, 2010).

Infektionen der Harnwege werden Uberwiegend durch E. coli Bakterien ausgeldst. Etwa
80 % aller unkomplizierten und 40 % der kompliziert verlaufenden HWI werden von
uropathogenen E. coli (UPEC) verursacht (Arthur et al., 1989). In der Regel beginnt eine
HWI mit der Besiedlung des Darmes durch UPEC, zusétzlich zur kommensalen Flora (Wiles
et al., 2008). Dabei treten die UPEC jedoch im Darm nicht als pathogen in Erscheinung. Im
Unterschied zu vielen apathogenen, fdkalen E. coli Stammen exprimieren UPEC

spezifische Virulenzfaktoren, die ihnen das Kolonisieren und Persistieren in den
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Harnwegsorganen ermoglichen. Hierzu zdhlen Flagellen, Adhasine, Zytotoxine,
extrazellulare Polysaccharidstrukturen sowie Eisenaufnahmesysteme (Hacker und

Heesemann, 2000; Nielubowicz und Mobley, 2010; Tabelle 1).

Tabelle 1: Virulenzfaktoren uropathogener E. coli.
Zusammengefasst nach Hacker und Heesemann, 2000; Donnenberg, 2002; Kaper et al., 2004; Henderson et
al., 2009; Croxen und Finlay, 2010; Dobrindt, 2010; Nielubowicz und Mobley, 2010; Totsika et al., 2012.

Virulenzfaktor Gen(e) Funktion / Effekt

Flagelle fli, flg - Motilitat (Kolonisierung und Verbreitung im Wirt)
- Invasion in Nierenepithelzellen

- Modulation der Entzlindungsreaktion (IL-8-
Expression, TLR 5-Aktivierung)

Adhdsine:
Typ 1-Fimbrien fimA-H - Adhasion an Uroepithelzellen durch Erkennung
mannosehaltiger Glykoproteinrezeptoren (z.B.
Uroplakin 1a)
- Invasion
- Biofilmbildung
P-Fimbrien papA-K - Adhasion an Nierenepithelzellen durch Erken-
(Pyelonephritis- nung der Glykosphingolipide Gb3Cer und Gb4Cer
assoziierte Fimbrien) - Induktion der Zytokinexpression / Entziindungs-
reaktion
S-Fimbrien sfaA-G - Adhasion an Uroepithelzellen durch Erkennung
sialinsdurehaltiger Rezeptoren (z.B. Adhasion an
das Tamm-Horsfall-Glykoprotein (THP))
F1C-Fimbrien focA-G - Adhasion an Uroepithelzellen durch Erkennung
von Galactosylceramid-Resten
- Adhasion an Nierenephithelzellen durch Bindung
an Gb3Cer
Afa-/Dr-Adhésine afa/dra - Adhéasion an Uroepithelzellen, polymorphkernige
(Nicht-Fimbrien- Leukozyten (PMN), Typ-IV-Kollagen, Dr®-Blut-
Adhésine) gruppen-Antigene des Molekiils CD55 (DAF) und
an Zelladhasionsmolekiile der ,Carcino-embryo-
nalen Antigen-Familie” (CEACAM)
Curli CSgA-G - Adhasion an  extrazellulare  Matrix und
(diinne aggregative Serumproteine, wie Laminin, Fibronektin,
Fimbrien) Plasminogen und den MHC-I-Komplex

- keine eindeutige Ligandenspezifitat
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Tabelle 1: Virulenzfaktoren uropathogener E. coli. (Fortsetzung)
Zusammengefasst nach Hacker und Heesemann, 2000; Donnenberg, 2002; Kaper et al., 2004; Henderson et
al., 2009; Croxen und Finlay, 2010; Dobrindt, 2010; Nielubowicz und Mobley, 2010; Totsika et al., 2012.

Virulenzfaktor Gen(e) Funktion / Effekt

Autotransporteradhdsine:

Antigen 43 (Ag43) agn43 - diffuse Adhasion
- Autoaggregation
- Biofilmbildung
UpaG upaG - Adhasion an Blasenepithelzellen und extra-
(,,uropathogenic zelluldre Matrix
autotransporter”) - Zellaggregation
- Biofilmbildung
Toxine:
a-Hamolysin hlyA - Rtx (,,repeats in toxin“)-Toxin

- Zelllyse von Erythrozyten, Leukozyten und Uro-
epithelzellen

- Invasion
- Induktion der Zytokinproduktion / Entziindungs-
reaktion
CNF1 cnfl - Apoptose in Blasenepithelzellen
(zytotoxischer - Invasion
Nekrosefaktor 1) - Modulation der Entziindungsreaktion
Sat sat - Autotransporter-Serinprotease
(,secreted - zytopathischer Effekt in Uroepithelzellen
autotransporter toxin") - Vakuolisierung
- Lasionen in interzelluldren Verbindungen (,tight
junctions®)

- Modulation der Entziindungsreaktion

Vat vat - Autotransporter-Serinprotease
(,vacuolating - zytopathischer Effekt in Uroepithelzellen
autotransporter toxin”) - Vakuolisierung

Siderophorsysteme:

Enterobaktin entA-F / febA \

Aerobaktin iucA-D / iutA - Eisenaufnahmesysteme, die dazu bei-

Yersiniabaktin VbESETU, irp1, tragen, gme .L|m|t|'erung des 'essentlellen
. Metalls Eisen im Wirt zu vermeiden
iro2 / fyuA

Salmochelin iroB,E / iroN /

Hamrezeptor chuA - Eisenaufnahme
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Tabelle 1: Virulenzfaktoren uropathogener E. coli. (Fortsetzung)
Zusammengefasst nach Hacker und Heesemann, 2000; Donnenberg, 2002; Kaper et al., 2004; Henderson et
al., 2009; Croxen und Finlay, 2010; Dobrindt, 2010; Nielubowicz und Mobley, 2010; Totsika et al., 2012.

Virulenzfaktor Gen(e) Funktion / Effekt

Extrazelluldre Polysaccharide:

O-Antigen rfb (bzw. wb*) - Serumresistenz

(LPS-Schicht) - Hemmung der Rezeptor-vermittelten Phago-
zytose durch Makrophagen
- Induktion der Zytokinproduktion (IL-1, IL-6,
TNFa)

Kapsel-Polysaccharide kps, neu - ,Protektine”
- Antigen-Mimikry (Schutz vor gezielter Immun-
antwort)
- Serumresistenz

Colansaure wca
(M-Antigen) - Strukturkomponenten der extrazellularen
Zellulose bcs Matrix
- Biofilmbildung
PGA pgaA-D - Adhésion
(Poly-B-1,6-N-

Acetylglucosamin)

(DAF: ,decay-accelerating factor”, Gb3Cer: Globotriaosylceramid, Gb4Cer: Globotetraosylceramid, IL:
Interleukin, LPS: Lipopolysaccharid, MHC-I-Komplex: Haupthistokompatibilitdtskomplex I, TLR: ,Toll-like-
Rezeptor”, TNF: Tumornekrosefaktor)

Die Gene der Virulenzfaktoren uropathogener E. coli konnen auf Plasmiden oder
Bakteriophagen lokalisiert sein; in den meisten Fallen sind die Virulenzfaktoren jedoch im
Bakterienchromosom auf besonderen genetischen Elementen, den sogenannten
,Pathogenitatsinseln” (PAls) kodiert (Hacker et al., 1990; Miihldorfer und Hacker, 1994).
Bei den PAIs handelt es sich um genomische Bereiche mit einer GréRe von 10-200 kb, die
fur wenigstens einen Virulenzfaktor kodieren, haufig mit tRNA-Genen assoziiert vorliegen
und von repetitiven Elementen (,direct repeats”) oder Insertionssequenzen (IS) flankiert
werden. Zudem sind sie oft zusammen mit (kryptischen) Fragmenten von mobilen
genetischen Elementen (z.B. Integrasen, Transposasen) organisiert und besitzen einen
vom Ubrigen Genom abweichenden GC-Gehalt. Diese Charakteristika unterstiitzen die bis
heute giiltigen Annahme, dass PAls aus verschiedenen mobilen genetischen Elementen
zusammengesetzt sind, die durch so genannten horizontalen Gentransfer erworben
wurden (Hacker und Kaper, 2000; Dobrindt et al., 2002) und dem Wirtsbakterium einen

selektiven Vorteil verleihen. Aufgrund ihrer Eigenschaft instabil zu sein und aus dem
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Kernchromosom deletieren zu kénnen, gehéren PAIls genauso wie Plasmide, Prophagen,
Transposons, Integrons oder IS-Elemente zum flexiblen Genpool von Mikroorganismen

(Dobrindt et al., 2002; Hochhut et al., 2005).

Wahrend der akuten Phase einer HWI sind UPEC teilweise in der Lage, lUber die Typ 1-
Fimbrien-vermittelte Adhasion in die Epithelzellen der Blase einzudringen. Im Zytoplasma
dieser Zellen kommt es daraufhin zu einer rasanten Vermehrung der Bakterien mit
anschlieBRender  Ausbildung  biofilmartiger  Strukturen  (,intracellular  bacterial
communities” (ICBs); Mulvey et al.,, 2001). Die Organisation der Bakterien in
intrazellularen Biofilmen schitzt sowohl vor der Immunantwort des Wirts als auch vor
einer moglichen Antibiotikaeinwirkung. Nach dem Heranreifen der IBCs und dem
»Aufbrechen” der invadierten Urothelzellen gelangen die Bakterien erneut in die
Harnwege und manifestieren so die akute Infektion (Anderson et al., 2003, Rosen et al.,
2007; Hannan et al., 2012). Die Invasion der Urothelzellen durch UPEC fihrt nicht nur zur
Etablierung des Akutstadiums, sondern ist zu einem spateren Infektionszeitpunkt auch fir
die Entwicklung einer Persistenz ausschlaggebend. Hierbei bilden sich in den spaten
Endosomen der Urothelzellen kleine rosettenféormiger Anordnungen von UPEC-Bakterien
(,quiescent intracellular reservoirs“ (QIRs)), die in den Zellen lange Zeit lberdauern
konnen, ohne eine entziindliche Reaktion des Wirtes auszuldsen oder erfolgreich durch
Antibiotika behandelbar zu sein (Mysorekar und Hultgren, 2006; Hannan et al., 2012).
Aus diesen intrazelluldaren Reservoirs werden UPEC-Bakterien oft erst Monate spater

freigesetzt und kénnen so eine erneute HWI verursachen.

1.2.1 Der uropathogene E. coli Stamm 536

Der uropathogene Stamm E. coli 536 (06:K15:H31) wurde vor etwa dreiRRig Jahren aus
einem Patienten mit akuter Pyelonephritis isoliert (Berger et al., 1982). Die vollstandige
Sequenzierung seines Genoms gelang 2006 (Brzuszkiewicz et al., 2006). Der Stamm
entwickelte sich seitdem zu einem Modellorganismus fir Analysen zur Genomstruktur
und Evolution uropathogener Erreger. Bisher konnten fiir ihn sieben PAls beschrieben
werden (Brzuszkiewicz et al., 2006). Die bis jetzt identifizierten Virulenzfaktoren sind in

Abbildung 2 schematisch dargestellt.
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Eisenaufnahmesysteme

$nterobsktin Fe¥ _Fe® a-Hamolysin S-Fimbrien
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(K15-Antigen)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Virulenzfaktoren von E. coli Stamm 536.
Modifiziert nach J. Hacker.

Bakterien des Stammes E. coli 536 sind in der Lage, verschiedene Adhdsine (z.B. Typ 1-
Fimbrien, P-Fimbrien, S-Fimbrien oder Curli) auszubilden, die bei der Besiedlung des
Urogenitaltrakts eine wichtige Rolle spielen (Hacker et al., 1992; Dobrindt et al., 2001).
Des Weiteren exprimieren sie zwei Orthologe des Autotransporteradhdsins Antigen 43
(Ag43), welche die Autoaggregation fordern und neben anderen Faktoren wie Flagelle
und den verschiedenen Fimbrientypen zur Biofilmbildung beitragen (Emody et al., 2003;
Beloin et al., 2006). Biofilmbildung schiitzt Bakterien vor mechanischen Einfllssen, die
z.B. durch den Harnfluss im Urogenitaltrakt auf sie einwirken, und fihrt zu einer erhohten
Resistenz gegenliber dem Immunsystem des Wirtes und Antibiotikatherapien. Weitere
wichtige Virulenzfaktoren von E. coli 536 sind a-Hamolysin, die LPS-Schicht
(Serumresistenz), das K15-Kapselantigen sowie verschiedene Eisenaufnahmesysteme
(Hacker et al., 1992). Durch koordinierte Expression seiner Virulenz-assoziierten Gene
gelingt es E. coli Stamm 536, die unspezifischen sowie adaptiven Mechanismen der
Immunabwehr erfolgreich zu umgehen, sich in einer ndhrstoffarmen Umgebung (z.B. bei
Eisenmangel) zu vermehren und die Epithelien des Urogenitaltrakts zu besiedeln (Kaper

etal., 2004).
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1.3 Bakterielle Fitness

Die erfolgreiche Besiedelung eines Lebensraumes setzt bei allen Organismen der
Biosphdre eine entsprechende Anpassung an gegebene Umweltfaktoren voraus. Auch
Bakterien sind an bestimmte 6kologische Nischen angepasst und dadurch in der Lage, sich
in ihnen erfolgreich zu etablieren. Eigenschaften, die das Uberleben und die Verbreitung
eines Organismus in einer bestimmten 6kologischen Nische erhéhen, werden allgemein
als Fitnessfaktoren bezeichnet (Preston et al., 1998). So weisen z.B. kolonisierende
Bakterien in der Regel Eigenschaften auf, die ihnen eine enge Interaktion mit dem
jeweiligen Wirtsorganismus ermoglichen. Zu nennen ware in diesem Zusammenhang vor
allem die Fahigkeit, bestimmte Adhéasine und/oder Fimbrien auszupragen. Mit Hilfe dieser
Strukturen kann eine Anheftung der Bakterien an den Wirt erfolgen, was den Bakterien in
der Nische ,Wirtsoberflache” einen Vorteil verschafft.

Wahrend ein Wirtsorganismus von den meisten Aktivitaten der normalen bakteriellen
Flora profitiert bzw. zumindest keinen Schaden nimmt, sind pathogene Bakterien in der
Lage, Krankheiten auszulosen. Die bakterielle Fitness der pathogenen Mikroorganismen
beruht mafligeblich auf den ihnen eigenen Virulenzfaktoren. Unter dem Begriff
»Virulenzfaktoren” versteht man seit 1999 alle Eigenschaften von Mikroorganismen, die
es ihnen ermoglichen, eine spezielle Nische im Wirt zu besiedeln, das Immunsystem des
Wirtes zu umgehen bzw. zu beeinflussen und einen Krankheitsprozess auszulésen (Fives-
Taylor et al.,, 1999). Inzwischen konnten jedoch viele dieser Virulenzfaktoren auch in
nicht-pathogenen Mikroorganismen nachgewiesen werden. Dies trifft z.B. auf diverse
Adhasine, Oberflachenstrukturen, Resistenzen, Sekretionssysteme oder Abbaueigen-
schaften zu, die in Pathogenen zwar die Virulenz erhéhen, flir Nicht-Pathogene jedoch in
deren eigenen 6kologischen Kontext ebenfalls einen Vorteil darstellen, also ihre Fitness

erhoéhen (Dobrindt et al., 2003; Briissow et al., 2004; Hill, 2012; Abbildung 3).
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Pathogene ——__ —.— Kommensale

Adhésine
Biofilmbildung
Mikrozine/Colicine
Eisenaufnahmesysteme
Oberflachenstrukturen
Metabolismus
Resistenzen
Flagelle

Virulenz-
faktoren

Fitness-
faktoren

Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Uberschneidungspunkte zwischen Virulenz- und
Fitnessfaktoren von Bakterien.
Modifiziert nach Hill, 2012.

Als Beispiel kann das Siderophor Yersiniabaktin angefiihrt werden, das in bestimmten
Bakterien in direktem Zusammenhang mit Virulenz steht, aber auch in nicht-pathogenen
Spezies vorkommt. Fir Yersiniabaktin, welches auf der ,High Pathogenicity Island“ (HPI)
von Yersinia spp. kodiert ist (Carniel et al., 1996), wurde gezeigt, dass es fir die Virulenz
von Y. pestis, Y. pseudotuberculosis Serotyp O1 und Y. enterocolitica Biotyp 1B im
Mausmodell notwendig ist (Carniel, 1999). Im Gegensatz dazu konnte Yersiniabaktin in E.
coli Stamm 536 (kodiert auf PAI 1V) keine Erhéhung der Virulenz zugeschrieben werden
(Brzuszkiewicz et al., 2006). Da auch der nicht-pathogene probiotische E. coli Stamm
Nissle 1917 die HPI besitzt und Yersiniabaktin exprimiert, kann das Siderophor nicht als
,echter” Virulenzfaktor bezeichnet werden, sondern besser als Fitnessfaktor.

Auch Virulenzfaktoren uropathogener E. coli sind haufig in kommensalen E. coli Stammen
zu finden. Hierbei kénnen beispielsweise neben Mikrozinen und Siderophoren auch
Toxine wie a-Hamolysin oder CNF1 genannt werden (Hejnova et al., 2005). Diese
Beobachtung gilt ebenso fiir die gemeinhin als Virulenzfaktor angesehenen Typ 1-
Fimbrien: Da Typ 1-Fimbrien unter anderem die Adhdsion an Epithelzellen vermitteln,

sind sie natlrlich flr die Initiation einer HWI von Bedeutung und werden in den

15



EINLEITUNG

uropathogenen E. coli Stammen 536, J96, UTI89 und CFT073 exprimiert. Ihre Expression
konnte jedoch auch im probiotischen Stamm Nissle 1917 und im apathogenen Stamm
MG1655 nachgewiesen werden. In beiden E. coli Stimmen steigern die Typ 1-Fimbrien
ohne pathogene Auswirkung die Fitness der Bakterien (Blomfield et al., 1991; Mobley et
al., 1993; Blum et al., 1995a; Blum et al., 1995b; Chen et al., 2006).

Inzwischen lassen sich viele Komponenten, die die Virulenz von Pathogenen erhéhen bzw.
diese in bestimmten Wirten erst zu solchen machen, auch in nicht-pathogenen
Mikroorganismen detektieren. Da sie dort ebenfalls einen Beitrag zur bakteriellen Fitness
leisten, kann eine eindeutige Unterscheidung zwischen ,echten Virulenzfaktoren” und
moglichen Fitnessfaktoren oft nicht getroffen werden. Nachfolgend werden mit dem
Begriff Virulenzfaktoren nur noch solche Eigenschaften von Bakterien bezeichnet, die sich
ausschlieBlich in Pathogenen nachweisen lassen und direkt fiir die pathologische
Schadigung des Wirtes verantwortlich sind. Alle weiteren Merkmale/Fahigkeiten, die sich
sowohl in Pathogenen als auch in Kommensalen vorteilhaft auf die bakterielle
Lebensfahigkeit auswirken, sind im Folgenden als Fitnessfaktoren anzusehen.

Diese Verschiebung in der Bezeichnung — von Virulenzfaktor hin zu Fitnessfaktor — be-
griindet sich unter anderem in der Geschichte und Entwicklung der mikrobiologischen
Forschung. Der Schwerpunkt der Forschung lag lange Zeit exklusiv auf den pathogenen
Erregern. Viele der Strukturen und Mechanismen, die die bakterielle Fitness foérdern,
wurden daher zuerst in Pathogenen entdeckt und somit als ,Virulenzfaktoren”
beschrieben. Inzwischen ermoglichen die Fortschritte in Untersuchungsmethodik und
Genomsequenzierung auch eine verstarkte Ausrichtung des Forschungsfokus auf
kommensale und probiotische Bakterien. Durch den so gegebenen standigen Zuwachs an
Informationen konnen auch zukinftig mogliche Begriffs-/Definitionsanderungen nicht

ausgeschlossen werden.

1.4 Das Autotransporteradhdsin Antigen 43 — Virulenz- oder Fitnessfaktor?
Wie in Abschnitt 1.3 erldutert, ist die Einordnung bakterieller Eigenschaften in die
Kategorien Virulenz- bzw. Fitnessfaktoren nicht immer eindeutig moéglich. Auch im Fall

des Autotransporteradhdsins Antigen 43 (Ag43) wurde bis heute keine endgiltige
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Zuordnung vorgenommen. Dies liegt zum einen daran, dass Ag43 sowohl von pathogenen
als auch von kommensalen E. coli Stammen exprimiert wird, wodurch es zumindest als
»echter Virulenzfaktor” ausgeschlossen werden kann. Zum anderen ist die biologische
Funktion von Ag43 noch nicht abschlieBend geklart.

Fiir die genauere Erorterung der Frage, ob Ag43 nun eher Charakteristika eines
Virulenzfaktors oder eines Fitnessfaktors aufweist, werden nachfolgend Autotrans-

porterproteine im Allgemeinen und das Protein Ag43 im Speziellen ndher betrachtet.

1.4.1 Autotransporterproteine

Seit der Entdeckung des ersten Autotransporterproteins vor mehr als 20 Jahren ist die
Gruppe der charakterisierten Autotransporter kontinuierlich gewachsen und
reprasentiert derzeit die groflte Proteinfamilie in Gram-negativen Bakterien (Benz und
Schmidt, 2011). Fir E. coli konnten bisher mehr als 18 verschiedene Autotransporter-
proteine beschrieben werden (Zude et al., 2013). Autotransporter sind Zelloberflachen-
assoziierte bzw. sekretierte Proteine, deren Transport Uber die Zellmembranen des
Bakteriums nach dem Prinzip des Typ-V-Sekretionsmechanismus (Va) erfolgt. Die Proteine
der Autotransporterfamilie zeichnen sich alle durch eine charakteristische strukturelle
Organisation aus, die sich in drei Hauptdomanen unterteilen lasst: (1) eine N-terminale
Signalsequenz, die den Sec-abhangigen Transport (iber die innere Membran ins Peri-
plasma initiiert, (2) die interne a- oder ,passenger’-Domane, welche das eigentliche
funktionelle Motiv des Proteins beinhaltet, sowie (3) die C-terminale B- oder Trans-
lokator-Domane, die in die auBere Membran inseriert und den Transport der a-Domane
auf die bakterielle Oberfliche ermdglicht (Desvaux et al., 2004; Dautin und Bernstein,
2007; Benz und Schmidt, 2011).

Die Translokator-Domane ist bei den klassischen monomeren Autotransportern etwa
300 Aminosauren lang, besitzt die Charakteristika eines integralen B-,barrel“-Membran-
proteins und faltet sich in der duReren Membran in zwolf B-Strange (Maurer et al., 1999;
Oomen et al., 2004). Aufgrund ihrer Transportfunktion liegt sie in allen Autotransporter-
proteinen hoch konserviert vor (Barnard et al., 2007; Dautin und Bernstein, 2007). Die
Lpassenger“-Domanen der verschiedenen Autotransporter weisen dagegen eine sehr
hohe Sequenzvielfalt auf. Sie bestimmen die individuellen Eigenschaften des jeweiligen

Autotransporters und umfassen ein breites Funktionsspektrum, das z.B. von unterschied-
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lichen enzymatischen Aktivitditen (Proteasen, Esterasen oder Lipasen) oder der
Vermittlung einer Aktin-abhangigen Bakterienbewegung bis hin zur Funktion als Adhasin
oder Toxin reicht (Henderson und Nataro, 2001; Dautin und Bernstein, 2007).

Die Sekretion der Autotransporter erfolgt grob betrachtet in drei Schritten: Zunachst
leitet die Signalsequenz den Sec-abhdngigen Transport des Proteins Uber die innere
Membran ein und wird danach im Periplasma proteolytisch abgespalten. Die
Translokator-Domane bildet anschlieBend eine Pore (B-,barrel”) in der dauReren Membran
aus, durch die die ,passenger“-Domane an die Zelloberflache gelangt (Henderson et al.,
2004). Je nach Autotransporter-Subtyp bleibt die a-Domdne nun mit der membran-
integralen B-Domane kovalent verbunden (z.B. beim Adhdsin Hia aus Haemophilus
influenzae; St. Geme und Cutter, 2000) oder wird durch proteolytische Prozessierung von
der B-Domiane getrennt. Durch Letzteres kann die a-Domadne entweder frei ins
extrazellulare Milieu diffundieren (z.B. bei der IgA1-Protease aus Neisseria gonorrhoeae;
Pohlner et al., 1987) oder aber Uber nichtkovalente Bindung mit der B-Domane assoziiert
bleiben (z.B. beim Adhasin AIDA-I aus E. coli; Benz und Schmidt, 1992).

Die Bezeichnung , Autotransporter” begriindete sich auf der urspriinglichen Annahme,
dass alle bendétigten Informationen fiir den eigenen energieunabhangigen Membran-
transport in der Primarstruktur des Proteins determiniert sind und der Transport ohne die
Hilfe akzessorischer Proteine erfolgt (Henderson et al., 1998; Henderson et al., 2004).
Inzwischen wurde jedoch gezeigt, dass fir die Sekretion vieler Autotransporterproteine
zusatzliche Faktoren wie die periplasmatischen Chaperone SurA, Skp und DegP sowie die
B-,barrel assembly machinery”, auch BAM-Komplex genannt, erforderlich sind (leva und
Bernstein, 2009; Knowles et al., 2009; Rossiter et al., 2011). Wie genau diese Faktoren am
Transport beteiligt sind, ist noch nicht eindeutig geklart. Es wird angenommen, dass die
Chaperone die , passenger“-Domane im Periplasma in transportfdhigem Zustand halten,
ihre Fehlfaltung verhindern und das gesamte Protein an den BAM-Komplex heran-
transportieren. Durch Interaktion mit dem BAM-Komplex wird dann die B-Domane des
Autotransporterproteins in die dufere Membran eingebaut. Vor kurzem wurde ein
weiterer Proteinkomplex, das ,transport and assembly“-Modul (TAM) beschrieben. Dies
Modul scheint ebenfalls fiir die effiziente Sekretion einiger Autotransporter notwendig zu
sein, da z.B. E. coli-TAM-Deletionsmutanten nicht in der Lage sind, die Adhasine Ag43 und
EhaA zu sekretieren (Selkrig et al., 2012; Donnenberg, 2013; Gruss et al., 2013). Die
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genaue Funktionsweise ist jedoch auch hier noch nicht endgiiltig geklart. Abbildung 4 gibt

eine schematische Zusammenfassung Uber den Ablauf der Autotransportersekretion
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Abbildung 4: Generelles Modell der Autotransportersekretion.
(A) Die Signalsequenz vermittelt den Sec-abhangigen Transport iber die innere Membran.
(B) Nach dem Eintritt ins Periplasma zeigen viele Autotransporter eine Interaktion mit peri-
plasmatischen Chaperonen, die die ,passenger“-Domane in transportfahigem Zustand
halten.
(C) Die B-Domaéne des Autotransporters wird durch Interaktion mit dem BAM-Komplex in
die duBRere Membran eingebaut.
(D) Durch die so gebildete Pore wird der Transport der ,passenger”-Domane auf die Zell-
oberflache vermittelt, wobei vermutlich der TAM-Komplex eine entscheidende Rolle spielt.
(E) Die ,passenger“-Doméne bleibt entweder kovalent an die B-Doméane gebunden oder
wird abgespalten und sekretiert.
Modifiziert nach Donnenberg, 2013.

1.4.2 Die AidA-Unterfamilie der Autotransporterproteine

In E. coli lassen sich die Autotransporterproteine AIDA-I, TibA und Ag43 aufgrund hoher
Sequenzhomologie in der Translokator-Doméane und dem Vorhandensein repetitiver
Aminosaure-Motive in der ,passenger”-Domane einer gemeinsamen Gruppe, der AidA-
Unterfamilie, zuordnen (Henderson und Nataro, 2001).

Das namensgebende Protein dieser Unterfamilie ist AIDA-I, das ,.adhesin involved in

diffuse adherence”, ein Adhasin, das von einer Klasse der DAEC exprimiert wird
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(Charbonneau und Mourez, 2007). AIDA-I vermittelt in diesen Bakterienstimmen die
Adhdrenz an eine Reihe von humanen und nichthumanen Zelltypen. Neben seiner
Funktion als Adhdasin ist es zudem an der Invasion von Epithelzellen sowie an der
bakteriellen Autoaggregation und Biofilmbildung beteiligt (Benz und Schmidt, 1992;
Sherlock et al., 2004; Charbonneau et al., 2006). Seine volle Funktionsfahigkeit erhalt
AIDA-I erst nach O-Glykosylierung der a-Domane durch die Glykosyltransferase Aah
(,autotransporter adhesin heptosyltransferase”). Dieses AIDA-I-spezifische Enzym wird
vom aah-Gen kodiert, welches im Genom unmittelbar stromaufwarts des aidA-Gens liegt
und mit diesem ein Operon bildet. Die Regulationsmechanismen des Operons sind jedoch
noch nicht genau bekannt (Benz und Schmidt, 2001; Benz et al., 2010). Bei der
Glykosylierung durch Aah werden im Zytoplasma Heptose-Einheiten auf bestimmte Serin-
und Threoninreste der AIDA-I-a-Domane (ibertragen. Die hierfiir benotigten ADP-Glycero-
Mannoheptose-Bausteine stammen urspriinglich aus dem LPS-Biosyntheseweg. Mittels
massenspektrometrischer (MS-) Analyse konnten fir AIDA-lI bis heute 16 mdgliche
Glykosylierungsstellen beschrieben werden. Zudem zeigten die AIDA-I-Proteinproben in
der MS-Analyse eine GroéRenverteilung, die auf eine heterogene Glykosylierung, d.h. auf
Schwankungen im Besetzungsgrad der Glykosylierungsstellen hinweist. Die maximal
mogliche Anzahl von an AIDA-I gebundenen Heptosen wird auf 19 geschatzt (Moormann
et al., 2002; Charbonneau et al., 2007). Bei AIDA-I ist die Glykosylierung in erster Linie fir
die Stabilitat und die richtige Konformation des Proteins erforderlich und damit nur
indirekt fur seine Funktion als Adhasin; auf den eigentlichen Adhasionsschritt bzw. auf die
Autoaggeration hat die Glykosylierung keinen Einfluss (Benz und Schmidt, 2001;
Charbonneau et al., 2007; Charbonneau und Mourez, 2008).

Das Autotransporterprotein TibA, das von einigen ETEC exprimiert wird, gehort ebenfalls
zur AidA-Unterfamilie. TibA (,enterotoxigenic invasion locus B“-A-Protein) vermittelt wie
AIDA-| die Adhasion an und Invasion in humane Epithelzellen sowie bakterielle Auto-
aggregation und Biofilmbildung. Ebenso ist es erst nach O-Glykosylierung der a-Domane
im Zytoplasma voll funktionsfiahig. Die Proteinmodifikation erfolgt hier durch die
Glykosyltransferase TibC, deren Genlocus im Genom unmittelbar stromaufwarts von tibA
liegt (Lindenthal und Elsinghorst, 1999; Sherlock et al., 2005). Im Gegensatz zu AIDA-I ist

die Glykosylierung bei TibA fir seine Funktion als Adhdasin und Invasin notwendig, fir
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Autoaggregation und Biofilmbildung wird sie jedoch nicht benétigt (Lindenthal und
Elsinghorst, 2001; Sherlock et al., 2005).

Moormann et al. (2002) konnten durch den Vergleich der Aminosduresequenzen von Aah
und TibC zeigen, dass die beiden Glykosyltransferasen auf Proteineben zu 69,2 %
identisch sind. Aufgrund dieser hohen Homologie erscheint ihre Beobachtung, dass AIDA-I
auch von TibC erfolgreich glykosyliert werden kann, nicht tGberraschend.

Ein weiteres Mitglied der AidA-Unterfamilie ist das Autotransporterprotein Antigen 43

(Ag43), welches im nachsten Abschnitt genauer beschrieben wird.

1.4.3 Das Autotransporterprotein Antigen 43 (Ag43)

Das Autotransporterprotein Antigen 43 (Ag43), welches ebenfalls zur AidA-Unterfamilie
gehort, gilt als das am haufigsten vorkommende Oberflachenprotein in E. coli.
1980 wurde es zunadchst aufgrund seiner Fahigkeit, bakterielle Autoaggregation zu
vermitteln, beschrieben. Diese kann makroskopisch als Ausflockung (,fluffing”) und
Absetzen von Zellen in statischen Flissigkulturen visualisiert werden, was zum urspriing-
lichen Namen flu des zugehorigen genetischen Locus fihrte (Diderichsen, 1980). Spater
stellte sich heraus, dass das in einer unabhangigen Studie identifizierte AuRenmembran-
assoziierte Antigen 43 das Produkt des Gens flu ist (Owen et al., 1987; Henderson et al.,
1997). Somit ist sowohl flu als auch agn43 als Bezeichnung des Gens in der Literatur
gebrauchlich.

Die Expression von Ag43 ist im Gegensatz zu AIDA-I und TibA phasenvariabel und
gekennzeichnet durch die moglichen Zustande ,,ON“ und ,,OFF“. In E. coli K-12 betragt die
Umschaltrate ungefahr 10 pro Zelle und Generation. Die Phasenvariation beruht auf
dem abgestimmten Zusammenwirken des oxidativen Stressregulators OxyR, der durch
Binden an die agn43-Promotorregion die Transkription verhindert (negative Regulation),
und der Dam-Methylase, die die drei GATC-Bereiche in der agn43-Promotorregion
methyliert und somit die Bindung des Repressors unmoglich macht (positive Regulation)
(Waldron et al., 2002; Wallecha et al., 2002; Schembri et al., 2003).

In E. coli K-12 wird Ag43 als ein aus 1039 Aminosduren bestehendes Praproprotein
gebildet, welches anschlieRend dem Sekretionsmechanismus und der einhergehenden
Prozessierung klassischer Autotransporter unterliegt: Wahrend des Sec-abhangigen

Proteintransports (iber die innere Membran wird das N-terminale Signalpeptid (Met-1 -

21



EINLEITUNG

Ala-52) abgespalten. Das ,reife” Ag43 wird nach Translokation der , passenger“-Domane
Uber die duBere Membran proteolytisch zwischen a- und B-Domane getrennt (Henderson
und Owen, 1999). Die a-Untereinheit von Ag43 bleibt jedoch Uber nichtkovalente
Bindung mit der membranintegralen B-Domane verbunden (Wells et al., 2007). Das
vollstandig prozessierte Protein bildet somit einen heterooligomeren Komplex, bestehend

aus Ag43® und Ag43P in der Stéchiometrie 1:1 (Owen et al., 1996).

Ag43 wird von fast allen E. coli Stammen exprimiert, was als Hinweis auf eine mogliche
konservierte Funktion von Ag43 in E. coli gewertet werden kann (Wells et al., 2010;
Donnenberg, 2013). Restieri et al. (2007) zeigten, dass etwa 93 % der von ihnen unter-
suchten klinischen Isolate (UPEC und IPEC) als auch 53 % der kommensalen E. coli Isolate
mindestens eine Kopie des agn43-Gens besalRen. Haufig konnen jedoch auch mehrere
agn43-Kopien in einem Genom existieren, wobei diese meist mit mobilen genetischen
Elementen wie ,Genomischen Inseln”, PAls oder Plasmiden assoziiert sind (van der
Woude und Henderson, 2008). Der uropathogene E. coli Stamm 536 besitzt beispiels-
weise zwei unterschiedliche agn43-Orthologe, agn43a-536 auf PAI Il und agn43b-536 auf
PAI V (Beloin et al., 2006; Abbildung 5).

: =Y N - & N

Abbildung 5: Schematische Darstellung der a-Domanen der Ag43-Varianten von E. coli Stamm 536.
Theoretische Strukturmodelle der a-Doméne von (A) Ag43a-536 und (B) Ag43b-536 (in blau:
Struktur der a-Doméne, in grau: beginnende B-Domaéne). Der Modellvergleich offenbart fiir
die a-Doméane von Ag43b-536 (B) eine verkiirzte C-terminale Struktur, was sich mit der
bekannten geringeren Peptidlange von Ag43b® im Vergleich zur a-Domine von Ag43a-536
deckt (Reidl, 2009).
Modifiziert nach Dr. Akash Ranjan.
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Beim Vergleich von Ag43-Proteinen isoliert aus verschiedenen E. coli Stammen bzw.
kodiert durch unterschiedliche agn43-Allele, wurden im Bereich der a-Domane
erhebliche Variationen in Bezug auf Struktur und Funktion festgestellt (Torres et al., 2002;
Klemm et al.,, 2004). Ag43 lasst sich daher nicht als Protein mit einer festen
Funktionsweise beschreiben. Vielmehr sollten die Ag43-Varianten als eine Familie
homologer Proteine mit erweitertem Funktionsspektrum betrachtet werden und bei der
Analyse von Ag43 immer das jeweilige Allel und der Stammbhintergrund Bericksichtigung
finden (Klemm et al., 2006). Die biologische Funktion von Ag43 ist somit bis heute nicht
eindeutig geklart. Unstrittig sind die Beobachtungen, dass Ag43 an der bakteriellen
Autoaggregation, Mikrokoloniebildung und Etablierung von Biofilmen beteiligt ist und so
zur effektiveren Kolonisierung des Wirts beitragt (Kjaergaard et al., 2000). Der bakteriellen
Autoaggregation liegt zugrunde, dass Ag43 ein selbsterkennendes Adhasin ist, welches
die Interaktion Uber ein interzelluldres , handshake“-Motiv vermittelt, das sich aufgrund
der L-férmigen Proteinstruktur von Ag43® mit dem Mechanismus eines ,Klettver-
schlusses” vergleichen |aRt (Hasman et al., 1999; Kjaergaard et al., 2000; Heras et al.,
2014). Da diese Art der Autoaggregation ebenso bei den Adhdsinen AIDA-I und TibA
nachgewiesen werden konnte, bezeichnet man sie zusammen mit Ag43 auch als ,self-

associating autotransporters” (SAATs) (Klemm et al., 2006).

Fexby et al. (2007) demonstrierten die Aufnahme und das Uberleben Ag43-
exprimierender E. coli in humanen Granulozyten. Diese Beobachtung filihrte zur
Vermutung, dass Ag43 eine mogliche Funktion bei der Umgehung der Wirtsabwehr
zukommt. Zusatzlich wurde eine Ag43-Variante des UPEC Stammes CFT073, Ag43a-
CFT073, als erforderlicher Faktor fiir das langerfristige Uberleben der Bakterien im
murinen Harnwegstrakt identifiziert (Ulett et al., 2007). Ubereinstimmend konnte auch in
epidemiologischen Untersuchungen von aus Patienten isolierten UPEC lIsolaten ein
Zusammenhang zwischen dem Allel agn43a-CFT073 und der Persistenz der UPEC in der
Blase detektiert werden (Luthje und Brauner, 2010). Des Weiteren war es Anderson et al.
(2003) moglich, Aga3-exprimierende UPEC Bakterien in intrazelluldaren Biofilmen (IBCs) in
der Mausblase nachzuweisen. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die Expression von

Ag43 bei pathogenen Bakterien wahrend des spateren Infektionsstadiums von Bedeutung
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ist und vielleicht auch eine entscheidende Rolle bei der Manifestation einer HWI bzw.

beim Rezidiv derselben spielt.

1.4.3.1 Posttranslationale Glykosylierung von Ag43

Die Modifikation von Proteinen durch posttranslationale Glykosylierung wurde lange Zeit
als ein ausschlielllich in Eukaryonten vorkommender Mechanismus betrachtet
(Moormann et al., 2002). Durch die zunehmenden Fortschritte in analytischer Methodik
und Genom-Sequenzierung konnten jedoch in den letzten Jahren immer mehr Beweise
fir N- und O-glykosylierte bakterielle Proteine gesammelt werden (Szymanski und Wren,
2005). Heute ist allgemeinhin akzeptiert, dass zumindest einige Eubakterien Glykopro-
teine exprimieren, insbesondere als Zelloberflachen assoziierte und sezernierte Molekiile.
Die Proteinglykosylierung in Bakterien scheint vor allem hinsichtlich der Wirt-Pathogen-
Interaktion wie z.B. Adhasion, Antigenvariation, Schutz vor proteolytischer Spaltung sowie
schitzende Immunitat eine wichtige Rolle zu spielen. Einige der bisher identifizierten
bakteriellen Glykoproteine konnten sogar als Virulenzfaktoren charakterisiert werden.
Detaillierte Informationen Uber den jeweiligen Glykosylierungsprozess bzw. lGber den
Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion sind jedoch nur fiir wenige bakterielle
Glykoproteine bekannt.

Fiir E. coli wurden zunachst drei O-glykosylierte Oberflachenproteine, die Autotrans-
porterproteine AIDA-I, TibA und Ag43 beschrieben (Benz und Schmidt, 2001; Lindenthal
und Elsinghorst, 1999; Sherlock et al., 2006). Bei AIDA-I und TibA ist die Modifikation der
jeweiligen a-Domane mittels O-Glykosylierung fiir die vollstandige Funktionalitdt der
Proteine notwendig. In beiden Fallen war es moglich, die verantwortliche Heptosyl-
transferase (Aah bzw. TibC) zu ermitteln. Der Genlocus dieser Glykosyltransferasen liegt
jeweils stromaufwarts des zugehorigen Autotransportergens (aidA bzw. tibA). Obwohl
Ag43 in E. coli Wildtypstammen ebenfalls posttranslational heptosyliert wird, konnte fir
dieses Autotransporterprotein bislang keine Glykosyltransferase identifiziert werden
(Sherlock et al., 2006; Charbonneau et al., 2007). Interessanterweise wird Ag43, dessen
Primarstruktur nur zu 25 % mit den Aminosauresequenzen von AIDA-I und TibA identisch
ist (Klemm et al., 2006), auch von den Heptosyltransferasen Aah und TibC glykosyliert

(Sherlock et al., 2006). Mit Hilfe dieses heterologen Glykosylierungsschritts konnten von
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Knudsen et al. (2008) 15 mogliche Glykosylierungsstellen fiir die a-Doméane von Ag43

beschrieben werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Mégliche Glykosylierungsstellen der a-Doméane von Ag43 nach Knudsen et al., 2008.
Die ldentifizierung und Sequenzierung der heptosylierten Peptide erfolgte mittels MS. Die putativen
Glykosylierungsstellen sind im Sequenzmotiv unterstrichen.

Sequenz- Molekulare Sequenz Sequenzmotiv Modifizierungen
abschnitt Masse (Da)
1-29 31815163 ADIVVHPGETVNGGTLANHDNQIVFGTTN 1: (ohne Ergebnis)
32-60 3171.4115 TISTGLEYGPDNEANTGGQWVQDGGTANK NGMTIS TGLEYGP 1: Thr¥ + ETD
61-70 1154.6400 TTVTSGGLQR NKTTVTSGGLQRV 1: Ser% + DTT, + ETD
61-70 1402.6675 TTVTSGGLQR 2: Ser%; ThiS' + ETD
71-93 2334.1298 VNPGGSVSDTVISAGGGQSLQGR VSDTVISAGGGQS 1: Ser® + DTT, + ETD
71-93 2526.1932 VNPGGSVSDTVISAGGGQSLQGR 2:(ohne Ergebnis)
98-120 2825.2912 TLNGGEQWMHEGAIATGTVINDK 2: Thr® and Thr%
174-194 2276.0192 AEGTANTTVVYAGGDQTVHGH IVRAEGTANTTVV 1: (Thr'"7; ohne Ergebnis)
174-194 2468.0826 AEGTANTTVVYAGGDQTVHGH IVRAEGTANTTW 2: Thr'™ and Thr'®
AEGTANTTVVYAG
228-240 1450.6899 NGGVAGNTTVNQK GVAGNTTVNQKGR 1: Thr23 or Thr2%
258-275 1907.9799 QGGALVTSTAATVTGINR GGALVTSTAATVT 1: Ser?® + DTT, + ETD
258-275 2100.0433 QGGALVTSTAATVTGINR 2: (ohne Ergebnis)
265-275 1281.6412 STAATVTGINR GGALVTSTAATVT 1: Ser®®
276-285 1141.6126 LGAFSVVEGK NRLGAFSVVEGKA 1:Ser’® + DTT
320-347 2728.2820 NGGTATTVSMGNGGVLLADSGAAVSGTR DSGAAVSGTRSDG 1: Ser3#
320-347 2920.3454 NGGTATTVSMGNGGVLLADSGAAVSGTR - 2: (ohne Ergebnis)
320-347 3112.4088 NGGTATTVSMGNGGVLLADSGAAVSGTR - 3: (ohne Ergebnis)
352-367 1742.8990 AFSIGGGQADALMLEK SDGKAFSIGGGQA 1:Ser?™ + DTT
368-392 2665.2354 GSSFTLNAGDTATDTTVNGGLFTAR MLEKGSSFTLNAG 1: Ser¥™® + ETD
424-439 1858.8167 EGDALLQGGSLTGNGS LOGGSLTGNGSVE 2: Thr*¥ and Ser*®?; semitrypt.
SLTGNGSVEKSGS
443458 1785.8843 SGSGTLTVSNTTLTQK SGTLTVSNTTLTQ 1: Ser';+ DTT, + ETD

(+DTT: Glykosylierungsstelle wurde durch Derivatisierung mit DTT identifiziert; +ETD: Ergebnis wurde
mittels ETD-basierter Peptidsequenzierung bestatigt.)
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1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die Erkenntnisse aus der vergleichenden Genomanalyse von uropathogenen E. coli
Stammen geben immer mehr Hinweise darauf, dass kein genereller Virulenz- oder
Pathomechanismus bei UPEC existiert (Brzuszkiewicz et al., 2006; Chen et al., 2006;
Abraham et al.,, 2012). Vielmehr scheint es, als dass die Expression und Regulation
unterschiedlicher, manchmal stammspezifischer Kombinationen von Virulenz- und
Fitness-assoziierten Genen in einem &ahnlichen Phdnotyp, ndamlich der Ausldsung von

Harnwegsinfektionen, resultieren.

Reidl beschrieb 2009, dass das Autotransporterprotein Ag43 in seiner Funktion als
Adhdsin und Autoaggregation-vermittelnder Faktor einen Beitrag zur Virulenz des
uropathogenen E. coli Stammes 536 leistet. Die Untersuchungen wurden dabei mit
kinstlich glykosyliertem Ag43 durchgefiihrt. Da es Hinweise dafiir gibt, dass Ag43 in E. coli
Wildtypstammen posttranslational glykosyliert werden kann und da die Ag43-Homologen
AIDA-| und TibA die Glykosylierung fir ihre vollstandige Funktionalitat benétigen, war ein
Ziel dieser Arbeit, die natlirliche Glykosylierung von Ag43 (bzw. korrekter ausgedriickt, die
natlrliche Glykosylierung der Ag43-,passenger”-Domane) in E. coli Stamm 536 zu
charakterisieren. Hierbei war zu beachten, dass E. coli Stamm 536 zwei unterschiedliche
Agd3-Varianten exprimiert. Die Untersuchungen umfassten daher die Analyse der
natirlichen Glykanstruktur beider Ag43-Varianten.

Da fiir Ag43 bislang keine zugehorige Glykosyltransferase identifiziert werden konnte, war
ein weiteres Ziel der Arbeit, mittels vergleichender Genomanalyse nach moglichen
Glykosyltransferase-kodierenden ,,open reading frames” in E. coli Stamm 536 zu suchen.
Fiir geeignete Kandidaten-Gene sollten anschliefend die entsprechenden , knock-out”-

Mutanten generiert werden, um diese phanotypisch und funktional zu charakterisieren.

Beim Versuch der Aufklarung der UPEC-Pathogenese hat sich in den letzten Jahren das
Mausmodell der experimentellen Harnwegsinfektion als sehr hilfreiches Werkzeug
herausgestellt. Wie eingangs erwdhnt, ist das Auslosen einer HWI durch UPEC das
Ergebnis des regulierten Zusammenwirkens unterschiedlicher bakterieller, teilweise
stammspezifischer Faktoren. Aus diesem Grund war die Untersuchung verschiedener

E. coli Stamme bzw. ausgewahlter bakterieller Faktoren hinsichtlich ihres uropathogenen
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Virulenzpotentials im HWI-Mausmodell ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit. Sie
umfasste unter anderem die Charakterisierung der in vivo-Virulenz und -Fitness von
agn43-Deletionsmutanten des E. coli Stammes 536, mit dem Ziel weitere Erkenntnisse
Uber die Rolle von Ag43 im Infektionsprozess zu erlangen. Des Weiteren sollte am Beispiel
atypischer UPEC Isolate untersucht werden, inwieweit pathogene E. coli Varianten, denen
die charakteristischen Virulenzfaktoren von EXPEC fehlen, in der Lage sind, eine

aufsteigende HWI zu verursachen.

27



28



MATERIALIEN

2 Materialien

2.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli Stamme sowie ihre Eigenschaften sind —

soweit bekannt —in Tabelle 3 einschlieBlich Herkunftsangaben aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verwendete E. coli Stamme.

Stamm Beschreibung Quelle/Referenz
536 Wildtyp, Pyelonephritis-lsolat; 06:K15:H31, Berger (1982)
agn43a-536" (ECP0332, ORF52, 1), agn43b-
536" (ECP3009, ORF48, ), hly', fim®, sfa’, prf’,
ent’, fla*, serumresistent, Sm®
536 Aagn43a 536-Derivat, Deletion des agn43a-Allels Lindner (2005)
536 Aagn43b 536-Derivat, Deletion des agn43b-Allels Lindner (2005)
536 DM 536-Derivat, Deletion beider agn43-Allele Lindner (2005)
(536 Aagn43a Aagn43b)
536 ArfaH 536-Derivat, Deletion von rfaH Lindner (2005)
536 ArfaH Aagn43a 536 ArfaH-Derivat, Deletion des agn43a-Allels  Lindner (2005)
536 ArfaH Aagn43b 536 ArfaH-Derivat, Deletion des agn43b-Allels  Lindner (2005)
536 rDM 536 ArfaH-Derivat, Deletion beider agn43- Lindner (2005)
(536 ArfaH Aagnd43a Allele
Aagn43b)
MG1655 Wildtyp, K-12 Isolat; OR:H48:K-, F, X, ilvG’, Blattner (1997)
rfb-50, rph-1
MG1655 Afim Aflu MG1655-Derivat, Deletion der Gene fimB-H Lehmann (2005)

und flu

536 AwaaG::cat

536-Derivat, Deletion von waaG durch
homologe Rekombination mit entsprechend
flankierter cat-Kassette

IMIB-Stamm-
sammlung (2004)
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Tabelle 3: Verwendete E. coli Stdmme. (Fortsetzung)

Stamm Beschreibung Quelle/Referenz
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp0425 diese Arbeit
Aecp0425::cat durch homologe Rekombination mit
(RS1) entsprechend flankierter cat-Kassette
536 Aecp1042:.cat 536-Derivat, Deletion von ecp1042 durch diese Arbeit
(RS2) homologe Rekombination mit entsprechend

flankierter cat-Kassette
536 Aecp1999::cat 536-Derivat, Deletion von ecp1999 durch diese Arbeit
(RS3A) homologe Rekombination mit entsprechend

flankierter cat-Kassette
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp1999 diese Arbeit
Aecp1999::cat durch homologe Rekombination mit
(RS3B) entsprechend flankierter cat-Kassette
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp3716 diese Arbeit
Aecp3716::cat durch homologe Rekombination mit
(RS6) entsprechend flankierter cat-Kassette
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp3720 diese Arbeit
Aecp3720::cat durch homologe Rekombination mit
(RS7) entsprechend flankierter cat-Kassette
536 Aecp3729::cat 536-Derivat, Deletion von ecp3729 durch diese Arbeit
(RS8A) homologe Rekombination mit entsprechend

flankierter cat-Kassette
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp3729 diese Arbeit
Aecp3729::cat durch homologe Rekombination mit
(RS8B) entsprechend flankierter cat-Kassette
536 Aecp3730::cat 536-Derivat, Deletion von ecp3730 durch diese Arbeit
(RS9A) homologe Rekombination mit entsprechend

flankierter cat-Kassette
536 ArfaH 536 ArfaH-Derivat, Deletion von ecp3730 diese Arbeit

Aecp3730::cat
(RS9B)

durch homologe Rekombination mit
entsprechend flankierter cat-Kassette

DH5a F, endA1, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, Bethesda Research
gyrA96, relAl, AlargF-lac) U169, A, Laboratories (1969)
$80/acZAM15

Nova-blue endAl, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, Novagen (2000)
relAl lac [F proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet')]

CFTO73 Wildtyp, Pyelonephritis-Isolat; 06:K2:H1 Mobley (1990)
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Tabelle 3: Verwendete E. coli Stimme. (Fortsetzung)

Stamm Beschreibung Quelle/Referenz
Nissle 1917 Wildtyp, Fakalisolat; 06:K5:H1 Nissle (1918)
UTI89 Wildtyp, Zystitis-Isolat; 018:K1:H7 Mulvey (2001)

UTI89 AfimA-H (LHO26)

UTI89-Derivat, Deletion des Genclusters
fimA-H

Hosch (2012)

UTI89 ApgaA-D (LHO24)

UTI89-Derivat, Deletion des Genclusters
pgaA-D

Hosch (2012)

03-08304 Diarrhoe-Isolat, STEC; 02:H6; stx2, a-Hly" Bielaszewska
(2014)

04-00955 Diarrhoe-Isolat, STEC; 02:H6; stx2, a-Hly" Bielaszewska
(2014)

05-00787 Diarrhoe-Isolat, STEC; O2:H6; stx2, a-Hly’ Bielaszewska
(2014)

UR131 Isolat aus Katheter-assoziierter hdmorrha- Wagenlehner (St.
gischer Zystitis (Katheter <48 h), STEC; Elisabeth-KH, AG
076:H19; LEE, stx1, stx2, saa, EHEC-hly Naber, Straubing,

2004)

UR5703/202 Zystitis-Isolat, STEC; 0145:H-; LEE", cif, stx2, Wagenlehner (St.

EHEC-hly Elisabeth-KH, AG
Naber, Straubing,
2004)
UR5779/201 Zystitis-Isolat, STEC; Ont:H-; LEE", stx2, Wagenlehner (St.
EHEC-hly Elisabeth-KH, AG
Naber, Straubing,
2004)
UR1352 Zystitis-Isolat, EAEC; O15:H-; pic, aggR, aap, Wagenlehner (St.

pCVvDA432, aaf5

Elisabeth-KH, AG
Naber, Straubing,
2004)

536 AclbA::uvrY

536-Derivat, Deletion von clbA, Insertion von
uvrY aus E. coli CFT073

IMIB-Stamm-
sammlung (2007)

536::uvrY

536-Derivat, Insertion von uvrY aus E. coli
CFTO73

IMIB-Stamm-
sammlung (2007)
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2.2 Maduse

Fiir das experimentelle Mausmodell der aufsteigenden Harnwegsinfektion wurden
weibliche C57BL/6-Mause Uber die Tierzucht der ,Charles River Laboratories” (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen und unter spezifisch pathogenfreien (SPF-) Bedingungen gehalten.
Zu Versuchsbeginn hatten die Tiere jeweils ein Alter von sieben bis acht Wochen. Die

Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit der Tierschutzgenehmigung des Landes

Bayern vom 25.08.2009, Aktenzeichen 55.2-2531.01-53/09.

2.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und Vektoren sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Verwendete Plasmide.

Vektor / Plasmid

Beschreibung

Quelle/Referenz

pGEM-T T/A-Klonierungsvektor; bla, lacZa Promega
pGEM-T Easy T/A-Klonierungsvektor; bla, lacZa Promega
(wie pGEM-T, nur andere multiple Klonierungs-
stelle)
pASK75 Expressionsvektor; bla, tetR, tet”® (Promotor durch  Skerra (1994)

Anhydrotetracyclin induzierbar)

pASK75-His-agn43a

pASK75-Derivat zur induzierbaren Expression von
His-getaggtem Ag43a-536

diese Arbeit

pASK75-His-agn43b

pASK75-Derivat zur induzierbaren Expression von
His-getaggtem Ag43b-536

diese Arbeit

pKD46 Hilfsplasmid mit A-Red Rekombinationssystem; bla, Datsenko und
araC-P g~y -€x0, Orig1p1, repA101ts (Promotor Wanner (2000)
durch Arabinose induzierbar, temperatursensitiver
ori)

pKD3 Template-Plasmid zum Amplifizieren der FRT- Datsenko und
flankierten cat-Kassette; bla, FRT, cat, orig, (pir- Wanner (2000)
abhangig)

PGEN206 ASpel Expressionsvektor (stabil ohne Anibiotika-Selek- Galen (2010)

tionsdruck), Low-Copy; oriri01, gfpuv, repA101, par,
bla, hok-sok, parA

pGEN206-agn43a

PGEN206 ASpel-Derivat;
Agfpuv::Pagnaze.536-agn43a-536

diese Arbeit
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Tabelle 4: Verwendete Plasmide. (Fortsetzung)

Vektor / Plasmid  Beschreibung Quelle/Referenz

PGEN206-agn43b PGEN206 ASpel-Derivat; diese Arbeit
Agfpuv::Pagn43b_535-agn43b-536

plB264 pBR322-Derivat kloniert mit Sphl/Clal-Fragment (6  Benz und Schmidt
kb) aus pIB6 (kodiert aidA und aah); bla (1989)

pIB9 pBR322-Derivat kloniert mit Hpal/Clal-Fragment Benz und Schmidt
(5,2 kb) aus pIB264 (kodiert aidA); bla (2001)

pAAH pACYC184-Derivat kloniert mit Sphl/Stul-Fragment  Lehmann (2005)

(2 kb) aus pIB264 (kodiert aah); cat

2.4 Oligonukleotide
Synthetische Oligonukleotide wurden von den Firmen Biomers.net (Ulm), Sigma-Genosys
(Steinheim) und Eurofins MWG (Ebersberg) bezogen und sind im Anhang in Tabelle 18 mit

Angaben zu ihrer Verwendung zusammengefaRt.

2.5 Chemikalien, Enzyme und Antibiotika

Die verwendeten Chemikalien, Enzyme und Antibiotika wurden von den Firmen Applied
Biosystems (Darmstadt), CP-Pharma (Burgdorf), Dianova (Hamburg), Difco (Augsburg),
Eurogentec (Ko6ln), GE Healthcare/Amersham Biosciences (Freiburg), Invitrogen
(Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Roth), Merck (Darmstadt), New England Biolabs
(Frankfurt am Main), Oxoid (Wesel), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics (Mannheim),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) erworben.

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika und ihre jeweilig eingesetzten Konzen-

trationen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Losungsmittel Stamml6sung Endkonzentration
Ampicillin (Amp) H50 gest 100 mg/ml 100 pg/ml
Chloramphenicol (Cm) 100 % Ethanol 30 mg/ml 30 pg/ml
Kanamycin (Kan) H50 gest 30 mg/ml 30 pg/ml
Streptomycin (Sm) H50 gest 100 mg/ml 100 pg/ml
Tetracyclin (Tet) 70 % Ethanol 10 mg/ml 10 pg/ml
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2.6 Puffer und Losungen

Fiir die Enzymreaktionen wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer und Lésungen

verwendet. Alle selbst angesetzten Puffer und Losungen sind unter den jeweiligen

Methoden beschrieben. Fur alle Losungen wurde steriles destilliertes Wasser eingesetzt.

2.7 Na&hrmedien

Bei allen folgenden Ndahrmedien diente destilliertes Wasser als Losungsmittel. Feste

Ndhrboden enthielten zusatzlich 1,5 % (w/v) Agar. Sterilisation erfolgte durch

Autoklavieren (15 min, 121 °C). Hitzelabile Zusatze wurden durch Filtration sterilisiert und

den Medien nach Abkihlen auf ca. 50 °C zugesetzt.

Lysogeny Broth (LB)-Medium:

Lysogeny Broth (LB)-Agar:

Sammelurin:

SOC-Medium:

34

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
NaCl

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
NacCl

Agar

10g

58

58

ad 11 HyOgest

10g

58

58

15¢g

ad 1 | HyOgest

- sterilfiltrierter menschlicher Urin, der zuvor von der
gleichen Anzahl gesunder mannlicher und weiblicher

Individuen gesammelt wurde

- kann bis zu 1 Woche bei 4 °C aufbewahrt bzw. flr
spatere Verwendung bei -80 °C weggefroren werden

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
NacCl

KCl

MgCl, x 6 H,0
MgSQO,4 x 7 H,0

20g

10g

0,6g

0,18 g

2,04g

2,46 g

ad 1 | H,04est

- nach dem Autoklavieren werden dem Medium

20 mM Glucose zugesetzt
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M63-Minimalmedium:

M9-Minimalmedium:

Calcofluor-Medium:

Kongorot-Medium:

20 % (w/v) (NH4),S04
KH,PO4

10 % (w/v) MgSO,4
0,1 % (w/v) FeSO,4

- mit KOH auf pH 7,0 einstellen

-» danach hinzufiigen:

10 % (w/v) Casaminosauren
20 % (w/v) Glucose

0,2 % (w/v) Thiamin

5x M9-Salze

10 % (w/v) Casaminosauren
1 M MgCl,

1 M CaCl,

20 % (w/v) Glucose

0,2 % (w/v) Thiamin

- 5x M9-Salze:
Na;HPO4 x 7 H,0
KH,PO4
NaCl
NH,4CI

Trypton/Pepton
Hefeextrakt
Calcofluor

Trypton/Pepton

Hefeextrakt

Kongorot

Coomassie Brillant Blue R 250

10 ml

136¢g

1ml

1ml

ad 0,8 | HyOgest

100 ml

20 ml

2,5 ml

ad 1 | H,Ogest

200 ml

30 ml

2 ml

0,1 ml

10 ml

1ml

ad 1 | HyOgest

64g

15g

25g

58

ad 1 | HyOgest

10g

58

200 mg

ad 1 | HyOgest

10g

58

40 mg

20 mg

ad 1 | H;0gest
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Aerobaktinagar:

(1) Basalagar: Trypton/Pepton 2,5g
Hefeextrakt 15¢g
NaCl 25¢
Agar 6g

ad 0,5 | HyOgest
-> autoklavieren und auf 45 °C abkihlen lassen
-> danach hinzufiigen:
20 mM 27,2 -Dipyridyl-Losung 5ml
5 mM Titriplex I-Losung 10 ml
- Platten giel3en

(1) Softagar: Trypton/Pepton 05g
Hefeextrakt 03g
NaCl 0,5g
Agar 0,75¢g

ad 0,1 | Hy,Ogest
- autoklavieren und auf 45 °C abkihlen lassen
-> danach hinzufiigen:
20 mM 27,2 -Dipyridyl-Losung 1ml
5 mM Titriplex I-Losung 2 ml
+ 4 ml GN-Kultur des Indikatorstammes E. coli EN99
- eine dinne Schicht des Softagars auf den erstarr-
ten Basalagar geben

Colicinagar:
(1) Basalagar: Agar 15g
M9-Minimalmedium ad 11
-> autoklavieren und Platten gieRen
(1) Softagar: Agar 0,75g

M9-Minimalmedium ad 100 ml

- autoklavieren und auf 45 °C abkihlen lassen

-» danach hinzufligen:

+ 1 ml GN-Kultur des E. coli Stammes DH5a

- eine dinne Schicht des Softagars auf den erstarr-
ten Basalagar geben
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Blutagar:

IPTG-X-Gal-Agar:

LB-Schwarmagar:

Urin-Schwarmagar:

2.8 Antikorper

LB-Agar mit

Schafsblut (sauber gewaschen) 2,5%
LB-Agar mit

IPTG 0,5mM
X-Gal 80 pg/ml
Trypton/Pepton 10g
Hefeextrakt 5g

NaCl 58

Agar 3g

0,9 % (w/v) NaCl
Agar

200 ml
3g

- autoklavieren und auf 50 °C abkihlen lassen

- 800 ml sterilen gepoolten Urin auf 45 °C erwadrmen,

zur warmen Agar-Losung geben und Platten gielRen

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper.

Antikorper Ursprung  Beschreibung Referenz
a-Ag43 IgG Kaninchen  polyklonal, Reaktion mit jeder Ag43®- P.Klemm
Variante (Lyngby,
Danemark)
a-Ag43a-536° 1gG Kaninchen  polyklonal, Kreuzreaktion mit Ag43a-EcN® Reidl et al.,
und Flu® 2009
a-Ag43b-536* 1gG Kaninchen  polyklonal, Kreuzreaktion mit Ag43b-EcN® Reidl et al.,
2009
a-Kaninchen IgG-HRP  Ziege polyklonal, Sekundarantikérper, mit Dianova
Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ~ (Hamburg)
a-Penta-His IgG Maus monoklonal, ermoglicht sensiblen Qiagen
Nachweis His-getaggter Proteine (Hilden)
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Tabelle 6: Verwendete Antikorper. (Fortsetzung)

Antikorper Ursprung  Beschreibung Referenz

a-Maus IgG-HRP Ziege polyklonal, Sekundarantikorper, mit Dianova
Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ~ (Hamburg)

o-AIDA-I IgG Kaninchen  polyklonal, Reaktion mit glykosyliertem I. Benz und
AIDA-I (glykosylierte a-Domane) M. A.
Schmidt
(Miinster)
a-c600/p4 1gG Kaninchen  polyklonal, Reaktion mit glykosyliertem I. Benz und
und unglykosyliertem AIDA-Gesamtpro- M. A.
tein (a- und B-Doméne) Schmidt
(Miinster)
o-fpl2 1gG Kaninchen  polyklonal, Reaktion mit AIDA® (B- bzw. I. Benz und
Translokator-Domane) M. A.
Schmidt
(Munster)

2.9 Molekularbiologische Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Kits sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendete molekularbiologische Kits.

Kit Hersteller

ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems (Darmstadt)
PGEM-T und pGEM-T Easy Vector System Promega (Mannheim)

QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick PCR Purification/Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden)

Protino Ni-TED 2000 Packed Columns Macherey-Nagel (Diiren)

DIG Glycan Detection Kit Roche Diagnostics (Mannheim)
GlycoProfile lll (Fluorescent Glycoprotein Detection Kit) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Glycopro (Glycoprotein Detection Kit) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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2.10 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Verwendete Gerite.

Gerat

Hersteller (Modell)

Analysenwaage

Chyo Balance Corp. (JL-180)

Autoklaven Fedegari (FOM/B50), Biomedis (Tecnoclav),
H+P Labortechnik (Varioclav)
Brutschrank (37 °C) Heraeus (Function Line)

Chemilumineszenzkamera

Intas (Chemi Lux)

Eismaschine

Scotsman (AF30)

Elektrophoresekammern

Bio-Rad (Sub-Cell GT, Mini-PROTEAN 3)

Elektroporator

Bio-Rad (Gene Pulser Xcell, MicroPulser)

Feinpipetten

Eppendorf (Reference, Research)

Gefrierschranke

Liebherr (Oko super, -20 °C), Hereaus (-80 °C)

Gel-Dokumentation

Intas (GDS, Gel-Pro Analyzer 4.5)

Grobwaage

Kern (470)

Heizblocke

Peglab (HX-2), Eppendorf (Thermostat 5320)

Homogenisatoren

MP Biomedicals (FastPrep 24), Medic Tools (Dispo-

mix), Miltenyi Biotec (gentleMACS Dissociator)

Koloniezahler

Synbiosis (ProtoCOL)

Kihl-Mikrozentrifuge

Heraeus (Biofuge 13 R)

Kihlschrank

Privileg (Oko)

Kihlzentrifuge

Heraeus (Multifuge 1 L-R)

Magnetriihrer

GLW (M21)

Mikroliterspritze

Hamilton (705 LT SYR)

Mikrowelle

Privileg (8020)

Narkoseeinheit

Drager (tragbares Narkosegerit)

Narkosegas-Verdampfer

Drager (Vapor 19.1)

Netzgerat Bio-Rad (PowerPac 300)
pH-Meter WTW (Inolab pH 720)
Photometer Amersham Biosciences (Ultrospec 3100 pro)

Pipettierhilfe

Brand (Accu Jet Pro)

Proteintransfersystem

Bio-Rad (Trans-Blot SD), Roth (Semi Dry Blotter)
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Tabelle 8: Verwendete Gerite. (Fortsetzung)

Gerat Hersteller (Modell)

Schittelinkubator New Brunswick Scientific (Innova 4300)
Sequenzierer Applied Biosystems (ABI Prism 310 Genetic Analyzer)
Spektrophotometer Thermo Scientific (NanoDrop 1000)
Sterilbank Nunc (Microflow biological saftety cabinet)
Thermocycler Biometra (T3)

Tischmischer Scientific Industries (Vortex Genie 2)
Tischzentrifuge Eppendorf (5418)

Ultraschallgerat Bandelin (Sonopuls HD 70, UW 70)
UV-Crosslinker Bio-Rad (GS Gene Linker)

Wasserbad Memmert (GFL 1083)

Zentrifuge Beckman (J2-HC)

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden samtlich von den Firmen
ABgene (Hamburg), Becton Dickinson (Heidelberg), Bio-Rad (Miinchen), Eppendorf
(Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Peqlab (Erlangen), Millipore (Schwalbach),
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach), MP Biomedicals (Eschwege), Sarstedt (Niimbrecht),

VWR (Darmstadt) sowie Whatman (Dassel) bezogen.

40



METHODEN

3 Methoden

3.1 Kultur von Bakterien

3.1.1 Anzucht und Stammhaltung

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme wurden, soweit nicht anders
angegeben, in LB-Medium oder auf LB-Agar angeziichtet, dem gegebenenfalls die
entsprechenden Antibiotika zugesetzt wurden. Die Inkubation erfolgte in der Regel bei
37 °C. Die Bakterienstimme wurden auf Festmedien bei 4 °C gelagert und regelmafig auf
frische Agarplatten Uberstrichen. Flussigkulturen wurden entweder von Agarplatten oder
direkt aus Glycerinkulturen beimpft und bei 180-220 Upm geschiittelt.

Fir Dauerkonserven von Bakterienstammen wurden Aliquots von Flussigkulturen mit
sterilem Glycerin versetzt (Endkonzentration 30 %) und bei -80 °C eingefroren und

gelagert.

3.1.2 Bestimmung des Wachstums in Fliissigkulturen
Das Bakterienwachstum in Fllssigkulturen wurde, gegebenenfalls in angemessener
Verdiinnung, durch die photometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei einer

Wellenlange von A = 600 nm verfolgt.

3.2 Molekularbiologische und genetische Methoden

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA aus E. coli

Die Isolierung genomischer DNA aus E. coli erfolgte modifiziert nach Grimberg et al.
(1989). Von einer Bakterien-UNK wurden 2 ml in einem Eppendorf-Reaktionsgefil}
abzentrifugiert (5 min, 6000 x g). Das Bakterienprazipitat wurde einmal mit 1 ml TNE

gewaschen und anschlieBend in 570 ul TNEX resuspendiert. Es wurden 30 pl
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Lysozymldsung (20 mg/ml in H,04est) Zugegeben und die Bakteriensuspension fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl Proteinase K (20 mg/ml in H,0gest) folgte eine
Inkubation fir 2 h bei 65 °C, bis die Bakteriensuspension aufklarte. Die Losung wurde mit
200 pl Phenol-Chloroform-Losung (1:1) versetzt, kurz gevortext und fiir 10 min bei
16000 x g und RT zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal} tUberfihrt und mit 30 ul 5 M NaCl und 2,5 Vol. eiskaltem EtOH
(100 %) versetzt. Nach vorsichtigem Invertieren wurde der Ansatz erneut fiir 10 min bei
16000 x g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Prizipitat nach
einmaligen Waschen mit 70 %igem EtOH getrocknet und in 100 pul H,O4est aufgenommen.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C im Kihlschrank.

3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

3.2.2.1 Isopropanol-Extraktion von Plasmid-DNA

2 ml Bakterien-UNK wurden in ein 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR tberfiihrt und fiir
2 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterien-
sediment in 150 pl Puffer P1 (Qiagen) resuspendiert und 7,5 pl Lysozymlosung (20 mg/ml
in HyO4est) zugegeben. Nach 10 min Inkubationszeit bei RT wurden 300 ul Puffer P2
(Qiagen) zugefiigt. Der Ansatz wurde durch fiinfmaliges Invertieren des ReaktionsgefaRes
gut durchmischt und flir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit
225 ul Puffer P3 (Qiagen) versetzt, wieder finfmal invertiert und fir 15 min auf Eis
inkubiert. Zellfragmente und denaturierte Proteine wurden mittels Zentrifugation
(15 min, 16000 x g, RT) gefallt, der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfiihrt und nochmals fiir 5 min bei 16000 x g zentrifugiert. Nach erneuter Uberfiihrung
des Uberstandes in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefidR wurde der Ansatz zur Fillung der
Plasmid-DNA mit 472 pl Isopropanol versetzt und fir 15 min bei 16000 x g zentrifugiert.
Die pelletierte Plasmid-DNA wurde durch erneute Zentrifugation (10 min, 16000 x g, RT)
mit 250 pl 70 %igem EtOH gewaschen und nach Dekantieren des Uberstandes an der Luft
getrocknet. AbschlieBend wurde die getrocknete Plasmid-DNA in 50 pl H;Ogest
aufgenommen, die DNA-Konzentration bestimmt und bis zur Verwendung bei -20 °C

gelagert.
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3.2.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion von Plasmid-DNA

Zunachst erfolgte die Phenol-Chloroform-Extraktion analog der Isopropanolfdllung mit
den Puffern P1, P2 und P3 (Qiagen). Nach dem 15-minitigen Inkubationsschritt auf Eis
wurden nun 100 pl Phenol-Chloroform-Lésung (1:1) zugefligt, der Ansatz durch kurzes
Vortexen gut durchmischt und fir 10 min bei 16000 x g zentrifugiert. Hierbei kam es zu
einer Phasentrennung der zuvor hergestellten Emulsion: Die untere organische Phase
enthielt die Zelltrimmer und Proteine, die obere wassrige Phase die DNA. RNA wurde
bereits durch die RNase A in Puffer P1 abgebaut. Die wassrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt. Das ReaktionsgefaR wurde
dann mit 100 %igem eiskaltem EtOH bis zur 2 ml Fillgrenze aufgefillt. Nach 30 min
Zentrifugation bei 16000 x g wurde der Uberstand verworfen und das Prézipitat mit 1 ml
70 %igem EtOH gewaschen (10 min, 16000 x g). Der Uberstand wurde erneut verworfen
und das Pellet fir 30 min bei RT getrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet in 20 pl HyOgest
gelost, die DNA-Konzentration bestimmt und die Probe bis zur Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA mittels kommerziellem Kit

Um Plasmid-DNA zu gewinnen, die frei von stérenden Exonukleasen war, wurde die
Isolierung unter Zuhilfenahme des QIAprep Spin Miniprep Kits (Quiagen, siehe 2.9)
durchgefihrt. Die Isolierung der DNA erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Die Plasmid-
DNA wurde mit 30 pl H;O4est eluiert, ihre Konzentration bestimmt und bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Isolierung von Plasmid-DNA im grofReren Malistab erfolgte mittels QIAGEN Plasmid

Midi Kit (Quiagen, siehe 2.9) gemaR Protokoll des Herstellers.

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction“, PCR) dient der
Amplifikation von DNA-Fragmenten. In dieser Arbeit wurde die PCR fiir folgende Zwecke
angewandt:

e Nachweis von DNA-Abschnitten in E. coli Stammen

e Amplifikation von DNA-Abschnitten fiir Klonierungen und Sequenzierungen

o Amplifikation von Resistenzkassetten fir die direkte Integration ins Chromosom
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e Uberpriifung der Insertion und Orientierung von Resistenzkassetten und anderen

Konstrukten (z.B. des His-Tags)

Standardansatze enthielten 1x Reaktionspuffer, 0,5 uM jedes Oligonukleotids, 25 uM
jedes dNTPs, 1,5-3 mM MgCl, sowie 0,025-0,04 U/ul Polymerase und variierten im
Volumen je nach Anwendung zwischen 20-400 pl. Als Ausgangsmaterial (,,template”) flr
die Amplifikation diente entweder isolierte Plasmid-DNA (0,5 ng/ul Ansatz) oder
Bakterienzelllysat (0,05 ul/pul Ansatz).

Als Polymerase fiir Standard-PCRs diente die Tag-DNA-Polymerase (Quiagen, Sigma-
Aldrich). Langere Amplifikate, fiir die zudem eine Polymerase mit Korrekturlese-
(,proof-reading“-) Aktivitat benotigt wurde, entstanden unter Zuhilfenahme der Phusion
High-Fidelity DNA-Polymerase (NEB) bzw. der DAp GoldStar DNA-Polymerase
(Eurogentec).

Die PCR-Protokolle variierten je nach verwendeter Polymerase, Schmelztemperaturen der
eingesetzten Oligonukleotide sowie der erwarteten Produktldnge. Generell setzten sie
sich zusammen aus einer initialen Denaturierung der Template-DNA (60-120 s, 94-98 °C),
25-35 Zyklen von Denaturierung (10-30 s, 94-98 °C), Annealing der Oligonukleotid-Primer
(15-30 s, 50-65 °C) und Elongation (30-300 s, 72 °C) sowie einer abschlielenden
Elongation (180-600 s, 72 °C).

Der Erfolg der PCR-Reaktion wurde durch Elektrophorese eines 5-10 pl Aliquots in einem
Agarosegel Uberpriift. Bei Bedarf wurden die PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, siehe 2.9) gemalR Herstellerangaben fiir weitere Anwendungen

wie Transformationen oder Klonierungen gereinigt.

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

DNA-Molekiile konnen anhand ihrer GréBe im elektrischen Feld mittels Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt werden. Die Nukleinsauren wandern dabei aufgrund ihrer
negativ geladenen Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat in der Agarose-
matrix zur Anode und werden in Abhangigkeit ihrer Molekularmasse und Konformation
aufgetrennt.

Fir Routineanalysen wurde DNA in 1-2 %igen Agarosegelen in 1x TAE-Puffer bei 6 V/cm

elektrophoretisch aufgetrennt. Vor dem Lauf wurden die Proben mit DNA-Probenpuffer
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versetzt und anschliefend auf das Gel aufgetragen. Als GroRenstandard zur Bestimmung
der FragmentgroRe diente die 1 kb Plus DNA-Leiter von Invitrogen. Die Gele wurden
anschlieBend mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) gefarbt, mit H,Oges: gewaschen und unter

UV-Licht ausgewertet.

Elektrophoresepuffer (50x TAE): Tris 242 g
Essigsaure 57,1 ml
0,5 M EDTA 100 ml
ad 11 H>Ogest
—->pH 8,3
Agarosegel: Agarose 1-2%
in 1x TAE
DNA-Probenpuffer (6x): TE-Puffer 50 % (v/v)
Glycerin 49,2 % (v/v)
Xylencyanol 0,04 % (w/v)

Bromphenolblau 0,04 % (w/v)

Ethidiumbromid-Farbebad: Ethidiumbromid 0,5 pg/ml HyOgest

3.2.5 Gelextraktion

Die DNA-Extraktion aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, siehe 2.9) gemaR Herstellerangaben. Die extrahierte DNA wurde abschlieRend in
30 pl HyO4est aufgenommen, die Konzentration bestimmt und bis zur Verwendung

bei -20 °C gelagert.

3.2.6 DNA-Sequenzierung

PCR-Produkte wurden mittels ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, siehe 2.9) gemall Herstellerangaben in einer modifizierten PCR-
Reaktion sequenziert. Die Aufreinigung erfolgte durch EtOH-Fallung. Die Auftrennung der
PCR-Produkte und somit die Bestimmung der DNA-Sequenz erfolgte an einem ABI Prism
3100 Genetic Analyzer im Institut fir Virologie und Immunbiologie der Universitat

Wirzburg.
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3.2.7 Enzymatische Hydrolyse von DNA

Die enzymatische Hydrolyse von Plasmid-DNA durch Restriktions-Endonukleasen erfolgte
in Reaktionsansatzen von 20-50 pl bei 37 °C fir 2 h im vom Hersteller empfohlenen
Puffersystem. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms (20 min, 65 °C)
gestoppt und der Ansatz gegebenenfalls mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen,
sieche 2.9) gemiR Herstellerangaben aufgereinigt. Eine Uberpriifung der erfolgreichen

Hydrolyse erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.

3.2.8 Klonierung von DNA

Vor dem eigentlichen Klonierungsschritt wurden die 5’-Enden der DNA dephosphoryliert.
Zur Entfernung der 5’-Phosphatgruppen wurde der jeweilige Restriktionsansatz nach
Hitzeinaktivierung mit 1/10 Vol. Phospatasepuffer gemischt und pro pg DNA 5 U Antarctic
Phosphatase (NEB) zugesetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert, hitzeinaktiviert
(10 min, 65 °C) und liber Agarosegelelektrophorese aufgereinigt.

Durch PCR generierte DNA-Abschnitte wurden mit Hilfe des pGEM-T bzw. pGEM-T Easy
Vector Systems (Promega, siehe 2.9) gemalR Herstellerangaben kloniert. Fiir die PCR
wurden hierbei in der Regel Polymerasen verwendet, die einen terminalen Adeninrest an
das 3’-Ende ihrer Produkte anhangen, so dass eine direkte T/A-Klonierung maoglich war.
Bei der Verwendung von Polymerasen, die ,blunt-end“-Produkte lieferten, wurden die
3’-Enden zunachst in einer weiteren Reaktion mittels Tag-DNA-Polymerase einfach
adenyliert.

Fir Klonierungen von Restriktionsfragmenten mit kompatiblen Enden zum gespaltenen
Klonierungsvektor wurden dephosphorylierter Vektor und Insert in einem Verhaltnis 1:3
gemischt und in einem Volumen von 10 pl zusammen mit 1/10 Vol. Ligationspuffer und

50 U T4-DNA-Ligase (NEB) Giber Nacht bei 4 °C inkubiert.

3.2.9 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

3.2.9.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen
Aus einer E. coli UNK wurden 50 ml LB-Medium im Verhiltnis 1:100 beimpft und bei 37 °C
unter Schitteln bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODgy ~ 0,6)

inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann 15 min auf Eis geklhlt, abzentrifugiert (5 min,
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3000 x g, 4 °C) und zweimal mit 40 ml eiskaltem H;Ogest Sowie einmal mit 1 ml eiskaltem
10 %igem Glycerin gewaschen. Das Zellpellet wurde in 150 pl 10 %igem Glycerin
resuspendiert, direkt verwendet oder in Aliquots zu 40 pl bei -80 °C gelagert.

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen fir die Transformation mit PCR-Produkten
nach Datsenko und Wanner (2000) wurden die entsprechenden E. coli Stamme unter
geeignetem Selektionsdruck bei 30 °C angezogen und Arabinose (100 mM
Endkonzentration) zur Induktion der A-Red-Rekombinase vom Helferplasmid pKD46

zugesetzt.

3.2.9.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

Aus einer E. coli UNK wurden 50 ml LB-Medium im Verhiltnis 1:100 beimpft und bei 37 °C
unter Schitteln bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODgy ~ 0,6)
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann 15 min auf Eis gekihlt, abzentrifugiert (5 min,
3000 x g, 4 °C) und mit 25 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-L6sung gewachen. Das Zellpellet wurde
in 1,25 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und 30-60 min auf Eis geklhlt. Nach
Zugabe von 520 pl eiskaltem Glycerin (87 %) wurden die Zellen direkt verwendet oder in

Aliquots zu 80 pl bei -80 °C gelagert.

3.2.10 Transformation von Bakterien

3.2.10.1 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Fir die Transformation wurden die elektrokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit
Plasmid-DNA, PCR-Produkt oder einem Aliquot eines Ligationsansatzes vermischt und fir
30 min auf Eis gestellt. Der Ansatz wurde in eine gekihlte 2-mm-Elektroporationskiivette
Uberfihrt und die Transformation erfolgte bei 1,8-2,5 kV, 200 Q und 25 uF. Die Zellen
wurden in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und fiir 2 h bei 37 °C unter Schitteln
inkubiert. AnschlieBend wurden geeignete Volumina auf Selektionsmedium ausplattiert

und die Platten bei entsprechender Temperatur tiber Nacht inkubiert.

3.2.10.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien (Hitzeschock)
Fiir die Hitzetransformation wurden die chemisch kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut,
mit 0,5-1 ug Plasmid-DNA bzw. 5-10 ul Ligationsansatz versetzt und fiir 30 min auf Eis

gekiihlt. Nach einem Hitzeschock (90 s, 42 °C) wurden die Zellen fir 5 min auf Eis gestellt
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und danach in 1 ml LB-Medium aufgenommen. Der Ansatz wurde flr 2 h bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. AnschlieRend wurden geeignete Volumina auf Selektionsmedium

ausplattiert und die Platten bei entsprechender Temperatur Gber Nacht inkubiert.

3.2.11 Herstellung von E. coli Deletionsmutanten

Deletionsmutanten von E. coli Stammen wurden mittels der A-Red-Rekombinase
vermittelten Allelaustauschmethode (Datsenko und Wanner, 2000) hergestellt, die
gegebenenfalls fir die jeweilige Anwendung modifiziert wurde.

Generell wurden die entsprechenden Stamme, in denen die auf dem Plasmid pKD46
kodierte A-Red-Rekombinase durch Arabinose induziert worden war, mit PCR-Produkten
transformiert. Diese bestanden aus einem Chloramphenicolresistenzgen, flankiert von
zwei FRT-Sequenzen, und wurden durch Rekombination (ber kurze, durch die zur
Amplifikation verwendeten Primer erzeugten homologe Bereiche (40-55 bp) in das

Chromosom integriert (Abbildung 6).

Schritt 1: PCR-Amplifikation des FRT-flankierten Resistenzgens

&
FRT
Pl Resistenzgen ERT
P T
>

P2

Schritt 2: Transformation des A-Red-Rekombinase exprimierenden Stammes
H1 H2

I Gen A [ Gen B ] Gen C |

Schritt 3: Selektion der Antibiotikum-resistenten Transformanten
FRT FRT

Resistenzgen
[ cenA__ ¥4 A Genc ]

Abbildung 6: Schematische Darstellung des A-Red-Rekombinase vermittelten Allelaustauschs.
H1 und H2 reprasentieren die homologen Bereiche, P1 und P2 stehen fiir die Primer-
Bindestellen.
Modifiziert nach Datsenko und Wanner, 2000.

In der Regel wurden die zu integrierenden PCR-Produkte in einem 400 pl-Ansatz
amplifiziert, aufgereinigt, mit EtOH geféllt und in 10 pl H,O4es: aufgenommen. Zur
Elektroporation wurden davon 2-3 ul eingesetzt. Transformanten wurden bei 37 °C

anhand ihres entsprechenden resistenten Phanotyps selektiert und mittels PCR lGberprift.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Isolierung von Proteinen

3.3.1.1 Gesamtzellextrakt

Fiir die Isolierung von Gesamtzellproteinen wurde 1 ml einer Bakterien-UNK der ODggp = 1
abzentrifugiert (10 min, 16000 x g), das Pellet in 80 ul TE-Puffer aufgenommen und mit
20 pl 5x Lammli-Puffer (Lammli, 1970) versetzt. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 96 °C
aufgekocht, anschlieRend kurz anzentrifugiert und auf Eis abgekihlt. Um die Viskositat
der Probe zu verringern und somit die Weiterverarbeitung zu erleichtern, wurden 4 pl
25 mM MgCl, und 0,5 pl Benzonase-Endonuklease (Merck Millipore) hinzugefiigt und der
Ansatz fir 10 min bei 37 °C inkubiert. Von diesem Extrakt wurden 10-20 ul auf ein SDS-

Polyacrylamidgel (siehe 3.3.4) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

TE-Puffer: Tris (pH 7,5) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM
ad 11 Hzodest

Lammli-Puffer (5x):

Lésung I: SDS 1,1 g
EDTA 0,41g
NaH2P04 x1 Hzo 0,17 g
B-Mercaptoethanol 1,1 ml
- mit NaOH auf pH 7,2 einstellen

Losung IlI: 0,2 % Bromphenolblau in 50 % Glycerin

— Losung | und Il zu gleichen Teilen mischen,
aliquotieren, Lagerung -20 °C

3.3.1.2 Hitzeextraktion

Autotransporter wie Antigen 43 werden nach der Translokation autokatalytisch gespalten
und bilden einen heterooligomeren Komplex bestehend aus a- und B-Untereinheit
(Kjeergaard et al., 2002), wobei die B-Untereinheit in der duReren Zellmembran verbleibt.

Die periphere a-Domadne bleibt nur (iber nichtkovalente Bindungen mit der integralen
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B-Domdne verbunden. Bei der Hitzeextraktion koénnen durch kurzes Erhitzen
nichtkovalent an die Zelloberflache gebundene Proteine abgeschert und diese dann mit
Hilfe eines SDS-Polyacrylamidgels (siehe 3.3.4) sichtbar gemacht werden.

Fiir die Hitzeextraktion wurden Bakterien einer 50 mI-UNK durch Zentrifugation (10 min,
4000 x g) geerntet, zweimal mit 0,9 % NaCl gewaschen und anschliefend in 5 ml
Abscherpuffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde fiir 25 min bei 60 °C im
Wasserbad schittelnd inkubiert und danach sofort auf Eis abgeklhlt. Durch intensives
Schiitteln (1 min) lieBen sich angelagerte Proteine der duBeren Membran von der
Zelloberflache gewinnen. Die Suspension wurde mittels Zentrifugation (15 min, 18000 x g)
geklart. Die sich im Uberstand befindlichen Proteine wurden entweder mit
Trichloressigsaure gefillt (siehe 3.3.2.1) oder im Fall von His-getaggten Proteinen mit

Hilfe einer Nickel-Sdule aufgereinigt (siehe 3.3.2.2).

Abscherpuffer: Tris (pH 7,5) 0,5 mM
NaCl 75 mM
ad 11 Hzodest

—-> Zugabe von Proteaseinhibitor (Roche)
- Lagerung bei 4 °C

3.3.1.3 Uberexpression rekombinanter Proteine

Die Proteinliberexpression erfolgte in dieser Arbeit modifiziert nach Skerra (1994). Hierfiir
wurden 50 ml frisches Medium im Verhaltnis 1:100 mit einer das Expressionssystem
pASK75 tragender Bakterien-UNK beimpft und bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Nach 1 h
wurde die Kultur mit 0,4 pg/l Anhydrotetracyclin induziert. In der Regel erreichten die
Schiittelkulturen nach insgesamt siebenstiindiger Inkubation bei 37 °C eine ODggg von 0,8
und wurden dann je nach Versuchsansatz als Gesamtzellextrakt (siehe 3.3.1.1) oder

Hitzeextrakt (siehe 3.3.1.2) weiterbehandelt.
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3.3.2 Proteinaufreinigung

3.3.2.1 Fallung mit Trichloressigsaure

Die jeweilige Proteinlésung wurde mit Trichloressigsaure (Endkonzentration 10 % (w/v))
versetzt und Uber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Durch Zentrifugation (15 min,
18000 x g, 4 °C) wurden die ausgefallenen Proteine sedimentiert, dreimal mit 100 %igem
EtOH gewaschen und danach luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet wurde anschlieRend
in geeignetem Volumen TE-Puffer aufgenommen und mit Proteaseinhibitor (Roche)

versetzt.

3.3.2.2 Nickel-Affinitatschromatographie mit Protino Ni-TED 2000-S3ule

Die Aufreinigung His-getaggter Proteine erfolgte nach dem Prinzip der Nickel-Affinitats-
chromatographie. Hierbei dienen matrixgebundene Nickel (Ni*)-lonen als immobilisierte
Liganden, die spezifisch basische Gruppen von Proteinen — in diesem Fall terminale poly-
Histidin-Reste — reversibel binden. Diese Interaktion mit dem Liganden wird genutzt, um
His-getaggte Proteine selektiv aus einer komplexen Proteinldsung herauszuadsorbieren.
Durch kompetitive Verdrangung mit Imidazol kann das His-getaggte Protein anschlieRend
wieder aus der Bindung geldst und eluiert werden.

Fiir die Aufreinigung wurde das Protino Ni-TED 2000 Packed Columns-Kit (Macherey-
Nagel, siehe 2.9) verwendet. Die Proteinlosung wurde auf eine mit 1x LEW-Puffer
aquilibrierte Protino Ni-TED 2000-Fertigsdule gegeben. Der Durchflul} beruht hierbei auf
der Gravitationskraft. Nach dem Waschen mit 8 ml 1x LEW-Puffer wurden die His-

getaggten Proteine mit 9 ml 1x EB-Puffer von der Saule eluiert.

Puffer aus dem Protino Ni-TED 2000 Packed Columns-Kit:

1x LEW-Puffer (pH 8,0): NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM

1x EB-Puffer (pH 8,0): NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
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Sollte das so aufgereinigte Protein nachfolgend mittels massenspektrometrischer Analyse
(MALDI-TOF) untersucht werden, musste fiir die Nickel-Affinitatschromatographie ein
phosphatfreies Puffersystem verwendet werden. Der LEW-Puffer wurde dabei durch den

Equi-Wasch-Puffer und der EB-Puffer durch den Elutions-Puffer ersetzt.

1x Equi-Wasch-Puffer (pH 8,0): Tris 20 mM
NacCl 500 mM

1x Elutions-Puffer (pH 8,0): Tris 20 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 250 mM

3.3.2.3 Dialyse von Proteinen
Die mittels Nickel-Affinitatschromatographie (siehe 3.3.2.2) gewonnene Proteinlosung
wurde Uber Nacht bei 4 °C in einer Zellutrans-Schlauchmembran (MWCO 8000-10000;

Roth) gegen 50 mM Tris-Puffer dialysiert.

3.3.2.4 Aufkonzentrieren von Proteinen

Wenn eine Fallung mit Trichloressigsaure (siehe 3.3.2.1) ungeeignet war, wurden die
Proteinlésungen in Amicon Ultra-15-Zentrifugalfiltereinheiten (Millipore) mit einer Mole-
kulargewichtsabgrenzung von 50 kDa Uberfihrt. Durch anschlielende Zentrifugation fir
15-20 min bei 4000 x g konnte das Volumen der Proteinlésung auf 170-200 ul eingeengt

werden.

3.3.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels Roti-Nanoquant

Von allen isolierten Proteinproben wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Zur
Quantifizierung absoluter Proteinmengen wurde das Roti-Nanoquant-System der Firma
Roth verwendet, das auf einer Modifikation der Proteinbestimmung nach Bradford (1976)
beruht. Hierfir wurden fur eine Eichgerade definierte BSA-Mengen (0-100 pg/ml) in
Messkiivetten vorgelegt (Roti-Nanoquant, Benutzerhandbuch). Zu den 200 ul der
Standard- sowie Proteinproben wurden jeweils 800 ul 1x Roti-Nanoquant-Lésung
gegeben, gemischt und deren Absorption gegen reines Wasser als Referenz bei 590 nm
sowie 450 nm photometrisch gemessen. Anhand der Eichgeraden, die sich aus dem
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Quotienten Asgy nm/Asso nm aufgetragen gegen die eingesetzten Proteinmengen der
Standardproben ergab, konnte die Konzentrationen der jeweiligen Proteinproben

ermittelt werden.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Bei der ,sodium dodecyl! sulfate” Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) werden
Proteine unter denaturierenden Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht
elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Elektrophorese wurden 1,0 mm dicke Flachgele
der GroRe 8 x 7 cm in einer vertikalen Laufkammer (Bio-Rad Mini-PROTEAN 3) verwendet.
SDS-Gele bestehen in der Regel aus einem Trenngel (je nach GroRe des aufzutrennenden
Proteins 4-12 %ig) und einem Sammelgel (5 %ig). In dieser Arbeit wurden 12 %ige
Trenngele verwendet. Tabelle 9 zeigt die Zusammensetzung der Polyacrylamidgele
abgestimmt auf das Bio-Rad-System.

Als GroRenstandards wurden die PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas) und

der Precision Plus Protein All Blue Standard (Bio-Rad) verwendet.

Tabelle 9: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir SDS-PAGE.

Komponenten Trenngel (12 %, 15 ml) Sammelgel (5%, 5 ml)
H,0 gest 4,9 ml 3,4 ml
Acrylamid/Bis-Losung (30 %) 6 ml 830 ul

1,5 M Tris (pH 8,8) 3,8ml -

1,0 M Tris (pH 6,8) - 630 ul

10 % SDS 150 pl 50 ul

10 % APS 150 pl 50 pl

TEMED 6 pl 5 pl

Die Proteinproben wurden vor dem Lauf mit Limmli-Puffer versetzt und fiir 10 min bei
96 °C denaturiert. Die Gelkammer wurde mit 1x SDS-Laufpuffer gefiillt und die Proben in
die Geltaschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte fiir 1 h bei
konstanter Stromstarke (25 mA pro Gel). Nach der Elektrophorese wurden die SDS-Gele
mit Coomassie-Lésung gefarbt oder fiir Immunoblot-Analysen bzw. Glykoprotein-

Analysen eingesetzt.
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10x SDS-Laufpuffer: Tris 30,3 g
Glycin 1442 g
SDS 10g

3.3.5 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Visualisierung der mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Pro-
teine wurde das Trenngel nacheinander in Coomassie-Farbeldsung (20 min), Entfarber |
(zweimal 20 min) und Entfarber Il (mind. zweimal 20 min) geschwenkt, bis das

Bandenmuster gut sichtbar war. Zur Dokumentation wurde das Gel abschlieBend am

Computer eingescannt.

Coomassie-Farbelosung: Coomassie Brilliant Blau R250
Coomassie Brilliant Blau G250
EtOH (100 %)

Essigsaure
Entfarbelosung I: EtOH (100 %)

Essigsaure
Entfarbelosung Il: EtOH (100 %)

Essigsaure

3.3.6 Western Blot (Immunoblot)

Bei der Detektion von Proteinen in einem Immunoblot werden mittels SDS-PAGE

elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert

und anschlieRend mit Hilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen.

3.3.6.1 Proteintransfer (,,semidry blot“)

Der Elektrotransfer der Proteine auf die Nitrozellulose-Membranen erfolgte nach dem

»,semidry blot“-Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984, modifiziert). Hierflir wurden zunéchst

54

2g

05¢g

476 ml

100 ml

ad 1 | HyOgest

500 ml
100 ml

50 ml
75 ml
ad 11 Hzodest



METHODEN

neun in Blotpuffer getrankte Whatman-Papiere auf die mit H,0g4st befeuchtete
Anodenplatte gelegt, gefolgt von der ebenfalls in Blotpuffer angefeuchteten Membran.
Das SDS-Gel wurde luftblasenfrei auf die Membran gelegt und mit drei in Blotpuffer
getrankten Whatman-Papieren abgedeckt. Zum Schluss wurde die mit H;Ogest

befeuchtete Kathodenplatte aufgesetzt und der Transfer fir 55 min bei 17 V

durchgefihrt.
Oneway-Blotpuffer (pH 9,2): Tris 582¢g
Glycin 293¢
SDS 0,375g
Methanol 200 ml

ad 11 Hzodest

3.3.6.2 Immundetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen
flr mindestens 1 h bei Raumtemperatur oder iber Nacht bei 4 °C in Blockierlésung (5 %
Magermilchpulver/TBS-T) geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte die
Inkubation mit einer geeigneten Verdlinnung des primdren Antikérpers in 2,5 %
Magermilchpulver/TBS-T fur 1 h bei RT. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T
wurde die Membran mit der Sekundarantikérper-Losung inkubiert, ebenfalls fir 1 h bei
RT. Ungebundener Antikdrper wurde abschlielend durch mehrmaliges Waschen mit
TBS-T entfernt. Die Entwicklung des Blots erfolgte durch Zugabe der Entwicklerldsung. Die
hierbei von Meerrettich-Peroxidase katalysierte Reaktion beruht auf der Oxidation von
Luminol durch Wasserstoffperoxid, bei der Licht emittiert wird. Diese Chemilumineszenz

konnte mit Hilfe eines lichtsensitiven Kamerasystems (Chemilux, Intas) detektiert

werden.
TBS (10x): Tris 0,2M
NacCl 1,5M
- mit HCl auf pH 8,0 einstellen
ad 11 HyOgest
TBS-T (1x): 1x TBS + 0,1 % Tween 20
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Entwicklerl6sung:

Losung A: 0,1 M Tris-HCl (pH 8,6) 200 ml
Luminol 50 mg
Lésung B: DMSO 10 ml

para-Hydroxycoumarinsaure 11 mg
Lésung C: 30% H,0,

- erst direkt vor Entwicklung die drei Losungen in folgendem Verhaltnis
zusammengeben:
4 ml Lésung A + 400 pl Loésung B + 1,2 ul Losung C

3.3.7 Untersuchungen zum Glykosylierungsstatus von Proteinen

3.3.7.1 Detektion von Glykoproteinen mit Hilfe kommerzieller Kits

Um die posttranslationale Glykosylierung von Proteinen nachzuweisen, wurden in dieser
Arbeit verschiedene Kits verwendet. Das Grundprinzip der Kits liegt in der Oxidierung von
Zuckern zu Aldehyden durch Perjodat. Die Glykoproteine wurden entweder direkt im SDS-
Gel oder nach dem Blotten auf Nitrozellulose-Membran angefarbt. Dazu wurden die
Proteine wie beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.3.4) und auf
Nitrozellulose geblottet (siehe 3.3.6.1). Im Anschluss daran wurden mit den nachfolgend

aufgefihrten Kits gearbeitet.

DIG Glycan Detection Kit (Roche)

Mit Hilfe des DIG Glycan Detection Kits kdnnen auf Nitrozellulose transferierte Glykopro-
teine in einem Enzym-Immunoassay indirekt durch Farbreaktion nachgewiesen werden.
Der Assay wurde gemaR Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde 1 pg
Transferrin, als Negativkontrolle 1 pug Creatinase verwendet. Zur Dokumentation wurde

die gefarbte Nitrozellulose-Membran abschliefend am Computer eingescannt.

Glycopro (Sigma-Aldrich)

Das Prinzip des Glycopro Kits beruht auf der klassischen Anfarbung von Glykoproteinen
mit PAS (Perjodsaure/Schiff-Reagenz). Die oxidierten Zucker reagieren hier mit dem

Fuchsin des Schiff-Reagenz zu rot-violetten Komplexen, die im SDS-Gel sichtbar werden.
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Die Nachweisgrenze liegt bei 25-100 ng Carbohydrat. Zur Dokumentation wurde das SDS-

Gel abschlieBend am Computer eingescannt.

GlycoProfile Il (Sigma-Aldrich)

Beim GlycoProfile Ill Kit werden die Glykoproteine spezifisch mit Hilfe eines fluoreszie-
renden Farbstoffes im SDS-Gel dargestellt. Diese Reaktion hat eine Nachweisgrenze von
5-25 ng Carbohydrat und besitzt somit eine hohe Sensitivitat. Zur Dokumentation wurde

das SDS-Gel unter UV-Licht-Anregung fotografiert.

3.3.7.2 Untersuchung moglicher Glykoproteine durch Massenspektrometrie

Um eine genauere Kenntnis Uber den Glykosylierungsstatus der Proteine zu erlangen,
wurden die mittels Nickel-Affinitatschromatographie (siehe 3.3.2.2) gewonnenen Protein-
proben nach ihrer Aufreinigung zur massenspektrometrischen Analyse eingeschickt. Die
Bearbeitung und Auswertung am Quadrupol-Flugzeit-(Q-TOF)-Massenspektrometer
(Micromass, Manchester, UK) wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Michael Mormann
(Institut fir Hygiene, Universitatsklinikum Moiinster) Gbernommen. Die fir die MS-
Untersuchung notwendige lonisierung der Peptidproben erfolgte nach der
Nanoelektrospray-Methode (nESI). Die lonisierung durch einen Elektrospray ist eine milde
lonisierungstechnik, die es ermoglicht, groRe Molekile aus einer Losung in die Gasphase
zu Uberfiihren, zu ionisieren und zu analysieren. Sie ist ideal dazu geeignet, Proteine und
Peptide zu untersuchen. Alle Peptidproben wurden im positiven lonenmodus analysiert.
Die Temperatur der Z-Spray-lonenquelle betrug 80 °C und die FlieRgeschwindigkeit des
Desolvationsgases (N;) 75 I/h. Die Kapillarspannung lag bei allen Untersuchungen bei
1,1 kV, die Konusspannung bei 40 V. Um eine erweiterte Auflosung zu erreichen, wurde
fur alle Spektren Argon als Kollisionsgas bei einem Druck von 1,5 x 10” mbar in der
Kollisionszelle verwendet. Mit Hilfe zunachst durchgefiihrter Testversuche wurde
ausgeschlossen, dass es unter diesen Bedingungen zu unbeabsichtigter Fragmentierung,

d.h. zum Verlust moglicher (labiler) Glykosylierungen kommen kénnte.
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3.4 Phanotypische Charakterisierung von Bakterien

3.4.1 Wachstumskinetik in LB-Medium und Urin

Die Erfassung des Bakterienwachstums bei 37 °C erfolgte sowohl fir die Kultivierung in
LB-Medium (unter Schiitteln) als auch fiir die statische Anzucht in humanem Sammelurin.
Als Wachstumsparameter wurde die optische Dichte bei 600 nm in stindlichen
Abstanden gegen den entsprechenden Medienblindwert gemessen. Von den Urinkulturen
wurden zudem in zweistlindigen Abstanden geeignete Aliquots ausplattiert, um zusatzlich

die Lebendzellzahl (,,colony forming units“ (CFU)) der Bakterien bestimmen zu kénnen.

3.4.2 Untersuchung auf Autoaggregation

Zur Untersuchung von Zell-Zell-Interaktionen wurde mit den zu testenden
Bakterienstimmen ein Autoaggregations-Test durchgefiihrt. Hierzu wurden Kulturen in
sowohl LB-Medium als auch Urin Gber Nacht bei 37 °C in Schittelkultur angezogen. Am
nachsten Morgen wurde die optische Dichte der Kulturen bei 600 nm gemessen und die
Kulturen auf ODggg = 3 eingestellt. Jeweils 5 ml dieser Kulturen wurden bei RT im
Reagenzglas stehengelassen. Alle 1,5 h wurde etwa 1 cm unterhalb des Flissigkeit-
Meniskus eine Probe entnommen und ihre ODggg bestimmt, um die Aggregation der

Zellen zu quantifizieren.

3.4.3 Untersuchung auf Biofilmbildung

Zur Analyse der Biofilmbildung wurden UNK der zu testenden Stimme im Verhiltnis
1:200 in frischem M63-Medium bzw. Urin verdiinnt. Je 180 pl dieser Verdiinnungen
wurden in eine 96-well PVC-Mikrotiterplatte Gberfihrt und flir 48 h statisch bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Kavitdten der Mikrotiterplatte dreimal vorsichtig mit
1x PBS gewaschen und fiir 30 min bei 95 °C getrocknet. Zur Farbung wurde der Biofilm fir
20 min in 175 pl einer 1 %igen Kristallviolett-Losung inkubiert. Um ungebundenes
Kristallviolett zu entfernen, wurde die Mikrotiterplatte dreimal mit H,O4est gewaschen
und danach getrocknet. Fiir die photometrische Auswertung wurden die Wells der Platte
fir 30 min mit jeweils 200 ul Entfarbeldésung behandelt, davon je 100 pl in eine frische

96-Well-Platte liberfiihren und die ODs7g bestimmt.
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PBS (10x): Nacl 80g
Na;HPO4 x 2 H,0 144¢
KCl 2g
KH2PO4 2 g

- mit HCl auf pH 7,4 einstellen
ad 11 Hzodest

Entfarbelosung: EtOH 80 %
Aceton 20 %

3.4.4 Motilitatstest auf Schwarmagar

Um die Motilitat verschiedener Bakterienstamme zu testen, kamen Schwarmagarplatten
(siehe 2.7) zum Einsatz. Daflir wurde eine sterile Pipettenspitze in eine Flussigkultur der
ODggo = 0,1 getaucht und damit kurz und ganz vorsichtig die Oberfliche einer
Schwarmagarplatte berthrt. Die Platten wurden iber Nacht bei 37 °C inkubiert und der
Motilitatsfortschritt am nachsten Tag fotografisch festgehalten. Der Motilitdtsnachweis
war erbracht, wenn sich die Bakterien vom Schwarmagar-Mittelpunkt zum Rand hin

ausbreiteten.

3.4.5 Nachweis des rdar-Morphotyps (Curli- und Zelluloseproduktion)

Zum Nachweis von Curli-Fimbrien und Zellulosesynthese (rdar-Morphotyp) wurden die zu
testenden Stamme auf Kongorot-Agar (siehe 2.7) Gberimpft und bei RT, 30 °C und 37 °C
fir 48 h inkubiert. Als Kontrollen dienten der rdar-positive Stamm E. coli Nissle 1917

sowie der rdar-negative E. coli K-12 Stamm DH5a.

3.4.6 Nachweis der Zellulosesynthese

Die Synthese von Zellulose wurde durch Kultur der entsprechenden Stamme auf
Calcofluor-Agar (siehe 2.7) und anschlieBRende Betrachtung der Kolonien unter UV-Licht
(A= 254 nm) nachgewiesen. Zellulose-positive Stamme konnten durch ihre Fluoreszenz

identifiziert werden.
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3.4.7 Nachweis der Himolysinproduktion
Zum Nachweis der Hamolysinproduktion wurden die zu testenden Bakterienstamme auf
Blutagarplatten (siehe 2.7) aufgebracht. Nach Inkubation der Platten iber Nacht bei 37 °C

wurde das Ergebnis anhand des Vorhandenseins eines Hdmolysehofes ermittelt.

3.4.8 Nachweis der Typ 1-Fimbrien-Expression (Mannose-abhdngige Hefeagglutina-
tion)
Zum Nachweis der Expression von Typ 1-Fimbrien wurden die zu testenden Stamme Utber
Nacht in LB-Medium statisch bei 37 °C inkubiert. Die Mannose-abhdngige
Hefeagglutination wurde durchgefiihrt, indem 10 pl Bakterienkultur mit 10 pl Hefezellen-
Suspension (1 mg/ml Saccharomyces cerevisiae) und entweder mit oder ohne Mannose-
Losung (Endkonzentration 100 mM) auf einem Objekttrager gemischt werden. Das
Vorhandensein von Typ 1-Pili ist gezeigt, wenn die Bakterienzellen mit den Hefezellen in
Abwesenheit von Mannose aggregieren und in Anwesenheit von Mannose die

Aggregation ausbleibt.

3.4.9 Untersuchung auf Colicinproduktion (Colicininhibitions-Test)

Um die zu charakterisierenden Bakterienstaimme auf Bildung von Colicinen zu
untersuchen, wurden die Bakterien auf Colicinagar (siehe 2.7) ausgebracht und fiir 24 h
bei 37 °C inkubiert. Wurde auf diesen Agar ein Bakterienstamm aufgeimpft, der Colicin(e)
exprimieren konnte, so kam es zu einer lokalen Wachstumshemmung des
Indikatorstammes (E. coli DH5a) im Agar. Dies zeigte sich durch einen klaren Hof um die

Kolonie des Colicin-Produzenten auf dem sonst triiben Agar.

3.4.10 Untersuchung auf Aerobaktinproduktion

Fir die Untersuchung der Aerobaktinproduktion wurden die zu testenden Stamme auf
Aerobaktinagar (siehe 2.7) Uberimpft und fiir 48 h bei 37 °C inkubiert. Waren die
aufgeimpften Bakterien zur Aerobaktinproduktion befahigt, so wurde dies durch
Wachstumszonen des Indikatorstammes E. coli EN99 um die jeweiligen Testkolonien

herum angezeigt.

60



METHODEN

3.4.11 Nachweis der Siderophorenbildung in Kulturiiberstinden (,,CAS liquid assay“
nach Schwyn und Neilands (1987))
Die zu testenden Bakterienstamme wurden in zweifachem Ansatz Gber Nacht in M9-
Medium bei 37 °C schiittelnd angezogen. Am nachsten Morgen wurde einem der beiden
Ansatze der Eisen-Chelator 2,2'-Dipyridyl (Endkonzentration 0,1 mM) zugesetzt.
2,2'-Dipyridyl fuhrte innerhalb der nachsten 3 h Inkubation bei 37 °C zu Eisenmangel im
Medium. Nach 2 bzw. 3 h Inkubationszeit nach Chelatorzugabe wurden aus beiden
Anséatzen Proben entnommen und abzentrifugiert (3000 x g, 20 min, 4 °C). Die jeweiligen
Uberstinde wurden in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit 1 Vol. CAS-Assay-
Losung gemischt. Bei Anwesenheit von Siderophoren erfolgte ein Farbumschlag dieser
Losung von Blau zu Rot, verursacht durch die Auflésung des Fe3+—CAS—KompIexes aufgrund
der hoheren Fe**-Affinitat der Siderophoren. Die Auflésung des Fe**-CAS-Komplexes

wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 630 nm dokumentiert.

CAS-Assay-Losung:

Losung | HDTMA (10 mM) 6 ml
HZOdest 44 ml
Fe**-Lésung 1,5 ml

(10 ml Fe*"-Lsung: 27 mg FeCl; x 6 H,0)
CAS-Lésung (2 mM) 7,5 ml
— Zugabe der CAS-L6sung langsam unter Rihren

Losung Il Piperazin (H,O-frei) 4,307 g
HZOdest 40 ml
HCI (37 %) 6,25 ml

- nach Zusammenfiihren der Losungen | und Il wird ein Endvolumen von 100 ml mit
H,04est €ingestellt und die fertige Losung steril filtriert. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

3.5 Experimentelles Mausmodell der aufsteigenden Harnwegsinfektion

Fiir das experimentelle Mausmodell der aufsteigenden Harnwegsinfektion wurden UNK
der zu testenden Bakterienstamme in LB-Medium angesetzt, diese am nachsten Tag
abzentrifugiert und die Zellen in steriler Saline resuspendiert. Die Zellzahl der
Suspensionen wurde auf 1 x 10" bis 1 x 10 Zellen/ml eingestellt. Die weiblichen

C57BL/6-M3use wurden mittels Inhalationsnarkose mit Isofluran betdubt und die

61



METHODEN

transurethale Infektion modifiziert nach Hagberg et al. (1983) durchgefiihrt. Jeder Maus
wurden dabei 30 upl der bakteriellen Suspension in die Blase gespritzt. Je nach
Versuchsanordnung wurden die Tiere 24, 48 bzw. 72 h nach der Infektion euthanasiert
und ihnen die Blase sowie die Nieren entnommen. Nach sorgfiltigem Waschen wurden
die Organe in jeweils 1 ml Saline mit 0,025 % Triton-X homogenisiert. Geeignete
Verdliinnungsstufen dieser Homogenisate wurden auf LB-Agar ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Anzahl koloniebildender Einheiten
bestimmt und die bakterielle Belastung der Organe pro Gramm (CFU/g) Gewebe fir jeden

Versuchsansatz berechnet.

Saline: 0,9 % NaCl in HyOgest

Instillagel® (Farco-Pharma): - steriles Gel zur Desinfektion und
lokalen Betaubung

BD Vasculon™ Plus Venenverweilkatheter: — diente nach Entfernen der
Injektionsnadel als Kunststoffkathe-
ter zur transurethalen Infektion

3.6 Computergestiitzte Analysen
StandardmaRige Datenbankrecherche sowie Nukleotid- und Aminosauresequenz-
vergleiche wurden in GenBank mit Hilfe von BLAST (,basic local alignment search tool”;

Altschul et al., 1990) unter http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ durchgefiihrt. Als weitere

Datenbanken wurden KEGG (Ogata et al., 1999; http://www.genome.jp/kegg/), EcoCyc

(Keseler et al., 2005; http://ecocyc.org/), CAZy (Coutinho et al., 2003; Cantarel et al.,

2009; http://www.cazy.org) und STRING (Franceschini et al., 2013; http://string-db.org/)

genutzt. Fir die graphische Darstellung von DNA- und Protein-Sequenzen kam VectorNTI
v10 (Invitrogen) zum Einsatz. Zum Primer-Design wurde Primer3 (Koressaar und Remm,

2007; http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) verwendet. Restriktionsschnittstellen fiir DNA-

Sequenzen wurden mit VectorNTl v10 und NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003;

http://tools.neb.com/NEBcutter2/) ermittelt. Fir die Massenberechnung und

Strukturvorhersage von Proteinen wurde mit dem Web-basierten Diensten ExPASy
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(Artimo et al., 2012; http://www.expasy.org/) und Phyre2 (Kelley und Sternberg, 2009;

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) gearbeitet. Die digitale Fotoverarbeitung erfolgte

mit Adobe Photoshop CS, IrfanView sowie CorelDraw Graphics Suite X5.

3.7 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism
5. Zur Bestimmung der Signifikanz von Daten wurden je nach Beschaffenheit/Verteilung
des zu testenden Datensatzes der Kruskal-Wallis-Test, der Mann-Whitney-U-Test oder der

Student's t-Test verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur natiirlichen Glykosylierung von Ag43 in E. coli Stamm
536

Bisher veroffentlichte Studien zum Glykosylierungsstatus des Autotransporterproteins
Ag43 basieren ausnahmslos auf Untersuchungen mit kiinstlich modifiziertem Protein. Aus
diesem Grund war ein Ziel der vorliegenden Arbeit die Isolierung und Charakterisierung
von natdrlich glykosyliertem Ag43. Fir die experimentellen Untersuchungen wurde dazu
der uropathogene E. coli Stamm 536 ausgewahlt, da es Hinweise darauf gibt, dass Ag43 in
diesem Wildtypstamm natirlicherweise glykosyliert vorliegt (Sherlock et al., 2006). Der
Stamm exprimiert zwei unterschiedliche Ag43-Varianten, Ag43a-536 und Ag43b-536, die
beide hinsichtlich ihres Glykosylierungsstatus analysiert werden sollten. Da in dieser
Arbeit ausschliellich mit Ag43 des E. coli Stammes 536 gearbeitet wurde, werden die
Ag43-Varianten und zugehorigen Gene nachfolgend nur noch mit Ag43a (agn43a) bzw.
Ag43b (agn43b) bezeichnet.

4.1.1 Klonierung, Expression und Isolation von rekombinantem Ag43a und Ag43b

4.1.1.1 Klonierung von rekombinantem Ag43a und Ag43b

Um fiir die Untersuchung der natirlichen Glykosylierung beider Ag43-Varianten aus E. coli
Stamm 536 ausreichende Mengen an Protein zur Verfligung zu haben, sollten Ag43a und
Ag43b vorab unter Verwendung eines bakteriellen Uberexpressionssystems angereichert
werden. Hierzu wurden zundchst sowohl agn43a als auch agn43b jeweils in den
Klonierungsvektor pGEM-T (siehe 2.3) eingebracht. Dieser Schritt setzte die Amplifikation
der kodierenden Gensequenzen voraus, welche mittels PCR unter Verwendung von
chromosomaler DNA aus E. coli Stamm 536 Aagn43b bzw. aus E. coli Stamm 536 Aagn43a
als ,,template” und dem Primerpaar agn43-Xbal-fw/agn43-Hindlll-rev (siehe Tabelle 18 im

Anhang) erfolgte. Die PCR-Produkte wurden so konstruiert, dass sie die Shine-Dalgarno-
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Sequenz, nicht aber die natiirliche Promotorsequenz des jeweiligen Gens enthielten. Mit
Hilfe des verwendeten Primerpaars wurden zudem terminale Schnittstellen flr die
Restriktionsenzyme Xbal bzw. Hindlll eingefligt, die spater die Ligation der PCR-Produkte
in den Expressionsvektor pASK75 (Skerra, 1994) erméglichten. Zur Uberpriifung der
Klonierung wurden die beiden pGEM-T-Konstrukte jeweils in E. coli NovaBlue eingebracht,
positive Klone mittels Blau-Weil3-Screening selektiert und die Richtigkeit der Konstrukte
via DNA-Sequenzanalyse bestatigt. Zusatzlich wurden die Restriktionsschnittstellen durch

Verdau mit den entsprechenden Enzymen auf ihre Integritat hin getestet.

Um die spatere Aufreinigung der rekombinanten Proteine zu vereinfachen, wurde
zwischen die DNA-Sequenz von Signalpeptid und , passenger“-Domane die Sequenz fir
ein Hexa-Histidin-Peptid (His-Tag) eingebracht. Die Insertionsstelle wurde aufgrund der
Uberlegung gewihlt, dass ein His-Tag an dieser Position vermutlich keinen stérenden
Einfluss auf den natilirlichen Sekretionsmechanismus des Autotransporterproteins
nehmen wiirde. Bei der Insertion war darauf zu achten, eine Leserasterverschiebung im
Gen zu vermeiden. Die punktgenaue Einklonierung erfolgte liber PCR-Amplifikation mit
Hilfe modifizierter Primer, die um die Sequenz des His-Tags erweitert waren. Die so
gewonnenen PCR-Produkte mit einer GroRe von 6,2 bzw. 5,9 kb wurden nach
Phosphorylierung der 5‘-Enden mit sich selbst ligiert und die daraus resultierenden
Plasmide anschlieRend zur Transformation von E. coli NovaBlue verwendet. Positive Klone
wurden mittels PCR auf erfolgreiche Insertion der His-Tag-Sequenz getestet, die
entsprechenden Plasmide isoliert und deren Richtigkeit via DNA-Sequenzierung bestatigt.
Aus den korrekten Plasmiden wurde das Xbal/Hindlll-Fragment (also das jeweilig
klonierte agn43-Gen) isoliert und in den ebenfalls Xbal/Hindlll-gespaltenen und
dephosphorylierten Expressionsvektor pASK75 ligiert. Beide Vektorkonstrukte wurden
jeweils in E. coli Stamm 536 Aagn43a Aagn43b (536 DM), E. coli Stamm 536 ArfaH
Aagn43a Aagn43b (536 rDM) und E. coli Stamm MG1655 Afim Aflu eingebracht. Die
Richtigkeit der Konstrukte wurde mittels DNA-Sequenzanalyse bestatigt. Um fiir die
nachfolgenden Untersuchungen (iber entsprechende Negativkontrollen zu verfiigen,
wurden die drei Bakterienstamme auch mit dem leeren Vektor pASK75 transformiert. In

Tabelle 10 sind die so generierten Bakterienstamme aufgelistet.
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Tabelle 10: Generierte Bakterienstimme zur Ag43-Expression.

Stamm Beschreibung

536 DM (pASK75-His-agn43a) dient der Expression von His-getaggtem Ag43a
536 DM (pASK75-His-agn43b) dient der Expression von His-getaggtem Ag43b
536 DM (pASK75) Expressions-Negativkontrolle

536 rDM (pASK75-His-agn43a) dient der Expression von His-getaggtem Ag43a
536 rDM (pASK75-His-agn43b) dient der Expression von His-getaggtem Ag43b
536 rDM (pASK75) Expressions-Negativkontrolle

MG1655 Afim Aflu (pASK75-His-agn43a) dient der Expression von His-getaggtem Ag43a
MG1655 Afim Aflu (pASK75-His-agn43b) dient der Expression von His-getaggtem Ag43b
MG1655 Afim Aflu (pASK75) Expressions-Negativkontrolle

4.1.1.2 Expression und Aufreinigung von rekombinantem Ag43a und Ag43b

Die Uberexpression von Ag43a bzw. Ag43b in den jeweiligen Bakterienstimmen erfolgte
modifiziert nach Skerra (1994) (siehe 3.3.1.3). Um die erfolgreiche Uberexpression beider
Ag43-Varianten zu liberprifen, wurden Western Blot-Analysen mit Antikorpern gegen die
o-Domane von Ag43a bzw. Ag43b getrennt voneinander durchgefiihrt. Hierbei wurden
zunachst die Gesamtzellextrakte von nicht-induzierten und induzierten Bakterienkulturen
verglichen. Als Positivkontrolle diente durch Hitzeextraktion isoliertes a-Domanen-Protein
der jeweiligen Ag43-Variante, also entweder Ag43a® oder Ag43b® Da sich fir die
untersuchten Klone je nach exprimierter Ag43-Variante das gleiche Bandenmuster
abzeichnete, steht Abbildung 7 exemplarisch fiir das Ergebnis der Western Blot-Analyse.
Fir alle induzierten Proben konnten im Western Blot distinkte Banden nachgewiesen
werden, deren Laufhdohe jedoch unerwarteter Weise bei ca. 110-120 kDa lag (siehe
Abbildung 6, rote und blaue Umrandung). Das Molekulargewicht der (iberexprimierten
Proteine war damit ungefdhr doppelt so grol wie das der Kontrollproteine (58 bzw.
55 kDa). Da das theoretische Molekulargewicht der B-Domanen beider Ag43-Varianten
ca. 51 kDa betragt, lieB sich vermuten, dass es sich bei den detektierten Proteinen der
induzierten Proben um unprozessiertes Ag43 handelte. Die Uberexpression von Ag43
fihrte damit zwar zur verstarkten Bildung des Proteins, die Autotransporter-typische
Translokation Uber die Zellmembranen und Prozessierung des Proteins waren jedoch

nicht gewahrleistet. Moglicherweise ist die durch die Uberexpression bedingte, hohe
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Proteinkonzentration in den Bakterienzellen ein hinderlicher Faktor. Ebenfalls denkbar ist,
dass sich das zwischen Signalpeptid und a-Domane eingebrachte His-Tag stérend auf den

SecA-abhéangigen Transportmechanismus auswirkt.
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1: isolierte a-Domane von Ag43a 5: 536 rDM (pASK75-His-agn43a)
2: isolierte a-Domane von Ag43b 6: 536 rDM (pASK75-His-agn43b)
3: 536 DM (pASK75-His-agn43a) 7: 536 DM (pASK75)
4: 536 DM (pASK75-His-agn43b) 8: 536 rDM (pASK75)

Abbildung 7: Western Blot-Analyse der Gesamtzellextrakte.
(A) Nachweis von rekombinantem Ag43a unter Verwendung von a-Ag43a-536° IgG; roter
Pfeil: Ag43a®-Kontrollbande, rote Ovale: Uberexprimiertes Ag43a; (B) Nachweis von
rekombinantem Ag43b unter Verwendung von a-Ag43b-536° IgG; blauer Pfeil: Ag43b®-
Kontrollbande, blaue Ovale: (iberexprimiertes Ag43b.
M: Marker, ni: Probe aus nicht-induzierter Kultur, i: Probe aus induzierter Kultur.

Um diese Uberlegungen zu bestitigen, wurde eine weitere Western Blot-Analyse
durchgefiihrt, diesmal jedoch mit Hitzeextrakten der Bakterienkulturen. Der
Hitzeextraktion liegt zu Grunde, dass nach Translokation und Prozessierung von Ag43
normalerweise die periphere a-Domane nur Uber nichtkovalente Bindungen mit der
integralen B-Domane verbunden bleibt und sie durch kurzes Erhitzen abgeschert und
isoliert werden kann. Bei negativer Auswirkung der Protein-Uberexpression auf die
Autotransportersekretion sollte sich somit in den Hitzeextrakten der induzierten Proben
kein bzw. wenig Ag43a® oder Ag43b® nachweisen lassen. Abbildung 8 steht auch hier
exemplarisch fir das gesamte Ergebnis der Western Blot-Analyse; das nicht gezeigte
Bandenmuster der E. coli MG1655 Afim Aflu-Klone entsprach dem Muster der E. coli 536
rDM-Klone.
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1: isolierte a-Doméne von Ag43a 4: 536 DM (pASK75-His-agn43b)
2: isolierte a-Doméane von Ag43b 5: 536 rDM (pASK75-His-agn43a)
3: 536 DM (pASK75-His-agn43a) 6: 536 rDM (pASK75-His-agn43b)

Abbildung 8: Western Blot-Analyse der Hitzeextrakte.
Nachweis von sekretiertem und prozessiertem Ag43a und Ag43b unter Verwendung von a-
Ag43a/b-536" 1gG; roter Pfeil: Ag43a®-Kontrollbande, blauer Pfeil: Ag43b®-Kontrollbande,
rote Ovale: Uiberexprimiertes Ag43a®, blaue Ovale: iiberexprimiertes Ag43b°.
M: Marker, ni: Probe aus nicht-induzierter Kultur, i: Probe aus induzierter Kultur.

Bei allen induzierten Proben konnte keine bzw. nur eine geringe Fraktionierung der Ag43-
a-Domane durch Hitzeextraktion festgestellt werden (siehe Abbildung 8, rote und blaue
Umrandung). Diese Beobachtung wies somit ebenfalls darauf hin, dass die
autokatalytische Spaltung der (berexprimierten Autotransporterproteine, wenn

Uberhaupt, nur unvollstandig stattfand.

Die Ergebnisse machten deutlich, dass die Aufreinigung der lberexprimierten Ag43-
Varianten nicht mittels Hitzeextraktion erfolgen konnte. Aus diesem Grund sollten die
Proteine via Affinitatschromatographie aus den Gesamtzelllysaten der induzierten Proben
isoliert werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Gberexprimierten Autotransporter
in den Bakterienzellen in Form unldslicher ,inclusion bodies” akkumulierten. ,Inclusion
bodies” bestehen aus dichtgepackten Ansammlungen von zumeist fehlerhaft oder
unvollstéandig gefalteten Proteinen, die nur durch vollstandige chemische Denaturierung
mit 8 M Harnstoff wieder in I6sliche Form gebracht werden kénnen. Erst in Losung
gebrachte Proteine kdnnen anschlieBend mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt
werden. Da das eigentliche Ziel der Arbeit die Untersuchung der natirlichen
Glykosylierung von Ag43 war, stellte sich an dieser Stelle die Frage, ob der natiirliche
Glykosylierungsprozess im Zytoplasma durch die fehlerhafte bzw. unvollstandige Faltung

der iberexprimierten Proteine beeintrachtigt sein kdnnte. Selbst wenn der Vorgang der
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Glykosylierung an sich nicht gestért sein sollte, war ebenfalls unklar, ob und in welchem
Ausmald die hochdenaturierenden Bedingungen der Solubilisierung eine verandernde
Wirkung auf das glykosylierte Protein haben konnten. Aus diesen Griinden musste nach
einer anderen Moglichkeit zur Expression und Aufreinigung von rekombinantem Ag43

gesucht werden.

Die Analyse der vorangegangenen Western Blot-Untersuchungen von Gesamtzell- und
Hitzeextrakten hatte ergeben, dass in den induzierten Bakterienkulturen die Ag43-
Varianten zwar verstarkt synthetisiert, jedoch nicht prozessiert wurden. Interessanter-
weise konnte fiir die nicht-induzierten Proben ebenfalls eine Expression der Ag43-
Varianten festgestellt werden: die distinkten Banden, die sich in den Blots fiir die nicht-
induzierten Proben detektieren lieRen, zeigten dieselbe Laufhohe wie die Banden der
Kontrollproteine Ag43a® bzw. Ag43b® (siehe Abbildung 8). Vermutlich beruhte die
Expression ohne Induktion auf einer leichten Undichtigkeit (,/leakiness") des Promotors
des Expressionsvektors pASK75. Aus der GroRe der detektierten Proteine sowie ihrer
Nachweisbarkeit im Hitzeextrakt-Blot lieR sich zudem ableiten, dass in den uninduzierten
Proben nicht nur die Ag43-Expression, sondern auch die Autotransporter-typische
Translokation und Prozessierung stattgefunden haben muss.

Aufgrund dieser Feststellung wurde das Verfahren zur Anreicherung von Ag43
dahingehend verandert, dass fiir die Isolation von rekombinantem Protein nur noch nicht-
induzierte Bakterienkulturen verwendet wurden. Da die Menge an exprimiertem Protein
in nicht-induzierten Proben natiirlich geringer ist als in induzierten, wurde das Volumen
der Ausgangskulturen entsprechend erhdht und variierte je nach Expressionsstarke der
Ag43-Variante zwischen ein und drei Litern. Nach ihrer Hitzeextraktion aus nicht-
induzierten Bakterienkulturen erfolgte die affinitatschromatographische Aufreinigung der
His-getaggten Ag43-a-Domanen Uber Nickel-Sdulchen. Die so isolierten Proteinproben
wurden anschlieBend mit Hilfe von Konzentratoren eingeengt und ihr Proteingehalt per
Roti-Nanoquant bestimmt. Da in den nachfolgenden Untersuchungen ausschlieflich die
isolierten a-Domanen der Ag43-Varianten Verwendung fanden, wird der Ubersichtlichkeit
wegen von hier an in den Namen der Ag43-Proteinproben auf die Extranennung der

a-Domane verzichtet.
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Zur weiteren Uberpriifung der isolierten Proteine wurden sowohl SDS-PAGE als auch
Western Blot-Untersuchungen wie unter 3.3.4 - 3.3.6 beschrieben durchgefiihrt. Um die
Proben miteinander vergleichen zu kénnen, wurde bei allen Untersuchungen eine
einheitliche Menge von je 1 pg Protein eingesetzt. Abbildung 9A zeigt die durch
Coomassie-Farbung des SDS-Gels visualisierten Proteinbanden der sechs aufgereinigten
Ag43-Proben.
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Abbildung 9: Nachweis der erfolgreichen Expression und Isolation der rekombinanten Ag43-Varianten.
Uberpriifung der aus den drei Stammbhintergriinden E. coli 536 DM, 536 rDM und MG1655
Afim Aflu isolierten Ag43-Varianten a und b durch (A) SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
sowie Western Blot-Analysen unter Verwendung von (B) a-Ag43a-536" 1gG, (C) a-Ag43b-
536" IgG, (D) a-Penta-His IgG und (E) a-AIDA-I IgG.
M: Marker, N: Kreatinase, P: Transferrin, AIDA: glykosyliertes AIDA-I°.
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Die Laufhdhe der Banden von Ag43a bzw. Ag43b entsprach mit 58 kDa bzw. 55 kDa der
jeweilig erwarteten ProteingroRe. Dies deutete darauf hin, dass die Expression beider
Ag43-Varianten in allen drei E. coli Stammhintergriinden erfolgreich verlaufen war. Trotz
der Verwendung gleicher Proteinmengen von jedem Ansatz wiesen die Proteinbanden
der Ag43a-Proben isoliert aus E. coli 536 rDM bzw. MG1655 Afim Aflu eine abweichende
Form auf (diinn und breit). Ursache fir die Bandenverzerrung war vermutlich eine zu
hohe lonenkonzentration im Puffer der Proben, die jedoch, wie sich im weiteren
Versuchsverlauf zeigte, keine Auswirkung auf die nachfolgenden Untersuchungen hatte.
Fir die zusatzlich aufs Gel aufgetragenen Proteine Kreatinase, Transferrin und AIDA-I
(glykosylierte a-Domane) lieBen sich ebenfalls Banden nachweisen, deren zugehdriges
Molekulargewicht jeweils mit dem in der Literatur angegebenen Wert (ibereinstimmte
(Kreatinase: 47 kDa, Transferrin: 75 kDa (Handbuch DIG Glycan Detection Kit, Roche),
glykosyliertes AIDA-1*: 100 kDa (Charbonneau und Mourez, 2007)). Diese drei Proteine
dienten in der sich anschliefenden Untersuchung des Glykosylierungsstatus von Ag43 als
Negativ- bzw. Positivkontrollen (siehe 4.1.2).

Durch die Western Blot-Analysen mit Antikdrpern gegen Ag43a bzw. Ag43b konnte
bestatigt werden, dass es sich bei den im SDS-Gel detektierten Proteinen um Ag43a bzw.
Ag43b handelte (siehe Abbildung 9B und C). Zudem verifizierten die Blots, dass in allen
generierten Klonen wirklich nur die gentechnisch eingebrachte agn43-Variante exprimiert
wurde. Die Proteine Kreatinase und Transferrin fluhrten wie erwartet zu keiner
Antikorperreaktion. Fir AIDA-I konnte hingegen auf der entsprechenden Laufhdhe von
100 kDa ein, wenn auch nur schwaches, Signal detektiert werden. Diese Beobachtung ist
insofern nicht verwunderlich, da die primidre Aminosiuresequenz von Ag43® mit der
a-Domane von AIDA-I zu 31 % identisch und zu 62 % ahnlich ist (Henderson und Owen,
1999).

Da alle isolierten Ag43-Varianten aufgrund der angewandten Klonierungsstrategie ein
C-terminales His-Tag aufweisen sollten, diente die Western Blot-Untersuchung mit anti-
His-Tag-Antikérpern als weitere Kontrolle fir einen erfolgreichen Versuchsverlauf (siehe
Abbildung 9D).

Im letzten Western Blot-Versuch wurden AntikOrper eingesetzt, die sich gegen
glykosyliertes AIDA-I richten. Wie erwartet fiihrte die aufgetragene AIDA-I-Probe zu einer

starken Antikorperreaktion. Zudem konnte fiir Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM ein sehr
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schwaches Signal festgestellt werden, was in Abbildung 9E leider kaum zu erkennen ist,
da das intensive Signal von AIDA-I bei der Aufnahme das Bild komplett Uberstrahlte. Fiir
die restlichen Ag43-Proben sowie die Proteine Kreatinase und Transferrin wurden keine
Signale detektiert. Da der verwendete Antikdrper unter anderem gegen die Zuckerreste
des glykosylierten AIDA-I* gerichtet ist, kann das fiir Ag43a zu verzeichnende Signal als ein
moglicher Hinweis darauf gewertet werden, dass das Protein ebenfalls glykosyliert

vorliegt und eine dhnliche Zuckerzusammensetzung aufweist wie AIDA-I.

4.1.2 Untersuchungen zum Glykosylierungsstatus von isoliertem Ag43a und Ag43b

Die vorangegangenen Analysen hatten bestatigt, dass es sich bei den isolierten Proteinen
um die gewlinschten zwei Ag43-Varianten handelte und sich diese erfolgreich in den drei
verschiedenen Stammhintergriinden exprimieren lieBen. Somit konnte mit der
Untersuchung des Glykosylierungsstatus der sechs isolierten Ag43°-Proteinproben
begonnen werden. Die genauere Analyse der Glykosylierung sollte zum einen mit Hilfe
kommerzielle Glykoprotein-Detektionskits, zum anderen mittels massenspektro-
metrischer Methoden erfolgen. Die Kits dienten allein dem Nachweis glykosylierter
Proteine, die Ergebnisse der Massenspektometrie sollten zudem Hinweise auf mogliche

Glykosylierungsstellen in den Proteinen liefern.

4.1.2.1 Analyse mit Hilfe kommerzieller Glykoprotein-Detektionskits

Um in den isolierten Proteinproben mogliche Glykokonjugate nachweisen zu kénnen,
wurden verschiedene Kits verwendet, die Glykoproteine entweder direkt im SDS-Gel oder
nach Blotten auf Nitrozellulose-Membran anfarben. Die Proteine wurden hierfir zunachst
gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.3.4) und, wenn nétig, auf eine Membran geblottet
(3.3.6.1). Im Anschluss daran wurden die Proteine mit Hilfe drei verschiedener Kits
(3.3.7.1) auf Glykosylierung hin untersucht.

Abbildung 10 zeigt den entwickelten Glykoblot, der mit Hilfe des DIG Glycan Detection
Kits generiert wurde. Fir die als Positivkontrollen verwendeten glykosylierten Proteine
Transferrin und AIDA-I* wurden auf der Membran starke Signale sichtbar. Fiir Ag43a
isoliert aus E. coli 536 DM konnte ebenfalls ein Signal detektiert werden, es fiel jedoch
weniger stark aus als das der Positivkontrollen. Fiir die Ag43b-Proben isoliert aus E. coli

536 rDM bzw. MG1655 Afim Aflu lieRen sich nur schwach gefarbte Banden feststellen. Die
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Signale, die von den Ag43a-Proben isoliert aus E. coli 536 rDM bzw. MG1655 Afim Aflu
erzeugt wurden, waren kaum nachweisbar. Fir die unglykosylierte Negativkontrolle

Kreatinase sowie Ag43b isoliert aus E. coli 536 DM konnten keine Signale detektiert

werden.
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Abbildung 10: Glykoblot-Analyse der isolierten Ag43-Varianten mit Hilfe des DIG Glycan Detection Kits.
Untersuchung des Glykosylierungsstatus der aus den drei Stammbhintergriinden E. coli 536
DM, 536 rDM und MG1655 Afim Aflu isolierten Ag43-Varianten a und b mittels (A) SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung sowie (B) Glykoblot.
M: Marker, N: Kreatinase (unglykosylierte Negativkontrolle), P: Transferrin (glykosylierte
Positivkontrolle), AIDA: glykosyliertes AIDA-I°,

Da fiir den Glykoblot von allen Proben gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden, lassen
sich die verschiedenen Signalstarken nur mit Unterschieden in der Anzahl kovalent
gebundener Zuckergruppen erklaren. Demzufolge scheint keine der isolierten Ag43-
Proben so stark glykosyliert vorzuliegen wie AIDA-I. Fir Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM
lasst sich aufgrund des Ergebnisses vermuten, dass es sich hierbei um ein eindeutig
glykosyliertes Protein handelt. Offenbar ist in E. coli 536 DM die natiirliche Glykosylierung
von Ag43a moglich. Da fir die Gibrigen Ag43-Poben nur sehr schwache Signale detektiert
wurden, kann bezliglich ihres Glykosylierungsstatus keine definitive Aussage getroffen
werden, zumal schwache Signale laut Herstellerangaben auch das Ergebnis unspezifischer
Artefaktfarbung sein konnen. Aufgrund der Artefaktfarbung sind die Ergebnisse, die mit
dem DIG Glycan Detection Kit generiert wurden, leider generell unter Vorbehalt zu

betrachten, da teilweise auch detektierbare Signale flir die unglykosylierte Negativ-
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kontrolle festgestellt werden konnten. Letztlich wurde das Kit von Roche infolge der

unspezifischen Farbungen vom Markt genommen.

Als Alternative wurde zunachst das Glycopro Kit verwendet, dessen Prinzip auf rot-
violetter Anfarbung der Glykoproteine im SDS-Gel beruht. Es zeigte sich aber, dass dieses
Kit fir die Untersuchung des Glykosylierungsstatus der Ag43-Varianten nicht sensitiv
genug war: Im SDS-Gel konnten nur fir die beiden Positivkontrollen Transferrin und
AIDA-| violett gefarbte Banden nachgewiesen werden, nicht aber fiir die isolierten Ag43-
Proben (ohne Abbildung). Die Nachweisgrenze des Glycopro Kits liegt bei 25-100 ng
Kohlenhydrat. Somit muss der Zuckergehalt in den eingesetzten Ag43-Proben (jeweils

1 ug Protein) unter 25 ng liegen.

Aus diesem Grund wurde die Untersuchung mit dem sensitiveren GlycoProfile Il Kit
wiederholt. Bei dem Kit liegt der Nachweisbereich zwischen 5 und 25 ng Kohlenhydrat
und die Glykoproteine werden spezifisch mit Hilfe eines fluoreszierenden Farbstoffes im
SDS-Gel dargestellt. Der Kit-eigene Marker enthadlt sowohl glykosylierte (Ovalbumin,
45 kDa) als auch nicht-glykosylierte (Aloumin, 66 kDa) Proteine und kann somit gleich-
zeitig als Positiv- und Negativkontrolle verwendet werden. Zusatzlich ist mit Hilfe des
Markers eine ungefahre Quantifizierung der Glykosylierungsstarke eingesetzter Proben
moglich, da - bei Verwendung des Markers nach Herstellerangaben - die Signalstarke der
Ovalbuminbande ca. 25 ng Karbohydrat entspricht. Abbildung 11 zeigt das entsprechende
Gelfoto, das unter UV-Anregung aufgenommen wurde. In der Gelspur des Kit-eigenen
Markers konnten zwei unterschiedliche Banden detektiert werden: eine Bande mit sehr
schwachem Signal, deren Laufhéhe mit dem Molekulargewicht von Albumin
Ubereinstimmte und somit die Signalstarke von unglykosyliertem Protein reprasentierte,
und ein Bande mit starkem Signal, die dem Molekulargewicht von Ovalbumin entsprach
und damit exemplarisch die Signalstarke glykosylierter Proteine zeigte. Flir AIDA-I wurde
ein sehr starkes Signal sichtbar, das sich aufgrund seiner Intensitdt nicht als distinkte
Bande, sondern eher als kontinuierliche Bande Uiber einen Teil des GroRenbereichs
darstellte. Diese ausgepragte Reaktion ist damit zu erklaren, dass es sich bei AIDA-I um
ein stark glykosyliertes Protein handelt und der Zuckergehalt der eingesetzten Probe

wahrscheinlich auRerhalb des optimalen Nachweisbereiches des verwendeten Kits lag.
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Abbildung 11: Glykostain-Analyse der isolierten Ag43-Varianten mit Hilfe des GlycoProfile Ill Kits.
Untersuchung des Glykosylierungsstatus der aus den drei Stammhintergriinden E. coli 536
DM, 536 rDM und MG1655 Afim Aflu isolierten Ag43-Varianten a und b mittels (A) SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung sowie (B) Glykofarbung.
M: Marker, Mg: Glykomarker des GlycoProfile Il Kits, N: Kreatinase (unglykosylierte
Negativkontrolle), AIDA: glykosyliertes AIDA-I°.

Fiir Ag43a isoliert aus E. coli 536 rDM konnte eine Bande detektiert werden, die in ihrer
Signalstarke der Bande von Ovalbumin entsprach. Es ist daher anzunehmen, dass Ag43a
isoliert aus E. coli 536 rDM in glykosylierter Form vorlag. Die Signale, die von den Ag43-
Proben isoliert aus E. coli 536 DM erzeugt wurden, waren in ihrer Intensitdt schwacher als
die Ovalbumin-Bande, jedoch starker als das Signal der Negativkontrolle Albumin. Diese
Beobachtung deutete darauf hin, dass sowohl Ag43a als auch Ag43b im Stamm-
hintergrund E. coli 536 DM posttranslational glykosyliert wurden, die Anzahl der
gebundenen Zuckergruppen aufgrund der schwacheren Bandensignale jedoch geringer
als bei Ovalbumin sein musste. Flr die restlichen Ag43-Proben sowie die Kreatinase
konnten nur schwach gefarbte Banden nachgewiesen werden. Die Signalstarke dieser
Banden war sogar niedriger als die der Albumin-Bande, was vermuten liel3, dass in den
zugehorigen Proben keine Glykokonjugate vorhanden waren.

Auf Basis der Ergebnisse beider Untersuchungen konnten leider keine eindeutigen
Rickschllsse auf den Glykosylierungsstatus der isolierten Ag43-Proben gezogen werden.

Die unspezifische Artefaktfarbung sowie die Marktriicknahme des DIG Glycan Detection
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Kits lieRen jedoch die Ergebnisse, die mit dem GlycoProfile Il Kit generiert wurden,

zuverlassiger erscheinen.

4.1.2.2 Massennspektrometrische Untersuchung des Glykosylierungsstatus der
isolierten Ag43-Varianten (Nanoelektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
(nESI-MS))
Um prazisere Informationen lGber das AusmaR der Glykosylierung aller Ag43-Varianten zu
erhalten, wurden die Proben nachfolgend massenspektrometrisch untersucht. Intakte
glykosylierte Proteine resultieren bei der nESI-MS-Analyse in Massenspektren mit
zusatzlichen Serien mehrfach geladener lonen, d.h. sie zeigen eine signifikante
Heterogenitat. Aus diesem Grund sollten zunadchst die nESI-MS-Spektren der intakten
Ag43-Proteine ermittelt werden, was fiir fiinf der isolierten Proben erfolgreich verlief. Fir
Agd3a isoliert aus MG1655 Afim Aflu war die nESI-MS-Analyse nicht moglich, da das
Protein nicht in ausreichender Menge vorlag.
In Abbildung 12 ist exemplarisch das durch nESI-MS ermittelte Massenspektrum von

intaktem Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM dargestellt.
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Abbildung 12: nESI-Massenspektrum von intaktem Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM.
Auf der x-Achse ist das Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) angegeben, die Amplitude der
Peaks entspricht der relativen Intensitdt. Das durchschnittliche Molekulargewicht von Ag43
aus E. coli 536 DM lag nach Daten-Entfaltung bei M = 50732,3 + 1,5 Da. Das Profil des
Massenspektrums deutete aufgrund fehlender Heterogenitat auf eine unglykosylierte
Proteinprobe hin.
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Das Spektrum wies eine Serie mehrfach geladener lonen auf. Bei der Serie handelte es
sich um die unterschiedlichen Ladungszustiande der untersuchten Ag43-Variante, die sich
nur in der Zahl der angelagerten H*-lonen unterschieden. Nach der Daten-Entfaltung
(,deconvolution”) ergab sich fiir Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM ein durchschnittliches
Molekulargewicht von M = 50732,3 + 1,5 Da. Diese experimentell bestimmte Masse
bestdtigte das zuvor mit ExPASy berechnete theoretische Molekulargewicht von
M =50729,07 Da (siehe Tabelle 11). Das Profil des Massenspektrums deutete auf eine
sehr homogen zusammengesetzte Proteinprobe hin. Somit konnte fiir diese Probe kein
glykosyliertes Ag43 nachgewiesen werden.

Die Massenspektren der weiteren vier Ag43-Proben zeigten ein vergleichbares Profil: Es
konnte jeweils nur eine Serie mehrfach geladener lonen festgestellt werden (ohne
Abbildung), was auch hier den Riickschluss auf sehr homogene Proteinproben zulieBt und
damit ebenfalls gegen das Vorhandensein von glykosyliertem Protein in den untersuchten
Proben sprach. Die experimentell bestimmte Masse von Ag43a isoliert aus E. coli 536 rDM
entsprach dem berechneten theoretischen Molekulargewicht (siehe Tabelle 11). Fir alle
Ag43b-Proben waren dagegen zwischen theoretischem und experimentellem Gewicht
groBere Abweichungen zu verzeichnen: Das experimentell bestimmte Molekulargewicht
von Ag43b war in allen drei Stammhintergrinden um ca. 1500 Da hoéher als die
berechnete Masse. Diese einheitliche Massendifferenz lasst vermuten, dass die Trennung
zwischen a- und B-Domane bei Ag43b an anderer Stelle im Protein erfolgt als bisher

gedacht.

Tabelle 11: Berechnetes und experimentell bestimmtes Molekulargewicht der isolierten Ag43-Varianten.

Protein Miheoretisch in Da Mexperimentell in Da
Ag43a aus E. coli 536 DM 50729,07 50732,3+1,5
Ag43b aus E. coli 536 DM 43236,83 44659 + 2
Ag43a aus E. coli 536 rDM 50729,07 50737,1+1,8
Ag43b aus E. coli 536 rDM 43236,83 44661,4 +1,2
Ag43a aus E. coli MG1655 Afim Aflu 50729,07 -

Ag43b aus E. coli MG1655 Afim Aflu 43236,83 44661,3+0,8
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Im Anschluss an die Untersuchung der intakten Proteine sollte mittels
massenspektrometrischen Peptidmappings die Identitat der Proteine bestatigt werden
und ihre detaillierte Charakterisierung erfolgen. Beim Peptidmapping wird das zu
untersuchende Protein zundchst unter Verwendung einer spezifischen Protease in
kleinere Peptide gespalten und die Massen der erhaltenen Peptide mittels nESI-MS
bestimmt. Gleichzeitig wird die angenommene Aminosduresequenz des Proteins am
Computer ,theoretisch verdaut”, die Massen der resultierenden Peptide berechnet und
daraus ein theoretisches Massenspektrum konstruiert. Es folgt der Vergleich des
gemessenen Massenspektrums mit dem theoretischen, insbesondere die Analyse der
Ubereinstimmungen bzw. Abweichungen. Mit Hilfe dieses Verfahrens kénnen
posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen spezifisch identifiziert
werden. Aufgrund der nicht ausreichenden Menge an Probenmaterial konnte das
Peptidmapping nur mit Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM sowie beider Ag43-Varianten
isoliert aus E. coli 536 rDM durchgefiihrt werden. Fir den Verdau wurde jeweils Trypsin
verwendet. In Abbildung 13 st exemplarisch das durch nESI-MS ermittelte
Massenspektrum der tryptisch verdauten Peptide von Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM

dargestellt.
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Abbildung 13: nESI-Massenspektrum der tryptisch verdauten Peptide von Ag43a isoliert aus E. coli 536

DM.
Auf der x-Achse ist das Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) angegeben, die Amplitude der
Peaks entspricht der relativen Intensitat.
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Die Auswertung des Spektrums ergab, dass fir die Ag43a-Proteinsequenz von
Aminosaure (AS) 1 bis AS 494 ein liickenloser Peptidsatz vorhanden war (siehe Abbildung

14 und Tabelle 19 im Anhang).
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Abbildung 14: Aminosauresequenz der His-getaggten a-Domane von Ag43a aus E. coli 536 DM.
Die unterstrichenen AS-Reste konnten mittels Peptidmapping detektiert werden, die rote
Markierung entspricht hypothetisch fehlenden AS-Resten. Das in geringem Umfang
glykosyliert nachgewiesene Peptid ist blau umrandet.

Fiir das C-terminale Peptid LTGSTVLNGAID (Abbildung 14, rote AS-Reste) konnte dagegen
keine ionische Spezies nachgewiesen werden. Da dieses Peptid aus AS besteht, die eine
sehr geringe Gasphasen-Basizitdt aufweisen, war es wahrscheinlich als Folge seiner
niedrigen lonisationseffizienz nicht detektierbar. Der Vergleich von gemessenem und
theoretischem Massenspektrum lieferte so gut wie keine Hinweise auf glykosylierte
Peptide, die sich - wenn man davon ausgeht, dass die Glykosylierung durch eine Heptose
erfolgt - als Massenverschiebungen der jeweiligen Peptide um 192 Da dargestellt hatten.
Fiir die untersuchte Probe liell sich in geringem Umfang ein Peptid nachweisen, das
doppelt geladen das m/z-Verhaltnis 788,98 aufwies. Aus dem m/z-Verhaltnis ergab sich

ein durchschnittliches Molekulargewicht von ca. 1576 Da, welches dem Peptid von
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AS-Abschnitt 304-316 (1384 Da) mit einer gebundenen Heptose (192 Da) entsprach. Da
dieser AS-Abschnitt (LDVLSGHTATNTR, Abbildung 14, blaue Umrandung) vier potentielle
O-Glykosylierungsstellen aufweist, konnte die Bindestelle der Heptose nicht eindeutig
bestimmt werden. Insgesamt deutete das Ergebnis darauf hin, dass in der untersuchten
Ag43-Probe fast keine Glykoproteine enthalten waren. Offenbar war es nur sehr selten zu
Glykosylierungsereignissen gekommen, die sich aufgrund der geringen Haufigkeit der

resultierenden Peptide kaum detektieren lielRen.

Die beiden Ag43-Varianten isoliert aus E. coli 536 rDM wurden auf gleiche Weise
untersucht. Das Ergebnis der Untersuchung von Ag43a aus E. coli 536 rDM entsprach den
Erkenntnissen flr Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM: Fir die Ag43a-Proteinsequenz von
AS 1 bis AS 494 war ebenfalls ein vollstandiger Peptidsatz vorhanden, eine ionische
Spezies fur das C-terminale Peptid fehlte (siehe Abbildung 14 und Tabelle 20 im Anhang).
Ebenso liell sich in geringem Umfang ein Peptid nachweisen, das doppelt geladen das
m/z-Verhaltnis 789.01 und damit ein durchschnittliche Masse von ca. 1576 Da aufwies,
was auch hier dem Peptid von AS-Abschnitt 304-316 (1384 Da) mit einer gebundenen
Heptose (192 Da) entsprach. Die vier potentiellen O-Glykosylierungsstellen verhinderten
erneut die genaue Bestimmung der Bindestelle der Heptose. Auch fiir Ag43a aus E. coli

536 rDM konnte somit nur auf sehr geringe Glykosylierung geschlossen werden.

Flir Ag43b isoliert aus E. coli 536 rDM lieB sich ein vollstandiger Peptidsatz fiir die Ag43b-
Proteinsequenz von AS 1 bis AS 449 detektieren (siehe Abbildung 15 und Tabelle 21 im
Anhang). Damit wurde durch das Peptidmapping ein um 13 AS ldngerer
Proteinsequenzbereich abgedeckt als urspriinglich vermutet. Somit deutete auch dies
Ergebnis darauf hin, dass es bei Ag43b an einer weiter C-terminal liegenden Stelle des
Proteins zur Trennung zwischen a- und B-Domane kommt, was eine groRere a-Domane
zur Folge hatte. Diese Vermutung wurde durch die theoretisch berechnete Gesamtmasse
des detektierten Sequenzbereichs unterstiitzt: Der Wert lag bei 44654,3 Da, was gut mit
der experimentell ermittelten Masse fiir das intakte Protein (44661,4 + 1,2 Da)
Ubereinstimmte. Der Vergleich von gemessenem und theoretischem Massenspektrum
lieferte dagegen keinen Hinweis auf glykosylierte Peptide. Somit konnte in der

untersuchten Probe kein glykosyliertes Ag43 nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Aminosauresequenz der His-getaggten a-Domane von Ag43b aus E. coli 536 rDM.
Die unterstrichenen AS-Reste konnten mittels Peptidmapping detektiert werden. Der im
Vergleich zur bisher angenommenen Proteinsequenz um 13 AS ldngere Bereich ist mittels

4.1.3 Uberpriifung der kiinstlichen Glykosylierung von Ag43a in E. coli Stamm 536 DM

Um fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen eine addquate Positivkontrolle zur
Verfliigung zu haben, sollte kiinstlich glykosyliertes, His-getaggtes Ag43 generiert werden.
Aus der Literatur ist bekannt, dass mit Hilfe der AIDA-I spezifischen Glykosyltransferase
Aah die artifizielle Glykosylierung von Ag43a vermittelt werden kann (Sherlock et al.,
2006; Reidl et al., 2009). Daher wurde das Plasmid pAAH, das das Gen fir Aah tragt, zur
Koexpression der Glykosyltransferase in E. coli Stamm 536 DM (pASK75-His-agn43a)
eingebracht (Methode siehe 3.2.10). Isolation und Aufreinigung des so exprimierten
Ag43a erfolgten wie unter 4.1.1 beschrieben. Zur Uberpriifung der Glykosylierung wurde

die isolierte Proteinprobe sowohl mit Hilfe des Glycopro Kits als auch mittels des
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sensitiveren GlycoProfile Il Kits (3.3.7.1) untersucht.
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Abbildung 16 zeigt vergleichend die Ergebnisse der SDS-Gel-Farbungen unter
Verwendung der beiden Glykoprotein-Detektionskits sowie der im Anschluss erfolgten

Coomassie-Nachfarbung des einen Glykokit-Gels.
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Abbildung 16: Nachweis der kiinstlichen Glykosylierung von Ag43a durch Aah.
Untersuchung des Glykosylierungsstatus der isolierten Ag43a-Proben mit Hilfe des (A)
Glycopro Kits sowie des (B) GlycoProfile Il Kits mit anschlieRender Kontrolle durch (C)
Coomassie-Farbung des Glykogels.
M: Marker, Mg: Glykomarker des GlycoProfile Il Kits, P: Meerrettichperoxidase
(glykosylierte Positivkontrolle), N: Kreatinase (unglykosylierte Negativkontrolle)

In dem mit Hilfe des Glycopro Kits angefarbten Gel war eine violette Bande detektierbar,
die der Kit-eigenen Positivkontrolle (Meerrettichperoxidase (44 kDa)) entsprach. Die
Gelspur des mit Aah koexprimierten Ag43a wies auf Hohe von ca. 60 kDa einen leichten
violetten Schatten auf. Fir alle anderen aufgetragenen Proteinproben sowie den Marker
aus dem GlycoProfile 1l Kit konnten keine Banden nachgewiesen werden. Die
Beobachtung lie vermuten, dass die kinstliche Glykosylierung mittels Aah funktioniert
hatte und bei Ag43a zu mehr gebundene Zuckerresten fiihrte als die natirliche
Glykosylierung. Bestatigt wurde diese These durch den Vergleich mit dem Ergebnis der
GlycoProfile Il Kit-Farbung: fir das mit Aah koexprimierte Ag43a liel sich eine Bande
detektieren, die in ihrer Signalstarke der Bande der Positivkontrolle Ovalbumin entsprach.
Die Signalstarke von Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM ohne Aah-Koexpression deutete
erneut darauf hin, dass das Protein in geringem Malie glykosyliert vorlag. Die

Meerrettichperoxidase erzeugte ein sehr starkes Signal, das sich aufgrund seiner
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Intensitat nicht als distinkte Bande darstellte. Wahrscheinlich lag der Zuckergehalt dieser
Probe aullerhalb des optimalen Nachweisbereichs des Kits. Nach der Coomassie-Farbung
des Gels war erkennbar, dass die Bandenposition des kiinstlich glykosylierten Ag43a
einem leicht hoheren Molekulargewicht entsprach als die Bandenhohe der Ag43a-
Kontrolle. Diese Beobachtung war ebenfalls Indiz fir eine erfolgreiche kiinstliche
Glykosylierung, da glykosylierte Proteine weniger effektiv mit SDS beladen werden und
dadurch ein langsameres Laufverhalten aufweisen als nicht glykosylierte Proteine mit
dem selben Molekulargewicht (Lottspeich und Zorbas, 1998).

Um prazisere Informationen Uber das artifiziell glykosylierte Ag43a zu erhalten, sollte die
Probe nachfolgend massenspektrometrisch untersucht werden. Leider lagen zum

Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit noch keine Ergebnisse vor.

4.1.4 Untersuchungen zu Expression und Glykosylierung von AIDA-I in E. coli 536 DM,
E. coli 536 rDM und E. coli MG1655 Afim Aflu

Ag43 gehort zur AidA-Unterfamilie der Autotransporterproteine und weist zu einigen
Mitgliedern dieser Proteinfamilie einen hohen Grad an Homologie auf, beispielsweise zu
AIDA-I, dem ,,adhesin involved in diffuse adherence” aus enteropathogenen E. coli (Ulett
et al., 2006). Aufgrund dieser Homologie sollte nachfolgend die Expression von AIDA-I in
den zuvor verwendeten E. coli Stammen 536 DM, 536 rDM und MG1655 Afim Aflu
untersucht werden. Hierbei war insbesondere der Glykosylierungsstatus der exprimierten
AIDA-I-Proteine von Interesse, da dieser mogliche Hinweise beziiglich der natiirlichen
Glykosyltransferase von Ag43 liefern kénnte.

Fiir den Versuch wurde das Plasmid pIB9 verwendet, welches das aidA-Gen enthilt, nicht
aber das Gen fiir die AIDA-I spezifische Glykosyltransferase Aah (Benz und Schmidt, 2001).
Nach erfolgreicher Transformation der oben genannten E. coli Stamme mit pIB9 wurden
die Bakterien liber Nacht kultiviert und die drei Ansdtze am nachsten Tag zur Herstellung
von Gesamtzell- und Hitzeextrakten (siehe 3.3.1) genutzt. Um fiir die Untersuchungen
Uber eine entsprechende Positivkontrolle zu verfligen, wurde zusatzlich ein Hitzeextrakt
des E. coli Stamms MG1655 Afim Aflu (pIB264) generiert. Da das Plasmid pIB264 sowohl
aah als auch aidA umfasst (Benz und Schmidt, 1989), lag das so isolierte AIDA-I in
naturlich glykosylierter Form vor. Als Negativkontrolle diente der Gesamtzellextrakt des

E.coli Stammes 536 DM. Zur Uberprifung der AIDA-I-Expression wurden die
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Proteinproben sowohl mittels SDS-PAGE als auch via Western Blot-Analyse untersucht
(siehe 3.3.4 - 3.3.6). Die Bestimmung des Glykosylierungsstatus der Proteine erfolgte mit
Hilfe des GlycoProfile Ill Kits (3.3.7.1). Bei allen Untersuchungen wurden Gesamtzell- und
Hitzeextrakt des jeweiligen Ansatzes nebeneinander aufgetragen. Zur Vereinfachung
werden Gesamtzell- und Hitzeextrakte nachfolgend mit GE und HE abgekirzt. In

Abbildung 17 sind die Ergebnisse zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 17: Untersuchung der Expression und Glykosylierung von pIB9-kodiertem AIDA-I in E. coli 536
DM, E. coli 536 rDM und E. coli MG1655 Afim Aflu. Zur Analyse wurden sowohl
Gesamtzell- (GE) als auch Hitzeextrakte (HE) der transformierten Bakterienstimme
verwendet. Die Uberpriifung erolgte durch (A) SDS-PAGE und Coomassie-Firbung,
Western Blot-Analysen unter Verwendung von (B) a-c600/p4 IgG, (C) a-AIDA-I I1gG und (D)
o-fp12 IgG sowie (E) Glykofarbung. Erlauterung siehe Text.
M: Marker, AIDA: glykosyliertes AIDA-I®, Mg: Glykomarker des GlycoProfile Ill Kits, N: GE
von E. coli 536 DM.
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Die Analyse des Coomassie-Gels (Abbildung 17A) lieferte keinen eindeutigen Hinweis auf
eine erfolgreiche Expression von AIDA-I in den drei verschiedenen Stammhintergriinden:
In den Gelspuren der drei GE war der Nachweis einer distinkten Proteinbande auf
Laufhohe der AIDA-I-Kontrollbande (ca. 100 kDa) nicht moglich, was aufgrund des dichten
Bandenmusters des aufgetrennten Gesamtzellproteins nicht (iberraschte. Allerdings liel3
sich auch fur keinen der drei HE eine Proteinbande auf Bandenhdhe der AIDA-I-Kontrolle
detektieren.

Mit Hilfe der nachfolgenden Western Blot-Untersuchungen konnte jedoch die AIDA-I-
Expression in den zu testenden drei Bakterienstammen bestadtigt werden: In der ersten
Western Blot-Analyse wurde der Antikorper a-c600/p4 verwendet, der gegen das AIDA-
Gesamtprotein (a- und B-Domane) gerichtet ist (Abbildung 17B). Mit diesem Antikorper
waren in der AIDA-I-Kontrollprobe zwei distinkte Banden nachweisbar, deren Laufhdhe
bei ca. 100 bzw. 48 kDa lag. Der Literatur nach entsprach die Bande bei 100 kDa der
glykosylierten AIDA-I-a-Doméne, die Bande bei 48 kDa der Translokator-Doméane AIDA®
(Benz und Schmidt, 2001). Auch fir die drei GE konnten deutliche Signale auf Hohe der
48 kDa detektiert werden, was auf das Vorhandensein von AIDAS in allen drei Proben
hindeutete. Die GE-Banden auf Hohe der 60 kDa waren nach Abgleich mit dem
Bandenmuster der Negativkontrolle auf eine unspezifische Bindung des Antikorpers
zurickzufiihren. Die Banden im 80 kDa-Bereich, die sich sowohl fiir die GE als auch fur die
HE nachweisen lieRen, konnten dagegen in der Probenspur der Negativkontrolle nicht
festgestellt werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich die unglykosylierte AIDA-I-a-
Domane im SDS-Gel als Proteinbande bei ca. 80 kDa darstellt (Benz und Schmidt, 2001).
Somit waren die im Western Blot detektierbaren 80 kDa-Banden vermutlich auf das
Vorhandensein von unglykosyliertem AIDA-I in den zu untersuchenden Proben
zurtickzufiihren. Auch im SDS-Gel lieRen sich fir die drei HE Proteinbanden auf Hohe der
80 kDa nachweisen. Hierbei fiel auf, dass fiir den HE isoliert aus 536 rDM (pIB9) nur eine
sehr schwache 80 kDa-Bande zu erkennen war. Diese Beobachtung stimmte mit dem
Western Blot-Ergebnis Gberein: Das fir den HE isoliert aus 536 rDM (pIB9) detektierte
Signal auf Hohe der 80 kDa war weniger stark als die entsprechenden Signale der anderen
zwei HE. Interessanterweise konnte dafiir in der GE-Probe aus 536 rDM (pIB9) eine
zusatzliche Bande bei ca. 140 kDa beobachtet werden. Ein Protein dieses

Molekulargewichts lieRe sich als unprozessiertes AIDA-I interpretieren. Die unvollstandige
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Prozessierung ware zudem eine Erklarung fir die schwache 80 kDa-Bande, da es unter
diesen Umstanden nur zu geringfligiger Freisetzung der AIDA-I-a-Domane kame.

Bei der nachsten Western Blot-Untersuchung wurde mit dem Antikérper a-fpl2
gearbeitet, der nur gegen AIDAC gerichtet ist (Abbildung 17D). Fir die AIDA-I-
Kontrollprobe lieB sich erwartungsgemall ein starkes Signal auf Hohe der 48 kDa
feststellen. Auch fiir alle zu Uberprifenden GE und HE waren deutliche Signale auf Hohe
der 48 kDa detektierbar. In der Probenspur des GE aus 536 rDM (pIB9) konnte zudem eine
Bande auf Hohe der 140 kDa nachgewiesen werden, was die Vermutung, dass AIDA-I in
E. coli 536 rDM (pIB9) nur unvollstandig prozessiert wurde, bestatigte.

Im abschlielRenden Western Blot-Versuch wurden Antikdrper eingesetzt, die sich gegen
die glykosylierte AIDA-I-a-Domane richten (Abbildung 17C). Wie erwartet fihrte die
aufgetragene AIDA-I-Kontrollprobe zu einer starken Antikorperreaktion. Fir alle anderen
Proben konnten, wenn Uberhaupt, nur sehr schwache Signal detektiert werden, die sich
jedoch durch den Vergleich mit der Negativkontrolle als unspezifisch herausstellten. Da
der verwendete Antikérper in erster Linie gegen die Zuckerreste des glykosylierten
AIDA-I* gerichtet ist, deutete das Ergebnis darauf hin, dass es in keinem der drei
Stammhintergriinde zur posttranslationalen Glykosylierung von AIDA-I gekommen war
bzw. dass wenn doch, sich Zuckerzusammensetzung und -struktur stark von der der
natirlichen Glykosylierung von AIDA-I durch Aah unterscheiden miissen.

Um den Glykosylierungsstatus der AIDA-I-Proben genauer zu bestimmen, wurden sie mit
Hilfe des GlycoProfile Il Kits untersucht, Abbildung 17E zeigt das zugehorige Gelfoto. Fiir
die AIDA-I-Kontrolle war ein sehr starkes Signal detektierbar, das aufgrund seiner
Intensitat fast das gesamte Bild Uberstrahlte. Daher wurde das Gel ein weiteres Mal
fotografiert, jedoch mit abgedeckter Kontrollprobe. In den Gelspuren der GE und HE aus
E. coli 536 rDM (plIB9) sowie E. coli MG1655 Afim Aflu (pIB9) waren nur schwach gefarbte
Banden nachweisbar. Die Signalstarke der Banden war niedriger als die der Albumin-
Bande (Negativkontrolle des Glykomarkers), was darauf schlieRen lie}, dass die
zugehorigen Proben keine glykosylierten Proteine enthielten. In den Gelspuren von GE
und HE aus E. coli 536 DM (pIB9) konnten dagegen starke Signale detektiert werden,
deren Intensitdt auf das Vorhandensein von Glykokonjugaten hindeutete. Die Signale
lieRen sich zum einen aufgrund des typischen Strickleitermusters Resten der LPS-Schicht

zuordnen, zum anderen einem Protein, dessen Laufhohe bei ca. 60 kDa lag. Fir den HE
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von E. coli 536 DM (plIB9) konnte zudem auf HOohe der 80 kDa eine deutliche Bande
detektiert werden, die wie oben gezeigt vermutlich dem exprimierten AIDA-I entsprach.
Das Bandensignal war jedoch in seiner Intensitdt dem der Negativkontrolle Albumin sehr
ahnlich, was darauf hin deutete, dass in E. coli 536 DM exprimiertes AIDA-I entweder gar
nicht oder nur in sehr geringem AusmaR glykosyliert wurde. Somit konnte auf Basis dieses
Ergebnisses keine eindeutige Aussage bezlglich des Glykosylierungsstatus von AIDA-I
isoliert aus E. coli 536 DM (pIB9) getroffen werden.

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass es sich bei dem glykosylierten Protein auf Hohe der
60 kDa um ein AIDA-I-Derivat handelte, wurde die entsprechende Proteinbande
massenspektrometrisch untersucht. Die Proteinbande auf Hohe der 80 kDa wurde
ebenfalls mittels MS Gberprift. Das Ergebnis bestatigte, dass es sich bei dem Protein mit
dem Molekulargewicht von 80 kDa eindeutig um AIDA-I handelte; das 60 kDa-Protein

konnte dagegen als Flagellin identifiziert werden.
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4.2 Identifizierung und Charakterisierung moglicher Glykosyltransferasen in
E. coli Stamm 536
Fir E. coli wurden bisher drei glykosylierte Oberflachenproteine, die Autotransporter
AIDA-I, TibA und Ag43 beschrieben (Benz und Schmidt, 2001; Lindenthal und Elsinghorst,
1999; Sherlock et al., 2006). Im Fall von AIDA-I und TibA sind die fir die Glykosylierung
verantwortlichen Heptosyltransferasen (Aah bzw. TibC) bekannt. Der Genlocus dieser
Glykosyltransferasen (GTs) liegt jeweils stromaufwarts des zugehdrigen Autotransporter-
gens (aidA bzw. tibA). Fir Ag43 konnte bislang keine zugehdrige GT identifiziert werden.
Aus diesem Grund war die Suche nach méglichen GT-kodierenden ,,open reading frames“
im Genom von E. coli Stamm 536 ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Flir geeignete
Kandidaten-Gene sollten anschlieBend die entsprechenden E. coli 536-,knock-out”-

Mutanten generiert und diese phanotypisch und funktional charakterisiert werden.

4.2.1 Identifizierung putativer GT-kodierender ,,open reading frames" in E. coli Stamm
536
Die Suche nach GT-kodierenden , open reading frames" in E. coli Isolat 536 wurde mit
Hilfe der CAZy-(,Carbohydrate-active enzymes”) Datenbank durchgefiihrt. CAZy enthalt
eine detaillierte Ubersicht liber die Gesamtheit der kohlenhydrataktiven Enzyme, wobei
diese in Abteilungen (z.B. Glykosidase, Esterase, GT) und Familien eingeteilt sind. Zudem
kann fir jedes Genom, das in GenBank veréffentlicht wurde, das Ergebnis einer auf
kohlenhydrataktive Enzyme ausgerichteten Genom-Analyse abgerufen werden. Das

Ergebnis umfasst dabei Gene sowohl bekannter als auch hypothetischer Proteine.

Fir E. coli 536 lieRen sich mit Hilfe von CAZy 40 verschiedene GTs ermitteln (siehe
Tabellen 22 und 23 im Anhang). Der GroRteil dieser GTs (insg. 29) war dem
Funktionscluster ,Bakterienhille” zuzuordnen, welches die GTs umfasst, die z.B. an der
LPS- oder Colansdure-Synthese beteiligt sind. Sechs weitere GTs konnten aufgrund ihrer
Funktion dem Cluster ,Kohlenhydratmetabolismus” zugewiesen werden. Bei den
restlichen flinf GTs handelte es sich um hypothetische Proteine, lGber deren Funktion
keine Informationen vorlagen. Eine Zuordnung zu funktionellen Clustern war somit fiir
diese GTs nicht moglich, weswegen die entsprechenden Gene als Kandidaten fiir die

Generierung von ,knock-out“-Mutanten ausgewdhlt wurden (siehe Tabelle 12).
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Interessanterweise konnten beim Vergleich der AS-Sequenzen der ausgewdhlten GTs mit
dem Proteom von E. coli K-12 fiir Ecp2077 und Ecp2078 keine homologen Proteine

gefunden werden.

Tabelle 12: Ausgewdhlte GT-Kandidaten aus E. coli Stamm 536 zur Generierung von Deletionsmutanten.
In Klammern ist jeweils die ,, Accession number” der AS-Sequenz der homologen Proteine angegeben.

GT-Name Beschreibung Gen Homologievergleich mit E. coli K-12

Ecp0425 putative GT ecp0425 zu 99 % identisch mit YaiP (AAC73466.1)

Ecp1999 hypothetisches ecpl1999 zu 97 % identisch mit YaiP (AAC73466.1)
Protein

Ecp2077 putative GT ecp2077 keine Homologe

Ecp2078 putative GT ecp2078 keine Homologe

Ecp3716 putative GT ecp3716 zu 99 % identisch mit WaaH (auch YibD)

(AAC76639.1)

Zusatzlich zu den funf identifizierten GTs sollte ebenfalls fir das Gen der GT MdoH eine
Deletionsmutante von E. coli 536 hergestellt werden. MdoH ist an der Biosynthese von
osmoregulatorischen Oligosacchariden beteiligt, die im periplasmatischen Raum
lokalisiert sind (Bohin und Kennedy, 1984), weswegen eine Interaktion mit dem
Autotransporterprotein Ag43 nicht auszuschlief3en ist.

Da Ag43 sowohl von Aah als auch von TibC als Substrat akzeptiert wird (Sherlock et al.,
2006), wurden die Proteinsequenzen der 40 identifizierten GTs zusatzlich auf mogliche
Homologien zu Aah bzw. TibC untersucht. Hierbei konnten fiir die Proteine WaaQ (GT der
LPS-Kern-Biosynthese, Ecp3730) und WaaF (ADP-Heptose-LPS-Heptosyltransferase I,
Ecp3720) signifikante Ubereinstimmungen zu Aah bzw. TibC festgestellt werden. Fiir die
zugehorigen Gene sollten ebenfalls ,,knock-out“-Mutanten konstruiert werden.

Aufgrund eines Vorversuchs wurde zudem das Gen ecp3729, das fiir die GT WaaG (UDP-
Glucose:(Heptosyl)-LPS-a-1,3-Glucosyltransferase) kodiert, als weiterer Kandidat fiir die

Herstellung einer Deletionsmutante ausgewahlt.
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4.2.2 Konstruktion der GT-Deletionsmutanten von E. coli 536

Die Konstruktion der Deletionsmutanten von E. coli Stamm 536 erfolgte mittels A-Red-
Rekombinase vermitteltem Allelaustausch (Datsenko und Wanner, 2000; siehe 3.2.11).
Dabei wurden die ausgewdhlten Gene durch Chloramphenicol-Kassetten ersetzt, denen
zuvor per PCR Nukleotidiiberhdange homolog zu den die Zielsequenz flankierenden
Bereichen angefligt wurden. Die Rekombinationsereignisse liefen sich mittels PCR
anhand der Veranderung der FragmentgroRen, die mit entsprechenden Primerpaaren
detektiert wurden, dokumentieren (Primer siehe Tabelle 18 im Anhang). Da die
Herstellung der Mutanten fir den wildtypischen Stamm 536 nur teilweise erfolgreich war,
wurde zusatzlich mit E. coli Stamm 536 ArfaH gearbeitet. In diesem Stamm erfolgt die
Expression von Kapsel- und LPS-Komponenten reduziert, was das Generieren von
Mutanten erleichtert.

Fir die Gene ecp2077 und ecp2078 war die Konstruktion von Deletionsmutanten weder
mit dem Wildtypstamm 536 noch mit der rfaH-Mutante maoglich. Es ist denkbar, dass es
sich hierbei um essentielle Gene handelt, was in zuklinftigen Untersuchungen tberprift
werden sollte. Die erfolgreiche Deletion der restlichen Gene lieR sich mittels Kontroll-PCR

bestatigen; die generierten Deletionsmutanten sind in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die generierten GT-Deletionsmutanten.

Name deletiertes Gen E. coli Stammhintergrund
E. coli RS1 ecp0425 536 ArfaH
E. coli RS2 ecp1042 (mdoH) 536

E. coli RS3A ecp1999 536

E. coli RS3B ecp1999 536 ArfaH
E. coli RS6 ecp3716 536 ArfaH
E. coli RS7 ecp3720 (waaF bzw. rfaF) 536 ArfaH
E. coli RS8A ecp3729 (waaG bzw. rfaG) 536

E. coli RS8B ecp3729 (waaG bzw. rfaG) 536 ArfaH
E. coli RS9A ecp3730 (waaQ bzw. rfaQ) 536

E. coli RS9B ecp3730 (waaQ bzw. rfaQ) 536 ArfaH

Alle Deletionsmutanten wurden nachfolgend mit Hilfe klassischer mikrobiologischer Tests

hinsichtlich ihres Phdnotyps untersucht.
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4.2.3 Phanotypische Charakterisierung der GT-Deletionsmutanten

Wachstumskinetik in LB-Medium und Urin
Um die Wachstumseigenschaften der Deletionsmutanten zu untersuchen, wurden die
Bakterien sowohl in LB-Medium bei 37 °C schiittelnd inkubiert (Abbildung 18A) als auch in

humanem Sammelurin bei statischer Anzucht und 37 °C (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Vergleichende Wachstumskurven der GT-Deletionsmutanten.
Wachstum der GT-Deletionsmutanten in (A) LB-Medium bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen und (B) humanem Sammelurin bei 37 °C und statischer Anzucht. Das
Bakterienwachstum wurde durch die photometrische Messung der optischen Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von A = 600 nm verfolgt.
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In  LB-Medium  konnten keine relevanten  Unterschiede beziiglich des
Wachstumsverhaltens der Deletionsmutanten im Vergleich zu den jeweiligen
Ausgangsstimmen festgestellt werden. Bei der Anzucht in Urin zeigten alle
Bakterienstamme ein signifikant geringeres Wachstum als in LB-Medium. Bis auf E. coli
RS7 lieR sich fir die Deletionsmutanten kein von der Charakteristik der Ausgangsstimme
abweichendes Wachstum verzeichnen. Die waaF-Deletionsmutante RS7 zeigte dagegen
ein im Vergleich zu E. coli 536 ArfaH vermindertes Wachstum, was sich auch in der

geringen Anzahl detektierbarer CFU bestatigte (ohne Abbildung).

Untersuchung auf Autoaggregation und Biofilmbildung

Zur Untersuchung von Zell-Zell-Interaktionen wurde mit den Bakterienstimmen ein
Autoaggregations-Test wie unter 3.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Bei der Uberpriifung
der Deletionsmutanten hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Autoaggregation in LB-Medium
waren im Vergleich zu den beiden Parentalstimmen keine Unterschiede feststellbar

(siehe Abbildung 31 im Anhang).

Die Analyse der Biofilmbildung der Deletionsmutanten erfolgte mittels statischer
Kultivierung in 96-well Mikrotiterplatten bei 37 °C fir 48 h und anschlieRender Farbung
mit Kristallviolett (siehe 3.4.3). Der Versuch wurde sowohl mit M63-Medium als auch mit
menschlichem Sammelurin durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Abbildung 19
zusammengefasst.

Fir alle Bakterienstamme konnte nach der Kultivierung in Urin nur eine sehr geringe
Biofilmbildung festgestellt werden, weswegen eine quantitative Differenzierung nicht
moglich war. Nach Anzucht in M63-Medium waren dagegen deutliche Unterschiede in
der Fahigkeit zur Biofilmbildung erkennbar: Im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli 536
liel sich fir die mdoH-Deletionsmutante RS2 eine signifikant erhohte Biofilmbildung
feststellen. Der von Stamm RS3A gebildete Biofilm entsprach hingegen quantitativ dem
des Ausgangsstammes. Fir die waaG-Deletionsmutante RS8A konnte eine deutlich
geringere Biofilmbildung nachgewiesen werden. Die Biofilmbildung von Stamm RS9A war
nur leicht reduziert.

Die Deletionsmutante RS1 wies im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli 536 ArfaH eine

erhohte Biofilmbildung auf. Die Deletion von ecp1999 in E. coli 536 ArfaH (RS3B)
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resultierte in einer signifikant verstarkten Biofilmbildung. Die quantifizierte Biofilmbildung
von Stamm RS6 und Stamm RS9B entsprach der des Parentalstammes. Bemerkenswert
war die fast vollstandig reduzierte Biofilmbildung bei der waaF-Deletionsmutante RS7.
Fir Stamm RS8B liel8 sich im Vergleich zum Ausgangsstamm ebenfalls eine signifikant

geringere Biofilmbildung verzeichnen.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Biofilmbildung der GT-Deletionsmutanten.
Quantifizierte Biofilmbildung der GT-Deletionsmutanten nach statischer Kultivierung in
96-well Mikrotiterplatten bei 37 °C fiir 48 h, anschlieBender Farbung mit Kristallviolett und
photometrischer Auswertung bei A = 570. In blau: Biofilmbildung in Urin, in rot:
Biofilmbildung in M63-Medium. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Biofilmbildung
im Vergleich zu den jeweiligen Ausgangsstimmen wurden mittels Student’s t-Test
bestimmt und sind durch Sternchen (*) gekennzeichnet.

Somit schien die Deletion der Gene ecp0425 und mdoH eine verstarkte Biofilmbildung zur
Folge zu haben, die Deletion von waaF und waaG sich eher negativ auf die Biofilmbildung
auszuwirken. Fir die Deletion von ecp1999 bzw. waaQ konnte keine eindeutige Aussage
getroffen werden, da der Effekt des , knock-out” je nach Stammbhintergrund verschieden

war.

Motilitdtstest auf Schwarmagar
Um zu Uberpriifen, ob die Deletionsmutanten liber eine funktionelle Flagelle verfiigten,
wurde die Motilitdt der Bakterien mit Hilfe von Schwarmagarplatten getestet (siehe

3.4.4). Die Tests wurden sowohl mit LB- als auch mit Urin-Schwarmagar durchgefiihrt.
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A : 536 ArfaH

Abbildung 20: Motilitdtstest der GT-Deletionsmutanten auf Schwarmagar.
Bestimmung der Motilitdt der GT-Deletionsmutanten im Vergleich zu den jeweiligen
Ausgangsstammen auf (A) LB-Schwarmagar und (B) Urin-Schwarmagar nach Inkubation
bei 37 °C fur 24 h.

Das Schwarmverhalten der zu testenden Stamme war auf Urin-Schwarmagar weniger
stark ausgepragt als auf LB-Schwarmagar, was sich auf das generell geringere Wachstum
der Bakterien in Urin zuriickfihren lieR. Jeder getestete Bakterienstamm zeigte fiir beide
Wachstumsmedien ein in der Tendenz lbereinstimmendes Schwarmverhalten (Abbildung
20).

Fiir den Ausgangsstamm E. coli 536 konnte das ausgepradgteste Schwarmverhalten
festgestellt werden. Die mdoH-Deletionsmutante RS2 zeigte dagegen eine deutlich
geringere Motilitdat. Im Vergleich zum Parentalstamm wies E. coli RS3A ein leicht
schwacheres Schwarmverhalten auf. Fur die Deletionsmutanten RS8A und RS9A konnte
auf Urin-Schwarmagar keine Motilitat beobachtet werden, ihr Schwarmverhalten auf LB-
Agar war stark reduziert.

Die fir die Deletionsmutanten RS1 und RS3B zu verzeichnende Motilitdt entsprach der
des Ausgangsstammes E. coli 536 ArfaH. Die Deletion von ecp3716 in E. coli 536 ArfaH
(RS6) resultierte in einem erkennbar schwacheren Schwarmverhalten. Die Deletions-

mutanten RS7 und RS8B zeigten auf Urin-Schwarmagar keine Motilitat, ihr
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Schwarmverhalten auf LB-Agar war ebenfalls stark reduziert. Interessanterweise konnte
dagegen fiir Stamm RS9B ein dem Ausgangsstamm entsprechendes Schwarmverhalten
festgestellt werden.

Offenbar hatte die Deletion der Gene mdoH, waaF und waaG einen negativen Effekt auf
die Motilitat der Bakterienstamme. Fiir die Deletion von waaQ war das Treffen einer
eindeutigen Aussage nicht moglich, da sich auch hier der ,knock-out” je nach

Patrentalstamm unterschiedlich auswirkte.

Untersuchung auf Curli-Fimbrien und Zellulosesynthese

Zur Uberpriifung der Deletionsmutanten hinsichtlich ihrer Fahigkeit Curli-Fimbrien und
Zellulose zu exprimieren, wurden die Bakterienstimme auf Kongorot (CR)-Agar bei RT,
30 °C und 37 °C fiir 48 h kultiviert (3.4.5). Bilden Bakterien Curli-Fimbrien aus und
produzieren gleichzeitig Zellulose, konnen bei Wachstum auf CR-Agar Kolonien des
sogenannten rdar-Morphotyps (,,red, dry and rough”) beobachtet werden. Bakterien, die
Zellulose, jedoch keine Curli-Fimbrien synthetisieren, zeigen auf CR-Agar pinke Kolonien.
Flir Bakterienzellen, die Curli-Fimbrien, jedoch keine Zellulose bilden, lassen sich braune
Kolonien auf CR-Agar feststellen. Bakterienstimme, die weder Curli-Fimbrien noch
Zellulose exprimieren, wachsen auf CR-Agar weillich und schleimig-glatt, sie zeigen den
saw-Morphotyp (,smooth and white”) (Bokranz et al., 2005). Als Positivkontrolle diente
der E. coli Stamm Nissle 1917, der unter jeder der drei Versuchsbedingungen Kolonien
des rdar-Morphotyps ausbildet. Die Negativkontrolle E. coli Stamm DH5a zeigt keine
Kolonien des rdar-Phanotyps.

Zusatzlich wurde die Zelluloseproduktion der Deletionsmutanten durch Anzucht auf
Calcofluor (CF)-Agar Uberprift (3.4.6): Der Fluoreszenzfarbstoff Calcofluor bindet an
Zellulose, weswegen sich Zellulose-positive Stamme unter UV-Licht aufgrund ihrer

Fluoreszenz identifizieren lassen.
Der besseren Vergleichbarkeit wegen wurden die Erscheinungsbilder der zu

untersuchenden Stamme nach Wachstum auf CR- und CF-Agar bei unterschiedlichen

Temperaturen in Tabelle 14 zusammengestellt.
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Tabelle 14: Phdnotypen der GT-Deletionsmutanten auf Kongorot- und Calcofluor-Agar.

Die fotografische Dokumentation erfolgte nach Inkubation der Agarplatten bei RT, 30 °C und 37 °C flr 48 h.
In jeder Spalte sind links die Kolonien auf CR-Agar und rechts die entsprechenden Kolonien auf CF-Agar
abgebildet. Als Positivkontrolle diente E. coli Stamm Nissle 1917, als Negativkontrolle E. coli Stamm DH5a.
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Fiir E. coli Stamm 536 konnte nach Inkubation bei RT auf CR-Agar ein schwach
ausgebildeter rdar-Morphotyp beobachtet werden, der auf eine weniger starke Curli- und
Zellulosesynthese schlielRen lieR. Die entsprechende Kolonie auf CF-Agar fluoreszierte nur
geringfligig und bestatigte die reduzierte Zellulosesynthese. Bei 30 °C bildeten die
Kolonien des Stammes 536 den typischen rdar-Phanotyp aus, was die Expression von
Zellulose und Curli-Fimbrien anzeigte. Durch die deutliche Fluoreszenz der
entsprechenden Kolonie auf CF-Agar wurde das Vorhandensein von Zellulose bestétigt.
Bei 37 °C bildete der Stamm 536 auf CR-Agar eine braunliche Kolonie. Sie lieB sich dem
bas-Morphotyp (,,brown and smooth“) zuordnen, bei dem die Bakterien Curli-Fimbrien,
jedoch keine Zellulose produzieren. Dieser Beobachtung entsprechend war fir die
zugehorige Kolonie auf CF-Agar keine Fluoreszenz detektierbar.

Flr den E. coli Stamm 536 ArfaH waren nach Inkubation bei RT auf CR-Agar Kolonien zu
beobachten, die dem saw-Phanotyp entsprachen, dabei aber einen deutlich rotgefarbten
Innenbereich aufwiesen. Die Rotfarbung liel sich vermutlich auf eine geringe
Zelluloseproduktion der Bakterien zurlickflhren, was durch die schwache Fluoreszenz der
entsprechenden Kolonie auf CF-Agar bestatigt wurde. Bei 30 °C zeigte sich fir Stamm
536 ArfaH auf CR-Agar ein unvollstindig ausgepragter rdar-Phanotyp, der darauf
schlieBen liel}, dass die Bakterien aufgrund der rfaH-Deletion nicht im selben MaRe
Zellulose und Curli-Fimbrien synthetisierten wie die des wildtypischen Stammes 536. Die
Zelluloseexpression wurde durch die Fluoreszenz der entsprechenden Kolonie auf CF-Agar
bestatigt. Bei 37 °C bildete der Stamm 536 ArfaH auf CR-Agar Kolonien des saw-
Morphotyps aus, fir die zugehoérigen Kolonien auf CF-Agar war keine Fluoreszenz

detektierbar.

Hinsichtlich der Curli- und Zellulosesynthese konnte fiir die Deletionsmutanten RS1, RS3B,
RS6 und RS9B bei keiner der drei getesteten Temperaturen ein Unterschied zum
Ausgangsstamm 536 ArfaH festgestellt werden.

Die mdoH-Deletionsmutante RS2 zeigte dagegen vom Ausgangsstamm 536 abweichende
Morphotypen: Die bei RT gebildete Kolonie entsprach dem saw-Phanotyp mit rotem
Innenbereich, die zugehorige Kolonie auf CF-Agar fluoreszierte nur sehr schwach.
Inkubation bei 30 °C flhrte zu Kolonien mit unvollstédndig ausgepragtem rdar-Morphotyp

und unregelmaRig gelappter Randzone, die fluoreszierende Kolonie auf CF-Agar
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bestatigte die Zelluloseexpression. Bei 37 °C bildete RS2 den saw-Phanotyp aus, die
Kolonien zeigten zudem einen unregelmaRigen Rand.

Auch E. coli RS3A wies im Vergleich zum Parentalstamm 536 fir alle drei Temperaturen
phanotypische Unterschiede auf: Koloniemorphologie und Fluoreszenzmuster
entsprachen interessanterweise eher dem Erscheinungsbild von E. coli 536 ArfaH.

Die waaF-Deletionsmutante RS7 bildete bei allen drei Temperaturen nur Kolonien des
saw-Phanotyps aus, fir die zugehorigen Kolonien auf CF-Agar war keine Fluoreszenz
detektierbar. Offenbar wirkte sich die Deletion von waaF im E. coli 536 ArfaH-Hintergrund
negativ auf die Curli- und Zellulosesynthese aus.

Far E. coli Stamm RS8A konnten nach Inkubation bei RT auf CR-Agar pinke Kolonien
beobachtet werden (pas-Morphotyp (,pink and smooth”)), was auf Zellulosesynthese
hinwies und durch die deutlich fluoreszierende Kolonie auf CF-Agar bestéatigt wurde. Bei
30 °C zeigte die waaG-Deletionsmutante im Vergleich zum Ausgangsstamm 536 einen
stark reduzierten rdar-Morphotyp. Inkubation bei 37 °C fiihrte bei RS8A zur Bildung von
Kolonien des saw-Phanotyps. Flir RS8B, die waaG-Deletionsmutante von E. coli 536 ArfaH,
waren bei allen drei Temperaturen nur Kolonien des saw-Morphotyps zu beobachten, die
zugehorigen Kolonien auf CF-Agar zeigten keine Fluoreszenz. Dies lasst vermuten, dass
sich die Deletion von waaG in E. coli 536 ArfaH negativ auf die Curli- und
Zellulosesynthese auswirkt.

Die waaQ-Deletionsmutante RS9A wies im Vergleich zum Ausgangsstamm 536 fir alle
drei Temperaturen phanotypische Unterschiede auf: Die bei RT gebildete Kolonie
entsprach dem saw-Phanotyp, die zugehorige Kolonie auf CF-Agar zeigte keine
Fluoreszenz. Inkubation bei 30 °C fihrte zu Kolonien mit reduziertem rdar-Morphotyp.
Bei 37 °C bildete RS9A den saw-Phanotyp, die Kolonien zeichneten sich zudem durch eine

stark gelappte Randzone aus.

Untersuchung auf Hamolysinproduktion

Um die Deletionsmutanten hinsichtlich hdamolysierender Fahigkeiten beurteilen zu
kénnen, wurden die Bakterienstimme wie unter 3.4.7 beschrieben auf Blutagar inkubiert
und anschlieRend auf das Vorhandenseins eines klaren erythrozytenfreien Himolysehofes

untersucht. Als Negativkontrollen dienten die E. coli Stamme DH5a sowie Nissle 1917.
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RS8A RS8B RS9A RS9B Nissle 1917

Abbildung 21: Untersuchung der Himolysinsynthese der GT-Deletionsmutanten auf Blutagar.
Die fotografische Dokumentation erfolgte nach Inkubation der Agarplatten iber Nacht bei
37 °C. Als Positivkontrolle diente E. coli Stamm 536, als Negativkontrollen E. coli Stamm
DH5a und Nissle 1917.

Fir den wildtypischen Ausgangsstamm E. coli 536, der zwei Kopien des Hamolysin-
Genclusters besitzt, war auf Blutagar ein deutlicher Hamolysehof nachweisbar. E. coli
Stamm 536 ArfaH wies wie erwartet einen weniger starken Hamolysehof auf, da die
Deletion von rfaH zur verminderten Expression von a-Hamolysin fahrt (Abbildung 21).

Fiir die Deletionsmutanten RS1, RS3B, RS6 und RS9B konnte im Vergleich zum
Ausgangsstamm 536 ArfaH kein Unterschied in der a-Hamolysinproduktion festgestellt
werden. Die Deletionsmutanten RS2 und RS3A zeigten im Vergleich zum Parentalstamm
E. coli 536 einen reduzierten Hamolysehof, der in seiner Auspragung dem Hamolysehof
von 536 ArfaH entsprach. Flr die Deletionsmutanten RS7, RS8A, RS8B und RS9A war
keine hamolytische Aktivitat feststellbar. Somit schien die Deletion der Gene mdoH, waaF
und waaG eine reprimierende Wirkung auf die Hamolysinproduktion zu haben. Bezliglich
der Deletion von ecp1999 bzw. waaQ konnte keine eindeutige Aussage getroffen werden,

da die Auswirkungen des , knock-out” je nach Stammbhintergrund verschieden waren.

Nachweis der Typ 1-Fimbrien-Expression (Mannose-abhangige Hefeagglutination)

Mittels der  Mannose-abhdngigen  Hefeagglutination (3.4.8) wurden die
Deletionsmutanten hinsichtlich der Typ 1-Pili-Expression untersucht. Fir den
wildtypischen Ausgangsstamm E. coli 536 liel sich eine deutliche Agglutination mit Hefe
beobachten, die jedoch in Anwesenheit von Mannose ausblieb. E. coli Stamm 536 ArfaH
zeigte eine weniger starke Verklumpung mit Hefe, doch auch hier war die Agglutination

durch Zugabe von Mannose inhibierbar.
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Bis auf E. coli RS8A, RS8B und RS9A konnte fiir die Deletionsmutanten im Vergleich zu den
Ausgangsstammen kein Unterschied in der Typ 1-Fimbrien-Eypression festgestellt
werden. Fir die Deletionsmutanten RS8A, RS8B und RS9A war interessanterweise keine

Agglutination mit Hefe nachweisbar.

Nachweis der Expression von Siderophoren, Colicin und Aerobaktin

Um zu Uberprifen, ob die generierten Deletionen einen Einfluss auf die Bildung der
bakteriellen Eisenaufnahme-Systeme hatten, wurde fiir alle Bakterienstamme die
Produktion von Siderophoren mittels des ,,CAS liquid assays” nach Schwyn und Neilands
ermittelt (3.4.11). Die fur die Deletionsmutanten festgestellte Siderophor-Kinetik zeigte
keinen Unterschied zu der der beiden Ausgangsstamme (siehe Abbildung 32 im Anhang).
Fiir die Colicin- und Aerobaktinproduktion der Deletionsmutanten war ebenfalls keine

Abweichung zum Syntheseverhalten der Parentalstamme nachweisbar.

Der besseren Ubersicht wegen wurden alle auffilligen Ergebnisse der phanotypischen

Tests der GT-Deletionsmutanten nachfolgend in Tabelle 15 zusammengestellt.
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4.3 Vergleichsstudien zum uropathogenen Virulenzpotential ausgewaihlter
E. coli Stamme mittels des experimentellen Mausmodells der aufsteigenden

Harnwegsinfektion (HWI)
Die Entstehung einer HWI ist in der Regel das Ergebnis des regulierten Zusammenwirkens
unterschiedlicher bakterieller, teilweise stammspezifischer Faktoren. Da sich das
Mausmodell der experimentellen HWI in den letzten Jahren zur Aufklarung der UPEC-
Pathogenese als hilfreiches Werkzeug erwiesen hat, sollten im Rahmen dieser Arbeit
verschiedene E. coli Stamme hinsichtlich ihres uropathogenen Virulenzpotentials bzw. der
Beitrag ausgewahlter bakterieller Faktoren zur Uropathogenitdt im Tiermodell getestet

werden. Die Durchfiihrung der Tierversuche erfolgte jeweils wie unter 3.5 beschrieben.

4.3.1 Untersuchungen zur in vivo-Virulenz und -Fitness von agn43-Deletionsmutanten
des E. coli Stammes 536

Um weitere Erkenntnisse iber eine mogliche Beteiligung von Ag43 wahrend des in vivo-

Infektionsprozesses zu erlangen, sollten der UPEC Wildtypstamm 536 sowie seine agn43-

Deletionmutanten und die entsprechenden Komplementanten im Mausmodell getestet

werden. Hierfiir wurden zunachst die agn43-Deletionmutanten komplementiert.

4.3.1.1 Konstruktion der agn43-Komplementanten

Fir die Plasmid-vermittelte Komplementation von agn43a bzw. agn43b wurde das
Vektorsystem pGEN206 ASpel genutzt, das auch ohne Antibiotikadruck stabil in den
Transformanten verbleibt (Galen et al.,, 2010). Zur Konstruktion des jeweiligen
Komplementations-Plasmids erfolgte zunachst die Amplifikation von agn43a bzw. agn43b
mittels PCR unter Verwendung von chromosomaler DNA aus E. coli Stamm 536 und den
Primerpaaren agn43+P_EcoRIfw/agn43 Nhel_rev bzw. agn43V+P_EcoRIfw/agn43 Nhel
rev (siehe Tabelle 18 im Anhang). Die PCR-Produkte waren so angelegt, dass sie sowohl
die Shine-Dalgarno-Sequenz als auch die natiirliche Promotorsequenz des jeweiligen Gens
enthielten. Nach Zwischenklonierung der PCR-Produkte in pGEM-T Easy wurden die
Amplifikate jeweils mit Hilfe der (ber die Primer angefligten terminalen
Restriktionsschnittstellen in den Vektor pGEN206 ASpel ligiert. Die Richtigkeit der
Konstrukte wurde mittels DNA-Sequenzanalyse bestatigt. Beide Vektorkonstrukte wurden

anschlieRend jeweils in E. coli Stamm 536 Aagn43a Aagn43b (E. coli 536 DM) eingebracht.
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Zudem wurde Stamm 536 DM mit dem leeren Plasmid pGEN206 ASpel transformiert, um
fir die nachfolgenden Versuche {iber eine Vektorkontrolle zu verfligen. Der
Ubersichtlichkeit wegen erfolgte die Benennung der drei generierten Stimme wie in

Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Ubersicht und Benennung der generierten agn43-Komplementanten und der Vektorkontrolle.

Stamm Beschreibung Benennung

E. coli 536 DM (pGEN206-agn43a) E. coli 536 DM komplemen- 536 DM agn43a*
tiert mit agn43a

E. coli 536 DM (pGEN206-agn43b) E. coli 536 DM komplemen- 536 DM agn43b*
tiert mit agn43b

E. coli 536 DM (pGEN206 ASpel) Vektorkontrolle 536 DM pGEN206

Um zu Uberprifen, ob es in den komplementierten Stamme wirklich nur zur Expression
der jeweils Plasmid-kodierten agn43-Variante kam, wurde die in vitro-Expression von
Ag43 mittels SDS-PAGE und Immunoblot-Analyse von Gesamtzellextrakten untersucht
(siehe Abbildung 22). Die Anzucht der Bakterien fiir die Herstellung der

Gesamtzellextrakte erfolgte sowohl in LB-Medium als auch in menschlichem Sammelurin.

B
A 536 536 536 DM 536 536 536 DM
Aagn43b| agn43a Aagn43a| agn43b

kDaM|{LB| U |LB|U [LB| U kDaM|{LB| U |LB|U |[LB| U
100 — 100— [ ——
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Abbildung 22: Uberpriifung der agn43-Komplementanten mittels Western Blot-Analyse.

Immunoblot-Nachweis von (A) Ag43a in Gesamtzellextrakten von E. coli Stamm 536,
seiner agn43b-Deletionsmutante und der agn43a-Komplementante von E. coli 536 DM
unter Verwendung von a-Ag43a-536° IgG und (B) Ag43b in Gesamtzellextrakten von E. coli
Stamm 536, seiner agn43a-Deletionsmutante und der agn43b-Komplementante von
E. coli 536 DM unter Verwendung von o-Ag43b-536" IgG.

a: Signal der jeweiligen a-Domane, B: Signal der B-Domiane, o+B: Signal des
unprozessierten Proproteins von Ag43, M: Marker, LB: Probe aus LB-Kultur, U: Probe aus
Urin-Kultur.
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Wie erwartet, konnte Ag43a mittels Immunodetektion nur im Gesamtzellextrakt des
Wildtyps, der agn43b-Deletionsmutante (536 Aagn43b) und der agn43a-Komple-
mentante (536 DM agn43a’) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 22A). Ag43b lieR
sich fir den Gesamtzellextrakt des Wildtyps, der agn43a-Deletionsmutante (536
Aagn43a) sowie der agn43b-Komplementante (536 DM agn43b*) detektieren (siehe
Abbildung 22B). Interessanterweise zeigte die agn43a-Komplementante bei Wachstum in
Urin eine starkere Agd3a-Expression als der wildtypische Stamm oder die agn43b-
Deletionsmutante. Dieser Effekt konnte flir Ag43b und die entsprechende

komplementierte Mutante jedoch nicht beobachtet werden.

4.3.1.2 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness der agn43-Deletionsmutanten
und komplementierten Mutanten

Zur Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness der ausgewahlten Stamme wurde der

Tierversuch wie unter 3.5 beschrieben durchgefiihrt. Als apathogene Negativkontrolle

diente der E. coli K-12 Stamm MG1655. Die Bestimmung der bakteriellen Belastung der

Organe pro Gramm Gewebe erfolgte 48 h nach der Infektion (siehe Abbildung 23).

Fir den wildtypischen UPEC Stamm 536 sowie seine Derivate konnte aus dem
Blasengewebe der Mause jeweils nahezu die gleiche Anzahl an Bakterien (1 x 10° - 1 x 10°
CFU/g) isoliert werden. Die bakterielle Belastung des Blasengewebes war in allen sieben
Fallen signifikant hoher (p < 0,05) als nach Infektion mit dem apathogenen Kontrollstamm
MG1655. Die Untersuchung des Nierengewebes ergab, dass es nur dem komple-
mentierten Stamm 536 DM agn43a* méglich war, die Nieren so effizient zu kolonisieren
wie der Wildtyp. Die bakterielle Belastung des Nierengewebes durch 536 DM agn43a*
war zudem signifikant héher als durch E. coli 536 DM. Fir die Stamme 536 Aagn43a und
536 DM lieR sich eine deutliche, aber nicht signifikante Tendenz zur Nierenkolonisation
feststellen. Alle anderen 536-Derivate waren wie der apathogene Kontrollstamm MG1655

nicht in der Lage, Uber die Harnleiter in die Nieren aufzusteigen.
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Abbildung 23: Virulenz des E. coli Stammes 536 und seiner agn43-Derivate im experimentellen Maus-
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modell der aufsteigenden HWI.

Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads von Blasen- (A) und Nierengewebe (B) erfolgte
48 h nach der transurethralen Inokulation. Die horizontalen Linien reprasentieren die
mittlere Anzahl der CFU eines jeden Stammes pro Gramm Gewebe, die Fehlerbalken
zeigen die jeweiligen Abweichungen vom Mittelwert in £ SEM. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) in der bakteriellen Belastung der Organe im Vergleich zur Negativkontrolle
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt und sind durch Sternchen (*)
gekennzeichnet. Da die bakterielle Belastung des Blasengewebes in allen sieben Fallen
signifikant hoher war als nach Infektion mit dem apathogenen Kontrollstamm MG1655,
wurde der Ubersichtlichkeit wegen auf das Einzeichnen der Signifikanzbalken in (A)
verzichtet.



ERGEBNISSE

4.3.2 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von uvrY-Komplementanten des
E. coli Stammes 536

Von Palaniyandi et al. (2012) wurde der Einfluss des Zwei-Komponenten-Systems
BarA/UvrY auf die Virulenzeigenschaften des UPEC Stammes CFT073 untersucht. Es zeigte
sich dabei, dass Mutationen in barA und/oder uvrY zu einer signifikanten Abnahme der
Virulenz des Stammes CFT073 im murinen HWI-Modell fiihrten.

Da es sich bei dem UPEC Stamm 536 um eine natlrliche uvrY-Deletionsmutante handelt
(Brzuszkiewicz et al., 2006), sollte untersucht werden, ob die Komplementation von uvrY
eine Verdanderung der Virulenzeigenschaft des Bakterienstammes im murinen HWI-
Modell zur Folge hat. Fir die uvrY-Komplementante E. coli 536::uvrY ist bekannt, dass sie
in Hela-Zellen den zytopathische Effekt induziert, der fiir Colibactin-produzierende
Bakterien charakteristisch ist (Homburg, 2007). Aus diesem Grund wurde zusatzlich eine
Colibactin-negative uvrY-Komplementante (E. coli 536 AclbA::uvrY) in die Untersuchung
miteinbezogen, um unterscheiden zu koénnen, ob mogliche Veranderungen im
Virulenzverhalten von E. coli 536::uvrY auf Colibactin rickfihrbar sind.

Zur Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness wurde der Tierversuch wie unter 3.5
beschrieben durchgefiihrt. Als apathogene Negativkontrolle diente der E. coli K-12 Stamm
MG1655. Die Bestimmung der bakteriellen Belastung der Organe pro Gramm Gewebe

erfolgte 48 h nach der Infektion (siehe Abbildung 24).

Fir die Colibactin-positive uvrY-Komplementante konnte im Vergleich zum wildtypischen
UPEC Stamm 536 eine signifikant geringere Bakterienlast des Blasengewebes festgestellt
werden. Der Kolonisierungsgrad entsprach hier eher dem des apathogen Kontroll-
stammes E. coli MG1655. Die Colibactin-negative uvrY-Komplementante zeigte dagegen
beziiglich der bakteriellen Belastung der Blase keinen Unterschied zum Wildtyp. Nach
Infektion mit der Colibactin-negativen uvrY-Komplementante lieB sich nur bei einem der
acht Versuchstiere eine bakterielle Belastung des Nierengewebes nachweisen, was als
leichte Tendenz zur Fahigkeit, die Nieren zu kolonisieren, gewertet werden kann.
Aufgrund der geringen GruppengroRe ist jedoch das Treffen einer eindeutigen Aussage
nicht moglich. Fir die Colibactin-positive uvrY-Komplementante war eine Kolonisierung

des Nierengewebes nicht nachweisbar.
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Abbildung 24: Virulenz des E. coli Stammes 536 und und der beiden uvrY-Komplementanten im experi-

mentellen Mausmodell der aufsteigenden HWI.

Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads von Blasen- (A) und Nierengewebe (B) erfolgte
48 h nach der transurethralen Inokulation. Die horizontalen Linien reprdsentieren die
mittlere Anzahl der CFU eines jeden Stammes pro Gramm Gewebe, die Fehlerbalken
zeigen die jeweiligen Abweichungen vom Mittelwert in £ SEM. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) in der bakteriellen Belastung der Organe im Vergleich zu den Kontrollstdmmen
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt und sind durch Sternchen (*)
gekennzeichnet.

4.3.3 Untersuchungen zur in vivo-Virulenz und -Persistenz einer pgaABCD-
Deletionsmutante des UPEC Stammes UTI89
Mikrobiologische Studien der letzten Jahre deuten auf einen Zusammenhang zwischen
HWI und von UPEC gebildeten, intrazellularen biofilmartigen Strukturen in der Blase hin
(z.B. Anderson et al., 2003; Kau et al., 2005). Es wird vermutet, dass UPEC-Bakterien liber
die Typ 1-Fimbrien-vermittelte Adhasion in die Epithelzellen der Blase einzudringen, sich
im Zytoplasma dieser Zellen rasant vermehren und in Folge dessen intrazelluldre
Biofilmstrukturen (,intracellular bacterial communities” (ICBs); Mulvey et al., 2001)
bilden. Die IBCs schiitzen die Bakterien sowohl vor der Immunantwort des Wirts als auch
vor einer moglichen Antibiotikaeinwirkung und tragen zur Etablierung einer akuten HWI
bei (Anderson et al., 2003, Rosen et al., 2007; Hannan et al., 2012). Untersuchungen der
in vitro-Biofilmbildung von E. coli K-12 Stammen identifizierten das Exopolysaccharid
poly-B-1,6-N-Acetylglucosamin (poly-GlcNac oder PGA) als eine der Biofilm-
Hauptstrukturkomponenten; das pgaACBD-Operon kodiert dabei fir die entsprechende
Synthese-Einheit (Romeo et al.,, 1993). PGA (bzw. seine jeweiligen Homologe) konnte

bereits bei einer Vielzahl pathogener Bakterien wie Staphylococcus spp. oder Yersinia
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pestis als Virulenzfaktor beschrieben werden, da es bei diesen Bakterien z.B. zum
Uberleben im Wirtsorganismus beitrigt (O'Gara, 2007; Bobrov et al., 2008).

Um zu untersuchen, ob PGA auch im Infektionsprozess uropathogener Bakterien eine
mogliche Rolle zukommt, sollten nachfolgend Virulenz und Persistenz einer PGA-
Deletionsmutante des UPEC Stammes UTI89 (E. coli UTI89 ApgaA-D) im Mausmodell der
experimentellen HWI getestet werden. Die Untersuchung wurde wie unter 3.5
beschrieben durchgefiihrt. Als uropathogene Positivkontrolle diente der UPEC Stamm
UTI89. Als Negativkontrolle wurde eine fimA-H-Deletionsmutante von UTI89 verwendet,
die aufgrund des Fehlens der Typ 1-Fimbrien nicht zur effizienten Blasenkolonisierung
befadhigt ist (Kau et al., 2005). Die Bestimmung der bakteriellen Belastung der Blase pro
Gramm Gewebe erfolgte fiir die Zeitpunkte 24, 48 und 72 h sowie eine, zwei und drei

Wochen nach Infektion (siehe Abbildung 25).

10°4 10°
P 108 P 10°- *
; 107 I g 107 I s
o 10 ¥l o 105 X
& R & T S
a  10% . @ 10° "
Rk a L ¥ K N s
m 10 & = 10 & \
e S 5 19 §oa
<2 10 2 10%
g 102 g 107

10 10 e

10— . ! 10° — ot —8

24 a8 72 1 2 3 7 14 21
Zeit (h) Zeit (d)

Abbildung 25: Virulenz und Persistenz der PGA-Deletionsmutante des UPEC Stammes UTI89 im experi-
mentellen Mausmodell der aufsteigenden HWI.
(A) Drei-Tage-Kinetik der bakteriellen Belastung des Blasengewebes der Versuchstiere
nach transurethraler Inokulation mit UTIS9 (@), UTI89 ApgaA-D (X) und UTI89 AfimA-H
(O). Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads erfolgte 24, 48 und 72 h nach Infektion.
(B) Drei-Wochen-Kinetik der bakteriellen Belastung des Blasengewebes der Versuchstiere
nach transurethraler Inokulation mit UTI89 (@), UTI89 ApgaA-D (X) und UTI89 AfimA-H
(O). Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads erfolgte eine, zwei und drei Wochen nach
Infektion.
Die Daten reprasentieren die mittlere Anzahl der CFU eines jeden Stammes pro Gramm
Blasengewebe. Die Fehlerbalken zeigen die jeweiligen Abweichungen vom Mittelwert in
+ SEM. Die verbindenden Linien sind nicht als kontinuierliche Funktion zu deuten.
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der bakteriellen Belastung der Organe zwischen
UTI89 und UTI89 ApgaA-D wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt und sind durch
Sternchen (*) gekennzeichnet.
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Wadhrend des Kurzzeit-Infektionsversuchs Uber drei Tage war fir die PGA-
Deletionsmutante im Vergleich zum wildtypischen UPEC Stamm UTI89 kein signifikanter
Unterschied in der bakteriellen Belastung des Blasengewebes feststellbar. Die Infektion
mit der Typ 1-Fimbrien-negativen UTI89-Mutante fiihrte dagegen im Vergleich zum
Wildtyp zu einem eine bis zwei Log-Stufen niedrigeren Kolonisierungsgrad der Blase.

Um zu testen, ob die PGA-Expression von E. coli UTI89 eine Auswirkung auf die
langerfristige Besiedlung der Blase hat, wurde die bakterielle Belastung des
Blasengewebes nach transurethraler Inokulation mit den drei Stammen Uber einen
Zeitraum von drei Wochen beobachtet. Am ersten Tag nach der Infektion konnte fir den
wildtypischen UPEC Stamm UTI89 sowie seine PGA-Deletionmutante eine hohe Anzahl an
Bakterien (1 x 10° - 1 x 10’ CFU/g) aus dem Blasengewebe der Versuchstiere isoliert
werden. Wahrend der nachsten zwei Tage verringerte sich in beiden Fallen die bakterielle
Organlast um durchschnittlich zwei Log-Einheiten. Diese Reduktion der bakteriellen Titer
korreliert mit der aktivierten Wirtsabwehr als Reaktion auf die Infektion (Mulvey et al.,
2000). Von Tag 3 bis Tag 14 lieR sich flr E. coli Stamm UTI89 ein Anstieg der bakteriellen
Belastung verzeichnen. Die Bakterien des Wildtyps konnten Uber diesen Zeitraum
konstant in der Blase der Versuchstiere mit durchschnittlich 5 x 10* - 5 x 10° CFU/g
Gewebe nachgewiesen werden. Wahrend der dritten Woche nach der Infektion war fir
E. coli UTI89 ein Riickgang der bakteriellen Organlast feststellbar, sie lag jedoch mit ca.
2x10° CFU/g Blasengewebe weiterhin im detektierbaren Bereich. Im Gegensatz dazu
stagnierte die bakterielle Zellzahl im Blasengewebe der PGA-Deletionsmutante wahrend
der ersten Woche nach der Infektion bei 1 x 10* CFU/g Gewebe und verringerte sich in
den nachfolgenden Tagen signifikant. Fiir die zweite und dritte Woche nach der Infektion
konnte fur E. coli UTI89 ApgaA-D keine Kolonisierung der Blase mehr nachgewiesen
werden. Die bakterielle Belastung der Blase durch die Negativkontrolle E. coli UTI89
AfimA-H ging wahrend der ersten Woche nach der Infektion auf O zurlick. Bakterien
dieses Stammes waren von diesem Zeitpunkt an bis zum Ende des Versuchs nicht mehr

detektierbar.

Im Kurzzeit-Infektionsversuch konnte fir die PGA-Deletion in E. coli UTI89 kein Einfluss
auf die Fahigkeit der Bakterien zur Blasenkolonisation festgestellt werden. Die Ergebnisse

der murinen experimentellen HWI iber einen Zeitraum von drei Wochen deuten jedoch
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darauf hin, dass PGA zum langerfristigen Uberleben von E. coli UTI89 im Wirtsorganismus

notwendig ist und somit zur Persistenz beitragt.

4.3.4 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von atypischen UPEC-Isolaten
Nosokomiale Infektionen fihren zu einem GroRteil der in Krankenhdusern auftretenden
Komplikationen und haben einen signifikanten Einfluss auf die Qualitat und Kosten der
medizinischen Versorgung von Patienten. Bei den haufigsten nosokomialen Infektionen
handelt es sich um HWI (Gastmeier et al., 1998). Erst kirzlich zeigten Toval et al. (2014),
dass Krankenhaus-assoziierte HWI nicht nur durch klassische UPEC Stamme ausgel0Ost
werden kénnen, die die Hauptursache fiir in der Umwelt erworbene HWI darstellen,
sondern haufig auch durch E. coli Stamme, deren genetischer Hintergrund sich von dem
typischer UPEC-Varianten unterscheidet. In der Studie von Toval et al. wurden 265 E. coli
Isolate von Krankenhauspatienten mit symptomatischer Harnwegsinfektion analysiert.
Fiir 28 der Isolate lieRen sich typische IPEC-Virulenzmarker nachweisen: es konnten Shiga
Toxin-produzierende E. coli (STEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) und atypische
enteropathogene E. coli (aEPEC) gefunden werden. Diese 28 Isolate wurden daraufhin als
atypische UPEC (aUPEC) bezeichnet.

Nachfolgend wurde die Virulenzeigenschaft vier ausgewdhlter aUPEC-Isolate im
Mausmodell der experimentellen HWI untersucht. Die verwendeten Isolate sowie

ausgewahlte Charakteristika sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Beschreibung der in der Arbeit naher untersuchten aUPEC-Isolate. Nach Toval et al., 2014.

Phylo- . IPEC-
Isolat Serotyp y Diagnose IPEC-Marker
gruppe Pathotyp
UR131 076:H19 B1 hamorrhagische Zys- LEE’, stx1, stx2, STEC
titis (Katheter <48 h) saa, EHEC-hly
UR5703/202 0145:H- E Zystitis LEE’, cif, stx2, STEC
EHEC-hly
UR5779/201 Ont:H- A Zystitis LEE®, stx2, STEC
EHEC-hly
UR1352 015:H- A Zystitis pic, aggR, aap, EAEC

pCVvD432, aaf5

(LEE: ,locus of enterocyte effacement”’-Pathogenitatsinsel, stx: Shiga Toxin, saa: ,STEC
autoagglutinating adhesion”, EHEC-hly: EHEC-Hamolysin, cif: ,cycle-inhibiting factor”, pic:
»protein involved in intestinal colonization”, aggR: ,transcriptional activator of aggregative
adherence fimbria I’, aap: ,dispersin-encoding gene”, pCVDA432: ,aggregative adherence
plasmid”, aaf5: ,aggregative adherence fimbriae V")
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Zur Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness der ausgewahlten Stamme wurde der
Tierversuch wie unter 3.5 beschrieben durchgefiihrt. Als urovirulente Positivkontrolle
diente der UPEC Stamm 536, als apathogene Negativkontrolle der E. coli K-12 Stamm
MG1655. Die Bestimmung der bakteriellen Belastung der Organe pro Gramm Gewebe

erfolgte 48 h nach der Infektion (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Virulenz der aUPEC-Isolate im experimentellen Mausmodell der aufsteigenden HWI.

Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads von Blasen- (A) und Nierengewebe (B) erfolgte
48 h nach der transurethralen Inokulation. Die horizontalen Linien reprasentieren die
mittlere Anzahl der CFU eines jeden Stammes pro Gramm Gewebe, die Fehlerbalken
zeigen die jeweiligen Abweichungen vom Mittelwert in £ SEM. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) in der bakteriellen Belastung der Organe im Vergleich zu den Kontrollstimmen
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt und sind durch Sternchen (*)
gekennzeichnet.
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Flr das STEC-Isolat UR131 war im Vergleich zum UPEC Isolat 536 eine signifikant hohere
bakterielle Belastung von sowohl Blasen- als auch Nierengewebe der Versuchstiere
feststellbar. Die Anzahl an Bakterien, die fir das STEC-lsolat UR5703/202 aus dem
Blasengewebe isoliert werden konnte, war dagegen signifikant niedriger als die des
Wildtyps. Eine Kolonisierung der Nieren durch UR5703/202 lieR sich bei zwei von acht
Versuchstieren beobachten. Fir das STEC-Isolat UR5779/201 konnte weder eine
Kolonisierung der Blase noch der Nieren nachgewiesen werden. Das EAEC-Isolat UR1352
zeigte bezliglich der bakteriellen Belastung von Blase und Nieren keinen signifikanten
Unterschied zum Wildtypstamm 536. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Fahigkeit, eine HWI auszuldsen, in die Nieren aufzusteigen und diese zu kolonisieren,

nicht auf klassische UPEC-Isolate beschrankt ist.

4.3.5 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von STEC O2:H6-Isolaten

Shiga Toxin-produzierende E. coli (STEC) stellen eine wichtige Gruppe der intestinal-
pathogenen E. coli dar und kénnen Durchfall, enterohdamorrhagische Colitis und das
hdamolytisch-uramische Syndrom (HUS) hervorrufen (Kaper et al., 2004; Croxen et al.,
2013). Bei E. coli 0157:H7 handelt es sich um den weltweit am haufigsten identifizierten
humanpathogenen STEC-Serotyp (Karch et al., 2005). Inzwischen konnte jedoch auch eine
Vielzahl von nicht-0157:H7 STEC-Serotypen aus Patienten isoliert werden (Karch et al.,
2005; Mellmann et al., 2008; Bielaszewska et al., 2013), die aufgrund paralleler Evolution
einen dhnlichen Satz an Virulenzgenen aufweisen (Ogura et al., 2009).

Flir 13 STEC-Isolate des Serotyps 02:H6, die aus Patienten mit Durchfall isoliert wurden,
zeigten Bielaszewska et al. (2014) mittels MLST- und rMLST-Untersuchung, dass
STEC O2:H6 phylogenetisch zwischen HUSEC und ExPEC Stammen (hier UPEC und MNEC
Stamme) positioniert ist. In der Studie konnte STEC 02:H6 zudem ein heteropathogenes
klinisches Potential nachgewiesen werden, da die Isolate sowohl STEC- als auch UPEC-
assoziierte Virulenzfaktoren exprimieren.

Nachfolgend wurde die Virulenzeigenschaft von drei STEC O2:H6-Isolaten (Stamme
03-08304, 04-00955 und 05-00787) im Mausmodell der experimentellen HWI (wie unter
3.5 beschrieben) untersucht. Als uropathogene Positivkontrolle diente der UPEC Stamm

536, als apathogene Negativkontrolle der E. coli K-12 Stamm MG1655. Die Bestimmung
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der bakteriellen Belastung der Organe pro Gramm Gewebe erfolgte 48 h nach der

Infektion (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Virulenz von drei STEC O2:H6-Isolaten im experimentellen Mausmodell der aufsteigen-

den HWI.

Die Bestimmung des Kolonisierungsgrads von Blasen- (A) und Nierengewebe (B) erfolgte
48 h nach der transurethralen Inokulation. Die horizontalen Linien reprdsentieren die
mittlere Anzahl der CFU eines jeden Stammes pro Gramm Gewebe, die Fehlerbalken
zeigen die jeweiligen Abweichungen vom Mittelwert in £ SEM. Signifikante Unterschiede
(p < 0,05) in der bakteriellen Belastung der Organe im Vergleich zu den Kontrollstdmmen
wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt und sind durch Sternchen (*)
gekennzeichnet.

Fiir das STEC O2:H6-Isolat 03-08304 konnte aus dem Blasengewebe der Versuchstiere
nahezu die gleiche Anzahl an Bakterien (ca. 1 x 10° CFU/g) isoliert werden wie fiir den
UPEC Stamm 536. Die Blasenkolonisierung durch die STEC O2:H6 Stamme 04-00955 und
05-00787 resultierte in einer ca. zehnfach geringeren bakteriellen Organlast.
Nichtsdestotrotz war die Bakterienkonzentration im Blasengewebe bei allen drei STEC-
Isolaten signifikant hoher als nach Infektion mit dem apathogenen E. coli K-12 Stamm
MG1655. Zusatzlich waren alle drei STEC O2:H6-Isolate in der Lage, die Nieren so effizient
wie der UPEC Stamm 536 zu kolonisieren. Das Ergebnis zeigte, dass die STEC O2:H6-
Isolate zumindest in diesem Modell ein mit dem des UPEC Modellstammes 536
vergleichbares uropathogenes Virulenzpotential besitzen und bestdtigte somit den

heteropathogenen Charakter von STEC O2:H6.
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5 Diskussion

Genomvergleichende Studien der letzten Jahre offenbarten eine grofle genetische
Variabilitat uropathogener E. coli Stamme (Brzuszkiewicz et al., 2006; Chen et al., 2006;
Abraham et al., 2011). Sie bestatigten die Beobachtung, dass fir UPEC kein einheitlicher
Virulenzmechanismus beschrieben werden kann, sondern dass die Fahigkeit zum
Auslosen einer HWI auf der Expression verschiedener, manchmal stammspezifischer
Kombinationen von Virulenz- und Fitness-assoziierten Genen beruht. Aus diesem Grund
war die Untersuchung ausgewahlter bakterieller Faktoren bzw. verschiedener E. coli
Stamme hinsichtlich ihres uropathogenen Virulenzpotentials das Ziel der vorliegenden
Arbeit. Sie umfasste die Charakterisierung der natirlichen Glykosylierung des
Autotransporterproteins Ag43, das in seiner Funktion als Adhasin und Autoaggregation-
vermittelnder Faktor einen Beitrag zur Virulenz des uropathogenen E. coli Stammes 536
leistet. Daran anknilipfend wurde das Genom von E. coli Stamm 536 auf mogliche Ag43-
spezifische Glykosyltransferase-kodierende ,open reading frames“ hin untersucht.
AbschlieBend erfolgte die Analyse des uropathogenen Virulenzpotentials verschiedener
E. coli Stamme bzw. ausgewahlter bakterieller Faktoren im experimentellen Mausmodell

der aufsteigenden HWI.

5.1 Untersuchung der natiirlichen Glykosylierung von Ag43 in E. coli Stamm 536

5.1.1 Expression und Isolation von rekombinantem Ag43a und Ag43b

Voraussetzung fiir die Untersuchung der natirlichen Glykosylierung beider Ag43-
Varianten aus E. coli Stamm 536 war es, Uber ausreichende Mengen an Protein zu
verfligen. Hierflir sollten Ag43a und Ag43b vorab unter Verwendung eines bakteriellen
Uberexpressionsvektors in den drei verschiedenen Stammen E. coli 536 DM, E. coli 536

rDM und E. coli MG1655 Afim Aflu exprimiert und angereichert werden. Mittels

115



DISKUSSION

Uberexpression konnte in jedem Bakterienstamm eine verstirkte Ag43-Synthese erreicht
werden; es zeigte sich jedoch, dass die Autotransporter-typische Translokation lber die
Zellmembranen sowie die autokatalytische Spaltung der (iberexprimierten Proteine,
wenn Uberhaupt, nur unvollstandig stattfand. Als Ursache fiir diese Beobachtung liel8 sich
die Akkumulation der angereicherten Autotransporter in den Bakterienzellen in Form
unléslicher ,inclusion bodies” identifizieren. Die Uberexpression rekombinanter Proteine
in E. coli fihrt haufig zur Bildung von ,inclusion bodies”, in denen das Uberexprimierte
Protein in unldslicher, zumeist fehlerhaft oder unvollstandig gefalteter Form vorliegt (Lilie
et al.,, 1998). Zwar ist es moglich, die Proteine nachfolgend mit Hilfe starker
Denaturierungsmittel zu solubilisieren und aufzureinigen, es ist jedoch nicht
auszuschliefen, dass sich die hochdenaturierenden Bedingungen der Solubilisierung
negativ auf z.B. den Glykosylierungsstatus eines Proteins auswirken. Da das Ziel der
Untersuchung die Charakterisierung der natirlichen Glykosylierung von Ag43 war, stellte
sich zudem die Frage, ob der natliirliche Glykosylierungsprozess im Zytoplasma durch die
fehlerhafte bzw. unvollstindige Faltung der Uberexprimierten Proteine Uberhaupt
stattfinden konnte. Eine alternative Methode zur Expression von rekombinantem Ag43
ergab sich durch die uninduzierte Basalaktivitat des tetA-Promoters der Vektorkonstrukte
(Terpe, 2006), die zwar sehr gering war, bei entsprechend erhéhtem Volumen der
Ausgangskulturen jedoch die Gewinnung ausreichender Ag43-Proteinmenge in jedem

Stammbhintergrund ermoglichte (siehe Abbildung 9).

5.1.2 Untersuchungen zum Glykosylierungsstatus von Ag43a und Ag43b

Nachdem mittels Immunodetektion gezeigt worden war, dass es sich bei den isolierten
Proteinen um die gewlinschten zwei Ag43-Varianten Ag43a und Ag43b handelte und sich
diese erfolgreich in den drei verschiedenen Stammbhintergriinden exprimieren lief3en,
wurde der Glykosylierungsstatus der sechs Proteinproben untersucht. Hierbei diente die
Analyse mit Hilfe kommerzieller Glykoprotein-Detektionskits allein dem Nachweis der
Proteinglykosylierung, die massenspektometrische Untersuchung sollte zusatzlich die

entsprechenden Glykosylierungsstellen in den Proteinen identifizieren.
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5.1.2.1 Nachweis der Proteinglykosylierung mit Hilfe kommerzieller Glykoprotein-
Detektionskits

In bisher veroffentlichten Studien, die die Glykosylierung von Ag43 zum
Untersuchungsgegenstand hatten, war zur Bestimmung des Glykosylierungsstatus der
Proteine das DIG Glycan Detection Kit von Roche verwendet worden (Sherlock et al.,
2006; Reidl et al., 2009). Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Arbeit der
Glykosylierungsstatus der zu testenden sechs Ag43-Proben zundchst mit dem DIG Glycan
Detection Kit untersucht. Hierbei konnte fir Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM ein
deutliches Signal detektiert werden, das zwar weniger stark ausfiel als das der
Positivkontrollen, aber auf Glykosylierung hindeutete (Abbildung 10B). Im rfaH-negativen
Hintergrund des Stammes 536 DM sowie in Proben isoliert aus E. coli MG1655 Afim Aflu
waren dagegen nur sehr schwach gefdrbte Proteinbanden fir Ag43a nachweisbar
(Abbildung 10B). Des Weiteren lieRen sich deutlich, aber schwacher gefarbte Banden fiir
die Ag43b-Proben isoliert aus E. coli 536 rDM und MG1655 Afim Aflu feststellen
(Abbildung 10B). Da schwache Signale laut Herstellerangaben auch das Ergebnis
unspezifischer Artefaktfarbung sein konnten, war eine eindeutige Interpretation der
Ergebnisse nicht moglich. Dieser Umstand wurde durch die Tatsache verstarkt, dass das
Kit von der Herstellerfirma vom Markt genommen wurde infolge zusatzlich auftretender
unspezifischer Farbung der unglykosylierten Negativkontrolle. Somit konnte das Ergebnis
dieser Analyse nur unter Vorbehalt betrachten werden und wurde fiir die nachfolgende
Diskussion nicht miteinbezogen.

Das als Alternative gewahlte Glycopro Kit von Sigma, dessen Detektionssystem auf der
»Periodic acid-Schiff reaction” (PAS)-Methode basiert (Jay et al., 1990), stellte sich fir die
Untersuchung des Glykosylierungsstatus der Ag43-Varianten als nicht sensitiv genug
heraus. Da der Nachweisbereich des Kits 25-100 ng Kohlenhydrat betrug, lie sich
zumindest ableiten, dass der Zuckergehalt in der jeweils eingesetzten Menge der Ag43-
Proben - wenn Uberhaupt vorhanden - unter 25 ng liegen musste. Das intensive Signal der
Positivkontrolle AIDA-I deutete indes darauf hin, dass in der eingesetzten AIDA-I-Probe
eine groBere Menge gebundener Kohlenhydratgruppen vorhanden war. Da fir die
Untersuchung von allen Proben gleiche Proteinmengen eingesetzt worden waren, war
dies ein erster Hinweis darauf, dass sich Ag43 hinsichtlich des natirlichen

Glykosylierungsstatus deutlich von AIDA-I unterscheidet.
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Die Untersuchung wurde mit dem sensitiveren GlycoProfile Il Kit von Sigma wiederholt,
dessen Nachweisbereich bei 5-25 ng Kohlenhydrat liegt. Hierbei war fur Ag43a isoliert aus
E. coli 536 rDM eine Bande detektierbar, die in ihrer Signalstarke fast der der
Positivkontrolle entsprach (Abbildung 11B), wodurch der Zuckergehalt der eingesetzten
Probe auf etwas weniger als 25 ng Kohlenhydrat geschatzt werden konnte. Fiir beide
Ag43-Varianten isoliert aus E. coli 536 DM lieRen sich Banden feststellen, die in ihrer
Intensitat schwacher als die Positivkontrolle, jedoch starker als die unglykosylierte
Negativkontrolle waren (Abbildung 11B). Somit musste die gebundene Kohlenhydrat-
menge in beiden Proben deutlich unter 25 ng liegen. Trotzdem schienen sowohl Ag43a als
auch Ag43b im Stammhintergrund E. coli 536 DM, wenn auch nur geringflgig,
posttranslational glykosyliert zu werden. Flr die Ag43-Varianten isoliert aus MG1655 Afim
Aflu war keine posttranslationale Glykosylierung feststellbar. Das flir AIDA-I
detektierbare, libermaRig starke Signal lieR darauf schlieRen, dass der Zuckergehalt der
eingesetzten Probe auRerhalb optimalen Nachweisbereiches des verwendeten Kits lag.
Dies bekraftigte die Hypothese, dass es sich bei AIDA-I um ein stark glykosyliertes Protein
handelt, dessen natirlicher Glykosylierungsstatus deutlich von dem des Autotranporters

Ag43 abweicht.

Die Untersuchung bestdtigte die Angaben aus der Literatur dahingehend, dass Ag43 im
wildtypischen E. coli Stamm 536 nattrlich glykosyliert werden kann, bei Expression im
E. coli K-12 Hintergrund jedoch keine natiirliche Glykosylierung aufweist (Sherlock et al.,
2006). Wahrend Sherlock et al. in ihrer Studie nur Gber die natirliche Glykosylierung von
Ag43a berichteten, lieferten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hinweise darauf, dass
beide Ag43-Varianten im Stammbhintergrund E. coli 536 DM posttranslational glykosyliert
werden, wenn auch nur in geringem Malie. Interessanter Weise flihrte die Expression der
beiden Ag43-Varianten in der rfaH-Deletionsmutante von E. coli 536 DM zu
abweichenden Ergebnissen bezliglich des Glykosylierungsstatus: Fiir isoliertes Ag43b war
keine posttranslationale Modifikation durch Glykosylierung feststellbar; Ag43a konnte
dagegen als eindeutig glykosyliert beschrieben werden, wobei der Grad der
Glykosylierung sogar hoher zu sein schien als der des Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM.
Bei der Glykosylierung des zu Ag43 homologen Autotransporters AIDA-I werden die

bendtigten Zucker (ADP-Glyceromannoheptopyranosen) aus dem LPS-Biosyntheseweg
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abgezweigt (Benz und Schmidt, 2001). Fur die Glykosylierung von Ag43 wird ein
vergleichbarer Mechanismus vermutet. Aus der Literatur ist bekannt, dass der
Transkriptionselongationsfaktor RfaH in E. coli unter anderem an der Regulation der
Biosynthese der LPS-Kernregion, des O-Antigens und weiterer Exopolysaccharide, des
Hamolysins und des F-Faktors beteiligt ist (Marolda und Valvano, 1998; Beloin et al.,
2006). Die Deletion von rfaH fiihrt in E. coli Stamm 536 zu einer Reduktion der LPS-
Synthese und verkirzten LPS-Molekiilen (Beloin et al., 2006; Rendueles et al., 2014).
Moglicherweise handelt es sich daher bei der verstarkten Glykosylierung von Ag43a in
E. coli 536 rDM um einen Nebeneffekt der rfaH-Deletion: Die hohere Verfligbarkeit freier,
aktivierter Heptosemolekiile - bedingt durch die reduzierte LPS-Synthese - kbnnte eine
Steigerung der Glykosylierungsrate von Ag43 zur Folge haben. Somit bliebe die Frage nach
der nicht nachweisbaren Glykosylierung von Ag43b zu klaren. Bis heute ist nicht bekannt,
welche Enzyme fir die Glykosylierung der Ag43-Varianten verantwortlich sind. Es ware
durchaus denkbar, dass Ag43b von einer anderen Glykosyltransferase modifiziert wird als
Ag43a. Sollte sich die rfaH-Deletion auf die Expression dieses Enzyms negativ auswirken,

konnte dies der Grund fir die nicht feststellbare Glykosylierung von Ag43b sein.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die natiirliche Glykosylierung der beiden Ag43-
Varianten im Vergleich zu der in der Literatur dokumentierten kiinstlichen Glykosylierung
durch die AIDA-I-spezifische Heptosyltransferase Aah (Reidl et al., 2009) in wesentlich
geringerem Ausmal} erfolgt. Moglicherweise ist die Beobachtung ein Hinweis darauf, dass
die putative Agd3-spezifische Glykosyltransferase kein Homolog von Aah ist bzw. eine
andere Funktionsweise als Aah aufweist. Der nachweisbar hohe natirliche
Glykosylierungsgrad von AIDA-I, dem eigentlichen Substrat von Aah, kann ebenfalls als
Argument fiir diese Uberlegung herangezogen werden, da fiir die Untersuchung von allen
Proben gleiche Proteinmengen eingesetzt wurden und sich verschieden starke
Detektionssignale somit nur auf Unterschiede in der Anzahl kovalent gebundener

Zuckergruppen zurlickfiihren lieBen.
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5.1.2.2 Massenspektrometrische Untersuchung des Glykosylierungsstatus der
isolierten  Ag43-Varianten  (Nanoelektrospray-lonisations-Massenspektro-
metrie (nESI-MS))
Die massenspektrometrischen Untersuchungen der isolierten Ag43-Varianten lieferten
keine klaren Hinweise auf posttranslational glykosylierte Proteine. Die Profile der
ermittelten Massenspektren der intakten Proteine deuteten alle auf homogen
zusammengesetzte Proben hin, was das Vorhandensein eindeutig glykosylierter
Proteinspezies ausschlieRt. Mittels Peptidmapping konnte jedoch fiir trypsinisiertes
Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM sowie isoliert aus E. coli 536 rDM ein Peptid ermittelt
werden, dessen Massenverschiebung auf eine kovalent gebundene Heptose hindeutete.
Da dieses Peptid (Aminosaureabschnitt AS 304-316: LDVLSGHTATNTR) vier potentielle
O-Glykosylierungsstellen aufweist, war eine eindeutige Bestimmung der Heptose-

Bindestelle nicht moglich (siehe Abbildung 14).

Bisher veroffentlichte Studien zum Glykosylierungsstatus des Autotransporterproteins
Ag43 basieren ausschlieBlich auf der Untersuchung kinstlich modifizierter Proteine
(Sherlock et al., 2006; Knudsen et al., 2008). Die in ihnen beschriebenen massenspektro-
metrischen Analysen wurden jeweils mit der a-Domane der Ag43-Variante Flu aus E. coli
MG1655 durchgefiihrt, die zuvor durch heterologe Expression der AIDA-I-spezifischen
Heptosyltransferase Aah kiinstlich glykosyliert worden war. Sherlock et al. (2006)
identifizierten dabei O-glykosidisch gebundene Heptosen an insgesamt 44 Serin- bzw.
Threoninresten. Knudsen et al. (2008) detektierten hingegen ein davon abweichendes
Glykosylierungsmuster, das nur 15 Aminosdurereste umfasste. Obwohl bei beiden
Arbeitsgruppen dhnliche Methoden zur Ermittlung der Glykosylierungsstellen zur
Anwendung kamen, lassen sich beim Vergleich der Ergebnisse lediglich an sechs
Positionen Ubereinstimmungen feststellen (Ser-265, Ser-280, Ser-344, Thr-435, Ser-439,
Ser-451) (Abbildung 28). Bis heute wurde jedoch kein Hinweis auf natirliche

Glykosylierung von Flu in E. coli K-12 gefunden (Sherlock et al., 2006).
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A ADIVVHPGETVNGGTLANHDNQIVFGTTNGMT ISEIGLE YGPDNEANTGGQWVQDGGTANKTTVIEGGLOQRVNPGGSVSDT 80
VIERGGGQOSLOGRAVNTTLNG-GEQWMHEGAIATGTVINDKGWQVVKPGTVATDTVVNTGAEGGPDAENGDTGQFVRGDA 159
VRTTINKNGRQIVRAEGIRNIIVVYAGGDQTVHGHALDTTLNGGYQYVHNGGTASDTVVNSDGWQ IVKNGGVAGNITVNG 239
KGRLQVDAGGTATNVTLKQGGALVTEI'AATVTGINRLGAFEVVEGKADNVVLENGGRLDVLTGHTATNTRVDDGGTLDVR 319
NGGTATTVSMGNGGVLLADSGAAVEIGTRSDGKAFSL GGGQADALMLEKGSEF TLNAGDTATDTTVNGGLFTARGGTLAGT 399
TTLNNGAILTLSGKTVNNDTLTIREGDALLQGGSLIGNGEVEKSGSGTLTVENTTLTOKAVNLNEGTLTLNDSTVTTDVI 479
AQRGTALKLTGSTVLNGAID 499

B ADIVVHPGETVNGGTLVNHDNQFVSGTADGVTVSIELELGPDSDENTGGOWIKAGGTGRNTTVTANGRQIVQAGGTASDT 80
VIRDGGGQSLNGLAVNTTLDNRGEQWVHGGGKAAGTIINQDGYQTIKHGGLATGTIVNTGAEGGPESENVSTGOMVGGTA 160
ESTTINNNGRQVIWSSGVSRDTLIYTGGDQTVHGEAHNTRLEGGNQYVHKYGLALNTVINEGGWQVVKAGGTAGMITIING 240
NGELKVHAGGEASDVTQONTGGALVTEITAATVTGTNR LGAFSVVEGKADNVVLENGGRLDVLSGHTATNTRVDDGGTLDVR 320
NGGTATTVSMGNGGVLLADSGAAVEGTRSDGTAFRIGGGQADALMLEKGSEFTLNAGDTATDTTVNGGLFTARGGSLAGT 400
TTLNNGAILTLSGKTVNNDTLTIREGDALLQGGSIIGNESVEKSGSGTLTVENTTLTQKAVNLNEGTLTLNDSTVTTDVI 480
AQRGTALKLTGSTVLNGAID 500

Abbildung 28: Vergleich der putativen Glykosylierungsstellen von Flu und Ag43a-536.

(A) Aminosauresequenz der a-Domane von Flu aus E. coli MG1655. Eingezeichnet sind die
putativen Glykosylierungsstellen nach Sherlock et al. (rot markiert) und nach Knudsen
et al. (schwarz umrandet). Als {ibereinstimmende Glykosylierungspositionen zwischen den
beiden Modellen lassen sich die AS-Reste Ser-265, Ser-280, Ser-344, Thr-435, Ser-439 und
Ser-451 feststellen.

(B) Aminosauresequenz der a-Domane von Ag43a aus E. coli 536. Eingezeichnet sind die
transponierten putativen Glykosylierungsstellen nach Sherlock et al. (rot markiert) und
nach Knudsen et al. (schwarz umrandet). Der in der MS-Analyse der vorliegenden Arbeit
als glykosyliert ermittelte Peptidbereich ist grau hinterlegt und zeigt eine Uberschneidung
mit den von Sherlock et al. beschriebenen Glykosylierungsstellen.

Modifiziert nach Sherlock et al. (2006) und Knudsen et al. (2008).

Die a-Domanen von Flu und Ag43a sind zu 84 % identisch (Reidl et al., 2009). Aus diesem
Grund wurden die beiden kiinstlichen Glykosylierungsmuster fir eine vergleichende
Analyse auf die Aminosauresequenz von Ag43a transponiert (Abbildung 28). Es zeigte
sich, dass der in der vorliegenden Arbeit als glykosyliert ermittelte Peptidbereich auch
von Sherlock et al. (2006) beschrieben wurde, d.h. dass eine kiinstliche Glykosylierung
dieses Peptids durch Aah moglich war. Da Aah O-glykosidische Bindungen vermittelt,
deutet die Beobachtung darauf hin, dass die natirliche Glykosylierung von Ag43a das
Ergebnis der Aktivitdt eines O-glykosylierenden Enzyms ist. Auch wenn aus der Literatur
bekannt ist, dass eine N-verknipfte Glykosylierung von Ag43 moglich ist (Naegeli et al.,
2014), kann sie hier ausgeschlossen werden, da der detektierte Peptidbereich keine

Konsensussequenz fiir eine N-Glykosylierung (N-X-S/T) aufweist. Fir die bakterielle
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O-Glykosylierung konnte bisher keine allgemeinglltige Konsensussequenz identifiziert
werden, weswegen eine andere Art der Substraterkennung durch bakterielle
O-Glykosyltransferasen angenommen wird. Charbonneau et al. (2012) zeigten, dass die
Heptosyltransferase Aah ihr Substrat AIDA-I nicht Gber eine bestimmte Sequenz, sondern
Uber ein Strukturmotiv erkennt. Aufgrund der Homologie von AIDA-I und Ag43 lasst sich
vermuten, dass die Glykosylierung von Ag43 auch Uber die Erkennung eines
Strukturmotivs erfolgt, was mittels zukinftiger Strukturstudien untersucht werden sollte.
Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden, welches Enzym fiir die
Glykosylierung von Ag43a verantwortlich ist und ob es sich dabei um ein Homolog von
Aah handelt oder moglicherweise um eine Glykosyltransferase aus dem LPS-
Biosyntheseweg. Die Suche nach dem entsprechenden Enzym bedarf daher weiterer

Untersuchungen.

Die mittels Massenspektrometrie gewonnenen, wenigen Hinweise auf glykosylierte
Proteine in den Ag43-Proben bestatigten die Beobachtung des Kit-basierten Glykoprotein-
Nachweises (siehe 4.1.2.1), dass die natirliche Glykosylierung von Ag43 in sehr geringem
Umfang erfolgt. Trotzdem war die minimale Nachweisbarkeit von Glykokonjugaten in den
Proben liberraschend, da sie wesentlich geringer ausfiel als erwartet. Es stellte sich daher
die Frage, ob eine schonendere Untersuchungsmethode die Nachweisbarkeit von
glykosyliertem Ag43 erh6hen konnte. Wahrend der fur diese Arbeit durchgefiihrten
Versuche gab es Anzeichen dafiir, dass das Einfrieren glykosylierter Ag43-Proben zu
einem deutlichen Rickgang der Glykosylierungsstarke der Proteine fihrte. Da dies
Phdanomen auch schon fiir das stark glykosylierte AIDA-I zu beobachten war (l. Benz,
personliche Mitteilung), kann das Einfrieren als ein moglicher Grund fur die geringe
Nachweisbarkeit von glykosyliertem Ag43 vermutet werden. Zukiinftige MS-Analysen
sollten daher direkt im Anschluss an die Proteinisolation erfolgen, um den Zwischenschritt

der Gefrierlagerung zu vermeiden.

Auch wenn die massenspektrometrische Analyse fiir Ag43b keinen Nachweis einer
posttranslationale Glykosylierung lieferte, konnte im Rahmen dieser Untersuchung eine
andere interessante Beobachtung gemacht werden: Bei der MS-Analyse der intakten

Proteinproben war zwischen dem theoretischen und experimentellen Molekulargewicht
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von Ag43b ein Unterschied von ca. 1500 Da feststellbar (siehe Tabelle 11). Diese
Massendifferenz, die Ubereinstimmend fir die Ag43b-Isolate aus den drei
Stammbhintergriinden zu detektieren war, deutet darauf hin, dass die Trennung zwischen
a- und B-Domane bei Ag43b an anderer Stelle im Protein erfolgt als bisher angenommen.
Das Ergebnis des Peptidmappings bestdtigte die Vermutung, da sich fiir Ag43b ein
Peptidsatz nachweisen lieB, der um 13 AS langer war als erwartet. Die theoretisch
berechnete Gesamtmasse dieses Peptidsatzes entsprach dem experimentell ermittelten
Molekulargewicht von Ag43b. Die Untersuchung lieferte somit deutliche Hinweise darauf,
dass sich die Prozessierungstelle zwischen a- und B-Domane bei Ag43b an einer weiter
C-terminal liegenden Stelle (zwischen Arg-495 und Ala-496) im Protein befindet. Die
o-Domadne von Ag43b wirde damit nicht wie bisher angenommen 430 AS, sondern

443 AS umfassen (Abbildung 29).

MKRHLNTSYRLVWNHITGTLVVASELARSRGKRAGVAVALSLAAVTSVPALAADTVVQAGETVNDGTLTNHDNQIVLGTA 80
NGMTISTGLEYGPDNEANTGGOWIQNGGIANNTTVTGGGLORVNAGGSVSDTVISAGGGQSLOGOAVNTTLNGGEQWVHE 160
GGIATGTVINEKGWQAVKSGAMATDTVVNTGAEGGPDAENGDTGOFVRGNAVRTTINENGROQIVAAEGTANTTVVYAGGD 240
QTVHGYALDTTLNGGNQYVHNGGTASGTVVNSDGWQIVKEGGLADFTIVNQKGKLQVNAGGTATNVTLKQGGALVTSTAA 320
TVIGSNRLGNFTVENGNADGVVLESGGRLDVLEGHSAWKTLVDDGGTLAVSAGGKATDVTMTSGGALIADSGATVEGTNA 400
SGKFSIDGISGQASGLLLENGGSFTVNAGGQAGNTTVGHRGTLTLAAGGSLSGRTQLSKGASMVLNGDVVSTGDIVNAGE 480
THFDNQTTPDAALSRAVAKGDSPVTFHKLTTSNLTGQGGTINMRVRLDGSNTSDOLVINGGQATGKTWLAFTNVGNSNLG 560
VATTGQGIRVVDAQNGATTEEGAFALSRPLOAGAFNYTLNRDSDEDWYLRSENAYRAEVPLYASMLTQAMDYDRILAGSR 640
SHQTGVNGENNSFRLSIQGGHLGHVNNGGIARGATPESSGSYGLVRLEGDLLRTEVAGMSLTTGVYGAAGHSSVDVKDDD 720
GSRAGTVRDDAGSLGGYLNLVHTSSGLWADIVAQGTRHSMKASSDNNDFRARGWGWLGSLETGLPFSITDNLMLEPQLQY 800
TWQGLSLDDGQDNAGYVKFGHGSAQHVRAGFRLGSHNDMNFGKGTSSRDTLRDSAKHSVRELPVNWWVQPSVIRTFSSRG 880
DMSMGTAAAGSNMTFSPSONGTTLDLQAGLEARVRENITLGVQAGYAHSVSGSSAEGYNGQATLNVTE 948

Abbildung 29: Ubersicht iiber die ermittelte a-Domine und neue Prozessierungsstelle von Ag43b-536.
Abgebildet ist die Aminosduresequenz von Ag43b-536. Die auf Basis des Peptidmappings
identifizierte a-Doméne ist grau hinterlegt. Sie ist 13 AS-Reste (rot markiert) langer als
bisher angenommen, weswegen die Spaltstelle von a- und B-Domane vermutlich zwischen
Arg-495 und Ala-496 (unterstrichen) liegt. Die Asparaginsaurereste im Abstand von +33 AS
und +39 AS von der Spaltstelle aus sind fett markiert, Erlduterung siehe Text.

In wie weit sich die langere Proteinsequenz der a-Domane auf die bisher fiir Ag43b
angenommene Molekulstruktur bzw. auf mogliche Wechselwirkungen mit der Umgebung
auswirkt, muss mit Hilfe zukinftiger Strukturanalysen und Versuche geklart werden.
Moglicherweise kann die Kenntnis der genauen Prozessierungstelle auch zur Aufklarung

des Spaltungsmechanismus von a- und B-Domane bei Ag43b beitragen.
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Bis heute ist der Spaltungsmechanismus vieler Autotransporter nicht bekannt und wird
kontrovers diskutiert. Hierbei geht es insbesondere um die Frage, ob die Spaltung von
einer Membran-gebundenen Protease katalysiert wird oder ob es sich um ein
autoproteolytisches Ereignis handelt. Beispielsweise wird die Trennung von a- und
B-Doméne bei dem Autotransporterprotein IcsA (auch VirG) von Shigella flexneri durch
die zugehorige Protease der aulReren Membran (IcsP) vermittelt (Steinhauer et al., 1999).
Dagegen prozessiert der Autotransporter IgAl-Protease von Neisseria und Haemophilus
die N-terminale a-Domane autoproteolytisch (Pohlner et al., 1987; Poulsen et al., 1989).
Fir das Autotransporterprotein AIDA-I konnte von Charbonneau et al. (2009) ein
autokatalytischer Spaltungsmechanismus beschrieben werden. Dabei stellte sich heraus,
dass die Aminosaurereste Asparaginsdure (Asp-878) und Glutaminsaure (Glu-897) der
Ljunction“-Region des Proteins maligeblich an der Autoprozessierung beteiligt sind. Sie
liegen in einem Abstand von +32 AS (Asp-878) bzw. +51 AS (Glu-897) zu der zugehdrigen
Spaltstelle. Eine Mutation der beiden Reste flihrte zu einem kompletten Verlust der
Spaltungsaktivitat.

Bei genauerer Betrachtung der Umgebungssequenz der neu ermittelten Spaltstelle von
Ag43b (Arg-495 - Ala-496) fallt auf, dass sich an Position +33 AS ebenfalls die Aminosaure
Asparaginsdure befindet (Asp-528, siehe Abbildung 29). Es ware somit denkbar, dass
dieser Aspartatrest an der Autoprozessierung von Ag43b beteiligt ist. Da auch an Position
+39 AS von der neuen Spaltstelle aus ein Aspartatrest (Asp-534) vorhanden ist, konnte
man sogar die Existenz einer katalytischen Diade einer Aspartatprotease vermuten. Dem
mittels Phyre2 vorhergesagten Strukturmodell nach ware das Vorhandensein einer
solchen katalytischen Tasche aufgrund der raumlichen Lage der Aspartatreste zueinander
sogar moglich (Abbildung 30). Das Modell lasst jedoch auch erkennen, dass die neu
ermittelte Ag43b-Spaltstelle rdumlich nicht in unmittelbarer Nahe der Aspartatreste liegt,
was eher gegen eine direkte Beteiligung der beiden AS-Reste an der Autoprozessierung

spricht.
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Abbildung 30: Strukturmodell der ermittelten Spaltstelle und der theoretisch moglichen Aspartat-
protease von Ag43b-536.
Links: Ubersicht tiber die mittels Phyre2 vorhergesagte Struktur von Ag43b-536 mit a- und
B-Domaéne. Rechts: vergréRerte Darstellung der Spaltstellenregion (Agr-495/Ala-496); die
moglicherweise am Spaltungsprozess beteiligten Aspartatreste Asp-528 und Asp-534 sind
gekennzeichnet.

Trotzdem sollten die beiden Aspartatreste bei zukinftigen Untersuchungen des
Autoprozessierungs-Mechanismus miteinbezogen werden, da es sich bei dem
Strukturmodell letztlich um eine Konformationsschatzung handelt. Zudem konnte bei
weiteren bakteriellen Peptidasen (Typ-4-Prepilin-Peptidase, Omptine), die ebenfalls in der
dulReren Membran lokalisiert sind, die Beteiligung von zwei Aspartatresten am
katalytischen Spaltungsprozess als essentiell nachgewiesen werden (LaPointe und Taylor,

2000; Hritonenko und Stathopoulos, 2007).

5.1.3 Uberpriifung der kiinstlichen Glykosylierung von Ag43a in E. coli Stamm 536 DM

Aus der Literatur ist bekannt, dass mit Hilfe der AIDA-I spezifischen Glykosyltransferase
Aah die artifizielle Glykosylierung von Ag43a im Stammbhintergrund E. coli MG1655 Afim
Aflu vermittelt werden kann (Reidl et al., 2009). Um fir die massenspektrometrischen
Untersuchungen Uber eine addquate Positivkontrolle zu verfiigen, sollte fir diese Arbeit
kiinstlich von Aah glykosyliertes Ag43a im Stammbhintergrund E. coli 536 DM generiert
werden. Den ersten Hinweis auf eine erfolgreich verlaufene kiinstliche Glykosylierung von

Ag43a in E. coli 536 DM lieferte das Coomassie-gefarbte SDS-Gel der Proteinprobe: Die
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Bande des kiinstlich glykosylierten Ag43a zeigte im Gel eine leicht hohere Position als die
Ag43a-Kontrollbande (Abbildung 16B), was auf eine Glykosylierung hindeutet, da
glykosylierte Proteine im SDS-Gel ein verlangsamtes Laufverhalten aufweisen (Lottspeich
und Zorbas, 1998). Die Analyse der Probe mit Hilfe der zwei Glykoprotein-Detektionskits
bestatigte, dass sich Ag43a mittels Aah auch im Stammbhintergrund E. coli 536 DM
kiinstlich glykosylieren lieR. Interessanterweise war sogar bei der Untersuchung mit dem
weniger sensitiven Glycopro Kit ein leichter violetter Schatten fir das kiinstlich
glykosylierte Ag43a auf dem Gel zu erkennen (Abbildung 16A). Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass durch Aah glykosyliertes Ag43a mehr gebundene Zuckerreste enthalt als
das natirlich glykosylierte Ag43a. Somit bekraftigt auch diese Untersuchung die
Feststellung, dass die natirliche Glykosylierung von Ag43 weniger stark ausfallt als die
kiinstliche Glykosylierung durch Aah.

Da zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit noch keine Ergebnisse der MS-Analyse von
kiinstlich glykosyliertem Ag43a vorlagen, muss der Vergleich der kiinstlichen
Glykosylierungsstellen von Ag43a mit zuvor generierten Ergebnissen nachtraglich

erfolgen.

5.1.4 Untersuchungen zu Expression und Glykosylierung von AIDA-I in E. coli 536 DM,
E. coli 536 rDM und E. coli MG1655 Afim Aflu

Aufgrund der Homologie zwischen Ag43 und AIDA-I (Ulett et al., 2006) war die
Untersuchung der Expression von AIDA-I in den zuvor verwendeten E. coli Stammen
536 DM, 536 rDM und MG1655 Afim Aflu ein zusatzliches Ziel dieser Arbeit. In der
Versuchsanordnung, bei der AIDA-I in den E. coli Stammen ohne seine zugehorige
Glykosyltransferase Aah exprimiert wurde, galt das Interesse insbesondere dem
Glykosylierungsstatus der exprimierten AIDA-I-Proteine. Fir Ag43 ist bekannt, dass es
durch die AIDA-I spezifische Glykosyltransferase Aah modifiziert werden kann (Sherlock et
al., 2006; Reidl et al., 2009). Es sollte daher Gberprift werden, ob die Glykosyltransferase,
die in E. coli Stamm 536 DM die Glykosylierung von Ag43 vermittelt, auch AIDA-I als
Substrat akzeptieren wiirde.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression von AIDA-I in allen drei Stammhintergriinden

moglich war (Abbildung 17). Allerdings wiesen die Proteinbanden der drei isolierten
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AIDA-I-Proben im SDS-Gel mit ca. 80 kDa eine geringere Laufhohe auf als die
Positivkontrolle (natirlich glykosyliertes AIDA-I, ca. 100 kDa) (Abbildung 17A und B). Benz
und Schmidt (2001) hatten zeigen kdnnen, dass sich unglykosyliertes AIDA-I als 80 kDa-
Proteinbande im SDS-Gel darstellt. Somit lieR die Beobachtung darauf schlieBen, dass das
aus den drei Stammhintergriinden isolierte AIDA-I nicht bzw. nur minimal glykosyliert
vorliegen konnte. Diese Vermutung wurde durch die Resultate der Glykoprotein-
Detektion bestatigt: Fiir AIDA-I isoliert aus E. coli 536 rDM bzw. E. coli MG1655 Afim Aflu
war keine posttranslationale Glykosylierung nachweisbar. Das in E. coli 536 DM
exprimierte AIDA-I schien dagegen schwach glykosyliert vorzuliegen (Abbildung 17E).
Interessanterweise fiihrte die AIDA-I-Probe isoliert aus E. coli 536 DM im Western Blot-
Versuch mit dem Antikorper, der gegen die natirlich glykosylierte AIDA-I-a-Domane
gerichtet ist, zu keiner Reaktion (Abbildung 17C). Es ist daher anzunehmen, dass zwischen
AIDA-| isoliert aus E. coli 536 DM und natirlich glykosyliertem AIDA-I in Bezug auf
Glykosylierungsstellen  bzw. Zuckerzusammensetzung und  -struktur deutliche
Unterschiede bestehen.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Erkenntnis aus der Untersuchung des
Glykosylierungsstatus von Ag43, dass die natirliche Glykosylierung durch die putative
Ag43-spezifische Glykosyltransferase schwacher ausfallt als die Glykosylierung durch Aah.
Zudem liefert es einen weiteren Hinweis darauf, dass die Glykosyltransferase, die die
naturliche Glykosylierung von Ag43 generiert, moéglicherweise kein Homolog von Aah ist
bzw. eine andere Funktionsweise als Aah besitzt. Es ist anzumerken, dass das Ergebnis der
Beobachtung von Sherlock et al. (2006) widerspricht, die in ihrer Studie AIDA-I isoliert aus
E. coli 536 DM als stark glykosyliert beschrieben, diese Aussage jedoch nicht mit gezeigten
Daten belegten. Zur genaueren Analyse der Glykosylierung von AIDA-I im E. coli 536 DM
Stammbhintergrund sollte AIDA-I fiir zuklinftige Versuche ebenfalls mit einem His-Tag
versehen werden, um eine bessere Aufreinigung und die massenspektrometrische

Untersuchung zu ermoglichen.

AIDA-I schien in E. coli Stamm 536 rDM weniger stark exprimiert zu werden als in den
anderen zwei Stammhintergriinden, da die Immunoblot-Untersuchung nur ein schwaches
Detektionssignal erkennen lieR. Fiir den Gesamtzellextrakt aus 536 rDM (pIB9) konnte

allerdings eine deutliche zusatzliche Bande bei ca. 140 kDa festgestellt werden
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(Abbildung 17B). Da ein Protein dieses Molekulargewichts unprozessiertem AIDA-I-
Preproprotein entspricht (Suhr et al., 1996; Charbonneau und Mourez, 2007), war die
geringe Nachweisbarkeit von freier AIDA-I-a-Domane dem Anschein nach auf eine nicht
stattfindende Proteinprozessierung zuriickzufiihren. Von Benz et al. (2010) konnte in
einer rfaH-Deletionsmutante verstarkte Transkription von aidA festgestellt werden. Da
eine verstarkte Transkription meist eine erhohte Expression zur Folge hat, lasst sich die
Bildung von ,inclusion bodies” aus aggregiertem AIDA-I-Preproprotein vermuten, was die
nicht stattfindende Prozessierung begriinden wiirde. Auch diese Beobachtung lielRe sich

in zuklnftigen Untersuchungen mit His-getaggtem AIDA-I genauer analysieren.

Eine generelle Reduktion des Expressionslevels von schwach bzw. nicht glykosyliertem
AIDA-I, wie sie von Charbonneau et al. (2007) beschrieben wurde, konnte nicht
festgestellt werden. Zwar liel} sich die unglykosylierte Form der AIDA-I-a-Domane im
Immunoblot in geringerem Ausmal} nachweisen als die entsprechende durch Aah
glykosylierte Form, fiir die zugehorigen B-Domanen war jedoch kein mengenmaRiger
Unterschied feststellbar (siehe Abbildung 17D). Diese Beobachtung spricht gegen eine
generelle Expressionsreduktion von AIDA-I, sondern fiir eine geringere Stabilitat der
unglykosylierten ao-Domadne, was durch das Vorhandensein von deutlichen
Proteinabbaubanden in den Gelspuren der unglykosylierten Hitzeextrakte untermauert
wird. Zudem muss die Art der Nachweisfihrung von Charbonneau et al. (2007) eher
kritisch betrachtet werden, da sich ihre These des reduzierten Expressionslevels nur auf
der geringeren Detektierbarkeit von unglykosyliertem His-getaggtem AIDA-I im
Immunoblot (mit gegen das His-Tag gerichteten Antikérpern) begriindet. Die zugehdrigen

Mengen an AIDA® wurden in der Untersuchung jedoch auller Acht gelassen.

Das hier generierte Versuchsergebnis stitzt die derzeit gliltige Annahme, dass die
Glykosylierung bei AIDA-I flr die Stabilitdt des Proteins erforderlich ist (Charbonneau
etal., 2007; Knudsen et al., 2008) und wie bei TibA sicherstellt, dass das Protein seine
normale Konformation annimmt, was indirekt zur Funktionalitdt des Proteins beitragt

(Coté etal., 2013).
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5.2 Identifizierung und Charakterisierung moglicher Glykosyltransferasen in
E. coli Stamm 536

Im Gegensatz zu den Autotransporterproteinen AIDA-I und TibA konnte fiir Ag43 bisher

keine zugehorige Glykosyltransferase (GT) identifiziert werden (Benz und Schmidt, 2011).

Da Ag43 im uropathogenen E. coli Stamm 536 natirlich glykosyliert vorliegt, war die

Suche nach ,open reading frames” im Genom von E. coli 536, die fiir eine moglichen

Ag43-spezifische GT kodieren, ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

5.2.1 Identifizierung putativer GT-kodierender ,,open reading frames" in E. coli Stamm
536 und Generierung von Deletionsmutanten

Unter den insgesamt 40 ermittelten GTs fir E. coli Stamm 536 lieBen sich finf
hypothetische Proteine ausmachen, fir die aufgrund noch nicht vorliegender
Informationen keine eindeutige Zuordnung zu funktionellen Clustern wie ,Bakterienhille”
oder ,Kohlenhydratmetabolismus“ moglich war. Hierbei handelte es sich um die
putativen GTs Ecp0425, Ecp1999, Ecp2077, Ecp2078 und Ecp3716. Um Hinweise auf die
mogliche Funktion dieser Proteine zu erlangen, sollte das jeweilig zugehorige Gen in
E. coli 536 zur Herstellung von ,knock-out“-Mutanten deletiert werden. Die resul-
tierenden Mutanten sollten hinsichtlich eines erkennbaren Phanotyps untersucht
werden. Die fur die bekannten GTs MdoH, WaaF, WaaG und WaaQ kodierenden Gene
waren ebenfalls zur Generierung von Deletionsmutanten von E. coli 536 vorgesehen, da
eine mogliche Beteiligung dieser GTs an der Glykosylierung von Ag43 nicht auszuschlieBen
war.

Die Konstruktion einer ,knock-out“-Mutante konnte fir fast alle Gene erfolgreich
durchgefihrt werden. Interessanterweise war es jedoch nicht moglich, E. coli 536
Mutanten mit deletiertem ecp2077 bzw. ecp2078 zu generieren. Die Analyse der
genomischen Umgebung der beiden Gene ergab, dass sie im 06-Antigen-kodierende
Gencluster von E. coli Stamm 536 lokalisiert sind (Grozdanov et al., 2002). Da E. coli K-12
kein Vertreter des Serotyps 06 ist, erklart sich somit, warum fir die putativen GTs
Ecp2077 und Ecp2078 im Proteom von E. coli K-12 keine homologen Proteine gefunden
werden konnten. Durch den Aminosduresequenzvergleich der beiden GTs mit dem
Proteom weiterer E. coli Staimme des O6-Serotyps wie CFT073, Nissle 1917 oder B2C

lieBen sich dagegen jeweils homologe Proteine mit hoher Sequenziibereistimmung
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identifizieren. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei den beiden GTs um
0O6-Antigen-spezifische Enzyme handelt, was es jedoch mittels zukilnftiger
Untersuchungen zu verifizieren gilt. Aufgrund dieser Beobachtung ist die Tatsache, dass
sich fir die beiden GT-kodierenden Gene keine Deletionsmutante generieren liel$, umso
erstaunlicher, da das O-Antigen gemeinhin als nicht essentiell fiir die Lebensfahigkeit von
E. coli angesehen wird (Rock, 2008). Somit sollte zukiinftig die Herstellung der
Deletionsmutanten fir ecp2077 bzw. ecp2078 mit alternativen Methoden erneut
durchgefihrt und geklart werden, ob den GTs Ecp2077 und Ecp2078 nicht unerwarteter
Weise eine bisher unbekannte essentielle Funktion (wie z.B. die Beteiligung an der
Synthese eines Nukleotidzuckers) in E. coli Stammen des 0O6-Serotyps zukommt. Hierfir
sollte sowohl die Herstellung konditionaler Deletionsmutanten von ecp2077 bzw.
ecp2078 als auch die komplette Deletion des O6-Antigen-kodierenden Genclusters in

E. coli Stamm 536 in Betracht gezogen werden.

5.2.2 Phianotypische Charakterisierung der GT-Deletionsmutanten

Mit Ausnahme der Gene ecp2077 und ecp2078 war die Konstruktion einer
Deletionsmutante fiir alle ausgewdhlten GT-kodierenden Gene mdoglich. Die
phanotypische Analyse offenbarte deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Mutanten, wobei darauf zu achten war, die ausgepragten Phanotypen unter

Einbeziehung des Phanotyps des entsprechenden Ausgangsstammes zu beurteilen.

Im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli 536 ArfaH konnte fir die ecp0425-
Deletionsmutante (E. coli RS1) eine erhdhte Biofilmbildung in M63-Medium festgestellt
werden (Abbildung 19). Ecp0425 wies beim Abgleich der Aminosduresequenz mit dem
Proteom von E. coli K-12 eine hohe Homologie zu YaiP auf. Da YaiP in E. coli K-12 als nicht-
essentielles Protein mit unbekannter Funktion annotiert ist (Winterberg et al., 2005),
lieferte der Vergleich jedoch keine zusatzlichen Information beziiglich der
Proteineigenschaften. Die Analyse der direkten genomischen Umgebung von ecp0425 in
E. coli 536 lield ebenfalls keine Riickschliisse auf mogliche Aufgaben des Genproduktes zu.
In der STRING Datenbank, die einen umfassenden Uberblick Gber direkte und indirekte
Zusammenhadnge und Interaktionen zwischen Proteinen gibt, wird Ecp0425 mit einer

Wahrscheinlichkeit von 78 % als moglicher funktionaler Partner des duBeren Membran-
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proteins PgaA gelistet. PgaA ist Teil der Synthese-Einheit des Exopolysaccharids poly-B-
1,6-N-Acetylglucosamin (PGA), das als eine der Biofilm-Hauptstrukturkomponenten bei
E. coli gilt (Romeo et al., 1993). Da die ecp0425-Deletion in E. coli 536 ArfaH zu einer
erhohten Biofilmbildung flhrte, ist eine mogliche regulatorische Interaktion (z.B. negative
Regulation) von Ecp0425 mit dem PGA-Syntheseapparat durchaus denkbar. Der genaue

Zusammenhang muss jedoch in zukilinftigen Untersuchungen geklart werden.

Das in E. coli RS2 deletierte Gen mdoH kodiert fiir die GT MdoH, die an der Biosynthese
von osmoregulatorischen periplasmatischen Oligosacchariden beteiligt ist (Bohin und
Kennedy, 1984). Es ist bekannt, dass die Inaktivierung von MdoH bei E. coli zu verringerter
Motilitdt und erhohter Exopolysaccharid-Synthese (Colansaure) fiihrt (Bohin und Lacroix,
2006). Die Angaben aus der Literatur wurden in dieser Arbeit dahingehend bestatigt, dass
flir E. coli RS2 eine deutlich reduzierte Schwarmaktivitat festzustellen war (Abbildung 20).
Zudem zeigte E. coli RS2 im Vergleich zum Parentalstamm E. coli 536 eine signifikant
erhohte Biofilmbildung (Abbildung 19), die sich mit verstarkter Colansdure-Synthese
erklaren lieBe (Danese et al., 2000). Die fir RS2 zu beobachtende Koloniemorphologie
und -farbung nach Wachstum auf Kongorot (CR)- und Calcoflour (CF)-Agar deutet darauf
hin, dass die Synthese von Zellulose und vor allem von Curli-Fimbrien in der mdoH-
Deletionsmutante stark reduziert ist (Tabelle 14). Da die Deletion von mdoH in E. coli zur
Aktivierung des Rcs-Systems fihrt (Ebel et al., 1997) und das Rcs-System die Curli-
Expression negativ reguliert (Vianney et al., 2005), steht auch dieses Ergebnis in
Ubereinstimmung mit bisherigen Studien. Zusitzlich wies RS2 auf Blutagar im Vergleich
zum Parentalstamm eine abgeschwachte hamolytische Aktivitat auf (Abbildung 21).
Moglicherweise ist die Ursache dafiir der bei E. coli mdoH-Mutanten zu beobachtende
groRere periplasmatische Raum (Holtje et al., 1988): Sollte aufgrund des vergrofRerten
Abstands zwischen den Membranen die Ausbildung der a-Hamolysin-Exporteinheit
(HlyB/HlyD/TolC; Thanabalu et al., 1998) nicht mehr optimal mdglich sein, wiirde ein
daraus resultierender verminderter a-Hamolysin-Export die abgeschwachte hamolytische

Aktivitat von E. coli RS2 erklaren.

Fiir ecp1999 konnte sowohl in E. coli 536 als auch in E. coli 536 ArfaH eine
Deletionsmutante (RS3A und RS3B) generiert werden. Interessanterweise wiesen die

Phdnotypen der beiden Deletionsmutanten klare Unterschiede auf: Im Vergleich zum
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wildtypischen Ausgangsstamm war fir E. coli RS3A eine leicht reduzierte Motilitat auf
Schwarmagar (Abbildung 20) sowie geringere hamolytische Aktivitat festzustellen
(Abbildung 21). Zudem entsprachen die nach Wachstum auf CR- und CF-Agar sichtbaren
Kolonien in ihrer Morphologie eher dem Phanotyp von E. coli 536 ArfaH (Tabelle 14).
E. coli RS3B zeigte dagegen im Vergleich zum Parentalstamm E. coli 536 ArfaH eine stark
erhohte Biofilmbildung in M63-Medium (Abbildung 19).

Um die unterschiedlichen Ergebnisse besser interpretieren zu kdnnen, galt es zunachst,
Ecp1999 genauer zu charakterisieren. Ecp1999 ist auf Aminosduresequenzebene zu 97 %
mit Ecp0425 identisch, weswegen der Vergleich mit dem K-12 Proteom ebenfalls eine
hohe Homologie zu YaiP ergab und in STRING auch flir Ecp1999 PgaA als moglicher
funktionaler Partner gelistet wird. Die erhohte Biofilmbildung der ecp0425-
Deletionsmutante lieB einen negativ regulierenden Effekt der GT auf den PGA-
Syntheseapparat vermuten, was aufgrund der hohen Homologie auch fiir Ecp1999
angenommen wurde. Eine erhdhte Biofilmbildung war jedoch nur fir die ecp1999-
Deletionsmutante mit ArfaH-Hintergrund feststellbar. Somit musste zur Interpretation
der Ergebnisse zusatzlich der Einfluss der rfaH-Deletion auf den resultierenden Phanotyp
beleuchtet werden. Beloin et al. (2006) zeigten, dass eine Inaktivierung von rfaH in E. coli
Stamm 536 einen deutlich positiven Einfluss auf die Biofilmbildung hat. Da die fiir RS1 und
RS3B festgestellte Biofilmbildung jedoch signifikant hoher war als die des
Ausgangsstammes E. coli 536 ArfaH (Abbildung 19), kann der beobachtete Effekt nicht
allein mit dem Fehlen von RfaH erklart werden. Beloin et al. (2006) beschrieben ebenfalls,
dass in E. coli 536 ArfaH das Autotransporteradhdasin Ag43 verstarkt exprimiert wird. Ag43
tragt zusammen mit Typ 1- und Curli-Fimbrien zur initialen Anhaftung und nachfolgenden
irreversiblen Bindung der Bakterien an Oberflachen bei, was ausschlaggebend fiir die
bakterielle Biofilmbildung ist. Bei dem sich anschlieBenden Reifungsprozess fiihrt unter
anderem PGA zu einer Stabilisierung des Biofilms (Beloin et al., 2008; Mika und Hengge,
2013). Vielleicht muss der Phanotyp von RS1 und RS3B daher als Ergebnis des
Zusammenwirkens der erhéhten Ag43-Expression und der vermutlich gesteigerten PGA-
Synthese betrachtet werden. Eine verstarkte initiale Anhaftungsphase in Kombination mit
der unmittelbaren Stabilisierung konnte die erhohte Biofilmbildung begriinden. Da die
intensivierte Ag43-Expression im Wildtypstamm 536 fehlt, lieBe sich auch erklaren,

warum fir RS3A keine verstarkte Biofilmbildung zu beobachten war. Die leicht reduzierte
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Schwarmaktivitat von E. coli RS3A wadre dagegen ein weiterer Hinweis auf erhéhte PGA-
Synthese, da PGA-Uberexpression die Motilitdt von E. coli auf Schwirmagar verringert
(Subashchandrabose et al., 2013). Da bekannt ist, dass die PGA-Synthese einem sehr
komplexen regulatorischen Netzwerk unterliegt (Tagliabue et al., 2010; Carzaniga et al.,
2012), lassen sich hier jedoch keine eindeutigen Rickschlisse beziglich der
Wirkungsweise von Ecp0425 und Ecp1999 auf die PGA-Synthese ziehen. Fiir ein besseres
Verstandnis bedarf es zukiinftiger Analysen. Die Ursache filir die verdanderte
Koloniemorphologie auf CR- und CF-Agar sowie die abgeschwachte Hamolyse von RS3A

muss ebenfalls mit Hilfe nachfolgender Untersuchungen geklart werden.

Fir die putative GT Ecp3716 war mittels Aminosdauresequenzvergleich eine hohe
Homologie zu WaaH (auch YibD) aus E. coli K-12 feststellbar. Erst klrzlich konnte gezeigt
werden, dass WaaH in E. coli K-12 flir eine Modifikation der inneren Kernregion des LPS
verantwortlich ist, bei der Glucuronsdure an die dritte Heptose (Heplll) der inneren
Kernregion angelagert wird (Klein et al., 2013). Somit ist zu vermuten, dass WaaH in E. coli
536 ebenfalls bei der Synthese/Modifizierung der Bakterienhiille eine Rolle spielt, auch
wenn eine Glucuronsaure-Modifikation fur E. coli Stamme mit dem Kerntyp R1 (wie z.B.
E. coli 536) noch nicht nachgewiesen wurde. Unterstitzt wird diese Annahme durch die
im Genom von E. coli 536 bestehende raumliche Ndhe des zugehorigen Gens ecp3716
zum wa*-Gencluster, welches fir die LPS-Kernbiosynthese kodiert. Die Deletion von
ecp3716 in E. coli 536 ArfaH (RS6) resultierte in einem Phanotyp, der im Vergleich zum
Ausgangsstamm ein erkennbar schwacheres Schwarmverhalten zeigte. Da eine fehlende
LPS-Modifikation keine wirkliche Erklarung fir die reduzierte Motilitdt zu sein schien,
wurde mittels STRING nach weiteren Informationen bezliglich der Funktion von Ecp3716
gesucht. In der Datenbank wird Ecp3716 mit einer Wahrscheinlichkeit von 57 % als
moglicher funktionaler Partner der Flagellenhaken-Untereinheit FIgE gelistet. Sollte die
putative GT Ecp3716 die Funktionalitdt bzw. Expression von FIgE direkt oder indirekt
beeinflussen, ware ein vermindertes Schwarmverhalten der entsprechenden
Deletionsmutante denkbar. Der genaue Zusammenhang muss auch hier in zukilinftigen

Untersuchungen geklart werden.

Fir die E. coli-Mutante RS7, in der das LPS-Heptosyltransferase ll-kodierende Gen waaF

deletiert vorliegt, konnten die deutlichsten phanotypischen Unterschiede im Vergleich
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zum Ausgangsstamm E. coli 536 ArfaH festgestellt werden: E. coli RS7 zeigte ein
verlangsamtes Wachstum in Urin (Abbildung 18), den Verlust von Typ 1-Fimbrien,
extreme Reduktion in Biofilmbildung (Abbildung 19) und Schwarmaktivitat (Abbildung 20)
sowie fehlende Hamolyse auf Blutagar (Abbildung 21). Zudem entsprachen alle auf CR-
Agar gebildeten Kolonien dem saw-Morphotyp (Tabelle 14). Die LPS-Heptosyltransferase
Il (WaaF) ist an der Synthese des inneren Kernbereichs des LPS beteiligt, bei der sie die
Ubertragung des zweiten Heptosezuckers (Hepll) auf die Heptosyl-KDO,-Einheit vermittelt
(Gronow et al., 2000). Aus der Literatur ist bekannt, dass Mutationen, die Defekte in der
Heptoseregion des inneren Kernbereichs des LPS bewirken bzw. die Modifizierung der
Heptoseregion beeinflussen, bei E. coli zur Auspragung des ,deep rough“-Phanotyps
fihren (Schnaitman und Klena, 1993; Raetz und Whitfield, 2002). Der ,deep rough“-
Phanotyp zeichnet sich durch eine Reihe von Eigenschaften aus, die kollektiv die
Veranderungen in der Struktur und Zusammensetzung der &ufleren Membran
reflektieren. So weisen Mutanten dieses Phanotyps z.B. eine erhéhte Permeabilitat und
Instabilitat der duBeren Membran auf, die zur Sensitivitat der Bakterien gegentliber einer
Vielzahl hydrophober Verbindungen, einschlieRlich Antibiotika, Detergenzien und
Gallensalze flihren. Zusatzlich lasst sich flir die duRere Membran von ,deep rough“-
Mutanten ein reduzierter Proteingehalt feststellen, der auf einer verminderten
Expression von Porin-Proteinen basiert. Des Weiteren zeigen Bakterien des ,, deep rough*-
Phanotyps eine verstarkte Expression von Colansaure sowie den Verlust von Pili und
Flagelle und sekretieren, wenn (iberhaupt, eine weniger aktive Form des a-Hamolysins
(Parker et al., 1992; Stanley et al., 1993; Bauer und Welch, 1997; O'Toole et al., 2000;
Raetz und Whitfield, 2002). Die oben beschriebenen Ergebnisse entsprachen klar den
Angaben aus der Literatur und charakterisierten E. coli RS7 somit als Mutante des ,deep

rough“-Phanotyps.

Die Gene, die in den E. coli-Mutanten RS8A/B (AwaaG) und RS9A/B (AwaaQ) deletiert
wurden, sind ebenfalls dem Gencluster zugeordnet, das fir die LPS-Kernbiosynthese
kodiert. Das Genprodukt von waaG vermittelt die Bindung des ersten Glucosemolekiils
(Glul) an Hepll der inneren LPS-Kernregion und ermdglicht so die nachfolgende Synthese
der duBeren Kernregion (Parker et al., 1992). WaaQ (LPS-Heptosyltransferase Ill) ist fiir

die Addition von Heplll an Hepll der inneren LPS-Kernregion verantwortlich (Yethon et al.,
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1998). Da beide GTs an der Modifizierung der Heptoseregion des inneren LPS-
Kernbereichs beteiligt sind, war fir die entsprechenden Deletionsmutanten zumindest
mit einer partiellen Auspragung des ,, deep rough“-Phanotyps zu rechnen.

Flr waaG konnte sowohl in E. coli 536 als auch in E. coli 536 ArfaH eine Deletionsmutante
(RS8A und RS8B) generiert werden. Ubereinstimmend zeigten beide Deletionsmutanten
im Vergleich zum jeweiligen Parentalstamm eine deutlich geringere Biofilmbildung
(Abbildung 19), fehlende Schwarm- und Hamolyseaktivitdt (Abbildung 20 und 21) sowie
den Verlust von Typ 1-Fimbrien. Sie waren somit auch als ,deep rough”-phanotypisch zu
identifizieren. Unterschiede zwischen den beiden waaG-Mutanten lieen sich dagegen
nach Wachstum auf CR-Agar feststellen: Die Kolonien von RS8A zeigten eine erkennbare
pinke Farbung, wahrend die von RS8B gebildeten Kolonien eher dem saw-Morphotyp
entsprachen (Tabelle 14). Bei Salmonella enterica Serovar Typhimurium konnte nach der
Deletion von waaG eine verringerte Curli-Synthese, daflir aber eine gesteigerte
Zelluloseexpression beschrieben werden (Anriany et al., 2006). Moglicherweise bedingt
die waaG-Deletion auch in E. coli 536 eine verstarkte Zellulosesynthese, was durch die
pinke Farbung der Kolonien auf CR-Agar angedeutet wird. Der fir die Kolonien von E. coli
RS8B beobachtete saw-Morphotyp lieBe sich damit erklaren, dass hier zusatzlich die
Deletion von rfaH vorliegt, die sich reduzierend auf die Zelluloseexpression auswirkt.

Die Herstellung einer Deletionsmutante fiir waaQ war ebenfalls sowohl in E. coli 536 als
auch in E. coli 536 ArfaH (RS9A und RS9B) moglich. Interessanterweise wiesen die
Phanotypen der beiden Deletionsmutanten deutliche Unterschiede auf. Wahrend E. coli
RS9A aufgrund der reduzierten Biofilmbildung (Abbildung 19) und des Verlusts von
Motilitat (Abbildung 20), Hdmolyse (Abbildung 21) und Typ 1-Fimbrien als ,deep rough”-
Phanotyp charakterisiert werden konnte, war fiir E. coli RS9B kein phanotypischer
Unterschied zum Ausgangsstamm E. coli 536 ArfaH erkennbar. Dieses Ergebnis ldsst
vermuten, dass es sich bei E. coli RS9B leider um eine fehlerhafte waaQ-
Deletionsmutante handelt. Es sollte jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden,
dass die rfaH-Deletion in E. coli RS9B moglicherweise die Auswirkung der waaQ-Deletion
beeinflusst bzw. verdndert. Ob ein Zusammenhang zwischen den beiden Deletionen

besteht, muss in zuklinftigen Untersuchungen geklart werden.
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Die phanotypische Charakterisierung der GT-Deletionsmutanten von E. coli Stamm 536
vermittelte einen ersten Eindruck hinsichtlich der Funktionsweise der putativen Enzyme
und bestatigte fur die schon bekannten Proteine die Angaben aus der Literatur. Auf Basis
dieser Ergebnisse ist es jedoch nicht moglich, eine definitive Aussage bezliglich der Ag43-
Glykosylierungsfahigkeit der untersuchten GTs zu treffen. Hierzu bedarf es zukinftiger
Untersuchungen, fiir die zunachst die GT-kodierenden Gene in E. coli 536 DM deletiert
werden sollten. Durch Transformation dieser GT-Mutanten mit den Plasmiden
pASK75-His-agn43a bzw. pASK75-His-agn43b wdre dann eine gezielte Expression und
Isolation der Ag43-Varianten sowie eine anschlieRende Analyse des jeweiligen
Glykosylierungsstatus moglich.

Es bleibt anzumerken, dass flr das Autotransporterprotein Ag43 eine Modifizierung mit
Heptosemolekiilen angenommen wird (Sherlock et al., 2006; Knudsen et al., 2008). Somit
scheint eine Beteiligung der GTs MdoH, WaaH und WaaG am Glykosylierungsvorgang
eher unwahrscheinlich, da fir diese GTs bekannt ist, dass sie Hexosen und entsprechende
Derivate als Substrat verwenden. Trotzdem darf eine mogliche Substratflexibilitat der GTs
nicht von vornherein ausgeschlossen werden. Fir das glykosylierte trimere
Autotransporteradhdsinen EmaA aus Aggregatibacter actinomycetemcomitans wurde von
Tang et al. (2010) gezeigt, dass es zwischen den GTs, die an der Modifikation von EmaA
beteiligt sind, Uberlappungen mit den Enzymen der LPS-Biosynthese-Maschinerie gibt.
Aufgrund dessen galt EmaA bisher als Einzelfall unter den bekannten glykosylierten
Proteinen Gram-negativer Bakterien, deren Glykosylierung unabhdngig von den LPS-
Biosyntheseenzymen verlauft. Sollten nachfolgende Untersuchungen ergeben, dass an
der Glykosylierung von Ag43 ebenfalls Enzyme des LPS-Biosynthesesystems beteiligt sind,
ist zu vermuten, dass zukiinftig noch weitere Autotransporterproteine identifiziert

werden kdnnen, die dieser Art der Modifizierung unterliegen.
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5.3 Vergleichsstudien zum uropathogenen Virulenzpotential ausgewdhlter
E. coli Stamme mittels des experimentellen Mausmodells der aufsteigenden
Harnwegsinfektion (HWI)

In den letzten Jahren haben die Erkenntnisse aus Untersuchungen, in denen mit

experimentellen Tiermodellen der aufsteigenden HWI gearbeitet wurde, deutlich zum

besseren Verstandnis der UPEC-Pathogenese beigetragen (Hopkins et al., 2003).

Hinsichtlich des Verlaufs einer HWI lie sich fir verschiedene UPEC Stamme

Ubereinstimmend ein komplexer Pathogenese-Zyklus feststellen, der sowohl mit der

Bildung intrazellularer Bakteriengemeinschaften (IBCs) als auch mit der Besiedlung

extrazelluldarer Nischen einhergeht (Hannan et al.,, 2012). Trotz dieses einheitlich

anmutenden Pathogenese-Zyklus konnte bisher kein spezifisches genetisches

,Urovirulenzprofil“ beschrieben werden (Wiles et al., 2008). Neuere Studien identifizieren

UPEC als eine vielfaltige Klasse von E. coli, in der sich mehrere, teilweise unterschiedliche

Faktoren entwickelt haben, die die Besiedlung der Harnwege ermdoglichen. Somit wird das

Auslésen einer HWI durch UPEC inzwischen als das Ergebnis eines regulierten

Zusammenwirkens unterschiedlicher bakterieller, teilweise stammspezifischer Faktoren

angesehen, das nachfolgend zur Auspragung des generellen Pathogenese-Zyklus fihrt

(Cusumano et al., 2010). Aufgrund dessen war die Charakterisierung des uropathogenen

Virulenzpotentials verschiedener E. coli Stamme bzw. ausgewahlter bakterieller Faktoren

im murinen Modell der aufsteigenden HWI ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit.

5.3.1 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von agn43-Deletionsmutanten
und komplementierten Mutanten
Zur Untersuchung eines moglichen Effekts des Autotransporteradhasins Ag43 auf den
in vivo-Infektionsprozess der Harnwege wurde das Virulenzpotential des UPEC
Wildtypstammes 536 sowie seiner agn43-Deletionmutanten und den entsprechenden
Komplementanten im HWI-Mausmodell getestet. Nach der hier untersuchten
Infektionszeit von 48 h war fir die agn43-Deletionmutanten hinsichtlich des
Kolonisierungsgrads der Blase kein Unterschied zum Wildtyp festzustellen (Abbildung
23A). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass Ag43 bei der initialen Kolonisierung der Blase

keine entscheidende Rolle zukommt. Die entsprechende Analyse des Nierengewebes
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ergab, dass nur der komplementierte Stamm 536 DM agn43a” die Nieren so effizient
kolonisieren konnte wie der Wildtyp (Abbildung 23B). Da sich allerdings auch fir die
agn43-Doppelmutante eine erkennbare Tendenz zur Nierenkolonisation abzeichnete, ist
es auf Basis dieses Versuchs nicht moglich, eine eindeutige Aussage bezlglich des
Einflusses von Ag43 auf die Nierenkolonisierung zu treffen. Jedoch bleibt festzuhalten,
dass die bakterielle Belastung des Nierengewebes durch 536 DM agn43a’ signifikant
hoher war als durch die agn43-Doppelmutante. Flr einige in der Literatur beschriebene
Mausmodelle der aufsteigenden HWI wurde nachtraglich festgestellt, dass die jeweils
detektierte Bakterienlast der Nieren auf einen methodisch bedingten vesikorenalen
Reflux zuriickzufiihren war (Hung et al., 2009). Dieser methodische Fehler kann jedoch
hier als Ursache fiir die beobachtete Nierenkolonisation ausgeschlossen werden, da die
mittels gleicher Technik infizierten Versuchstiere der E. coli K-12 Kontrollgruppe keine
bakterielle Belastung der Nieren aufwiesen. Zusatzlich bleibt anzumerken, dass die
Expression von Ag43 phasenvariabel ist und sich E. coli Populationen daher heterogen aus
Bakterien mit den moglichen Zustianden ,Ag43 ON“ und , Ag43 OFF“ zusammensetzen.
Chauhan et al. (2013) wiesen kiirzlich darauf hin, dass die Verwendung von E. coli
Populationen mit zufilligem ,Ag43 ON“- bzw. ,Agd43 OFF“-Status durchaus zu
Fehlinterpretationen hinsichtlich der Funktion oder Regulation von Ag43 fiihren kann. Da
allerdings vor Beginn der Tierversuche die verwendeten Ag43-exprimierenden E. coli-
Kulturen mittels Western Blot-Untersuchung auf Anwesenheit des Proteins (berprift
wurden, ist eine Verfalschung der hier generierten Ergebnisse durch einen unentdeckten

»Ag43 OFF“-Status eher unwahrscheinlich.

Die aus dem Tierversuch abzuleitende Vermutung, dass Ag43 bei der initialen
Kolonisierung der Blase keine entscheidende Funktion zukommt, steht nicht im
Widerspruch zu vorangegangenen Erkenntnissen: Bisher veroffentlichte in vivo-Studien
deuten darauf hin, dass Ag43 an der Ausbildung der Langzeitpersistenz des UPEC
Stammes CFT073 in Mausblasen beteiligt ist (Ulett et al., 2007). Des Weiteren wurde
beschrieben, dass Ag43 zur Aufnahme und zum Uberleben von UPEC in neutrophilen
Granulozyten beitrdagt, was moglicherweise der Umgehung eines der primédren
Abwehrmechanismen des menschlichen Korpers dient (Fexby et al., 2007). In

Ubereinstimmung dazu konnte Ag43 in einer epidemiologischen Humanstudie ebenfalls
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mit der Persistenz von UPEC in der Blase sowie dem Auftreten wiederkehrender HWI in
Verbindung gebracht werden (Lithje und Brauner, 2010). Aufgrund dieser Informationen
sollte die Untersuchung der agn43-Deletionmutanten im Mausmodell mit einer langeren
Infektionszeit wiederholt werden, um zu Uberprifen, ob Ag43 auch bei E. coli Stamm 536

das Persistenzverhalten der Bakterien in der Blase beeinflusst.

5.3.2 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von uvrY-Komplementanten des
E. coli Stammes 536

Fir den UPEC Stamm CFT073 zeigten Palaniyandi et al. (2012), dass Mutationen, die die
Funktionalitait des Zwei-Komponenten-Systems BarA/UvrY betreffen, zu einer
signifikanten Abnahme der Virulenz im murinen HWI-Modell fihren. Aufgrund des fir
E. coli CFTO73 beschriebenen Effekts wurde in der vorliegenden Arbeit Uberprift, ob im
Umkehrschluss dazu die Komplementation von wuvrY in der natirlichen uvrY-
Deletionsmutante E. coli 536 auch eine Veranderung im Virulenzverhalten dieses
Bakterienstammes bewirkt. Da die E. coli 536 uvrY-Komplementante zur Colibactin-
Synthese befdhigt ist (Homburg, 2007), wurde zusatzlich mit einer Colibactin-negativen
uvrY-Komplementante von E. coli 536 gearbeitet, um mogliche auf das Genotoxin
rickfihrbare Veranderungen in der Virulenzeigenschaft erkennbar zu machen.
Interessanterweise erwies sich die Colibactin-positive uvrY-Komplementante als weniger
virulent als der wildtypische UPEC Stamm 536. Der fir sie detektierbare
Kolonisierungsgrad von Blase und Nieren nach der untersuchten Infektionszeit von 48 h
entsprach lediglich dem des apathogenen Kontrollstamms E. coli MG1655 (Abbildung 24).
Die bakterielle Belastung der Blase durch die Colibactin-negative uvrY-Komplementante
stimmte dagegen mit der des Wildtyps liberein (Abbildung 24A). Hinsichtlich der Fahigkeit
zur Nierenkolonisierung war fir die Colibactin-negative uvrY-Komplementante allerdings
auch nur eine leicht positive Tendenz festzustellen (Abbildung 24B).

Als mogliche Ursache fir die reduzierte Virulenzeigenschaft der Colibactin-positiven uvrY-
Komplementante kann die zuséatzliche metabolische Belastung dieser Bakterien durch die
Colibactin-Synthese vermutet werden. Fiir die Expression eines ,Fremdproteins®“ kommt
es in den Wirtszellen bekanntlich zum Verbrauch zellularer Ressourcen, die daraufhin im
eigentlichen Wirtszellstoffwechsel fehlen (Corchero und Villaverde, 1998). Die so

entstandene Stoffwechselbelastung kann zu Verdnderungen in der Biochemie und
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Physiologie der Wirtszellen, wie z.B. einer Reduktion des Zellwachstums oder der
generellen Proteinsynthese filihren und somit eine Abschwachung der bakteriellen
Virulenz zur Folge haben. Da Bakterien des wildtypischen UPEC Stammes 536
normalerweise kein Colibactin bilden, ist die durch die uvrY-Komplementation
hervorgerufene Genotoxin-Synthese als metabolische Last und infolgedessen als
wahrscheinliche Erklarung fir die reduzierte Virulenz der Komplementante zu werten.
Zusatzlich ist anzumerken, dass die hier ermittelten Ergebnisse keinen Hinweis auf einen
Effekt von Colibactin auf den in vivo-Infektionsprozess der Harnwege lieferten. Diese
Beobachtung stimmt mit der Microarray-basierten Studie von Hagan et al. (2010)
Uberein, in der bei der Untersuchung von HWI-Patientenisolaten ebenfalls keine
Korrelation zwischen Colibactin-Expression und dem Auslésen einer HWI zu erkennen
war. Die bakterielle Belastung der Blase durch die Colibactin-negative uvrY-
Komplementante entsprach der des wildtypischen UPEC 536, was darauf hindeutet, dass
sich die Colibactin-unabhdngige Expression von UvrY in E. coli 536 - zumindest in der
Mausblase - nicht verandernd auf das Virulenzverhalten des Bakterienstammes auswirkt.
Da die Colibactin-negative uvrY-Komplementante jedoch eine im Vergleich zum Wildtyp
reduzierte Fahigkeit zur Nierenkolonisierung zeigte, miissen zukiinftige Untersuchungen
klaren, ob und wenn ja, wie die UvrY-Expression in E. coli 536 die Besiedlung der Nieren

beeintrachtigt.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei dem uropathogenen E. coli Stamm 536 um eine
naturliche uvrY-Deletionsmutante handelt, scheint das Zwei-Komponenten-System
BarA/UvrY fir das Hervorrufen einer HWI nicht essentiell zu sein. Es ist jedoch zu
vermuten, dass sich in E. coli 536 vergleichbare Mechanismen entwickelt haben, die das
Fehlen von UvrY kompensieren und ebenfalls an der Virulenzregulation beteiligt sind.
Interessanterweise erfolgt die Regulation der bakteriellen Virulenz Gber das BarA/UvrY-
System in E. coli CFT073 teilweise nur indirekt. Einige Virulenzeigenschaften werden von
Komponenten des Csr (,carbon storage regulator”)-Systems moduliert, die jedoch
ihrerseits der Regulation durch BarA/UvrY unterliegen. Das Csr-System in E. coli besteht
aus dem RNA-bindenden Protein CsrA und den zwei kleinen nicht-kodierenden
regulatorischen RNAs CsrB und CsrC (Romeo, 1998). UvrY stimuliert die Transkription der

zwei RNAs CsrB und CsrC, die daraufhin an CsrA binden und so der Aktivitat von CsrA
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entgegenwirken (Suzuki et al., 2002; Weilbacher et al., 2003). Romeo et al. (2012)
konnten zeigen, dass CsrA fir die Regulation mehrere Virulenzgene in E. coli
verantwortlich ist. Mutationen in csrA bewirken beispielsweise im uropathogenen E. coli
Stamm CFT073 eine Erhéhung der Virulenz (Palaniyandi et al., 2012). Da das Csr-System in
E. coli 536 ebenfalls exprimiert wird, lasst sich vermuten, dass CsrA auch in diesem UPEC
Stamm eine Virulenz-regulierende Funktion zukommt. Ein Schwerpunkt zukiinftiger
Studien sollte somit auf der Charakterisierung des Csr-Systems und seiner Regulation in
E. coli Stamm 536 liegen. Des Weiteren ware die Untersuchung der in vivo-Virulenz einer
csrA-Deletionsmutante von E. coli 536 im HWI-Tiermodell von Interesse, um zu

Uberpriifen, ob die Mutation wie in E. coli CFTO73 eine Erh6hung der Virulenz verursacht.

5.3.3 Untersuchungen zur in vivo-Virulenz und -Persistenz einer pgaABCD-
Deletionsmutante des UPEC Stammes UTI89

Die Ergebnisse mikrobiologischer Studien der letzten Jahre lieferten vermehrt Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen der Etablierung einer HWI und den von UPEC
gebildeten, intrazelluldaren biofilmartigen Strukturen (IBCs) in der Blase (Anderson et al.,
2003; Kau et al., 2005). In Untersuchungen der in vitro-Biofilmbildung von E. coli K-12
Stammen konnte zudem das Exopolysaccharid PGA als eine der Biofilm-
Hauptstrukturkomponenten identifiziert werden (Romeo et al., 1993). Aufgrund dieser
Erkenntnisse liegt die Vermutung nahe, dass die Bildung der IBCs in der Blase ebenfalls zu
einem grofRen Teil von dem Vorhandensein von PGA abhdngt, wodurch dem
Exopolysaccharid bei der Auspragung einer HWI eine essentielle Rolle zukommen wiirde.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit die Virulenz- und
Persistenzeigenschaft einer PGA-Deletionsmutante des UPEC Stammes UTI89 im
Mausmodell der experimentellen HWI getestet. Als uropathogene Positivkontrolle diente
der wildtypische UPEC Stamm UTI89.

Im Verlauf der untersuchten Kurzzeit-Infektion von drei Tagen entsprach die bakterielle
Belastung der Blase durch die PGA-Deletionsmutante der des Wildtypstammes
(Abbildung 25A). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die PGA-Deletion in E. coli UTI89
keine nachteilige Auswirkung auf die initiale Anhaftungsphase der Bakterien an das
Blasengewebe der Versuchstiere hat. Dies steht in Ubereinstimmung mit der derzeit

glltigen Annahme, dass die initiale Anhaftung und nachfolgende irreversiblen Bindung
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der Bakterien an Oberflachen - die ersten Schritte in der Biofilmbildung - (iberwiegend
durch Typ 1- und Curli-Fimbrien sowie dem Autotransporteradhasin Ag43 bedingt werden
(Beloin et al., 2008; Mika und Hengge, 2013).

Im Gegensatz dazu offenbarte die Analyse der bakteriellen Infektionskinetik tGber einen
Untersuchungszeitraum von drei Wochen einen deutlichen Unterschied zwischen PGA-
Deletionsmutante und Wildtyp. Wahrend der durchschnittliche Kolonisierungsgrad der
Blase durch den Wildtyp innerhalb der ersten zwei Wochen nach Infektion ca. 10° CFU/g
Gewebe betrug und teilweise sogar ein Kolonisierungsanstieg zu verzeichnen war,
stagnierte die bakterielle Belastung der Blase durch die PGA-Deletionsmutante in der
ersten Woche bei 10* CFU/g Gewebe und verringerte sich in den nachfolgenden Tagen
drastisch (Abbildung 25B). In der zweiten und dritten Woche nach Infektion war eine
Kolonisierung der Blase durch die PGA-Deletionsmutante nicht mehr nachweisbar. Zwar
lieR sich drei Wochen nach Infektion auch fir den wildtypische UPEC UTI89 ein Riickgang
in der bakteriellen Organlast beobachten, sie lag jedoch weiterhin im gut detektierbaren
Bereich (Abbildung 25B). Da die IBCs fiir die Manifestierung des Akutstadiums einer HWI
eine wichtige Rolle spielen und PGA zumindest in vitro deutlich zur Reifung/Stabilisierung
von Biofilmen beitragt (Mika und Hengge, 2013), stlitzen die Ergebnisse die Theorie, dass
PGA fir die Bildung der IBCs in der Blase bendétigt wird. Um diesbezlglich detailliertere
Informationen zu erlangen, ware es sinnvoll, das Blasengewebe der Versuchsgruppen
eine Woche nach der transurethralen Inokulation histologisch zu untersuchen. Unter der
Voraussetzung, dass PGA wie vermutet die IBC-Bildung entscheidend beeinflusst, sollten
sich dann im Blasengewebe der mit der PGA-Deletionsmutante infizierten Versuchstiere
keine bzw. nur unvollstandig ausgeprdgte IBCs nachweisen lassen. Da fiir den
wildtypischen UPEC Stamm UTI89 auch noch drei Wochen nach der Infektion Bakterien
im Blasengewebe der Versuchstiere detektiert werden konnten (Abbildung 25B),
identifizieren die Ergebnisse das Exopolysaccharid PGA als einen bestimmenden Faktor
fir das liangerfristige Uberleben von E. coli UTI89 in der Mausblase. Der genaue
Zusammenhang von PGA und der Fahigkeit der Bakterien zu persistieren muss jedoch
mittels zuklinftiger Versuche noch weiter untersucht werden. Dabei gilt es unter anderem
zu kléren, ob PGA auch an der Ausbildung der fiir die Persistenz charakteristischen QIRs
(,quiescent intracellular reservoirs“) beteiligt ist. Fir nachfolgende Persistenz-

untersuchungen sollte zudem ein langerer Versuchszeitraum in Betracht gezogen werden.
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Da der wildtypische UPEC Stamm 536 ebenfalls zur PGA-Synthese befdhigt ist, wiirde sich
zusatzlich die Untersuchung einer PGA-Deletionsmutante dieses Stammes anbieten, um
den Einfluss von PGA auf die Virulenzeigenschaft beider UPEC Stamme vergleichen zu

kénnen.

5.3.4 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von atypischen UPEC-Isolaten
Toval et al. (2014) konnten zeigen, dass Krankenhaus-assoziierte HWI nicht nur durch
klassische UPEC Stamme hervorgerufen wedren, sondern haufig auch von E. coli
Stammen, deren genetischer Hintergrund sich von dem typischer UPEC-Varianten
unterscheidet. Die in der Studie von Toval et al. positiv auf spezifische IPEC-Virulenz-
marker getesteten HWI-Isolate wurden als atypische UPEC (aUPEC) bezeichnet. In der
vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Virulenzverhaltens im HWI-Mausmodell
von vier ausgewahlten aUPEC-Isolaten ein weiteres Ziel. Bei den Isolaten handelte es sich
um drei als STEC charakterisierte Stamme (UR131, UR5703/202, UR5779/201) sowie
einen als EAEC identifizierten Stamm (UR1352).

Interessanterweise zeigten die drei STEC-Stamme nach der hier untersuchten
Infektionszeit von 48 h Unterschiede in der Virulenzeingenschaft: Im Vergleich zum UPEC
Stamm 536 wies das STEC-Isolat UR131 eine signifikant héhere bakterielle Belastung von
sowohl Blasen- als auch Nierengewebe auf (Abbildung 26). Das STEC-Isolat UR5703/202
war ebenfalls zur Kolonisierung von Blase und Nieren befahigt, allerdings weit weniger
effizient als die UPEC-Kontrolle (Abbildung 26). Fiur STEC-Isolat UR5779/201 lieR sich
weder Blasen- noch Nierenkolonisierung nachweisen (Abbildung 26). Aus vorange-
gangenen Untersuchungen ist bekannt, dass es sich bei dem STEC-Isolat UR5779/201 um
einen fimH-negativen Stamm handelt. Die STEC-Isolate UR131 und UR5703/202 wurden
dagegen positiv auf Typ 1-Fimbrien getestet (Toval, 2014). Typ 1-Fimbrien spielen im
murinen HWI-Modell fiir die initiale Adharenz der Bakterien an die Blasenepithelzellen
und somit fur das Auslosen einer HWI eine wichtige Rolle (Gunther IV et al., 2002). Die
nicht vorhandene Fahigkeit zur Organkolonisierung durch STEC-Isolat UR5779/201 ist
daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Fehlen der Typ 1-Fimbrien zurlckzufihren.
Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei dem stark kolonisierenden STEC-Isolat UR131 um
einen LEE-negativen Stamm handelt, scheint die Fahigkeit der STEC-Isolate, eine HWI

hervorzurufen, nicht vom Vorhandensein der LEE-Pathogenitdtsinsel abzuhdngen. Da
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allerdings das STEC-Isolat UR131 als Einziges Shiga Toxin 1 exprimiert, sollten zukinftige
Untersuchungen klaren, ob zwischen der deutlich erhéhten Virulenz dieses STEC-Isolats
und dem Vorhandensein von Shiga Toxin 1 ein moglicher Zusammenhang besteht (z.B.
durch Wiederholung des Versuchs mit einer stx1-Deletionsmutante von STEC-Isolat
UR131).

Fur den EAEC Stamm UR1352 konnte im murinen HWI-Modell ebenfalls urovirolentes
Potential festgestellt werden (Abbildung 26). Der fir das Isolat detektierbare Kolonisie-
rungsgrad der Organe entsprach dem der UPEC-Kontrolle 536. In Ubereinstimmung mit
den Beobachtungen fir die STEC-Isolate handelt es sich bei dem zur Kolonisierung
befdhigten EAEC-Isolat auch um einen positiv auf Typ 1-Fimbrien getesteten Stamm
(Toval, 2014). Das Ergebnis steht in Einklang mit vorangegangenen Studien, in denen
EAEC-Bakterien in in vitro-Versuchen eine starke Adhdrenz an humane Urothelzellen
zeigten, die teilweise sogar hoher ausfiel als die der uropathogenen Kontrollstimme
(Yamamoto et al.,, 1991; Boll et al.,, 2013). Als wahrscheinlichste Ursache fir die
beobachtete bakterielle Adhdarenz wurden auch hier die exprimierten Typ 1-Fimbrien
identifiziert (Boll et al., 2013). Es bleibt anzumerken, dass auf Basis der in der
vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse eine Beteiligung der EAEC-spezifischen
»aggregative Adharenz-Fimbrien“ (AAF) an der Kolonisierung von Blase und Nieren der
Versuchstiere nicht auszuschlieRen ist. Um dies genauer zu lberpriifen, sollte der Versuch

mit AAF-Deletionsmutanten von Stamm UR1352 wiederholt werden.

Zusammenfassend ladsst sich festhalten, dass fiir die zur Kolonisierung befdhigten zwei
STEC-Isolate sowie das EAEC-Isolat Ubereinstimmend nur die Typ 1-Fimbrien als
charakteristischer  ExPEC-Virulenzmarker zu ermitteln waren. Weitere EXPEC-
Determinanten (wie z.B. P-, S- oder F1C-Fimbrien und Dr-Adhéasine) bzw. UPEC-spezifische
Virulenzfaktoren (wie z.B. Toxine oder Siderophorsysteme) konnten nicht nachgewiesen
werden (Toval, 2014). Fir zukinftige Versuche sollten somit fim-Deletionsmutanten der
Isolate generiert werden, um zu untersuchen, in welchem AusmaR die Typ 1-Fimbrien zur
Fahigkeit der IPEC-Isolate zum Auslosen einer aufsteigenden HWI beitragen. Des
Weiteren kénnte das Arbeiten mit den fim-Deletionsmutanten Hinweise darauf liefern, ob
die Isolate weitere Virulenz-assoziierte Faktoren exprimieren, die die Auspragung einer

HWI fordern. Die Ergebnisse des Versuchs deuten klar darauf hin, dass die Fahigkeit, eine
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HWI auszuldsen, in die Nieren aufzusteigen und diese zu kolonisieren, nicht auf typische
UPEC-Isolate beschrankt ist. Jedoch bedarf es weiterer Studien, unter anderem der

systematischen Analyse der aUPEC-Isolate, um diese Beobachtung zu bestatigen.

5.3.5 Untersuchung der in vivo-Virulenz und -Fitness von STEC O2:H6-Isolaten
Nachdem fir den Ausbruchstamm der HUS-Epidemie 2011, E. coli 0104:H4, eine bisher
einzigartige Kombination typischer STEC- und EAEC-Virulenzgene beschrieben wurde und
der Stamm auch phanotypisch die Besonderheiten beider Pathogruppen zeigt
(Bielaszewska et al., 2011; Karch et al., 2012), hat die Identifizierung hybrider Pathogene
klar an klinischer Bedeutung gewonnen. In einer kiirzlich veréffentlichten Studie konnten
STEC-Isolate des Serotyps 02:H6 ebenfalls als hybride Pathogene charakterisiert werden
(Bielaszewska et al., 2014). Dafiir wurde gezeigt, dass die aus Patienten mit Durchfall
isolierten 02:H6-Stamme sowohl STEC- als auch UPEC-assoziierte Virulenzfaktoren
exprimieren und phylogenetisch zwischen HUSEC und ExPEC Stammen (hier UPEC und
MNEC Stamme) einzuordnen sind.

Ziel der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchung war die
Charakterisierung der Virulenzeigenschaft von drei STEC 02:H6-lsolaten (Stamme
03-08304, 04-00955 und 05-00787) im Mausmodell der experimentellen HWI. Dabei galt
es zudem, das heteropathogene klinische Potential der STEC-Isolate zu bestatigen. Fir
alle drei Stamme war 48 h nach der Infektion eine Befahigung zur Blasenkolonisierung der
Versuchstiere feststellbar (Abbildung 27A). Die detektierbare Bakterienlast der Blasen war
jeweils signifikant hoher als die des apathogenen E. coli K-12 Stammes MG1655.
Allerdings zeigte nur STEC 02:H6-Isolat 03-08304 eine dem UPEC Stamm 536
entsprechend starke Kolonisation der Blase. Die Kolonisierung der Nieren erfolgte
dagegen durch alle drei STEC O2:H6-Isolate so effizient wie durch den Wildtypstamm 536
(Abbildung 27B). Das Ergebnis zeigt, dass die STEC O2:H6-Isolate zumindest im hier
angewandten Modell ein uropathogenes Virulenzpotential besitzen, das in etwa dem des
UPEC Stammes 536 entspricht. Da die getesteten Isolate urspringlich aus
Durchfallpatienten isoliert wurden, bestatigt sich somit der heteropathogenen Charakter

von STEC O2:H6.

145



DISKUSSION

Bei STEC 02:H6 scheint es sich um eine ,Zwischenstation” zwischen den Hauptgruppen
pathogener E. coli zu handeln. Die heteropathogene Virulenzeigenschaft von STEC 02:H6
deutet zudem darauf hin, dass pathogene E. coli nicht nur Gber den einfachen linearen
Erwerb von Virulenz-Loci durch nicht-pathogene E. coli Stamme entstehen kénnen. Sie
verweist auf ein Modell, in dem es E. coli-Pathogruppen moglich ist, sukzessive Satze an
Virulenzgenen gegen die anderer Pathogruppe zu tauschen. Hierdurch blieben
pathogenen E. coli, die einer bestimmten phylogenetischen Position zugeordnet sind,
alternative Virulenzoptionen gewahrt. Mit Hilfe breiter aufgestellter Untersuchungen
muss in Zukunft geklart werden, ob es sich bei dieser Form der Erregerentstehung um
einen generalisierten Mechanismus handelt oder ob es sich um ein STEC O2:H6-

spezifisches Phanomen handelt.
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5.4 AbschlieBende Worte und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Aspekte der
Virulenzeigenschaft uropathogener E. coli, insbesondere am Beispiel des wildtypischen
UPEC Stammes 536 ndher beleuchtet. Die gewonnenen Erkenntnisse bestdtigen im
Abgleich mit den Ergebnissen bisher veréffentlichter UPEC-Studien die derzeit gultige
Theorie, dass sich fir UPEC kein genereller Virulenzmechanismus beschreiben lasst,
sondern dass eine HWI aufgrund des regulierten Zusammenwirkens mehrerer
bakterieller, teilweise stammspezifischer Faktoren ausgelost wird. Zudem wurde am
Beispiel atypischer UPEC Isolate untersucht, inwieweit pathogene E. coli Varianten, denen
die charakteristischen Virulenzfaktoren von EXPEC fehlen, in der Lage sind, eine
aufsteigende HWI zu verursachen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese Fahigkeit
nicht auf Isolate typischer phylogenetischer UPEC Entwicklungslinien beschrankt und auf
das Vorhandensein charakteristischer UPEC Virulenzfaktoren angewiesen ist.

Um die Interaktion der unterschiedlichen bakteriellen Faktoren bei einer HWI zukiinftig
besser untersuchen zu koénnen, sollte lber die Anwendung der ,RNA-Seq“-Methode
nachgedacht werden. Der Einsatz dieser ,Next-Generation-Sequencing“-Technik
ermoglicht einen detaillierteren Einblick in die transkriptionelle Regulation verschiedener
Virulenzfaktoren sowie auf eventuelle Beziehungen der Faktoren zueinander. Die so
gewonnenen Informationen konnten unter anderem einen groBen Beitrag zur
Entwicklung neuer Therapieformen bzw. Impfstoffe gegen HWI leisten, die aufgrund des
Anstiegs von Antibiotikaresistenzen sowie nosokomialer Infektionen und der damit

verbundenen 6konomischen Auswirkung zunehmend an Bedeutung gewinnen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

(v/v) Volumen pro Volumen
(w/v) Masse pro Volumen

A Adenin, Ampere

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosin-5’-triphosphat
bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

c Konzentration

°C Grad Celsius

ca. circa

CAS Chromazurol S

CFU ,colony forming unit”
Cm Chloramphenicol

cm Zentimeter

C-terminal Carboxy-terminal

A Delta

Da Dalton

DAEC diffus adharierende E. coli
dest destilliert

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
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EAEC
EcN

E. coli
EDTA
EHEC
EIEC
EPEC
etal.
ETEC
EtOH
ExPEC
G

8

GEl
GIcNAC
GT

h

H,0
H0est
HZObidest
IPEC

k

kb

kDa

Km

LB

LPS

min

MW

enteroaggregative E. coli
Escherichia coli Nissle 1917
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
enterohdmorrhagische E. coli
enteroinvasive E. coli
enteropathogene E. coli

et altera

enterotoxische E. coli
Ethanol
extraintestinal-pathogene E. coli
Guanin

Gramm, mittlere Erdbeschleunigung
genomische Insel
N-Acetylglucosamin
Glykosyltransferase

Stunde

Wasser

destilliertes Wasser

zweifach destilliertes Wasser
intestinal-pathogene E. coli
Kilo

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kanamycin

Lambda

Liter

»,Lysogeny Broth"
Lipopolysaccharid

milli, Meter

molar, Mega

mikro

Minute

Molekulargewicht

nano
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NMEC
N-terminal
Q

OD,

ORF

PAGE

PAI

PBS

PCR

pH

RT

SDS
SEPEC
Sm
sp./spp.
ssp.

STEC

TE

TAE
TBS
TEMED
Tet

Tw

Tris

GN
UNK

UPEC

Vol.
WT

z.B.

170

Neugeborenen-Meningitis-assoziierte E. coli
Amino-terminal

Ohm (Einheit des elektrischen Widerstands)
Optische Dichte bei x nm Wellenldnge
»open reading frame”
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Pathogenitatsinsel

»phosphate buffered saline”
»polymerase chain reaction”

negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration in einer wéassrigen
Losung (pondus hydrogenii)
Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Sepsis-assoziierte E. coli
Streptomycin

Spezies

Subspezies

Shiga Toxin-produzierende E. coli
Thymin

Tris-EDTA

Tris-Acetat-EDTA

Ltris buffered saline”
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Uracil, Enzymenheit

Uber Nacht

Ubernachtkultur

uropathogene E. coli

Volt

Volumen

Wildtyp

zum Beispiel
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7.2 Oligonukleotide

Tabelle 18: Verwendete Oligonukleotide und deren Verwendungszwecke.
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen, die His-Tag kodierende DNA-Sequenz ist
grau hinterlegt und homologe Sequenzbereiche zu den priming sites des Plasmids pKD3 sind mittels
GroRbuchstaben markiert.

Bezeichnung Sequenz (5’—3’) Anwendung Referenz
agn43-Xbal-fw gctctagagctaaggaaaagctgatgaaac Amplifikation von agn43a-  diese Arbeit
agn43-Hindlll-rev cccaagcttgggtcagaaagtcacattcagegt 536 und agn43b-536 zur
8 aagctigggicagaaag gcg Klonierung
T7 taatacgactcactataggg Uberpriifung und Sequen-  Promega
zierung von pGEM-T und
P tattt t tat
SP6 atttaggteacactatag pGEM-T Easy-Derivaten
Sagn31-fw ccacgctggataacagaggt Primer-Walking zur Sequen-  diese Arbeit
. 430-
Sagn31-rev acctctgttatccagegtgg zierung von agn43a-536
Sagn32-fw tctccgttgtggagggtaag
Sagn32-rev cttaccctccacaacggaga
Sagn33-fw tgacgctgaacgacagtacc
Sagn33-rev ggtactgtcgttcagcegtca
Sagn51-fw ggtgagcagtgggtacatga Primer-Walking zur Sequen-  diese Arbeit
. 43b-
Sagn51-rev tcatgtacccactgctcacc zierung von agn43b-536
Sagn52-fw tcacggtggaaaacggtaat
Sagn52-rev attaccgttttccaccgtga
Sagn53-fw cgcaggagagattcactttg
Sagn53-rev caaagtgaatctctcctgeg
Sagn4-fw gctgacacaggcaatggac Primer-Walking zur Sequen-  diese Arbeit
. 43-
Sagn4-rev gtccattgectgtgtcage zierung von agn43-536
Sagn5-fw aggataacgccggttatgtg
Sagn5-rev cacataaccggcgttatcct
tet”° ccatcgaatggccagatgat Uberpriifung und Sequen-  Homburg
zierung von pASK75-  (2007)
ASK3 tgacgcagtagcggtaaacg Derivaten
His43-IIl fw atcgttgtgcacccgggtgaaacagtgaatgg Insertion der His-Tag  diese Arbeit
. kodierenden DNA-Sequenz
His43-11l
is43-1ll rev atggtgatggtgatggtggtcagcagccagceac in agn43a-536
cgggas
His43-V fw acggttgtacaggcgggagaaaccgtgaac Insertion der His-Tag  diese Arbeit
kodi DNA-
His43-V rev atggtgatggtgatggtggtcagcagccagtge i::;;zgg_esr; 6 Sequenz
cgggac
HisK-fw ctggctgctgaccaccatcaccatcaccat Nachweis der erfolgreichen  diese Arbeit
HisK-IIl rev ccggtgacggttgetgetgtge Insertion der His-Tag
geteacegtiecieciats kodierenden DNA-Sequenz
HisK-V rev cgtcgecgecggceataaacca in agn43a-536 und agn43b-

536

171



ANHANG

Tabelle 18: Verwendete Oligonukleotide und deren Verwendungszwecke. (Fortsetzung)

Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen, die His-Tag kodierende DNA-Sequenz ist
grau hinterlegt und homologe Sequenzbereiche zu den priming sites des Plasmids pKD3 sind mittels
GroRbuchstaben markiert.

Bezeichnung Sequenz (5’—3’) Anwendung Referenz

ECP_0425_Cm_fw atctgggtgaaggttttgttattcataaaatgatt Amplifikation der cat- diese Arbeit
ctttgagcaaattgcGTGTAGGCTGGAG Kassette fir die Erzeugung
TGCTT der ecp0425-Deletions-

ECP_0425_CM_rev tttcatcaataattacctggtctgcaatctgaata umnu;w;i:::TZ%gﬁf nko
tttttctctttaacaCATATGAATATCCTCC
TTAGTTCCTA

ECP_1042_CM_fw gaatgccgatcagacgttgagtgaaacctggag Amplifikation der cat- diese Arbeit
ctaccagttacctgccaGTGTAGGCTGGA  Kassette fir die Erzeugung
GCTGCTT der ecp1042-Deletions-

ECP_1042_CM_rev  gcaggaacgatgtaggcctgataagcgtageg umnu;w;i:Z:TZ%Z?f nko
catcaggcaactacgtttCATATGAATATC
CTCCTTAGTTCCTA

ECP_1999_CM_fw gtgtgaaggttttgttgtccataagatggtgttgt  Amplifikation der cat- diese Arbeit
aacggagtaatagaaGTGTAGGCTGGAG  Kassette fir die Erzeugung
CTGCTT der ecp1999-Deletions-

ECP_1999 CM_rev  tttcatcaataatcacctggtctgcaatctgaac umnu;?/C;iE::TZ%?)Ef nko
atttttctctttagcaCATATGAATATCCTC
CTTAGTTCCTA

ECP_2077_CM_fw tgagcttttttctgaagagagatatgcggaaatt  Amplifikation der cat- diese Arbeit
ttaacggcggcatttaGTGTAGGCTGGAG  Kassette fiir die Erzeugung
CTGCTT der ecp2077-Deletions-

ECP_2077_CM_rev  tatatccagcaccaccagttactaatatgttcat umnu;a\‘/r\};iEZ:TZ%Zt;f nko
attatatctccactaaCATATGAATATCCT
CCTTAGTTCCTA

ECP_2078_CM_fw tgtcaattcgttctgctaaaaatgaagtcgtttat  Amplifikation der cat- diese Arbeit
cgggaagtttttaaaGTGTAGGCTGGAGC Kassette fir die Erzeugung
TGCTT der ecp2078-Deletions-

ECP_2078_CM_rev  ctcctccggtaagttcattatatgagttaattgaa umnu;a\:lgi::?&%;gf nko
atgagacagagtttcCATATGAATATCCT
CCTTAGTTCCTA

ECP_3716_CM_fw atacaaagcctgtaaaacgtcaggataacttca  Amplifikation der cat- diese Arbeit
gaggtcgtcggtaatttGTGTAGGCTGGA  Kassette fiir die Erzeugung
GCTGCTT der ecp3716-Deletions-

ECP_3716_CM_rev  gcatcagtggcaaggctggggcaaacageecg umnu;a\/?/;er\ﬁ:r(]Z%ZESF nko
aagcggcaaaacttaacgCATATGAATAT
CCTCCTTAGTTCCTA

ECP_3720_CM_fw gcgtaacggaatacatggectggetgaatcgtg Amplifikation der cat- diese Arbeit

ECP_3720_CM_rev

acgcataagagctctgcGTGTAGGCTGGA
GCTGCTT

tggagaacatcgcccatcgacgatgttttaacg
atcagaacccgcatccgCATATGAATATCC
TCCTTAGTTCCTA

Kassette fiir die Erzeugung
der ecp3720-Deletions-
mutante nach Datsenko
und Wanner (2000)
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Tabelle 18: Verwendete Oligonukleotide und deren Verwendungszwecke. (Fortsetzung)
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen, die His-Tag kodierende DNA-Sequenz ist
grau hinterlegt und homologe Sequenzbereiche zu den priming sites des Plasmids pKD3 sind mittels
GroRbuchstaben markiert.

Bezeichnung Sequenz (5’'—3’) Anwendung Referenz
ECP_3729_CM_fw attgcagctgtcgataaattacttccctectccac  Amplifikation der cat- diese Arbeit
gacaggtacgtcgttGTGTAGGCTGGAGC Kassette fir die Erzeugung
TGCTT der ecp3729-Deletions-
ECP_3729_CM_rev  cctcaaaaggatctttaccgcgccataacgtgg Lnnu;a:,r\}’;i:::fzzlggtg)e nko
caaacgactctttaagtCATATGAATATCC
TCCTTAGTTCCTA
ECP_3730_CM_fw aaaaagagttacttgtggataagccatttcgaa  Amplifikation der cat- diese Arbeit
gaattttgctcattaagGTGTAGGCTGGA Kassette fir die Erzeugung
GCTGCTT der ecp3730-Deletions-
tant h Dat k
ECP_3730_CM_rev  gcgctgcaaaccgccaaagggaaaatatttata umnud ?,U;:::(zozg)en °
taaacaaaaagcaacgaCATATGAATATC
CTCCTTAGTTCCTA
cl ttatacgcaaggcgacaagg Kontroll-Primer zur Uber- Datsenko
prifung der Integration der und
c2 gatcttccgtcacaggtagg cat-Kassette Wanner
(2000)
ECP_0425_500fw atattgctaccgtggtgatgact Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_0425_500rev ggagtgaataagttccggtaggt von ecp0425
ECP_1042_500fw gatttctcccgctttgaagat Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_1042_500rev acggcgactatgatgagatagag von ecp1042
ECP_1999 500fw tcatgacacctggttgctgt Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_1999 500rev ttgtcggagtgagtaagttcca von ecp1999
ECP_2077_500fw tctgggctgtttcaaataaggt Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_2077_500rev ctagaatgagcaccgacaggat von ecp2077
ECP_2078_500fw gatgtaatcggcgcaagaat Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_2078_500rev ttggcagcatctatatttggaa von ecp2078
ECP_3716_500fw ccttaatgatgtgatggcagaa Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_3716_500rev tttggtatgcagaaagtgatgc von ecp3716
ECP_3720_500fw gaatcccgcgaatatgaaaa Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
upstream bzw. downstream
ECP_3720_500rev tcttccggecagtgtttate von ecp3720
ECP_3729 500fw tgaagcagacaaccatgagttac Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
ECP_3729 500rev atacactttcataaaccgccaga upstream bzw. downstream
von ecp3729
ECP_3730_500fw tacggtaatcggtaaatcaggataa Test-Primer 500 bp  diese Arbeit
ECP_3730_500rev gctggctatatttacgatcaggata :/Jsztz;?7ggw' downstream
RS1 K fw aaaagtcagagccagcgaga Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
uf d h |
RS1_Krev ccaatttttacgccattgcet prd ung. .er omologen
Rekombination von

ecp0425 und cat-Kassette
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Tabelle 18: Verwendete Oligonukleotide und deren Verwendungszwecke. (Fortsetzung)

Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen, die His-Tag kodierende DNA-Sequenz ist
grau hinterlegt und homologe Sequenzbereiche zu den priming sites des Plasmids pKD3 sind mittels
GroRbuchstaben markiert.

Bezeichnung Sequenz (5’—3’) Anwendung Referenz

RS2_K fw ctggtgatgcgtgtgaaagt Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

RS2_K t ttatgct

S2_Krev agcaaggtcaccattatgctc Rekombination von
ecpl1042 und cat-Kassette

RS3_Kfw aaagccagatccatcgaaga Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit

ifi h I

RS3_Krev gleiche Sequenz wie RS1_K rev pru ung. d?r omoflogen
Rekombination von
ecpl1999 und cat-Kassette

RS4_K fw ttgccaataataaagaagatttagea Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

RS4 K ttact ttgt

S4_Krev gaagcattactgaaattgtccaga Rekombination von
ecp2077 und cat-Kassette

RS5_K fw tttgaatcttctttcaggacaaa Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

RS5_K rev tcctcaggtaaactattcgaagaca Rekombination von
ecp2078 und cat-Kassette

RS6_K fw ttcgtaattgegetgatctc Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
priafung der homologen

R K

S6_Krev cgctggaacctgtttatgcet Rekombination von
ecp3716 und cat-Kassette

RS7_Kfw ctaccaggcgttcactcagg Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

RS7_Krev gtgccaggaaggaatctgtg Rekombination von
ecp3720 und cat-Kassette

RS8_K fw aattctgggcegggagattac Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

RS8_K rev gcgatgccatttgagaaaata Rekombination von
ecp3729 und cat-Kassette

RS9 K fw tagcgcgtcaatatcagtge Kontroll-Primer zur Uber-  diese Arbeit
prifung der homologen

R K

S9_Krev accggcactttgatcagttc Rekombination von

ecp3730 und cat-Kassette
agn43+P_EcoRIfw cggaattccgtctctcttgtccgtgecaatagett Amplifikation von agn43a-  diese Arbeit
536 mit eigener Promotor-
region zur Klonierung in
pGEN206 ASpel
agn43V+P_EcoRIfw  cggaattccgtttctcttgegtgaccteectget Amplifikation von agn43b-  diese Arbeit
536 mit eigener Promotor-

agn43_Nhel_rev ctagctagctagtcagaaagtcacattcagegt

agn43_Nhel_rev ctagctagctagtcagaaagtcacattcagegt region zur Klonierung in
pGEN206 ASpel

agn43lll_rbs_fw catctgtggataccggcttt Primer zur Sequenzierung  diese Arbeit
agn43lll_rbs_rev aaagccggtatccacagatg der Promotorregion  von

- - agn43a-536
agn43V_rbs_fw tacctgccggtatccacatt Primer zur Sequenzierung  diese Arbeit
agn43V_rbs_rev aatgtggataccggcaggta der Promotorregion  von

- agn43b-536
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7.3 Ergdnzende Ergebnisse der MS-Untersuchung des Glykosylierungsstatus der

isolierten Ag43-Varianten (nESI-MS)

Tabelle 19: Detektierte Peptidfragmente von trypsinisiertem Ag43a isoliert aus E. coli 536 DM.

m/z
/ beObaChtet/ Mexperimentell in Da Mtheoretisch in Da AS-Bereich
Ladungszustand
1038.65°% 6225.86 6225.9301 1-59
1036.46" 4141.81 4141.9206 134-176
708.13°* 3535.61 3535.7614 293-326
700.11>" 3495.51 3495.8069 283-316
981.85% 2942.52 2942.4327 252-282
735.09* 2936.33 2936.4124 90-118
849.08°" 2544.22 2544.3031 466-489
841.04%* 2520.10 2520.2238 327-354
825.38°" 2473.12 2473.1721 375-399
728.98%* 2183.92 2184.0195 187-206
981.02* 1960.03 1960.0418 217-234
973.52% 1945.02 1945.0480 400-420
916.45* 1830.88 1830.8959 431-449
823.38%" 1644.74 1644.8067 235-251
797.87% 1593.72 1593.8210 450-465
796.9%" 1591.79 1591.8206 119-133
758.30** 1514.58 1514.8052 75-89
692.85%" 1383.68 1383.7106 304-316
651.8% 1301.58 1301.6649 362-374
573.76%" 1145.50 1145.6040 421-430
572.74** 1143.47 1143.5672 207-216
559.74%" 1117.46 1117.5880 177-186
523.71% 1045.41 1045.5040 317-326
503.73* 1005.44 1005.5495 283-292
933.40" 933.39 932.4675 66-74
753.31" 752.30 752.3453 355-361
518.25" 517.24 517.2608 60-65
489.24" 488.23 488.2900 490-494
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Tabelle 20: Detektierte Peptidfragmente von trypsinisiertem Ag43a isoliert aus E. coli 536 rDM.

m z eobachte . . -

/ beobacht t/ Mexperimentell in Da Mtheoretisch in Da AS-Bereich
Ladungszustand

1038.75°% 6226.45 6225.9301 1-59
1036.55%" 4142.17 4141.9206 134-176
982.02%* 2943.04 2942.4327 252-282
849.21% 2544.61 2544.3031 466-489
841.32%* 2520.94 2520.2238 327-354
825.56°* 2473.65 2473.1721 375-399
729.17% 2184.48 2184.0195 187-206
981.27* 1960.52 1960.0418 217-234
973.81* 1945.62 1945.0480 400-420
951.67%" 1901.33 1900.9238 90-108
916.64** 1831.27 1830.8959 431-449
823.69%* 1645.36 1644.8067 235-251
798.00% 1593.98 1593.8210 450-465
797.07* 1592.15 1591.8206 119-133
758.57* 1515.12 1514.8052 75-89
693.01%" 1384.00 1383.7106 304-316
651.97% 1301.92 1301.6649 362-374
573.91% 1145.81 1145.6040 421-430
572.90*" 1143.78 1143.5672 207-216
572.40% 1142.78 1142.5680 293-303
559.93%* 1117.85 1117.5880 177-186
1054.75" 1053.74 1053.4992 109-118
523.87% 1045.72 1045.5040 317-326
503.88%" 1005.75 1005.5495 283-292
933.66" 933.39 932.4675 66-74
753.50" 752.30 752.3453 355-361
518.36 517.24 517.2608 60-65
489.40" 488.23 488.2900 490-494
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Tabelle 21: Detektierte Peptidfragmente von trypsinisiertem Ag43b isoliert aus E. coli 536 rDM.

M/ Zpeobachte - . .
Ladlfnbgs:u;tt;/nd Mexperimentell in Da Mtheoretisch in Da AS-Bereich
1320.95" 7919.65 7919.7103 1-76
1176.25" 5876.21 5875.8313 176-233
1217.12* 4864.45 4864.3863 77-126
1224.75* 3671.23 3670.7532 414-449

1197.48* 3589.42 3588.7556 358-394
975.5*" 2923.48 2923.2889 133-167
1291.76* 2581.51 2581.2177 330-357
1053.26* 2104.51 2104.0185 282-302
846.02%" 1690.02 1689.8645 264-281
743.96 1485.91 1485.8151 249-263
730.91% 1459.81 1459.7518 314-329
696.41% 1390.81 1390.7092 234-246
630.88" 1259.75 1259.6833 395-408
627.86% 1253.71 1253.6404 303-313
904.64" 903.63 903.4410 168-175
688.43 687.42 687.3704 127-132
576.44 575.43 575.3279 409-413

516.4 515.39 515.2816 163-167

7.4 Ubersicht iiber die Glykosyltransferasen (GTs) von E. coli Stamm 536

Tabelle 22: Mittels CAZy identifizierte GT-Familien fiir E. coli Stamm 536: 40 GT (15 Familien).
(http://www.cazy.org/b408.html)

GT-Familie 1 2 4 5 8 9 19 20 26 28 30 35 51 56 83

Anzahlpro 1 97 ¢ 1 3 3 1 1 1 1 1 2 4 1 1
Familie

Tabelle 23: Ubersicht und Beschreibung der fiir E. coli Stamm 536 identifizierten Glykosyltransferasen. Die
zur Deletion ausgewdhlten GT-Gene sind gelb hinterlegt.

GT-Familie Gen Beschreibung/Funktion/Zuordnung

GT1 ecp0306 (iroB) putative GT (Transfer von Hexosegruppen)
-> Eisenaufnahme-Cluster

GT2 ecp0425 putative GT
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Tabelle 23: Ubersicht und Beschreibung der fiir E. coli Stamm 536 identifizierten Glykosyltransferasen.
(Fortsetzung). Die zur Deletion ausgewahlten GT-Gene sind gelb hinterlegt.

GT-Familie

Gen

Beschreibung/Funktion/Zuordnung

GT2

ecpl021 (ycdQ)

N-GT, auch PgaC (vorhergesagte Polysaccharid-
Polymerase, die an der Biofilmbildung beteiligt ist, flr
die Synthese von B-1,6-N-Acetylglucosamin-
Polysaccharid (PGA) erforderlich, entspricht IcaA bei
Staphylococcus)

- ,Bakterienhiille“-Cluster

GT2

ecp1042 (mdoH)

GT der Glucanbiosynthese, auch MdoH (erforderlich zur
Biosynthese von osmoregulierten periplasmatischen
Glucanen (OPGs), moglicherweise am Transfer ins
Periplasma beteiligt)

- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT2

ecp1999

hypothetisches Protein, putative GT YaiP

GT2

ecp2079

putative GT (zeigt homologe Bereiche zu WaaV,
wahrscheinlich an der Zellwandbiogenese beteiligt)
-, Bakterienhiille“-Cluster

GT2

ecp2095

putative GT der Colansdure-Biosynthese, auch WcakE
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT2

ecp2099

putative GT der Colansdure-Biosynthese, auch WcakE
- ,Bakterienhiille“-Cluster

GT2

ecp2297 (arnC)

Undecaprenyl-Phosphat 4-Desoxy-4-Formamido-L-
Arabinose-Transferase (beteiligt an Aminozucker- und
Nukleotidzucker-Synthese, Synthese sekundarer
Metabolite und LPS-Synthese)

- Kohlenhydratmetabolismus-Cluster

GT2

ecp3633 (bcsA)

katalytische Untereinheit der Zellulose-Synthase, auch
BcsA
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT2

ecp3716

putative GT YibD

GT2

ecp3723

putative B-1,3-GT, auch WaaV
- ,Bakterienhille“-Cluster

GT4

ecp2075

putative GT (zeigt homologe Bereiche zu WaagG,
wahrscheinlich an der Zellwandbiogenese beteiligt)
- ,Bakterienhlle“-Cluster
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Tabelle 23: Ubersicht und Beschreibung der fiir E. coli Stamm 536 identifizierten Glykosyltransferasen.
(Fortsetzung). Die zur Deletion ausgewahlten GT-Gene sind gelb hinterlegt.

GT-Familie Gen Beschreibung/Funktion/Zuordnung

GT4 ecp2077 putative GT

GT4 ecp2078 putative GT

GT4 ecp2084 putative GT der Colansaure-Biosynthese, auch Wcal
- ,Bakterienhille“-Cluster

GT4 ecp2090 putative GT der Colansaure-Biosynthese, auch Wcal
- ,Bakterienhille“-Cluster

GT4 ecp2097 putative GT der Colansaure-Biosynthese, auch WcaC
- ,,Bakterienhille“-Cluster

GT4 ecp3034 putative GT (ORF72, wahrscheinlich an der
Kapselbiogenese beteiligt)
- ,,Bakterienhille”“-Cluster

GT4 ecp3729 (waaG) UDP-Glucose:(Heptosyl)-LPS a-1,3-Glucosyltransferase,
auch WaaG (an der LPS-Synthese beteiligt)
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT5 ecp3523 (glgA) Glykogensynthase
-> Kohlenhydratmetabolismus-Cluster

GTS8 ecp3724 UDP-Galactose:(Galactosyl)-LPS  a-1,2-Galactosyltrans-
ferase, auch WaaW
- ,,Bakterienhille“-Cluster

GT8 ecp3726 UDP-Galactose:(Glucosyl)-LPS a-1,2-Galactosyltrans-
ferase, auch WaaT
- ,,Bakterienhille“-Cluster

GT8 ecp3727 UDP-Glucose: (Glucosyl)-LPS a-1,3-Glucosyltransferase,
auch WaaO
- ,Bakterienhille“-Cluster

GT9 ecp3720 (waaF) ADP-Heptose-LPS-Heptosyltransferase I, auch WaaF
- ,Bakterienhille“-Cluster

GT9 ecp3721 ADP-Heptose-LPS-Heptosyl transferase |, auch WaaC
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT9 ecp3730 (waaQ) GT der LPS-Core-Biosynthese, auch WaaQ

- ,Bakterienhille“-Cluster
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Tabelle 23: Ubersicht und Beschreibung der fiir E. coli Stamm 536 identifizierten Glykosyltransferasen.
(Fortsetzung). Die zur Deletion ausgewahlten GT-Gene sind gelb hinterlegt.

GT-Familie

Gen

Beschreibung/Funktion/Zuordnung

GT19

ecp0190 (IpxB)

Lipid-A-Disaccharid-Synthase
- ,Bakterienhiille“-Cluster

GT20

ecpl1838 (otsA)

Trehalose-6-Phosphat-Synthase
- Kohlenhydratmetabolismus-Cluster

GT26

ecp3986 (wecG)

putative UDP-N-Acetyl-D-Mannosaminuronsaure-
Transferase

- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT28

ecp0092 (murG)

Undecaprenyldiphospho-Muramoylpentapeptide-pB-N-
Acetylglucosaminyltransferase
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT30

ecp3731

3-Desoxy-D-Manno-2-Octulosonsdure  (KDO)-Transfe-
rase, auch WaaA

- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT35

ecp3503

Maltodextrinphosphorylase
-> Kohlenhydratmetabolismus-Cluster

GT35

ecp3522

Glykogenphosphorylase, auch GlgP
- Kohlenhydratmetabolismus-Cluster

GT51

ecp0159 (mrcB)

Penicillin-bindendes Protein 1B
- ,Bakterienhiille“-Cluster

GT51

ecp2524

Protein 1C
unempfindliche Transglykosylase/Transpeptidase)
- ,Bakterienhiille“-Cluster

Penicillin-bindendes (Penicillin-

GT51

ecp3296 (mtgA)

monofunktionelle Transglykosylase der Peptidoglycan-
Biosynthese
- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT51

ecp3482 (mrcA)

Peptidoglycansynthetase (auch Penicillin-bindendes
Protein 1A)

- ,Bakterienhulle“-Cluster

GT56

ecp3984 (wecF)

4-a-L-Fucosyltransferase
- ,Bakterienhlle“-Cluster

GT83

ecp2300 (arnT)

4-Amino-4-Desoxy-L-Arabinosetransferase
- ,Bakterienhille“-Cluster
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7.5 Erginzende Ergebnisse zur phanotypischen Charakterisierung der GT-

Deletionsmutanten

7.5.1 Ergebnis der Autoaggregationsstudie

4,5
—4—536
4 —8— 536 ArfoH
—&—RS1
—»—RS52
—#—RS3A
—8—RS3B
—+—RS6
—=—RS7
1 RS8A
05 —4—RS8B
—m—RS9A
0 ' ' ' ' ' RS9B
Oh 1,5h 3h 4,5h 6h UuN
Zeit
Abbildung 31: Autoaggregationsverhalten der GT-Deletionsmutanten in LB-Medium.

Quantifizierung der Autoaggregation durch Messung der optischen Dichte (OD) bei einer

Wellenldnge von A = 600 nm.
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7.5.2 Ergebnis des ,,CAS liquid assays“ nach Schwyn und Neilands (1987))

A

1,20
1,00
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Zeit
1,20
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@]
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0,20 —+—RS7 -
——RS7 +
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DO —e—RS8A -
0,80 —8—RS8A +
o —A—RS8B -
@0,60
a —»*—RS8B +
(]
0,40 —#—RS9A -
—9—RS9A +
0,20 —+—RS9B -
—=—RS9B +
0,00 T T T T T T T T T T
Oh 0,55h 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 3,5h 4h 4,5h 5h
Zeit

Abbildung 32: Vergleichende Siderophor-Kinetik der GT-Deletionsmutanten.
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Graphische Darstellung des photometrischen Nachweises (ODg3) der Auflosung des Fe'-
CAS-Komplexes bei Anwesenheit von Siderophoren. Der Ubersichtlichkeit wegen wurden
die Ergebnisse auf drei Diagramme ((A) — (C)) verteilt Die Siderophor-Kinetik der GT-
Deletionsmutanten entsprach der der beiden Parentalstamme E. coli 536 und E. coli 536
ArfaH.

-: Ansatz ohne Eisen-Chelator 2,2'-Dipyridyl, +: Ansatz mit Eisen-Chelator 2,2'-Dipyridyl.
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7.7 Lebenslauf
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