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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1.Escherichia coli

1.1.2.Escherichia coli — Ein Uberblick

Escherichia coli(E. coli) ist einer der bekanntesten und meist studiertémddrganismen. Das
Bakterium wurde von dem deutschen Kinderarzt The&seherich (1857 — 1911) entdeckt und
beschrieben (Escherich, 1885). Abhangig von sajeaetischen Ausstattung kann es sowohl ein
ndtzlicher Kommensale, aber auch ein schadlichankeitserreger sein. Weiterhin dit coli

als das ,Haustier* der Genetiker, so dass die Ecfuung des Bakteriums mal3geblich zur
Entwicklung der modernen Molekularbiologie beitrigereits 1997 wurde das Genom des
coli-Stamms MG1655 komplett sequenziert, was der Farsglzusatzlichen Vorschub leistete
(Blattner et al., 1997). Es Uberrascht daher wetags zahlreiche namenhafte Forscher, wie etwa
Joshua Lederberg, Frgois Jacob oder Jacques Monod fur ihre bahnbrechedeeiten an der
Genetik vorE. colimit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurden.

Das BakteriumE. coli gehért zur Familie deEnterobacteriaceaaind ist ein gramnegatives,
fakultativ anaerobes Stabchenbakterium, wobei esh dwkkoide Formen annehmen kann
(Krogfelt et al., 1993)E. coli-Serotypen werden durch ein modifiziertes Kaufm&chema
entsprechend ihrer O- (O-Polysaccharid), H- (Flagélund K- (Kapsel) Oberflachen-Antigene
klassifiziert (Kauffmann, 1946E. colrGenome besitzen in der Regel eine Grél3e zwisclen 4
und 5,6 Megabasen (Mb). Diese Varianz spiegelt adieh Bedeutung stammspezifischer,
genetischer Faktoren fur diese vielseitigen Ba&tewider (Ochman and Bergthorsson, 1998).
Die meistenE. col-Stamme kolonisieren den Darm von Menschen odembigitigen Tieren.
Deshalb gilt das Bakterium auch als Fakalindikatend wird zur Bestimmung der
Trinkwassersicherheit verwendet, wobei hier zunetuneder Einsatz molekularbiologischer
Techniken anstatt der klassischen Kultivierung aligkt wird (Mendes and Domingues, 2015).
Durch diese Assoziation zu warmblitigen Lebewesaohst das Bakterium in der Regel optimal
bei 37°C (Hoffman et al., 1966).

-15 -



1. Einleitung

1.1.2. Pathogené&. coli

Das Coli-Bakterium besitzt fir den Menschen durehaiitzlichen Eigenschaften, wie etwa die
Synthese von Vitamin K (Bentley and Meganathan, 2)98der auch dem Schutz des
Verdauungstrakts vor Bewuchs durch andere pathofekeerien (Hudault et al., 2001). Wegen
seiner positiven Eigenschaften findencoli-Préaparate, insbesondere der Stamm Nissle 1917, der
bereits wahrend des Ersten Weltkrieges isoliertdeurméufig Anwendung als Probiotikum
(Mutaflor®) (Jacobi and Malfertheiner, 2011).

Neben seiner positiven Wirkung als kommensales é8akh stelltE. coli aber auch einen sehr
vielseitigen Krankheitserreger dar. Ein drastisdBespiel hierfir war der Ausbruch dEs coli
Stammes 0104:H4 aus dem Jahr 2011, der in Deutgthlaiele stationare
Krankenhausaufenthalte verursachte und mehrere soptkr forderte (Bielaszewska et al.,
2011). Fur die Pathogenitat v&n coli sind zahlreiche Pathogenitatsfaktoren von Bede tdie
bei kommensalek. coliin der Regel nicht vorhanden sind. Diese Pathdgesfaktoren liegen
entweder episomal auf Plasmiden vor (Wijetunge lgt2014), sind Bakteriophagen-kodiert
(Bonanno et al., 2015) oder ins bakterielle Genantegriert, oft in Form so genannter
Pathogenitatsinseln (PAIs). Verschiedene PAIs iexest in fast identischer Form bei mehreren
Spezies deEnterobacteriacegewas fur eine Verbreitung durch horizontalen Gamgfer spricht
(Dobrindt et al., 2010; Schubert et al., 1998) hBgeneE. coli-Stamme verursachen vor allem
drei unterschiedliche klinische Symptome: (i) Infeken des Gastrointestinaltrakts, (ii)
Infektionen des Harntrakts und (iii) Meningitis Béeugeborenen, (iv) Wundinfektionen und (v)
Sepsis. Man unterscheidet dabei zwischen intestipathogenenE. coli (IPEC) und

extraintestinal pathogenén coli (EXPEC).

1.1.2.1. Intestinal pathogene E. coli

Intestinal pathogen€&. coli (IPEC) sind in weitere Subgruppen unterteilt, algig von ihren
exprimierten Pathogenitatsfaktoren und dem klirescBild, das diese Bakterien verursachen. So
ruft etwa eine Infektion mit enterotoxisch&n coli (ETEC) wassrige Diarrhoe bei Kleinkindern
in Entwicklungslandern und bei Reisenden (Reiseuia) hervor. ETECs heften sich mit Hilfe
ihrer Adh&sine an Darmzellen und geben dort entweds hitzelabile Enterotoxin LT (engl.:

heat-labile enterotoxiy das hitzestabile Enterotoxin ST (endieat-stable enterotoxXjinoder

-16 -



1. Einleitung

beide Toxine ab. Durch die Wirkung der Toxine komest zu einer massiven Sekretion von
Elektrolyten ins Darmlumen, gefolgt von einem stark-lussigkeitsverlust, was die Diarrhoe
verursacht (Kaper et al., 2004; Nataro and Ka@981

Im Gegensatz dazu ist bei enteropathogeBewoli (EPEC) der so genanntattaching-and-
effacind (Anhaften und Ausléschen; A/E) pathologische Beficharakteristisch. Dieser fuhrt zu
morphologischen Deformationen der Darmmukosa. DiBsgéormationen gehen mit einem
Verlust der Mikrovilli einher und sind die Folgener Neuanordnung der Aktin-Filamente in der
eukaryotischen Zelle, die von den EPECs initiiendwTypische EPEC-Stamme besitzen auch
das Jundle-forming pifi-Adhésin (BFP), das fir die erste Annaherung am Darmzellen
bendtigen wird und daher mit deren Pathogenitat &tsoziiert ist (Kaper et al., 2004; Spira et
al., 2014). Weiterhin ist es fur EPEC-Stamme keinhzend, dass sie keine Shiga-Toxine (STX)
besitzen, welche die Epithelzellen durch die Intukider Apoptose zerstbren. Infektionen mit
EPEC fiuhren auch zu akuter, schwerer Diarrhoe, idieseltenen Fallen, trotz moderner
Behandlungsmethoden, immer noch tddlich enden ko(@kary et al., 2004; Nataro and Kaper,
1998).

Die eingangs erwdhnten enterohdmorrhagisckencoli (EHEC) sind eine der haufigsten
Ursachen von Lebensmittel assoziierten Infektion&e konnen, wie EPEC, auch die
pathologischen A/E-Deformationen der Darmmukosasdrenfen, besitzen aber typischerweise
weitere Toxine wie z.B. Stx1 und Stx2. Vor allemrau deren Wirkung sind EHEC die
haufigsten Erreger, die das Hamolytisch-urdmisched®m (HUS) verursachen. Das HUS ist
durch Anamie, Thrombozytopenie und schwerem Nieresagen gekennzeichnet und geht
haufig mit schweren Komplikationen einher (BoltamdaAird, 1998; Kaper et al., 2004; Nataro
and Kaper, 1998).

Weiterhin wird zwischen enteroaggregatiiencoli (EAEC), enteroinvasivek. coli (EIEC) und
diffus adharenterk. coli (DAEC) unterschieden. EAEC, die zu akuten, aberhachronisch
rezidivierenden Durchfallerkrankungen fiihren, zeeh sich durch Autoaggregation und einer
erhohten Mukussekretion aus. EIEC verursachen bkaciplich Darmentzindungen mit blutig-
schleimigem Diarrhoe. Sie &hneln genetisch undgbagisch denShigellaspp. und sind durch
starke Zellinvasion, die Polymerisation zellulawktins und die interzellulare Verbreitung in
benachbarte Zellen charakterisiert. DAEC schli¢l3lithren meist zu wassriger Diarrhoe (Kaper
et al., 2004; Nataro and Kaper, 1998).
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1.1.2.2. Extraintestinal pathogene E. coli

Harnwegsinfektionen (HWI) und Meningitis bei Neugetnen sind die haufigsten von EXPEC
verursachten Infektionen (Johnson and Russo, 2@@nerkenswert ist, dass Uber 80% der
Meningitis-assoziierten EXPEC-Stamme eine Kapsa dgps K1 bilden. Experimente mit
Ratten zeigten, dass dieser Kapsel-Typl einen eskem Pathogenitatsfaktor darstellt (Kim et
al., 1992).E. coliK1 besitzen ein breites Spektrum an weiteren ¥mafaktoren, beispielsweise
das AulBenmembranprotein A (OmpA) oder der zytotdrasnekrotisierende Faktor (CNF1).
Diese sind unter anderem involviert, wenn die Ba&tebei Erreichen einer ausreichend stark
ausgepragten Bakteriamie die Blut-Hirn-Schrankeniiimelen (Kim, 2002).

HWIs gehdren zu den haufigsten den Menschen bet@éin bakteriellen Erkrankungen. Daher
fuhren sie auch zu erheblichen medizinischen urmth &konomischen Belastungen. So ist etwa
jede dritte Frau bis zum Alter von 24 Jahren miteles einmal auf eine Antibiotika-Therapie als
Folge eines HWI angewiesen (Foxman, 2003). UromgtheE. coli (UPEC) sind der haufigste
Erreger eines ambulant erworbenen HWI und fir e8@% der Falle verantwortlich (Ronald,
2002). HWIs werden nach ihrem Infektionsort in ZAystBlasenentziindung) und Pyelonephritis
(Nierenbeckenentziindung) unterteilt (Foxman, 200@y. Nachweis von Bakterien im normal,
sterilen Urins ist eine Bakteriurie. Wenn damitrieklinische Symptomatik einhergeht, wird sie
als asymptomatische Bakteriurie bezeichnet undrbedeaist keiner Behandlung. Eine Zystitis
geht normalerweise mit den klassischen SymptomeaseHW! einher, wie Schmerzen beim
Urinieren, sowie haufigen und plétzlichen Harndramgotz der unangenehmen Symptomatik
sind Blasenentzindungen fur den Patienten meistamslos. Allerdings kann es ausgehend von
einer Zystitis zu einer aufsteigenden Infektiont Beteiligung des Nierenbeckens, kommen.
Diese Pyelonephritiden kdnnen dann zu irreversiblEmenschaden, Sepsis und auch zu akutem
Nierenversagen mit Todesfolge fiihren (Bien et24l12).

Diese Arbeit widmet sich den genetischen und phgrgthen Eigenschaften von UPEC. Im
Folgenden wird deshalb intensiv auf ihre Pathogésfiktoren, die Erkennung durch das

Immunsystem und ihre Immunevasionsstrategien eangg.
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1.2. Virulenzfaktoren uropathogenerE. coli

Die Besiedlung des Harntrakts stellt UPEC vor e#ielzahl an Herausforderungen, die es zu
Uberwinden gilt. Um diesen Schwierigkeiten durchspielsweise den Harnfluss oder dem
Immunsystem des Wirts zu begegnen, besitzen UPHEchiedenste Pathogenitatsfaktoren
(Abb. 1). Flagellen ermdglichen die Fortbewegung @&akterien, wéhrend Adhasine die
Anheftung an das Uroepithel erlauben, um den sgg@gmdHarnfluss Widerstand zu leisten. Durch
Siderophore konnen sie um essentiell bendtigteenEgegen den Wirt bestehen. Weiterhin
befahigen eine Vielzahl von Toxinen und anderentdfak, wie etwa die Bildung einer Kapsel,
das Bakterium die Immunantwort des Wirts zu beasdén oder ihr zu entkommen. Zur
Etablierung einer persistierenden Infektion bilded?EC schlie3lich Biofilme oder sogar
intrazellulare Kolonien. Fur eine erfolgreiche kitfien ist das Zusammenspiel und die zeitliche
Taktung vieler Pathogenitatsfaktoren entscheid@idkal et al., 2008).
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7) Lipopoly-

Urothel saccharid

1) Fimbrieh
>

> o
. o

3) Toxine o
o

auBRere Membran

Zytoplasmamembran
2) Siderophore

/ 4) Flagellen

Abbildung 1: Schematische Ubersicht relevanter UPE@athogenitatsfaktoren

Fimbrien (1;orange ermdglichen die Adhasion an das Urothel und Sipleorsysteme (dila) die Gewinnung von
Eisen (F&"). Durch membranstandige und sekretierte Toxineg(8n) kénnen Wirtszellen geschadigt werden.
Flagellen (4;bordeauy verleihen den Bakterien Beweglichkeit. Die Absihung von AuRenmembranvesikeln (5;
blau) ermdglichen Interaktionen mit ihrer Umgebung. Belpildung (6;dunkel grin erfolgt unter anderem zum
Schutz vor dem Immunsystem. Lipopolysaccharidedf) fungieren u.a. als Endotoxin.

1.2.1. UPEC-Adhé&sine

Adhasive Molekile zahlen zu den wichtigsten Pathagtsfaktoren uropathogengr coli. Sie

befahigen das Bakterium zur Anheftung an die Zetles Harntrakts, damit die Erreger vom
standigen Harnfluss nicht weggespult werden. Ernstsedl Mechanismus ermdglicht die
Etablierung der Infektion. Die haufigsten, mit UPEASsoziierten, Adhasion-vermittelnden
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Strukturen sind Typ-1-, P-, S- und F1C-Pili ebeng® Dr- und Afa-Adhasine (Bien et al., 2012;
Johnson, 1991)

Typ-1-Pili (Fimbrien), die sowohl bei pathogenenewapathogenerkE. coliStammen weit
verbreitet sind, werden vofim-Operon kodiert. Trotz des gemeinsamen Vorkommemsien
Typ-1-Pili bei UPEC als ein wichtiger Faktor iddiziert, der Einfluss auf die bakterielle
Besiedelung, die Invasion in die Wirtszellen uncthawauf die Bildung von Biofilmen hat
(Bahrani-Mougeot et al., 2002; Connell et al., 1,99lvey et al., 1998; Schembri and Klemm,
2001). An der Spitze des Typ-1-Pili sitzt das FirAHhkasin, welches bei UPEC an das
Glykoprotein Uroplakin la bindet. Dieses befindehsan der apikalen Oberflache der Blase,
was den UPEC-Tropismus erklart (Zhou et al., 2001).

Die Expression von P-Pili (Fimbrien) wird durch dpapA-K-Operon reguliert und oft bei
pyelonephritischen UPEC-Isolaten beobachtet (LawkeNobley, 2007). Das PapG-Adhasin, von
dem drei verschiedene Typen bekannt sind, befistht am distalen Ende des P-Pili. Diese
binden an Globotriaosylceramid-Varianten, die sicbr allem auf der Oberflaiche von
Nierenzellen befinden, und daher fir eine renatektion wichtig sind (Korhonen et al., 1986;
Wiles et al., 2008).

Auch fur F1C-Pili konnte eine Bindung an Blasend udierenendothelzellen gezeigt werden,
wahrend von S-Pili angenommen wird, dass sie disibilation im Wirt erleichtern. S-Pili
kommen daher hauptsachlich bei Isolaten vor, digsiSe Meningitis und aufsteigende HWIs
verursachen (Mulvey, 2002).

Weiterhin sind die fimbrialen Dr- und die afimbeal Afa-Adhasine in UPEC-Isolaten présent.
Dr-Adhasine sind, nach Typ-1- und P-Fimbrien, deahwgcheinlich dritthdufigste Typ von
Adhéasinen. Sie binden an das®Btutgruppenantigen und verdoppeln das Risiko fiiree
rezidivierende HWE. Auch von UPEC-Stdmmen, die Atliidsine exprimieren, ist bekannt,
dass sie besonders haufig rezidivierende oder utom Infektionen verursachen (Bien et al.,
2012; Nowicki et al., 2001).

1.2.2. Eisenversorgung

Eisenionen (F¥) sind essentiell fiir das Wachstum der Bakteridir. l®notigen dafiir eine

zytoplasmatische Eisenkonzentration vori® 1 (Andrews et al., 2003). Der Harntrakt ist
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allerdings eine eisenarme Umgebung, so dass UPHEeme funktional &hnliche Strategien
entwickelt haben, um Eisen aufzunehmen (Baraschviord 2004). Konsequenterweise wurden
durch  Transkriptomanalysen in UPEC eine stark dgehOhExpression von
Eisenaufnahmesystemen, wahrend einer Infektion Hisitrakts, festgestellt (Snyder et al.,
2004). Zur Gewinnung von Eisen besitzen sie mdistbés mehrere Siderophore, wie z.B.
Enterobactin, Yersiniabactin oder Aerobactin. Sigbore sind sekretierte, eisenchelatisierende
Molekule von geringem Gewicht, die dem Bakteriumméglichen, freies, wie auch
wirtsgebundenes Eisen aufzunehmen. Durch speRelteptoren wie z.B. IroN flr Salmochelin
(Hantke et al., 2003) oder FyuA fur Yersiniabac(idancock et al., 2008), werden die
Siderophore mit dem daran gebundenen Eisen wienlar Bakterium aufgenommen (Wiles et
al., 2008).

Zusatzlich gibt es auch eine breite Palette voerSjghor-unabhangigen Systemen, wie etwa den
ChuA-Rezeptor des Hemin-Aufnahmesystems (Torres Ragne, 1997). Interessanterweise
wurde durch Genexpressionsanalysen herausgefuddss, dashuAGen besonders stark bei
intrazellular wachsenden UPEC exprimiert wird undmg wohl besonders fir die
Eisengewinnung in der Wirtszelle von Bedeutungh&igstad et al., 2007). Desweitern kodiert
SitA fur Teile eines ABC-Eisentransportersystems, dasiner Studie in 15% der untersuchten
UPEC-Isolate nachgewiesen werden konnte (Derakhgimaat al., 2015). Daneben wurde erst
kirzlich der Hemin-Rezeptor Hma im UPEC-Stamm CRrddeschrieben, der sich im

Mausmodell als wichtiger Faktor fiir eine Infektider Nieren erwies (Hagan and Mobley, 2009).

1.2.3. Sezernierte und membranstandige Toxine

Das wahrscheinlich wichtigste Toxin bei UPECagtamolysin (HIyA), das bei bis zu 48% der
untersuchten Isolate vorkommt (Marrs et al., 20B8yA ist ein 107 Kilodalton (kDa) grof3es,
kalziumabhéngiges Toxin, das einen Effektor fur Typekretionssysteme darstellt. Es bildet
nach der Multimerisierung 2 nm grol3e Poren in ddirdembran, die, eine ausreichende HIyA-
Konzentration vorausgesetzt, zur Lyse der Zielzill@en (Ostolaza and Goni, 1995; Wiles et
al., 2008). Weiterhin kann HIyA auch verschiedepdutire Prozesse beeinflussen. So wurde
erst korzlich gezeigt, dass HIyA eine durch Casfdaseind Caspase-4 induzierte

Entzindungsreaktion in Urothelzellen einleiten kawiie in der Folge zum Zelltod fuhrt
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(Nagamatsu et al., 2015). AuRerdem kann durch sibéytische Konzentrationen an HIlyA die
Degradierung von Paxillin und weiterer zellularaktren induziert werden. Paxillin beeinflusst
die Umgestaltung des Zytoskeletts und die fokal@é&@sibn der Zelle, so dass dessen Abbau zu
einer Exfoliation der Zielzelle oder auch einer Smechterung der Phagozytose-Fahigkeit
fuhren kann (Dhakal and Mulvey, 2012). Obwohl e®eseits eine Verringerung der bakteriellen
Last bedeutet, wird UPEC andererseits durch dielEtion und Zerstérung des Urothels, der
Zugang zu tiefer liegenden Geweben freigegeben.atZlish werden dringend bendotigte
Nahrstoffe frei, die dem Bakterium die Besiedelw®s Harntrakts erleichtern (Bower et al.,
2005).

Ein weiteres wichtiges Toxin ist der zytotoxischekrotisierende Faktor 1 (CNF1), der bei etwa
einem Drittel der untersuchten UPEC-Isolate vorleandt (Landraud et al., 2000). Das 113,7
kDa grol3e Protein katalysiert eine permanente Adiimg von Rho-GTPasen in der Zielzelle,
die eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts @itsLemonnier et al., 2007). Um seine
toxische Wirkung zu entfalten, muss CNF1 ins Zyagphta gelangen. Dazu bindet es an den
Laminin-Rezeptor an der Zelloberflache, wodurch @NRinabhangig von Clathrin, in
endozytotische Vesikel aufgenommen und internatisveird. Die sauren Verhaltnisse im
Endosom ermdglichen es dann dem Toxin, seine Keelhe Domane ins Zytosol zu
transferieren (Contamin et al., 2000). Wahrend id@VIs verursacht die Wirkung von CNF1
einen erhohten Gewebeschaden, sowohl durch Entkomgpeler Urothelzellen als auch einer
Erh6hung des Entziindungsschadens (Lemonnier 08I7).

Zusatzlich besitzen viele UPEC-Isolate das sekteti@utotransporter-Toxin (SAT) und das
vakuolisierende Autotransporter-Toxin (VAT), dieeelfalls zu Gewebeschaden fiihren (Wiles et
al., 2008).

1.2.4. Beweglichkeit

Die Infektion der Harnwege scheint eng an die Béiwekeit der Bakterien gekoppelt zu sein, da
70 — 90% aller UPEC-Isolate Flagellen besitzenrfRiteal., 2012). Aufgrund der Distanzen, die
bei einem aufsteigenden HWI Uberwunden werden miissieéd Flagellen gerade fur eine

Besiedelung der Niere wichtig. Diese These wirdcHudie Erkenntnis unterstiitzt, dass eine
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Ausbreitung von UPEC in die Niere von Mausen, mifeHvon Antikdrpern gegen Flagellen,

verhindert werden konnte (Schwan, 2008).

1.2.5. AuRenmembranvesikel

Gramnegative Bakterien kdonnen durch das Abschnimen Teilen ihrer aul3eren Membran
sogenannte Auf3enmembranvesik@itér membrane vesi¢cl©MV) produzieren. Diese OMVs
sind kleine, sphérische Strukturen, die einen Duesser von 20 — 250 nm besitzen. Sie
entsprechen in ihrer Zusammensetzung der auf3erenbMae und enthalten zusatzlich noch
Proteine des Periplasmas. Verschiedene biologisahktionen wurden den OMVs bereits
zugesprochen. So spielen sie etwa eine Rolle ifPd#rogenitéat, dem Quorum Sensing und dem
horizontalen Gentransfer bestimmter Stdmme (Kuld Enehn, 2010). OMVs kénnen auch
Toxine an Zielzellen tbermitteln. So werden zumsBal HlyA und CNF1 zum grofRen Telil
durch OMVs ans Ziel gebracht (Balsalobre et al.0&0Davis et al.,, 2006). Die effektive
Quantifizierung von OMVs gestaltete sich bisher sthwierig. Da aber verlassliche OMV-
Konzentrationen gerade fiur immunologische Studiessemtiell sind, wurde in unserer
Arbeitsgruppe eine auf Durchflusszytometrie basides exakte Quantifizierungsmethode
entwickelt (Wieser et al., 2014).

1.2.6. Bildung von Kapseln

Kapselbildung ist fir viele pathogene Bakteriensté@mein wichtiger Virulenzfaktor, um sich
z.B. vor der Bindung von Komplementfaktoren odeadtizytose zu schitzen (Scholl et al.,
2005; Van Dijk et al., 1979). Bdt. coli existieren eine grof3e Bandbreite an Kapseltypen vo
mehr als 80 verschiedene K-Antigenen (Whitfield &aberts, 1999). Meningitis verursachende
EXPEC besitzen z.B. meistens das K1-Antigen, istaeterweise kommt es aber auch bei
typischen, uropathogenen Isolaten, wie dem UTI88r attm NU14, vor (Wiles et al., 2008).
Studien mit mehreren verschiedenen Arten von ExPE&iGten, dass gerade Kl-kapseltragende
E. coli, deutlich haufiger als andere K-Typen, weitere Minzfaktoren besitzen, was fir eine

besondere Pathogenitat dieser Stamme spricht (Eawvats 2007).
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1.2.7. Biofilme und Intrazellulares Wachstum

Die Bildung von Biofilmen fuihrt bei UPEC dazu, dasge sich an Oberflachen, beispielsweise
einem Blasenkatheter festsetzen und so eine Iofelbeginstigen. Auch die Invasion und
Persistenz in Zellen des Wirtes sind auch fur URECprobates Mittel, um sich teilweise gegen
die Immunantwort zu schitzen. Durch intrazelluléebensweise im Blasenepithel ist es UPEC
sogar mdoglich, eine Behandlung durch bestimmte biotika, wie etwa Mecillinam oder
Gentamicin, fur langere Zeit zu Uberstehen (Hvidbet al., 2000; Kerrn et al., 2005). Die
Invasion der Wirtszelle kann auf unterschiedlicheis® erfolgen. Am héaufigsten wird der
Eintritt durch das FimH-Adhasin, an der Spitze @gp-1-Pili, vermittelt. FimH bindet dazu an
Zellstrukturen, wie etwan3pl-Integrine, wodurch eine Signalkaskade, mit Begpeilg der
fokalen Adhé&sionskinase (FAK) und der Phosphoimb8itKinase, aktiviert wird. Diese
Aktivierung resultiert dann in einer Neuanordnures czellularen Aktin-Zytoskeletts und einer
Internalisierung der UPEC. Zusatzlich dazu kanre dimvasion der Wirtszellen auch durch
andere Faktoren, wie etwa Afa- oder Dr-Adhasinefglgen (Dhakal et al., 2008; Eto et al.,
2007; Martinez et al., 2000). Internalisierte UPR€Esistieren anschlie3end im Zytoplasma der
Zelle und bilden dort biofilm&hnliche, intrazellu& bakterielle Gemeinschaften (IBC; engl.:
»intracellular bacterial communitie¥), die etwa 6 bis 24 Stunden nach Infektion atétne In
diesen IBCs liegen UPEC dichtgepackt in einer kadéwo Form vor. Die IBC-Bildung fihrt
einerseits zur vermehrten Abschuppung der infizre#ellen, ist aber andererseits auch, bedingt
durch die langwierige Persistenz der UPEC im Blgsembe, ein Grund fur wiederkehrende
HWiIs (Anderson et al., 2003; Berry et al., 2009).

1.3. Das bakterielle Lipopolysaccharid — ein bedeahder Virulenzfaktor

Einen weiteren, sehr vielseitigen Virulenzfaktoellstdas bakterielle Lipopolysaccharid (LPS)
dar, weswegen im Folgenden genauer auf dessentiBtrdie Synthese und die Rolle des LPS

fur die UPEC-Pathogenitat eingegangen wird.
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1.3.1. Struktur des UPEC-Lipopolysaccharids

Das LPS lasst sich strukturell in drei Abschnitteenteilen: das Lipid A, den LPS-Kern (innerer
und aulRerer LPS-Kern) und das O-Polysaccharid (OabBéh O-Seitenkette oder O-Antigen)
(Abb.2).

O-PS AuRerer Kern Innerer Kern Lipid A

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Zuckerstruktur desE. coli R1-LPS-Typs

Das glatte LPS besteht aus repetitiven O-Polysaicth@®-PS) Elementerg(in), dem aulRererti{rkis) und inneren
(orangg LPS-Kern sowie dem Lipid Argt). Die Zuckerkomposition des inneren Kerns bestaig 2-Keto-3-
Desoxy-Octonat (Kdo) und Heptosen (Hep), die dé&eéen Kerns aus Glucose (Glc), Galactose (Gal)eimsmp-
Glucose-Molekill §-Glc). Der Syntheseschritt der O-PS-Ligase Waal dedGlycosyltransferase Waal#a() ist
jeweils durch eine gestrichelte Linie illustrieRie Abbildung orientiert sich an Raetz und WhitfiglRaetz and
Whitfield, 2002).

Das Lipid A ist durch Esterbindungen mit hydropholfeettsauren verknipft, welche fur die
Verankerung des LPS in die &ufere Membran gramwmegaBakterien verantwortlich sind.
AuRerdem stellt das Lipid A den endotoxisch aktifeil des LPS dar, wobei die Toxizitat stark
von dessen Struktur abhangt. So hat sich etwa ebes-dcylierte und diphosphoryliere coli
Lipid A mit zwei B(1-6) gebundenen D-Glucosamin als besonders immamegviesen (Erridge
et al., 2002)E. coli ist, wie die meisten anderen gramnegativen Bakteauch, ohne Lipid A
nicht lebensfahig Dies erklart, warum es keine Mten der frihen Lipid A-Synthese gibt
(Wyckoff et al., 1998). Als essentieller Bestandtir AuRenmembran des Bakteriums, ist das
Lipid A auch wichtig fur die Erhaltung einer effelén Barriere zur bakteriellen Umwelt (Raetz
and Whitfield, 2002).

Die Oligosaccharid-Struktur des LPS-Kerns ist lesehiedenen Stammen und Spezies in Teilen

stark konserviert und lasst sich i coli in funf verschiedene Typen (R1 — R4 und K12)
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einteilen (Rietschel et al., 1993). Interessantesvést der R1 Typ am haufigsten bei EXPEC-
Stdmmen, wie z.B. dem Stamm UTI89, vertreten. D&S-Kernoligosaccharid selbst kann
nochmals in den inneren und den &aufl3eren LPS-Ketertailt werden. Der innere LPS-Kern
schlie3t an das Lipid A an und besteht charakiscistaus ungewoéhnlichen Zuckern, wie L-
glycero-D-manno Heptose (Hep) und 2-Keto-3-Desoxye@at (Kdo). Der dulRere LPS-Kern ist
dagegen mit dem O-PS verbunden und hauptsachlglgewdhnlichen Zuckern wie Hexosen
und Hexosamine aufgebaut (Abb. 2). Die SyntheseL&SsKerns ist schnell und effektiv, was
die Vermutung nahe legt, dass die verantwortliclidgkosyltransferasen als koordinierter
Komplex arbeiten (Erridge et al., 2002; Raetz artutiéld, 2002; Wang and Quinn, 2010). Alle
Enzyme, die zur Synthese und Modifikation des LRSAS bendtigten werden, befinden sich als
Synthese-Operons in deraa (friher rfa) Gen-Region auf dem bakteriellen Chromosom. Von
besonderem Interesse sind dabei die O-PS-Ligasd Vdaasie das O-PS mit dem LPS-Kern
verknipft, und die Glycosyltransferase WaaG, dalsieersten Syntheseschritt des dul3eren LPS-
Kerns katalysiert (Abb. 2) (Heinrichs et al., 1998)

Das O-PS hat eine sehr variable Struktur, von degits Gber 160 Varianten bii coli bekannt
sind. Sie unterscheiden sich in der Zuckerkompmsitden chemischen Verknupfungen, der
Bildung von Ringstrukturen und weiteren struktweellMerkmalen. LPS-Varianten mit O-PS
werden aufgrund der Morphologie ihrer Kolonierandksr glatt und Varianten ohne O-PS als rau
bezeichnet. Die Anzahl der repetitiven Untereirdreiles O-PS kann, je nach Stamm, zwischen
1 und 50 schwanken. Weiterhin produziert ein emzelBakterium O-PS verschiedener Lange,
da die Synthese nicht immer vollstéandig ist. Dig3ePS-Langenvariation kann bei einer
GroRRenauftrennung des LPS als charakteristischersauktur erkannt werden (Erridge et al.,
2002). Das O-PS wird an der zytoplasmatischen 8eitenneren Membran synthetisiert, indem
das membranstandige Undecaprenylphosphat als Trfgerdie Untereinheiten fungiert.
Samtliche Enzyme, die fir die Synthese der O-P3Hspehen Zucker bendétigt werden, ebenso
die Glykosyltransferasen und Polymerasen, veratiialor fir den Aufbau der O-PS
Untereinheiten, sind imrfb-Gen Cluster organisiert. Die O-PS-Polymere werdech der
Synthese, mit Hilfe von weiteren Genprodukten diesGen Cluster, durch die innere Membran
transportiert. Auf der periplasmatischen Seite dembran wird dann die O-PS-Kette durch die
Enzyme Wzy und Wzz polymerisiert und anschlieBamngdid Waal an den LPS-Kern ligiert. Das
im Entstehen begriffene LPS wird durch die Wirkudeg Proteine LptA, LptB, LptC, LptF und

LptG, durch das Periplasma, an die Innenseite dBer@n Membran transferiert. Abschliel3end
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wird das LPS an die AulRenseite dieser Membran,hddre Wirkung der Proteine LptD und
LptE, befordert (Raetz and Whitfield, 2002; Wangl uinn, 2010).

1.3.2. Biologische Aktivitat des Lipopolysaccharids

Die aul3ere Hulle von gramnegativen Bakterien bésteteinem grof3en Teil aus LPS, das als
essentieller Bestandteil fur die Stabilitdt der Mbeam sorgt. Zusatzlich besitzt es auch eine
wichtige Aufgabe im Schutz des Bakteriums vor hpthaben Antikdrpern, sowie vor der
Aktivierung von Komplementfaktoren (Backhed et 2003). Eine weitere wichtige Funktion des
LPS ist die Wirkung als Endotoxin. Der toxische &ty der als Folge einer Bakteridmie zum
Tod fuhren kann, wird beispielsweise durch einetalentziindliche Reaktion gegentber dem
Lipid A verursacht. Diese Entziundungsreaktion vz grof3en Teil durch das Zytokin TN
vermittelt und ist auch mafgeblich von der Acylregudes Lipid A abhéngig (Khan et al., 1998;
Tracey et al., 1987). Penta-acyliertes Lipid Anitht nur deutlich weniger immunogen als hexa-
acylierts Lipid A, sondern kann sogar die proinffaatorische Immunantwort hemmen (Backhed
et al., 2003) Der Acylierungsgrad des Lipid A nimentscheidenden Einfluss auf dessen 3D
Struktur. So besitzt das immunogene, hexa-acyllepiel A eine konische Form, wahrend penta-
acyliertes Lipid A zylindrisch geformt ist und agtaistisch wirkt (Schromm et al., 2000).

Das LPS fungiert auch als ein sehr wichtiges Pahagsoziiertes molekulares Muster (PAMP;
engl.. JPathogen-associated molecular pattéjnsvelches durch das Immunsystem des Wirtes,
mit Hilfe von ,Pattern-Recognition“-Rezeptoren anké wird. Im Fall von LPS ist es der Toll-
like Rezeptor 4 (TLR4), der das Lipid A als PAMPndet (Abb. 3). TLRs sind Typ |
Transmembranproteine, die aus einer extrazellularemer transmembran und einer
intrazellularen Region aufgebaut sind. Die extiafe Region, die aus konservierten,
leuzinreichen Domanen besteht, dient der ErkenrdergPAMPs. Die intrazellulare Region
besitzt eine TOLL/IL1-Rezeptor-(TIR) Doméne, welctherch die Rekrutierung verschiedener
Adaptermolekile der Signalweiterleitung dient. Zrkennung wird LPS zuerst durch das LPS-
Bindeprotein (LBP) gebunden und zum CD14 Proteintesgeleitet. Von dort wird das LPS
weiter zum TLR4 transferiert, der in einem Komplexit dem Protein MD-2 auf der
Zelloberflache vorliegt. Durch den Einbau von LR®rknt es zur Dimerisierung der TLR4-MD-

2-Komplexe, wodurch sich deren TIR-Domanen im leneder Zelle annahern. Durch diese
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raumliche Nahe der TIR-Domanen wird schlie3licheeMdglichkeit zur Anlagerung weiterer
Adaptormolekile geschaffen (Erridge et al., 200ekhima and Fernandez, 2013). Auf diese
Aktivierung des TLR4-MD-2-Komplexes kann die Widle dann Uber verschiedene
Signalkaskaden mit der Produktion von Zytokinergrei@n. So veranlasst die Rekrutierung der
Adaptermolekile MyD88 (engl.: myeloid differentiation primary response gene®)88nd
TIRAP (engl.: ,TIR domain containing adapter prot&in Uber eine nachgeschaltete
Signalkaskade, die Degradation vaiia. (engl: ,nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, alpiaDessen Degradation fihrt dann zu einer Freisgtaton
NF-«B (engl.: ,uclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of aetied B-cell§ und einer
Translokation in den Zellkern. Im Zellkern wird dafhin die Transkription
proinflammatorischer Zytokine, wie etwa TNF-oder IL-18, induziert. Zusatzlich ist die
Produktion von IL-10 und von Typ | Interferonen il@nen MyD88-unabhangigen Signalweg
maglich. Dieser wird durch eine Interaktion der pteamolekile TRIF (engl.: TIR-domain-
containing adapter-inducing interfergfly und TRAM (engl.: ,TRIF-related adaptor molecufe

mit der TIR-Domé&ne des TLR aktiviert (Brown et &011; Maeshima and Fernandez, 2013).
Interessanterweise besitzen Urothelzellen bei dkerthung von LPS eine vergleichbar starke
Sensitivitat wie Makrophagen und sind dabei ebensdCD14 und TLR4 angewiesen, allerdings
unterscheiden sie sich in der Komposition der asdgéteten Zytokine (Backhed et al., 2002).

-29 -



1. Einleitung

LPS

LBP

TIR-Domane

Zellkern

Zytokinantwort:
"TNF-a,, IL-1....

Degradation

Abbildung 3: Schematische Darstellung der LPS Erkenung und Ausschittung proinflammatorischer
Zytokine durch MyD88

LPS (rot) wir durch das LPS-Bindeprotein LBP (hkll) gebunden und zu CD14 (orange) weitergele@érl4
transferiert das LPS zum TLR4 / MD-2 Komplex (buih) der nach Bindung des LPS einen Dimer bilBei.ch
die raumliche Nahe der TIR-Domé&nen (rot) des disierien TLR4 kénnen die Adaptermolekile MyD88 Jliland
TIRAP (schwarz) binden und eine intrazellulare @lgaskade aktivieren. Diese fihrt zur Degradation B-a
(blau) und zur Freisetzung von NB- (rot) das in den Zellkern transloziert. Dort lésteine Transkription der Gene
fur eine proinflammatorische Zytokin-Antwort aus.

Das LPS vorE. coli verursacht neben einer Aktivierung des angeborémenunsystems auch

eine Antwort des erworbenen Immunsystems. So metrstinger bekannt, dags coliStamme
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erfolgreich durch Antikorper neutralisiert werdetinken. Diese Antikorper richten sich in der
Regel gegen das O-PS des LPS und sind fur eineer@yp spezifisch (Davis et al., 1969; Tate,
Il et al., 1966), weshalb sie wenig fur therapsthie Zwecke geeignet sind. Nach intensiven
Studien wurde mittlerweile aber ein monoklonaler tikgrper beschrieben, der sowohl
neutralisierend wirkt, als auch eine breite Kreaktwitat gegentber vielen O-Serotypen besitzt
(Muller-Loennies et al., 2007).

Zusatzlich interagiert LPS auch mit weiteren UPE&ERBgenitatsfaktoren und ist fur deren
Wirkung von Bedeutung. So ist etwa die HIyA indutge Kalziumoszillation von einer
Interaktion mit einem durch LPS, LBP und CD14 gidién Komplex abhangig. Fur die
Zytolyse-Funktion des HIyA ist allerdings kein Zosaenspiel mit LPS ndtig (Mansson et al.,
2007).

1.4. UropathogeneE. coli und das Immunsystem

UPEC kommen bei der Etablierung eines HWI mit ddsw@hrmechanismen des Wirtes auf
unterschiedliche Art und Weise in Kontakt. Einetsagibt es Faktoren des Wirts, die eine
Besiedelung der Harnwege generell erschweren, arsd#ts halt dessen Immunsystem
verschiedene aktive Abwehrstrategien parat. Im @mgg dazu haben UPEC Strategien

entwickelt, um die Immunantwort des Wirts zu untéotken oder zu umgehen.

1.4.1. Erkennung und Bekdmpfung uropathogenek. coli durch den Wirt

Bei der Erkennung von UPEC durch den Wirt spieleRJ eine gewichtige Rolle, insbesondere
der bereits beschriebene, LPS-erkennende TLR4.sSbereits seit lAngerem bekannt, dass
Méause, die einen Defekt in der TIR-Doméane des TloReditzen, deutlich anfélliger fur HWIs

sind, als Mause mit einem intakten Rezeptor (Pakcet al., 1998; Svanborg et al., 1984).
Weiterhin ist auch TLRS5, der durch Flagellin akeinti wird, an der Erkennung von UPEC
beteiligt. Deshalb konnte auch Hr5” Mausen , nach einer UPEC-Infektion, eine redueiert
Immunantwort und eine erhohte bakterielle Lastgestellt werden (Andersen-Nissen et al.,

2007). Bei weiteren Infektionsstudien mit Mauserrdeufestgestellt, dass TLR11 ein weiterer
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wichtiger Rezeptor fur die Erkennung von UPEC B¢i Menschen dirfte TLR11 allerdings
keine Rolle spielen, da der offene Leserahmen (O&#gl: ,open reading frang@ des
kodierende Gens ein Stopcodon beinhaltet (Zhaag),e2004).

Durch eine HWI wird sowohl das angeborene als alas erworbene Immunsystem aktiviert.
Eine frGhe Erkennung und Aktivierung der angebomem@munantwort scheint dabei eine
besonders wichtige Rolle zu spielen (Anders andl®at2005). Dadurch kommt es zur
Produktion und Ausschittung von proinflammatorisch&ytokinen und Chemokinen.
Entscheidend ist dabei die Ausschittung von IL-&lkBlasenepithelzellen, das unter anderem
eine Rekrutierung von Neutrophilen und eine Aktivigg und Differenzierung weiterer
Immunzellen bewirkt (Schilling et al., 2003; Scimg et al., 2001). Erst kirzlich wurde gezeigt,
dass auch das proinflammatorische Zytokin IL-17Adie Rekrutierung von Immunzellen und
die Transkription weiterer Zytokine wichtig ist (&ik et al., 2010). Besonders die Einwanderung
von Neutrophilen zum Infektionsort hat sich, sowahlder Blase als auch in der Niere, als
kritischer Faktor zur Beseitigung der Bakterien iesgn (Haraoka et al., 1999). Das Zytokin
TNF-a ist bei bakteriellen Infektionen an der Aktiviegumon Mastzellen, der Einwanderung von
Neutrophilen und der Beseitigung der Bakterien ibgt§Malaviya et al., 1996). Wegen diesen
Eigenschaften spielt TN&-auch bei HWIs eine vielféltige Rolle. So wurde .zelhe durch TNF-

a vermittelte, entziindliche Reaktion in der Blaseliazhtet, die eine Folge der Aktivierung von
Mastzellen ist (Batler et al., 2002). Weiterhin kten eine vermehrte Einwanderung einer
Subgruppe von TNIle- produzierenden dendritischen Zellen zum Infektiohals Folge einer
UPEC Infektion festgestellt werden. Diese Zellargén aber nicht maf3geblich zur Beseitigung
der Bakterien bei, weswegen ihnen eher eine Rolider adaptierten Immunantwort zugedacht
wird (Engel et al., 2006).

Das Vorkommen spezifischer Antikérper im Urin voatienten mit einem HWI (Pearsall and
Sherris, 1966) und die Tatsache, dass 75% der mralie bereits einen HWI durchlitten, von
einer zweiten Infektion verschont bleiben, lasstf aine Beteiligung der adaptierten
Immunantwort gegeniiber UPEC schliel3en (Thumbikal.e2006). So war es bereits moglich,
Affen, durch eine Vakzinierung mit dem PapDG-Pnoteder UPEC-P-Pili, vor einer
Pyelonephritis zu schitzen (Roberts et al., 20@¢/biterhin konnte in Mausen eine protektive,
spezifische Antikdrperantwort gegeniber UPEC erziglerden, die Ovalbumin als
Antigenmarker exprimieren (Thumbikat et al., 200Bjes unterstreicht die Rolle der adaptiven

Immunantwort beim Schutz vor Reinfektion.
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Neben diesen gewohnlichen Abwehrmal3nahmen gegehéktariellen Infektionen gibt es noch
weitere Verteidigungsstrategien, die eine UPECKida erschweren. So wurden etwa
Abwehrstrategien entwickelt, die eine Besiedelurgg dHarntrakts durch UPEC im Voraus
verhindern sollen. Wie bereits beschrieben, istTdip-1-Pili vermittelte Adharenz ans Urothel
ein wichtiger Pathogenitatsfaktor fur eine UPECiBéslung des Harntrakts. Interessanterweise
konnte bei einem im Urin vorkommenden Protein, deamm-Horsfall Protein, gezeigt werden,
dass es spezifisch an Typ-1-Fimbrien van coli bindet und somit eine Bindung an den
Zielrezeptor verhindert (Pak et al., 2001). Maussnen dieses Protein fehlt, etablieren bereits bei
einer niedrigen Infektionsdosis eine starke undjlanhaltende Infektion durch UPEC (Bates et
al., 2004). Auch im Kampf um essentielles Eisen dear Verteidigungsmechanismen gegen
UPEC-Siderophore durch den Wirt etabliert. Das dtnotLipocalin 2 kann das Siderophor
Enterobactin binden und somit der EisengewinnungldWPEC entziehen. Mausexperimente
zeigen auch hier, dass Lipocalin 2 ein wichtigettéaist, um eine systemisclie colrInfektion

zu kontrollieren (Flo et al., 2004).

1.4.3. Immunevasionsstrategien uropathogendt. coli

Um eine erfolgreiche Infektion der Harnwege zu B¢aén und eine langere Persistenz zu
erlangen, haben UPEC verschiedene Strategien dettyicum dem Immunsystem zu
entkommen, oder es zu manipulieren. Wie bereitstoeen, gewéhrleisten sowohl die Bildung
einer Kapsel, als auch eine intrazellulare Lebemsav&chutz vor Immunfaktoren, wie z.B.
Antikorper oder Komplementfaktoren. Dies erméglisbgar die Méglichkeit, eine antibiotische
Behandlung zu tberstehen (siehe 1.2.6. und 1.2.7.).

Zusatzlich dazu ist bekannt, dass UPEC direkt Inmellen manipulieren oder toten. Sie
adharieren dazu z.B. an naturliche Killerzellen wign diese durch HlyA. Konsequenterweise
reduzieren sie somit auch die Ausschittung von tNéfie bei diesem Zelltyp sehr hoch ist (Gur
et al.,, 2013). UPEC konnen auch die hervorgerufégtokin-Antwort, im Vergleich zu
apathogener. coli, reduzieren. So verursachen UPEC bei Blasenepéheh eine signifikant
niedrigere IL-6 und IL-8 Zytokin-Antwort (Hilbertteal., 2008). Durch Mutationsstudien an
UPEC konnten bereits einige Gene identifiziert weerddie einen immunsuppressiven Einfluss

der Erreger auf Blasenepithelzellen vermitteln. deieGene waren entweder an der LPS-
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Biosynthese (Generfa, rfb und waal) oder der Biosynthese von Aussenmembranproteinen
(Gen: surA) beteiligt. Zusatzlich wurden auch eine Alanin-Baase (Genalr) und eine
Peptidoglycan-Permease (GeampQ als Einflussfaktoren ausfindig gemacht (Billips a.,
2008; Hunstad et al., 2005).

Erst kirzlich konnte in UPEC eine Gruppe von Preaei beschrieben werden, welche die
MyD88-abhéngige Signalkaskade blockieren. Dies®;Domanen-beinhaltende-Proteine” (Tcp
— beiE. colii TcpC) genannten Proteine beinhalten Aminosaurévdodie homolog zur TIR-
Domaéne von TLRs sind und ihnen eine direkte Intioakmit MyD88 erlauben. Das sekretierte
TcpC ermdglicht es UPEC die Uber TLR2 und TLR4 v#ate, MyD88-abhangige NB-
Aktivierung zu verhindern. Dadurch kann etwa die FFAusschittung von Makrophagen
erfolgreich unterbunden werden (Cirl et al., 200Bas GentcpC befindet sich in einer
genomischen PAI, deserU-Insel, und kommt bei etwa 30% Sepsis-verursaclrendd etwa

50% Pyelonephritis-verursachendercoli-Stamme vor (Schubert et al., 2010).

1.5. Ziele dieser Studie

Diese Arbeit befasst sich mit den immunmodulierenBéhigkeiten von UPEC. Gerade auf die
interessanten Fragen, wie es UPEC schaffen, diautrantwort zu ihren Gunsten zu beeinflussen
und welche Faktoren dafur wichtig sind, gibt es liakenhafte Antworten. Das Protein TcpC,
mit dem es UPEC gelingt aktiv die Immunantwort nuendriicken, liefert bereits interessante
Einblicke in die Interaktion zwischen UPEC und Wiba aber zahlreiche UPEC-Stamme kein
TcpC besitzen (Schubert et al., 2010), soll dieskei insbesondere in deren Strategien zur
Immunevasion tiefere Einblicke liefern.

Dafur wurde auf Ergebnisse einer Transposon-Muteggendes UPEC-Stammes NU14
zurlckgegriffen, die in unserer Arbeitsgruppe dgeftihrt wurde (Christiane Hoffmann — nicht
publizierte Daten). Bei dieser Studie wurde beotscldass eine Transposon-Insertion in die
beiden GengalU und purL die UPEC-Immunmodulation verhindern kann. Dieseliaehtung
soll in der vorliegenden Arbeit, primar bei eineraiteren UPEC-Stamm - dem Stamm UTI89 -
verifiziert und anschlieBend weiter charakterisiewterden. Daflr sollen gerichtete
Deletionsmutanten dieser beiden Gene im Stamm UTE&Stellt und die Deletion

komplementiert werden. AnschlieBend soll geklart rdea, welche phanotypischen
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Besonderheiten diese Mutanten aufweisen und olvamie Pathogenitatsfaktoren durch die
Deletion betroffen sind. Schlie3lich sollen, audlrath die Erschaffung und den Vergleich
weiterer Mutanten &ahnlichen Phanotyps, Ruckschlimsge den jeweils zugrunde liegenden

Mechanismus der Immunmodulation, bzw. dessen Viedezogen werden.
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2. Material

2.1. Bakterienstamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten bakteriellen Swéensind in nachfolgender Tabelle 1. gelistet.

Tabelle 1:Bakterielle Stamme

E. cali-Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

MG165k E. coliK12, -, A -, ilvG, rfb-50 rpt-1 (Blattner et al., 199°

UTI89 Uropathogenes Isolat, 018:K1:+ (Mulvey et al., 2001

NU14 Zystitis Isolat, B2, O18:K1:H (Johnson et al., 20C

Topl( Laborstammn Invitroger

DH5a Laborstamr Invitroger

UTI89AgalU Chromosomale Deletion dgalU-Gens Diese Arbei

UTI89Awaal Chromosomale Deletion dwaal-Gen: Diese Arbei

UTI89AwaaC Chromosomale Deletion dwaaC-Gen: Diese Arbei

UTI89ApurL Chromosomale Deletion dpurL-Gen: Diese Arbei

UTI89ApurM Chromosomale Deletion dpurM-Gen: Diese Arbei

UTI89cld::cm Chromosomale Insertion einer ® Kassette ir Diese Arbei
dascld-Gen

UTI89AgalU/pWKS3(- UTI89AgalUu komplementiert mit galU in Diese Arbei

pgalU dem pWKS30 Plasmid

UTI89AgalU/pWKS3( UTI89AgalU mit pWKS30 Plasmi Diese Arbei

UTI89Apurl/pMCL20C- UTI89ApurL komplementiert mit ppurL ii Diese Arbei

ppurlL dem pMCL200 Plasmid

UTI89ApurlL/pMCL20C UTI89ApurL mit pMCL200 Plasmi Diese Arbei

2.2. Eukaryotische Zelllinien

Fir in vitro-Infektionsexperimente wurden murine J774A.1 Makeaygen (ATCC TIB 67)
verwendet (Ralph et al., 1976).
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2.3. Medien und Platten zur bakteriellen Kultivierung

Im Folgenden sind alle zur Anzucht von Bakteriemwendeten Medien und Agar aufgefihrt.

Diese wurden vor der Verwendung bei 121°C fur 20 anitoklaviert.

2.3.1. Medien

LB Medium(engl.: Jysogeny brotf):

10 g Trypton
59 Hefeextrakt
59 NacCl

ad 1 | HOyesi pH-Wert: 7,5

SOC Medium:
2049 Trypton
59 Hefeextrakt
0,59 NacCl
10 ml KCI-Lésung (250mM)

ad 1 | HOgesi pH-Wert: 7,0

Miller-Hinton Medium:

219 Muller-Hinton-Bouillon (Oxoid, Kat. # CM0337)

ad 1 Liter HOgesi pH-Wert: 7,3

Zusammensetzung:
3,04/ Rindfleischextrakt
17,5 g/l Saurehydrolysat von Casein
1,59/l Starke
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2.3.2. Agar

Zum GielRen der Platten wurde autoklavierter AgachiiErhitzen auf 121°C verflissigt. Nach
Abkuhlen auf < 50°C wurde nach Bedarf unter steriBedingungen Antibiotika zugegeben.
AnschlieRend wurden jeweils ca. 20 ml in eine Edpetrischale (94 mm x 16 mm) gegossen

und bis zur Erstarrung abgekiihlt.

R2A Agar Platten:

18,19 R2A Agar (Roth; Kat. #CL01.1)

ad 1 | BOgesi pH: 7,2 £0,2

Zusammensetzung:
0,5 gl Hefeextrakt
0,5 g/l Proteasepepton
0,5 g/l Caseinhydrolysat
0,5 gl Glucose
0,5 g/l Starke
0,3 g/l Di-Kaliumhydrogenphosphat
0,024 g/l Magnesiumsulfat
0,3 g/l Natriumpyruvat
15 g/l Agar

LB Agar Platten:

LB Medium + 1,5% Agar (w/v) (BD; Kat. #214030)

Blut Agar Platten:

LB Agar mit 5% (v/v) Schaf-Erythrozyten (BD; Ka#t254071)
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2.4. Antibiotika

Antibiotika, die der bakteriellen Selektion diengnrden den verwendeten Medien / Agar in der
in Tabelle 2 aufgelisteten Konzentration zugeseifle verwendeten Stock-Lésungen wurden
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Angebrochenec8tsungen wurden bis zur angegeben

Maximaldauer bei 4°C aufbewahrt.

Tabelle 2: Verwendete Antibiotika

Antibiotika Stammldsung Lésungsmittel Endkonzentration
Kanamycir 50 mg/m H>O4gest 50 pg/ml
Tetracyclir 5 mg/m 70% EtOF 12 ug/ml
Streptomycil 30 mg/m H2Ouqest 30 pg/ml
Chloramphenicc 50 mg/m MeOH 30 ug/ml
Ampicillin 100 mg/m HoOqest 100 pg/ml

2.5. Medien und Reagenzien fur die eukaryotische Hkultur

Zum Kultivieren der eukaryotischen Zellen wurdelyémde Medien und Reagenzien verwendet:

RPMI 1640:

PAN-Biotech; Kat. # P04-16500
Mit 300 mg/I L-Glutamin
Mit 2,0 g/l NaHCQ

DMEM:

PAN-Biotech; Kat. # P04-01515
Mit 1,0 g/l Glucose

Mit 584 mg/I L-Glutamin

Mit 110 mg/I Natriumpyruvat
Mit 3,7 g/l NaHCQ

PAN-Biotech; Kat. # P04-36500
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Penicillin / Streptomycin (P/S):

PAN-Biotech; Kat. # P06-07100
10.000 U/ml Penicillin
10 mg/l Streptomycin

Fotales Bovines Serum (FBS):
PAN-Biotech; Kat. # 1502-P102506

Einfriermedium:

90% FBS
10% DMEM (Dimethylsulfoxid)

2.6. Enzyme, Puffer, Chemikalien und Sequenzierunge

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von &emen New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main, Deutschland) und Thermo Fis@aentific GmbH (Dreieich, Deutschland)
erworben.

Ligasen und Polymerasen wurden von den Firmen Thefischer Scientific und MP
Biomedicals Germany GmbH (Eschwege, Deutschlanzi)den.

Die benutzten Chemikalien stammten von den Firmeml-Roth (Karlsruhe; Deutschland),

Merk, Oxoid und Sigma.

Folgende kommerziell zu erwerbende Labor-Kits warfie diese Arbeit benutzt:

« Biolog™-Platten PM1; Kat. # 12111 und PM2A; Kat. # 121RBolog Inc., Hyward,
Kalifornien, USA)

» Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay; Ka# G7572 (Promega, Mannheim,
Deutschland)

* Murine TNFu ELISA Development; Kat. # 900-K54 (Peprotech, Hanglh Deutschland)

« Nucleo Bon® PC 20; Kat. # 740571.100 (Macherey Nagel, Diresytschland)

* QIAprep Spin Miniprep Kit; Kat. # 27106 (Qiagen,ltien, Deutschland)

* QIAquick PCR Purification Kit; Kat. # 28106 (Qiagédsilden, Deutschland)

* QIAquick Gel Extraction Kit; Kat. # 28706 (Qiagedtilden, Deutschland)
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» Taq DNA Core Kit; Kat. # EPTQK109 (MPbio, USA)

* Topo® XL PCR Cloning Kit; Kat. # 450008; (InvitrogeCarlsbad, Kalifornien, USA)

* Topo® TA Cloning® Kit; Kat. # 450030; (Invitrogen)

» Ultra Clean Gel Spin — DNA Extraction Kit; Kat. #400-250 (MO Bio, Carlsbad,
Kalifornien, USA)

« Wellcogert™ N. meningitidis B/E. coli K1; # R30859502 (Remel/Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)

Der Erfolg und die Richtigkeit aller durchgefuhrtéflonierungen wurden durch DNA-
Sequenzierungen der erstellten Plasmide Uberpr8&mtliche dafir bendtigten DNA-

Sequenzierungen wurden bei der Firma Eurofins @®eg, Deutschland) in Auftrag gegeben.
Puffer:

TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) 50x

2M Tris

6% (v/v) Essigsaure (99,7%)
50 mM EDTA (pH 8,0)

ad 1| I'iodest.

PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Salzldsung) 10x:

80g NacCl

29 KCI

17,89 NaHPO, — 2 HO
2449 KHPO,

ad 1l HOgest.

pH 7,4 mit HCI einstellen

2.7 Plasmide

Samtliche Plasmide, die fur diese Arbeit verwendatden, sind in der folgenden Tabelle 3
aufgefihrt.
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Tabelle 3:Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschafter Referen:

pKD4¢€ repAl10. (ts), araBp-gam-betexo (A-Red (Datsenko and Wanner, 20!
Rekombinase unter Kontrolle
eines araB Promotors), Aiibla)

pKD3 oriRg, A, catGen (Cnf) flankiert von (Datsenko and Wanner, 201
FRT Sites

pKD4 oriRg, A%, npt-Gen (Kr®) flankiert von FRT (Datsenko and Wanner, 20!
Sites

pCP2( Yeast Flp Rekombinase Gen (FLP, aka ¢ (Datsenko and Wanner, 20
ts-rep Ap®, CnT

pPWKS3( ApR, f 1 ori,lacZa, pSC101 ori; M13 Prime (Wang and Kushner, 19¢
Bindestellen

pMCL20C Cm®, P15Aori,lacZu (Nakano et al., 199

pCR™4-TOPC® TA Klonierungsvektc Invitroger

pCR™ XL-TOPC®  TA Klonierungsvektc Invitroger

pCR<4-pgalU pCR4 mit demgalU-Gen aus UTI89 unte Diese Arbei
Kontrolle der nativen Promotorregion

pCR XL-ppurL pCR XL mit dempurL-Gen aus UTI89 unte Diese Arbei
Kontrolle der nativen Promotorregion

pWKS3(-pgalU pWKS30 mit dengalU-Gen aus UTI89 unte Diese Arbei
Kontrolle der nativen Promotorregion

pMCL20C-ppurL pMCL200 mit dempurL-Gen aus UTI8¢ Diese Arbei

unter Kontrolle der nativen Promotorregion

2.8. Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide, die als PCR-Primer fiur die Veelfaltigung von DNA verwendet wurden,

stammten von der

Verwendungszweck sind in Tabelle 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Oligonukleotide fir PCR

Name Sequenz (5> 3) Verwendungszwecl
galU.KO.for ATGGCTGCCATTAATACGAAAGTCAAAAAAG galU-Ger-Knockout mit A
CCGTTATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC Red Rekombinase
galu.KO.re\ TTACTTCTTAATGCCCATCTCTTCTTCAAGCC galU-Ger-Knockout mit A
AGGCTTTACATATGAATATCCTCCTTAG Red Rekombinase
pKDK1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT Kontrolle Krr® Insertior
pKD3.97i GCGCCTACCTGTGACGGAAG! Kontrolle Cn® Insertior
M13.for GTAAAACGACGGCCAC Klonierungslontrolle
M13.re\ CAGGAAACAGCTATGAC Klonierungslontrolle

pMCL.1200.fo
pMCL.1376.re
pgalU.Hindlll.for

galU.BarrHlI.rev
waal.KO.for

waal.KO.rev
waaC.KO.for
waaC.KO.re\

purL.Xhcl.for
purL.Xbel.rev
ppurL.sequenz.1:
6
ppurL.sequenz.2(
9
ppurL.sequenz.2’
9
ppurL.sequenz.3t
6

purM.KO.for

purM.KO.rev
018cld.KO.for

018cld.KO.re\

CAAGCTCGAAATTAACCCTCAC

TGTAAAACGACGGCCAGTGAAT

TAGCAGAAGCTTGCAAACGATAACACGGGCT

A

TGCATCGGATCCTTACTTCTTAATGCCCATC
ATGTCGTTTTGTTGGAATGAAATTAACTCTGC
TGTCAAGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TTACTTATCTAATAAACATTGNGTCCGATTGT
ACTTTAAAACATATGAATATCCTCCTTAG
ATGATCGTTGCTTTTTGTTTATATAAATATTT
TCCCTTTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TCAACCATCCAGACCACCCGTTATGATGTC(
GCCGCTTTCCATATGAATATCCTCCTTAG
GCATCTCGAGCAGGCCAAAAGGTTTCCCG
CTAGTATCTAGATTACCCCAACTGCTTACGTG
GAAGTAGCCGTTCAGTGC

CGATGGTGATCCCTTCAC

TCAGAGCGGTCGTGATAC

CTGGCAACCGTTACATAC

AATCAAAGGCGTAGTGAAGAAAACGCGTCGT
CCGGAAGTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TTATTCGATAACCACGCGTTGTTCGGAATC/
GAGGTTTTGCATATGAATATCCTCCTTAG
TTATTTCGCGTTGTAATTACGCAGCGCGTTA(
GCCCAAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ATGCGGACTTGGAAATTTCCGTCAGTTAGG(
TAATGATGACATATGAATATCCTCCTTAG

Klonierungslontrolle
pMCL200
Klonierungslontrolle
pMCL200
Klonierung von |galU

Klonierung von |galU
waal-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
waal-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
waaC-Ger-Knockout miti
Red Rekombinase
waaC-Ger-Knockout miti
Red Rekombinase
Klonierung von purL
Klonierung von purL
SequenzierunpurL-Ger

SequenzierunpurL-Ger
SequenzierunpurL-Ger
SequenzierunpurL-Ger

purM-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
purM-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
Cld-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
Cld-Ger-Knockout mit A
Red Rekombinase
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Name Sequenz (5> 3) Verwendungszweck
purL.KO.for TTACCCCAACTGCTTACGTGCATTGCGGAA/  purL-Ger-Knockout mit A
ATGCGCATCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC Red Rekombinase
purL.KO.re\ ATGATGGAAATTCTGCGTGGTTCGCCTGCAT purL-Ger-Knockout mit A
GTCGGCACATATGAATATCCTCCTTAG Red Rekombinase
tcpC.for GGCAACAATATGTATAATATCCT PCR Nachweis von Tcp
tcpC.rev GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA PCR Nachweis von Tcf

2.9. DNA und Protein Standard

Um die Lange von DNA Fragmenten mittels Agarosee@trophorese zu bestimmen, wurden
die GenerulerTM 1 kb und 100 bp DNA Ladder Langandards (Thermo Fischer Scientific)

verwendet. Zur Ermittlung der GroR3e von Proteinfnragten und Zuckerresten mittels SDS-

Gelelektrophorese, wurde deageRulel Prestained Protein LaddeBroRenstandard (Thermo

Fischer Scientific) verwendet (Abb. 4).

Abbildung 4: DNA und Protein Langenstandard
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2.10. Bioinformatische und Statistische Analysen

Die in silico-Planung der molekularbiologischen Arbeiten sowiags dAlignment und die

Verarbeitung der Sequenzierungsdaten erfolgte enitdsergene 8 Software von DNA-Star Inc.

(Madison, Wisconsin, USA). Signifikante Unterscleegurden anhand der Berechnung Bes
Wertes mit dem Student's t-Test der SigmaStat Sdbtware (Systat Software GmbH, Erkrath,
Germany) bestimmt. Weiterhin wurde MS Office 10 ¢Misoft, Redmond, Washington, USA)

fur die Verarbeitung und graphische Darstellung eliobenen Versuchsdaten verwendet. Alle

verwendeten Programme sind in Tabelle 5 aufgelistet

2.11. Technische Ausstattung

Die verwendete technische Laborausristung istimdehfolgenden Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Technische Ausstattung

Gerateklasse / Software

Geratename und Hersteller

Autoklaven

Bunsenbrenner

DNA Analyse Software

Elektrophorese Systeme

Elektroporator

Datenverarbeitung
FACS

FACS Auswertung
Foto Drucker

Laboklav 160-MSLV

VARIOKLAV Dampfsterilisator Typ 500EC

Gasprofi 2“5, WLD Tec (Géttingen, Deutschland)
Lasergene 8; DNA-Star Inc. (Madison, Wisconsin, YSA
PerfectBlue Gelsystem Mini L; Peqglab (Erlangen, ©Sehland)
Mini-Protean Il Electrophoresis System; Bio-Rad r¢iges,
Kalifornien, USA)

Gene Pulser II; Bio-Rad

Pulse Controller II; Bio-Rad

MS Office 10; Microsoft (Redmond, Washington, USA)
FACS Canto II; Becton Dickinson (Franklin Lakes, iNe
Jersey, USA)

FlowJo 7.6.1.; Tree Star Inc. (San Carlos, Kalifenn USA)
P93D; Mitsubishi (Minato, Japan)
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Gerateklasse / Software

Geratename und Hersteller

Gel Dokumentation
French Press

Inkubatoren

Heizblock
Magnetruhrer
Mikropipetten
Mikroskop

Mikroplattenleser
Mikrowelle

NanoDrop

PCR Thermocycler

Photometer

pH-Meter
Schiittler

Schittelinkubatoren
Speedvac
Statistik Software

Sterilbank

Stromversorger

GDS 3.39; Intas (Gottingen, Deutschland)

SLM Aminco (Rochester, New York, USA)

Heraeus T12; Heraeus (Hanau, Deutschland)

Cytoperm2; Heraeus

Binder BT 115; Binder WTC (Tuttlingen, Deutschland)
Thermomixer comfort; Eppendorf (Hamburg, Deutscti)an
RCT-basic; IKA-Werke (Staufen im Breisgau, Deutacial)
Eppendorf Reference

Axiovert 25 (Okular: 10x; Objektiv 10x und 20x); i&e
(Oberkochen, Deutschland)

Axioskop (Okular: 10x; Ol-Objektiv: 40x, 63x und @X); Zeiss
Tristar LB 941; Berthold (Bad Wildbach, Deutschland
M1712N; Samsung (Seoul, Stdkorea)

NanoDrop 2000; Thermo Fischer Scientific (Watham,
Massachusetts, USA)

GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems (Thermo

Fischer Scientific)

Mastercycler gradient; Eppendorf

Ultrospec 3100; Amersham Biosciences (General Etect
Fairfield, Connecticut, USA)

PB-11; Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Thermomixer comfort; Eppendorf

Certomat R + Certomat H; Satorius

Multitron; INFORS HT (Einsbach, Deutschland)

SC110; Savant (Holbrook, New York, USA)

SigmasStat 3.5. (Systat Software GmbH, Erkrath, Behiand)
HERA safe KS12; Thermo Electron Corporation (Thermo
Fischer Scientific)
Power Pac 200; Biorad

Power Pac HC; Biorad
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Gerateklasse / Software

Geratename und Hersteller

Ultrazentrifuge

UV Transiluminator
Vortex Tischschuttler

Zentrifugen

Optima L-90K Ultracentrifuge Rotor: SW-32; Beckm@aulter
(Pasadena, Kalifornien, USA)

MG 21 x 26 UV; Intas

MS2 Minishaker (IKA)

5810R; Eppendorf

5417C; Eppendorf

5417R; Eppendorf

3K30; Sigma

Sorvall Super T21, Thermo Electron Corporation
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3. Methoden

3.1. DNA Arbeiten

Im Folgenden werden alle DNA-basierten Methodengeidithrt. Es wurden genetische
Veranderungen von Bakterien, Kontrollen mittelsyRra#rase-Kettenreaktion (PCR) und DNA-

Sequenzierung, sowie die Herstellung und Verandgevon Plasmiden durchgefihrt.

3.1.1. genomische DNA

Um genomische DNA fur Analysen und Vervielfaltiguniyrch PCR Uber einen langeren
Zeitraum zu konservieren, wurde eine Bakteriensusipa in sterilem PBS fur 10 min auf 100°C
gekocht und bei -20°C archiviert.

3.1.2. Plasmid Praparation

Die Plasmidisolation erfolgte aus tUber Nacht, b&C(bzw. 30°C fur Plasmid pKD46), in LB-
Medien kultiviertenE. coli Stammen. Das hierfur verwendete Medium enthiedt jéweils
entsprechenden Selektionsantibiotika. Um geringadda an high-copy Plasmiden zu erhalten,
wurde das ,QIlAprep Spin Miniprep” Kit benutzt. Fiow-copy Plasmide oder fir eine grol3ere
Menge eines high-copy Plasmids, wurden AX20 Saalem dem ,Nucleo BorfdPC 20° Kit
verwendet. Die Préparation erfolgte nach Herstaligaben.

3.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt es mit Hilfiezer DNA-Primer und einer thermostabilen
DNA-Polymerase gerichtet DNA-Fragmente exponentiallamplifizieren (Saiki et al., 1988).
Diese DNA-Fragmente kénnen dann ihrer Grol3e natleiaem Agarose-Gel aufgetrennt und

visualisiert werden (siehe 3.1.5.). Die PCR-Methedede in dieser Arbeit fiir verschiedene
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Anwendungen benutzt. So wurde etwa durch eine igezéeiswahl von PCR-Primern (i) die
Existenz bestimmter Gene auf dem bakteriellen Cbemm oder (ii) das erfolgreiche Einbringen
neuer DNA-Fragmente (z.B. Antibiotika Resistenz &enn das bakterielle Chromosom
nachgewiesen. Weiterhin lassen sich durch den Hinlwa Restriktionsschnittstellen in die
Primer-Sequenzen PCR-Produkte erzeugen, die nagmatschem Verdau gezielt in Plasmide
einfugt wurden (siehe 3.1.8). Aullerdem war es dudod von Datsenko und Wanner
beschriebene Methode mdglich, bakterielle Geneétdimet PCR-Produkten auszuschalten (siehe
3.2.3.) (Datsenko and Wanner, 2000).

3.1.3.1. Standard PCR:

Fur Anwendungen, bei denen eine geringe FehledatePCR Reaktion nicht von Bedeutung
war, wurde eindaq Polymerase ohne Fehlerkorrektur Funktion verwendegser PCR Ansatz
wurde daher hauptsachlich fir Screening und KdrBGRs verwendet. Didag Polymerase

und die verwendeten Reagenzien stammten aus degqrDNA Core Kit“ (MPbio).

Pro Ansatz — Taq Polymerase (2%

Vorwarts Primer (2@M) 0,5ul
Ruckwarts Primer (20M) 0,5ul

10 x Puffer ohne MgGl 2,5ul

MgCl, Losung (25 mM) 4

10x dNTPs (jeweils 10mM) dl
Template DNA 1,25-12 kg
TaqPolymerase 0,2l

Aqua bidest ad 24

PCR Laufprotokoll:

1) Initiale Denaturierung 10 min 95°C
2) Denaturierung 45s 95°C
3) Annealing (Standard) 45 s 58°C
4) Elongation 1min/1kb 72°C

5) Finale Elongation 10 min 72°C

Schritt 2 bis 4: 35 Wiederholungen.
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Die Annealing-Temperatur konnte bedingt durch Pritrtnge und Sequenz von der
Standardtemperatur abweichen. Die Zeit des Elomgsdchrittes richtete sich nach der Grofie

des zu amplifizierenden Fragments und betrug 1prorl000 Basenpaare (bp).

3.1.3.2. PCR mit Fehlerminimierung:

Polymerasen mit Fehlerkorrektur Funktion (= Proadlieg-Polymerasen) wurden verwendet um
fehlerfreie PCR Produkte fir Sequenzierungen, Kamgen oder genetische Knockouts zu
erhalten. Dafiir wurde entweder die PhuSidtigh-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs; Kat. # M0530S) oder eine 1:1 Mischung dag (MPbio; s.0.) und dePfu DNA
Polymerase (Thermo Fischer; Watham, Massachu&iis; Kat. # EP0572), verwendet.

Ansatz Phusidh (50 ul):

Vorwarts Primer (2@uM) 1,2l
Ruckwarts Primer (20M) 1,2yl

5 x Phusion HF Puffer 1d
DMSO 1yl

10x dNTPs (jeweils 10mM) dl
Template DNA 2,5 - 2hg
Phusioff DNA Polymerase 0,pl
Aqua bidest ad 5@

Ansatz Pfu Polymerase (20:

Vorwarts Primer (2@M) 1y
Ruckwarts Primer (20M) 1ul

10 x Puffer ohne MgGl 5ul
MgCl, Losung (25 mM) &

10x dNTPs (jeweils 10mM) 2
Template DNA 2,5 - 2hg
TagDNA Polymerase 0,al

Pfu DNA Polymerase 0,al
Aqua bidest ad 5@

Das Laufprotokoll der fehlerminimierten PCR Laufgeatierte sich an der oben beschriebenen
Standard PCR. Die Elongations-Zeit von PCR Laufeh der Phusiofi DNA Polymerase
wurden mit 30 s Pro 1000 bp berechnet.
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3.1.4. DNA Aufreinigung und Konzentrationsbestimmui

PCR Produkte wurden mit dem ,QIAquick PCR PurificatKit" laut Gebrauchsanweisung von
Schmutz, Salzrickstanden und ungebundenen Primereinggt. Die Konzentration der
aufgereinigten DNA wurde mit dem NanoDrop 2000 $m@éihotometer bei einer Wellenlange
von 260 nm bestimmt. Dabei gibt das Verhaltnis 860zu 280 nm den Reinheitsgrad der Probe
wieder. Ein Wert von ~ 1,8 gilt dabei als besondense DNA.

3.1.5. GroRenauftrennung durch Agarose-Gelelektropbrese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente entsprechendril®ed3e erfolgte durch horizontale
Gelelektrophorese in einem Agarosegel. Zur Herstgllder Agarosegele wurde TAE Puffer
(Tris-Acetat-EDTA) mit 1,5% (w/v) Agarose vermischihd in der Mikrowelle erhitzt, bis die
Agarose geschmolzen war. Nach Abkuhlen auf unt&€ %@urde dem flissigen Gel ca. 3% (v/v)
Ethidiumbromid zugesetzt und das Agarosegel in eambereitete Form gegossen. Anschliel3end
wurde das ausgehartete Gel in der Elektrophoresekamit dem Laufpuffer TAE bedeckt. Nun
wurden die Proben mit 6x DNA ,Loading Dye" (Therrtscher Scientific) vermischten und in
separate Geltaschen geladen. Zusatzlich wurde datwder GeneRul&f 100 bp oder 1 kb
Langenstandard aufgetragen. Der Gellauf fand b@i\lZir 50 — 70 min, je nach Grof3e der
Fragmente, statt. Die aufgetrennten DNA-Banden wemrdabschlielend unter UV-Licht

visualisiert und dokumentiert.

3.1.6. Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarose Gen

DNA-Banden wurden zur weiteren Verarbeitung miteein Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mit Hilfe des ,QlAquick Gel Extion“ Kits oder des ,Ultra Clean Gel Spin
— DNA Extraction” Kits, nach Herstellerangaben,garkinigt.
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3.1.7. Enzymatischer DNA Verdau, Dephosphorylierunaind Ligation

Aufgereinigte PCR-Produkte und Plasmide wurden rRestriktionsendonukleasen in
Kombination mit den empfohlenen Puffersystemen Elemen Thermo Fischer Scientific und
New England Biolabs enzymatisch verdaut. Der aufilSferechnete Restriktionsansatz enthielt
die in dHO geléste DNA, den Puffer in Arbeitsverdiinnung uUntd Enzym proug DNA. Der
Ansatz wurde (ber Nacht, bei einer dem Restrikeaggm entsprechenden, optimalen
Temperatur, unter leichtem Schitteln (100 rpm) . Hitzeinaktivierbare
Restriktionsenzyme wurden danach bei 65°C fir 20imaktiviert.

Mit Restriktionsenzymen geschnittene Plasmide wurdé Shrimp-Alkaline-Phosphatase (SAP;
Thermo Fischer Scientific) an den freien 5-DNA-Enddephosphoryliert, um eine spontane
Wiederverbindung zu vermeiden. Die SAP wurde dirakich der Hitzeinaktivierung der
Restriktionsendonukleasen, in den Restriktionsangageben fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die
Inaktivierung der SAP mittels Erhitzen fand abseRénd bei 65°C fur 15 min statt. Der Erfolg
des Restriktionsverdaus wurde zum Schluss durchel&@tophorese uberprift und die
gewunschten DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert.

Der linearisierte und dephosphorylierte Vektor veursun mit der geschnittenen Insert-DNA
durch eine T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) wertben. Als optimal erwiesen sich
Reaktionsansatze von 1, die 5 U der T4 DNA-Ligase, T4 DNA-Ligase Puffém 1x
Konzentration, sowie Insert- und Vektor-DNA im Véatmis von 3:1 enthielten.

3.1.8. Herstellung von Plasmiden zur genetischen iKmlementation

Die beiden zur genetischen Komplementation verwemdé’lasmide pWKS30galU und
pMCL200-purL wurden in einem zweistufigen Klonierungsprozessedit. Zuerst wurde das
gewinschte Gen durch PCR amplifiziert und in ein@®O-Klonierungsvektor eingebracht. Um
eine moglichst fehlerfreie PCR Reaktion zu gewddtda, wurde das Gen zuerst mit einer
Proofreading-Polymerase amplifiziert. Allerdingsstetlen Proofreading Polymerasen keine
Adenosin Uberhange am 3‘ Ende des PCR-Produkts sigi@ber fiir eine TOPO-Klonierung
bendtigt werden. Deshalb wurde das PCR-Produkteaeifigigt und anschlielRend zur Erzeugung

der Adenosin Uberhange eine verkiirzte Standard R@Rhur drei Zyklen Dauer, mit ein@aq
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DNA-Polymerase durchgefiihrt. Im Anschluss wurde T@PO-Klonierung nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Nach der Kontrolle duéquenzierung, wurde das Zielgen mittels
Restriktionsendonukleasen aus dem TOPO-Vektor gédsah und in einen linearisiertdow-
copy Plasmid ligiert. Die Wahl des Vektors fiel dabeif dow-copy Plasmide (pWKS30 und
pMCL200), da sie durch ihre niedrige zellulare Kammahl eine mdglichst native
Komplementation erméglichen.

Zur Herstellung des Plasmids pWKS3@aplJ wurde dagialU-Gen und der native Promotor mit
den Primern galU.Hindlll.for und galU.BanHl.rev amplifiziert und wie beschrieben in den
Vektor pPCRM4-TOP@ eingebracht. Die Sequenzierung erfolgte mit deimé&paar M13.for
und M13.rev. Zur weiteren Klonierung wurde damiJ-Gen mit dem RestriktionsenzyBctaoRl
aus dem TOPO-Plasmid ausgeschnitten und in demfalsemit Ecarl liniarisierten Vektor
pWKS30 ligiert. Nach der Transformation vdéh coli TOP10 mit dem Plasmid, konnte der
Klonierungserfolg erneut durch PCR mit dem M13 Fmpaar kontrolliert werden.

Die Klonierung depurL-Gens, mit dem nativen Promotor, in das Plasmid PaKerwies sich
als problematisch, daher wurde das Plasmid pMCL&8XIlonierungsvektor verwendet. Nach
Amplifizierung mit den PrimerrpurL.Xhd.for und purL.Xbd.rev wurde das gurL Zielgen
zuerst in den Vektor pCR XL-TOPO® kloniert. Die Sequenzkontrolle erfolgte mit dem M13
Primerpaar sowie den PrimermpuL.sequenz.1306, purL.sequenz.2039, purL.sequenz.2799
und purL.sequenz.3556. AnschlieBend wurde dagmirp Zielgen nach Verdau mit den
RestriktionsenzymeXhd und Xbd in den entsprechend liniarisierten Vektor pMCL206niert.
Das weitere Vorgehen war analog zum oben Beschégbe

3.1.9. DNA Sequenz Analyse und Vergleich

Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins daftirt und vor allem zur
Erfolgskontrolle der Klonierungen benutzt. Dazu dem Proben zu 18 Volumen entweder mit
Plasmid DNA (50 — 100 ngl) oder aufgereinigtem PCR Produkt (bei 1000 bpn@l) und die
gewiinschten Segenzierungs-Primer (L% uM) eingesandt. Die erhaltenen Sequenzen wurden
danach mit der DNASTAR Lasergene 8 Software anli@nd/ollstindigen UTI89 DNA Sequenz
(Genebank: # CP000243.1; (Chen et al., 2006))raafRichtigkeit Gberpruift.

-B53 -



3. Methoden

3.2. Arbeiten mit Bakterien

3.2.1. Kultivierung von Bakterien

Prokaryoten wurden standardmaf3ig bei 37°C in LB$timedium oder auf LB bzw. Blutplatten

mit bei Bedarf zugegebenen Selektionsantibiotiké\kert.

3.2.1.1. Wachstumskurven

Von allen verwendeten Bakterienstdimmen wurden Waoiskurven zur Ermittlung der

Wachstumsrate und der dazu korrespondierenden Kalohiebildender Einheiten pro ml

(KBE/ml) verwendet. Dazu wurde ausgehend von elng&® (v/v) Uberimpften Ubernachtkultur
in Flissigmedium mindestens stiindlich die optisbiehte, bei einer Wellenlange von 600nm
(ODeoonn), bestimmt. Weiterhin wurde bei einer @Bm von 0,5 eine logarithmische

Verdiinnungsreihe erstellt und jede Verdiunnungsstufuplikaten auf LB Platten ausgebracht,

die KBE ermittelt und die Zellzahl pro ml berechnet

3.2.1.2. Langzeitlagerung
Zur Langzeitlagerung wurden Bakterienkulturen i®@bs/v) Glycerin in dHO aufgenommen
und bei -80°C archiviert.

3.2.2. Transformation von Bakterienzellen

Bakterienzellen wurden entweder durch die Elektrapon elektrokompetenter Bakterien oder

durch Hitzeschock chemisch kompetenter Bakterigmstormiert.

3.2.2.1. Transformation durch Elektroporation

Durch Elektroporation wurde mit Hilfe eines elektthen Schocks Plasmid- wie auch lineare
DNA in elektrokompetente Bakterien eingebracht. Bakterienzellen elektrokompetent zu
machen, wurden 50 ml Kultur bei einer §Bm von 0,5-0,6 geerntet. Anschlie3end dreifach

-54 -



3. Methoden

wiederholt mit 1 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin ¢H,O gewaschen (Z! 10.000 rpm, 1 min,
4°C) und 10 sec mit dem Vortex-Tischschiittler donigtht. Die elektrokompetenten Bakterien
wurden in 40Qul 10% (v/v) Glycerin in HO aufkonzentriert und auf Eis zu je ploaliquotiert.

Vor der Transformation musste die DNA aufgereinighd durch 20 mindtige Dialyse
(Dialysefilter der Firma Millipore) tber did entsalzt werden. Ein Aliquot elektrokompetente
Bakterien wurde entweder mit 5 — {DPCR Produkt oder 1 — 4 Plasmid-DNA vermischt und
20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die sj@&nsion in eine vorgekihlte
Elektroporationskivette gegeben und durch einektredehen Impuls transformiert (Widerstand
200Q, Ladung 251F, Spannung 1,8 kV, Puls 3,7 — 5,1 mS). Nach Aufrader Bakterien in 1
ml SOC-Medium (vorgewarmt auf 37°C), erfolgte eiemstiindige Regenerationsphase bei
37°C. Zum Schluss fand die Selektion der Transfodea auf LB-Platten mit dem

entsprechenden Antibiotikum statt.

3.2.2.2. Transformation durch Hitzeschock
Kommerziell erworbene, chemisch kompetente Expoessbtamme (ToplO, DHY wurden
durch einen Hitzeschock von 90 sec bei 42°C transéot. Die Transformation orientierte sich

am Protokoll des Herstellers.

3.2.3. Inaktivierung bakterieller Gene

Die Inaktivierung bakterieller Gene (= Knockoutjadgte nach der von Datsenko und Wanner
beschriebenen Methode (Datsenko and Wanner, 2D08e Technik macht sich Eigenschaften
der Red-Rekombinase ddsPhagen zu Nutze, um chromosomale Gene durch hgmolo
Rekombination mit einem PCR Produkt zu deletieren.

Fir einen Knockout nach Datsenko und Wanner wuneest ein Primer-Paar erstellt, das jeweils
eine 40 nt lange, zum Anfang bzw. Ende des Zielgdmemologe Sequenz enthalt. Weiterhin
enthalt jeder Primer auch eine 20 nt lange SequieZlankierend zum Antibiotikaresistenz-Gen
auf den Helfer-Plasmiden pKD3 bzw. pKD4 homolog 3as mit diesen Primern erstellte PCR
Produkt enthielt somit je nach Plasmid-Templatevein FRT-Sites flankiertes Chloramphenicol
Acetyltransferase Gen (Template: pKD3) oder einriNgon Phosphotransferase Gen (Template:

pKD4). Weiterhin besitzt es sowohl am 3‘- als aach 5-Ende eine 40 bp lange, zum Zielgen
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homologe Region. Im weiteren Verlauf wurden nuntBakn mit dem Plasmid pKD46, welches
dasA Red Rekombinase Gen enthalten, transformiert. Bigression dek Red Rekombinase
wurde durch Zugabe von Arabinose (10 mM) ins Kultedium der pkD46 enthaltenden
Bakterien induziert. Transformation der induziertBakterien durch das aufgereinigte und
entsalzte PCR Produkt fand ebenfalls durch Elektatpon statt. Die Rekombinase vermittelt
einen Austausch des Zielgens durch die Antibiotketenz-Kassette mittels Rekombination der
homologen Regionen auf dem Bakteriengenom und diegelerachten PCR Produkt.

Die Selektion auf Klone mit inserierter Resistersdaite geschah abschliel3end auf LB-Platten
mit dem entsprechenden Antibiotikum. Weiterhin wareine Kontroll-PCR mit dem
Vorwartsprimer des Knockoutprodukts und einem inr deesistenzkassette bindenden
Rickwartsprimer (pKDK1 firr Khund pKD3.977 fiir Cff) durchgefiihrt, um auf eine korrekte
Insertion zu Uberprifen.

Als finaler Schritt wurde die integrierte Resisteaigsette mit Hilfe des Plasmids pCP20
eliminiert. Das Plasmid vermittelt eine thermisclduzierbare Synthese der FLP-Rekombinase.
Nach Transformation des mutierten Bakterienstammiésdem Plasmid pCP20 wird bei einer
Inkubationstemperatur von 30°C die von FRT-Sitemnllerte Resistenzkassette durch die
exprimierte FLP-Rekombinase aus dem Chromosom &geaennt. Die Entfernung des
thermosensitiven Plasmids aus dem Bakterium gesaim@mschluss durch Inkubation bei 42°C.
Im Anschluss wurde die Eliminierung des Plasmidbenso wie der chromosomalen

Resistenzkassette, durch negative Selektion auPlaBen mit Antibiotika Gberpruift.

3.2.4. Analyse der Kapsel

Die Farbung der bakteriellen Kapsel erfolgte dueah Tuschepraparat (Breakwell et al., 2009),
indem Bakterien von der Kulturplatte in einem TepfdHO aufgenommen und 1:1 (v/v) mit
Tusche verdunnt wurden. Nach dem Lufttrocknen deSpdtats konnte die Kapsel bei
mikroskopischer Betrachtung (Okular: 10x; Ol-Objek#0x, 63x oder 100x), als ein heller, das
Bakterium umgebender Hof erkannt werden. ZusatXmimten die Praparate mit Kristallviolett
gegengefarbte werden. Die Kapsel war wieder alfeliler, das gefarbte Bakterium umgebender
Hof zu erkennen.
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Mithilfe des WellcogeR" Latex-Agglutinationstests konnéh coli-Stamme auf die Auspragung
des K1 Kapsel-Antigens Uberprift werden. Die Testii enthalt Polystyrol-Latex-Partikel, die
mit monoklonalen Antikdrpern beschichtet sind, weldas Polysacchari. coli K1-Antigen
beziehungsweise das Antigen vderisseria meningitidi$&Sruppe B binden. Wenn die getesteten
Bakterienstamme das entsprechende Antigen bediam auf dem Testkartchen eine deutliche
Agglutination beobachtet werden. Die Durchfihrures d'ests erfolgte mit Bakterienkolonien

von Kulturplatten, wie vom Hersteller empfohlen.

3.2.5 Analyse der Biofilmbildung

Die Starke der Biofilmbildung wurde durch verglechle Kristallviolett-Farbungen in
Mikrotiterplatten bestimmt (Djordjevic et al., 200Dazu wurde eine stationare Ubernachtkultur
1:100 verdunnt und in einer sterilen und transgare®6-Well PVC Platte (Becton Dickinson)
bei 37°C fur 24 h inkubiert. Tags darauf wurde tHyerstand abgenommen und das Well
vorsichtig mit PBS gewaschen. Im Anschluss dararrdeudie Platte 30 min in der
Sterilwerkbank luftgetrocknet. Die Farbung des gekneten Biofilms erfolgte danach mit einer
0,1% (w/v) Kristallviolett-L6ésung fur 15 min. Nactiem Verwerfen der Farbeldsung folgte
zweimaliges, vorsichtiges Waschen mit PBS. Zum &shlwurde eine Methanol/Ethanol
Mischung im Verhéltnis von 4:1 (v/v) zugegeben udée ODygonm der Farbung im
Multiplattenleser (Tristar LB941) bestimmt.

3.3. Arbeiten mit Lipopolysacchariden

3.3.1. Isolation und Aufreinigung von Lipopolysacchriden

Lipopolysaccharide (LPS) wurden durch verschieddviethoden aus lysierten Bakterien
aufgereinigt. Hoch reine LPS-Praparate wurden v@nAtbeitsgruppe von Prof. Dr. Otto Holst
aus dem Forschungszentrum Borstel bezogen. In em&uppe wurden reine LPS Préparate
unter denaturierenden Bedingungen nach der vonsKslet al. beschriebenen Methode isoliert
(Kulesus et al., 2008). Zusatzlich wurde fir didsbeit eine Methode etabliert, durch die man
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LPS mit Hilfe einer ENDOTRAPHD Saule (Hyglos GmbH, Deutschland) im unsaubedafijr
aber nativen Zustand extrahieren kann.

3.3.1.1. Denaturierende LPS Aufreinigung

Fiur die reine, denaturierende LPS-Isolation wurdenlleiner 1,0 Olgonm Ubernachtkultur
pelletiert und in 25@l dH,O resuspendiert. Im Anschluss wurden 2bQysepuffer zugegeben
und die Suspension 5 min bei 100°C gekocht. NackiuAlen auf RT wurde die Probe mit
DNase (5Qug/ml) und RNase (50QAg/ml) versetzt und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Dasthloss
sich ein Proteinverdau mit Proteinase K (1,5 mgfiim)3 h bei 37°C an. Zum Schluss wurde die
Suspension mit der Speedvac fur ca. 3 h eingetetakmd in 5Qul dH,O resuspendiert.

Lysepuffer:
1% (w/v) Natrium Dodecyl Sulfat
50 mM Tris HCI (pH 7,0)
10 mM EDTA

3.3.1.2. Native LPS-Aufreinigung

Da durch denaturierende LPS-Aufreinigung samtliehateine verloren gehen, die potentiell an
das LPS gebunden sind, wurde eine native LPS-Aifeng etabliert. Bei dieser Methode
wurden die Bakterien zuerst mit einer French Poessh Druck lysiert und anschlieRend das
LPS zusammen mit gebundenen Zellbestandteilen ¢iber ENDOTRAP HD Affinitatssaule
konzentriert. Fir den Zellaufschluss wurden 50 meeUbernachtkultur pelletiert, in 10 mM
Tris HCI (pH 7,5) aufgenommen und mind. 3 x durdd Brench Press mechanisch lysiert, bis
eine sichtbare Aufhellung der Suspension stattfBincht lysierte Bakterien und Zellreste wurden
abzentrifugiert und verworfen, dann wurde der Utaerd mit einem PVDF-Filter (PorengroRe:
0,45 um) steril filtriert und mit 0,1 mM CagGlversetzt. Nach Regeneration und Equilibrierung
der ENDOTRAP-S4ule gemaR Herstellerangaben wurde das LysatieB4aule gegeben. Eine
vollstandige Elution des Durchfluss wurde durch diggabe von 1 ml Equilibrierungspuffer
gesichert. Durch eine Zugabe von 3 ml Regenergiidfey konnte schlie3lich das gebundene

LPS von der Saule eluiert und diese fur eine wet&rwendung regeneriert werden.
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3.3.2. Quantifizierung mittels Purpald Reagenz

Die LPS-Konzentration wurde mit Hilfe des PurjaReagenz quantifiziert. Kurz
zusammengefasst wurden jeweils [BGeiner Verdinnungsreihe der LPS-Probe und eines- LP
Standards, zu Duplikaten, in einer transparentefV@8 Mikrotiterplatte vorgelegt. Zu jedem
Well wurden dann 5@l einer 32 mM NalQ@ Lésung zugefugt und fir 25 min bei RT inkubiert.
Im Anschluss daran wurden jeweils plddes 136 mM Purpald-Reagenz in 2 N NaOH zugegeben
und fur 20 min bei RT inkubiert. Dem folgte einegabe von 5Qu einer 64 mM Nal@Ldsung

und eine Inkubation fur 20 min bei RT. Final wurd2® pl Isopropanol beigemengt, um die
Suspension blasenfrei zu bekommen. Der entstan8aneumschlag konnte dann bei einer

Wellenlange von 550 nm gemessen werden.

3.3.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Silberfidung

Die Struktur des LPS wurde durch Gelelektrophoresé einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgel mit anschlieRender Silberfarbuisgalisiert.

3.3.3.1. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die LPS Auftrennung wurden auf 13,5% Acrylamidgeldmrchgefuhrt, der Gellauf fand in
Laemmli-Puffer bei 200 V fur 60 min statt. Die Pesbwurden fur den Gellauf vorbereitet,
indem sie 1:1 (v/v) mit Laemmli-Puffer und Ladeprfin einfacher Endkonzentration versetzt
und anschliel3end 10 min bei 100°C gekocht wurdesge et al., 1990). Als Standard wurde der
.PageRuler Prestained Protein Ladder” verwendehésP.1.9.)

Ladepuffer fur SDS-Gele 4x:

0,25 M TrisHCI (pH 6,8)
0,4M [3-Mercaptoethanol
8% (w/v) SDS

40% (v/v) Glycerol

0,4% Bromophenol Blau
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Laemmli Puffer:

3,09 g Tris
1441 g Glycin
19 SDS
ad 11dHO

Trenngel (13,5%):

1,69 ml Acrylamid
1,4 ml Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8)
0,65 ml dH20
37,5ul SDS 10%
28,1yl APS 10%
2,4ul TEMED
Sammelgel:
0,32 ml Acrylamid
0,47 ml Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8)
1,1 ml dH20
18,8yl SDS 10%
5,6ul APS 10%
4,6 ul TEMED

3.3.3.2. Silberfarbung

Das Polyacrylamidgel mit den aufgetrennten LPS &mnoliurde einer Silberfarbung unterzogen,
da es sich hierbei um eine sensitivere Farbemethtsde.B. bei der Farbung mit Coomassie-
Brillant-Blau handelt (Hitchcock and Brown, 1983).

Dazu wurden die Gele zuerst Uber Nacht in Fixiedsung bei 4°C gelagert. Tags darauf
wurden die Gele dreimal 5 min lang gewaschen undcldiel3end fur 30 min in
Sensibilisierungslésung fur die Farbung vorbereitddich nochmaligem Waschen (dreimal 5
min) wurde das Gel mit frisch angesetzter Farbelgdur 20 min Gberschichtet. Im Anschluss an
die Farbung wurde zweimal kurz mit gBl und einmal kurz mit Entwickler gespltilt, danach
wurde das Gel bis zur gewlnschten Bandenintensitat Entwickler inkubiert. Der
Entwicklungsprozess wurde durch Zugabe von Stoppldsbgebrochen und das fertig gefarbte

Gel noch dreimal fir 10 min gewaschen (Hitchcoatt Brown, 1983; Tsai and Frasch, 1982).
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Fixier-Losung:

30 ml Eisessig

125 ml EtOH (96%)

125l Formaldehyd (37%)

95 ml dHO
Waschldsung:

20% (v/v) EtOH

Sensibilisierungslésung:

50 mg NaS,03
250 ml dHO
Farbeldsung:
200 mg AgNQ@
66 pl Formaldehyd (37%)
100 ml dHO
Immer frisch anzusetzen und auf 4°C halten
Entwickler:
159 NaCGOs
1 mg NaS0s3
125l Formaldehyd (37%)
250 ml dHO
Stoppldsung:
30 ml Eisessig
220 ml dHO

3.4. AuRenmembranvesikel (OMV)

3.4.1. Isolierung von AuRenmembranvesikeln

AulRenmembranvesikel (OMV) wurden mittels Ultrazéagation (Optima L-90K) fir die

weitere Verwendung im Makrophagenmodel gewonners &aoklavierte Nahrmedium wurde

fur die OMV-Isolierung nochmals steril filtriert @Pengrof3e: 0,4am), um groRRere Partikel, die

eine spatere Quantifizierung der OMVs verféalscltadazutrennen. Zur Isolierung wurde eine 500

ml Ubernachtkultur in filtriertem LB Medium angesetnd tags darauf pelletiert (Z! 8000rpm,

15 min, 4°C). Das Pellet wurde verworfen und deefdtand wurde abermals steril filtriert (0,45

um Porengr63e), um verbliebene Bakterien zu entfierDee Proben wurden ab jetzt konsequent
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gekuhlt, um Degradation zu vermeiden. Im Anschluwagden die OMVs mit Hilfe der
Ultrazentrifuge pelletiert (Z! 20.000 rpm, 3 h, 4°68W-32 Rotor) und die Pellets der einzelnen
Zentrifugen-Rohrchen in insgesamt 40MPBS gesammelt resuspendiert.

Die Konzentrationsbestimmung der OMVs in der waoldse Kultur erfolgte direkt aus dem
Kulturmedium. Dazu wurden 50 ml des steril filttesr Mediums (0,22m Porengr63e) mit 1 ml
einer ORoonm 0,5 Kultur des entsprechenden Bakterienstammesgbeiund kultiviert. Nach
jeweils 3 h und 5 h wurden 15 ml der Kultur entnoemnund die Bakterien pelletiert (Z! 10.000
rom, 30 min, 4°C). AnschlieRend wurden die oberdtenl des Uberstands abgenommen, mit 3

ul Gentamicin versetzt und mit der im Folgenden hasbenen Methode quantifiziert.

3.4.2. Quantifizierung der OMV Konzentration

Die Quantifizierung der OMV-Menge erfolgte autorsadit unter Zuhilfenahme der FACS-
Technik (engl.: Fluorescence activated cell sortinghach der von Wieseat al. (Wieser et al.,
2014) beschriebenen Farbemethode. Bei der FACSHrileaterden einzelne Zellen oder Partikel
mittels eines Kapillarsystems durch einen Lasdnktigefihrt. Mit Detektoren wird das
Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und Fluaeswlicht eingefangen, das von den
durchflieBenden Partikeln ausgeht. Die Grol3e dertikeh kann dabei durch das
Vorwartsstreulicht ermittelt werden, wahrend dastv@etsstreulicht Auskunft Uber deren
Granularitat gibt. Durch fluoreszierende Farbstoffger antikorpergebundene Fluorochrome
konnen die Partikel gefarbt und anschlie3end isclgedene Subpopulationen unterteilt werden.
Wegen der niedrigen Lichtintensitdt der gefarbteM\M@ war eine Verdnderung am
Lichtfiltersystem des FACS Carith Il nétig. Deswegen wurde das Filtersystem so aasgp
dass die Lichtausbeute im Rotlichtbereich (610 n2®+m) im Maximalen liegt.

Die OMVs wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff FMBL{4nvitrogen) gefarbt. Dieser lagert
sich reversibel in die Membran ein und kann im Fey5-Kanal des FACS Canltb Il
detektiert werden. Der Farbstoff wurde in einerdigmung von 1:10.000 den Proben zugesetzt
und far 10 min bei RT im Dunklen inkubiert. Da FM3-nur in die Membran eingelagert ein
ausreichendes Lichtsignal erzeugt, war ein nachgeier Waschschritt nicht notwendig. Danach
wurden die Proben zigig bei einer mittleren Flussféar jeweils eine Minute in Triplikaten

gemessen. Durch das Setzten von Auswahlbereichegl.:(ggates) wurden Agglomerate
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ausgeschlossen und Partikel erfasst, die ein Sign&erCP-Cy5 liefern. Die Auswertung der

Messungen erfolgte abschlieRend mit der FlowJd 7Software.

3.5. Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.5.1. Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

J774A.1 Makrophagen wurden in RPMI 1640, versetztl®% (v/v) FBS und 1% (v/v) einer
Penicillin/Streptomycin (P/S) Losung, bei einer aratur von 37°C in einer feuchten €O
Atmosphéare (5%) kultiviert. Die Zellen wurden beéner Konfluiditat von ca. 80% mit DPBS
gewaschen und passagiert. Dabei wurden die adkaréméakrophagen mechanisch mit einem

Zellschaber vom Flaschenboden abgeldst.

3.5.1.1. Einfrieren eukaryotischer Zellen

FUr eine Langzeitlagerung wurden J774A.1 Makrophalei einer Konfluenz von ca. 80%
geerntet, auf eine Zellzahl zwischen 8 ¥ 1@d 1 x 16 Zellen/ml eingestellt und in eiskaltem
Einfriermedium aufgenommen. Dem Aufteilen in vorgelte Kryoréhrchen, in Aliquote zu je

1 ml, folgte dann ein dreistufiger Einfrierproze&sierst wurden die Aliquote 2 h bei -20°C und
anschliel3end 24 h bei -80°C gelagert, um finaliissigem Stickstoff bei -196°C archiviert zu

werden.

3.5.1.2. Auftauen eukaryotischer Zellen
Aufzutauende Zellen wurden schnellstmdglich aus @léssigen Stickstoff genommen und im
Warmwasserbad (37°C) aufgetaut. Die Zellen wurderektd nach dem Auftauen in

vorgewarmtes Medium tberfuhrt und dann unter Statdalingungen weiter kultiviert.
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3.5.2.Invitro Infektionen

In vitro Infektionen der Makrophagen wurden durchgefuhrt,die Starke der Immunantwort auf
verschiedene Bakterienstamme und Mutanten anhardytiekin-Ausschuittung zu analysieren.
Alle in vitro Infektionen wurden in Triplikaten und jeder VerBuén mindestens drei

unabhangigen Wiederholungen durchgefihrt.

3.5.2.1. Infektionen mit vitalen Bakterienkulturen

Am Tag vor der Infektion wurden 8 x 4@774A.1 Makrophagen pro Well einer 96-Well
Mikrotiterplatte ausgesat. Das Kulturmedium derletelwurde 2 h vor der Infektion in RPMI

1640 mit 10% (v/v) FBS ohne Antibiotika gewechq@®0 pul pro Well). Die Berechnung der

bendtigten Bakterienzahl, um die gewinschte Mutiiggit der Infektion (MOI) zu erreichen,

geschah ausgehend von einer Zellzahl von 1 X Mi@krophagen pro Well (néchtliches
Wachstum von ca. 20-25% einbezogen). Die verwendBekterienstamme wurden von einer
Ubernachtkultur 1:50 in frisches Kulturmedium Ubgsft und danach 1 ml Bakterienkultur bei
einer OBgonm VON 0,5 geerntet (Z! 6000 rpm, 5min). AnschlieRemagrden sie in einer der

bendtigten Konzentration (KBE/ml) entsprechendeméein steriles DPBS Uberfuhrt und in der
berechneten Anzahl zu den Makrophagen gegeben. idnBakterien auf den Plattenboden
abzusenken, wurde ein weiterer Zentrifugationsd#cf200 g, 3 min) durchgeftihrt. Nach der
gewiinschten Zeitspanne wurden die Uberstande atrgaen und sofort fur die weitere Zytokin-
Analyse bei -20°C eingefroren (siehe 3.6.).

3.5.2.2. Co-Inkubation mit abgetdteten Bakterien

Makrophagen wurden nicht nur mit lebenden Bakteindéiziert, sondern auch mit Bakterien, die
zuvor entweder durch Hitzedenaturierung oder dé@malin-Fixierung abgetttet wurden. Die
Infektion lief jeweils wie oben beschrieben ab l(gi&.5.2.1).

Hitzedenaturierung fand fur 10 min bei 100°C stasichdem die geernteten Bakterien in DPBS
aufgenommen wurden.

Fir die Abtétung durch Formalin wurden 1,2 ml ei@Dso0nm 0,5 Bakterienkultur geerntet (Z!
6000 rpm, 5min). Die Kultur wurde im Anschluss mBi7% (v/v) Formalin versetzt und fur

20 min bei RT inkubiert. Es wurden 20% mehr Balekultur verwendet als rechnerisch noétig,
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um den Verlust durch die zwei nachgeschalteten Wséritte zu kompensieren. Daher wurde
die Berechnung der MOI auf Basis von 1 ml geerntitétur durchgefiihrt. Danach wurde die
Suspension zweimal mit sterilem DPBS gewasche®QRD rpm, 5 min) und das Pellet in einer,
der bendtigten Konzentration (KBE/ml) entsprechenbenge, sterilem DPBS aufgenommen.
Die Kontrolle der Abtdtung erfolgte durch einen Awgh von 50 pl Suspension auf

Blutagarplatten.

3.5.2.3. Stimulation der Makrophagen mit LPS

Fir einzelne Versuchsansatze erfolgte eine dif8ktaulation der Makrophagen mit LPS. Auch
wurden Pra- und Poststimulationen durchgefiihrt,degien LPS vor bzw. nach der bakteriellen
Infektion zu den Makrophagen gegeben wurden. Esleventweder hoch reines LPS aus dem
Labor von Prof. Dr. Otto Holst (siehe 3.3.1.) o#emmerziellesE. coli O26:B6 LPS (Sigma-
Aldrich; St. Lois, Missouri, USA) fur die Stimulath verwendet. Die Makrophagen wurden
jeweils wie oben beschrieben am Vortag ausgestigsB.5.2.1.).

Eine LPS Stimulation erfolgte durch die Zugabe tong LPS bzw. 100 ng LPS pro Well, was
einer LPS Konzentration von 5 ng/ml bzw. 500 ngémtsprach. Die Uberstande wurden nach
der gewilnschten Zeit abgenommen und umgehend &imathfolgende Zytokinanalyse bei
-20°C eingefroren.

Um Makrophagen vor der bakteriellen Infektion zmsiieren, wurde 30 min vor der Zugabe der
Bakterien 100 ng LPS pro Well (entspricht 500 ny/migesetzt. Eine Poststimulation erfolgte
30 min nach der ersten Stimulation oder Infektioer dViakrophagen. Der weitere
Infektionsversuch verlief wie oben beschriebenhsi8.5.2.1.).

3.4.2.4. Stimulation der Makrophagen mit bakterielem Kulturtiberstand

Durch die Zugabe von steril filtriertem bakteriefieKulturiberstand wurde die Wirkung von
gelésten, bzw. sezernierten Bakterienbestandtedlgh J774A.1 Makrophagen getestet. Die
Bakterien wurden ausgehend von einer 1:50 verdindteernachtkultur bis zu einer @dgnm
von 0,5 kultiviert. AnschlieBend wurden sie pe#eti(Z! 8000 rpm, 10 min,) und der Uberstand
bei einer Porengrol3e von 0,48 steril filtriert. Von jeder Probe wurde eine Cgparfir 10 min

bei 100°C gekocht, um darin enthaltene Proteingenaturieren.
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Pro Vertiefung wurden anschlielend 38 des filtrierten, entweder unbehandelten oder
gekochten, Kulturiberstands zugegeben. Dies eolgplem Volumen, das bei einer MOI von
50 KBE/ml ohne Aufkonzentration der Bakterienmengewendet wird. Die Uberstande der
Makrophagen wurden abschlieRend nach der gewlms&d# abgenommen und direkt bei

-20°C fur die weitere Zytokin-Analyse eingefroren.

3.4.2.5. Stimulation der Makrophagen mit AuRenmemban-Vesikeln (OMV)

Die Immunogenitat von Auienmembran-Vesikeln (OM§s) Stamme UTI89 und UTI3galU
wurde ebenfalls im Makrophagen-Stimulationsmodetamhtet. Die geernteten OMVs (siehe
3.4.1.) wurden dafur in einer Endkonzentration \v&B00 OMVsil zu den Makrophagen
gegeben. Das Aussaen der Makrophagen, der Mediums&lecund das Abnehmen der
Uberstande wurde auf die zuvor beschriebene ArtWaise praktiziert (siehe 3.5.2.1.).

3.5.3. Ermittlung der Bakterienzahl im Infektionsvasuch

Es erfolgte eine Bestimmung der Bakterienzahl prellVidei Co-Kultivierung mit J774A.1
Makrophagen. Hierzu wurde der Infektionsansatz ndi3gren 24-Well Format, zu analogen
Bedingungen des 96-Well Formats durchgefiihrt. Nemktrichener Inkubationszeit, wurde dem
Ansatz 0,1% (v/v) Triton X-100 zugefugt, 10 min spadie Vertiefung ausgekratzt und der
Inhalt in ein Mikroreaktionsgefald tberfuhrt. Die @mt-KBE pro ml des Infektionsansatzes
wurde im Anschluss durch Ausplattieren einer lapanischen Verdinnungsreihe auf LB-Platten
ermittelt.

3.5.4. Zell-Uberlebens-Versuche

Die Uberlebensrate der Makrophagen bei idevitro-Infektion mit diversen Bakterienstimmen
wurde durch denGell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assdyestimmt. Fur diesen auf der
Aktivitat von Luciferase basierenden Versuch wurdenVortag 4 x 1bMakrophagen pro Well

in eine lichtundurchlassigen 96-Well Platte ausggje&én ndchsten Tag wurde das Medium in
100 ul RPMI 1640 mit 10% (v/v) FBS ohne Antibiotika pWwell gewechselt. Danach wurden
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Bakterien analog zurin vitro-Infektion geerntet und in der gewinschten MOI zwn de
Makrophagen gegeben. Im Anschluss an die gewahkigbhtionszeit wurden pro Well 1Q0
,Cell Titer-GId' Reagenz zugegeben und die Platte fir 2 min b8i ®0n geschuittelt. Nach
weiteren 10 min Inkubationszeit konnte die Lumimgszin Relativen Lichteinheiten (RLU) im

Multiplattenleser (Tristar LB 941) ausgelesen werde

3.5.5. Gentamicin Protektionsversuche

Die Anzahl intrazellularer Bakterien wurde durch n&emicin-Protektionsversuche ermittelt
(Mulvey et al., 2001). Gentamicin gehort zur Klasser Aminoglykosid-Antibiotika und
verhindert das Ablesen der mRNA an den Ribosonretem es an die 30s-Untereinheit bindet.
Es ist ein nicht Membran-gdngiges Antibiotikum urtdtet somit alle extrazellular
vorkommenden Bakterien ab, wéhrend es intrazellald@nde Bakterien nicht schadigt.

Am Vortag wurden 5 x T0Makrophagen pro Well in eine 24-Well Platte austieg h vor
Infektion wurde das Kulturmedium in 1 ml RPMI 164tit 10% (v/v) FBS ohne Antibiotika
gewechselt und anschlieRend die Bakterien in di@f von 1 und 10 zu den Makrophagen
gegeben wie unter Punkt 3.5.2. beschrieben. Nawdr énkubationszeit von 3 h wurden sowohl
die Gesamtkeimzahl pro Well als auch die Anzahlbirgllularer KBE bestimmit.

Fur die Ermittlung der Gesamtkeimzahl wurde Tri¥600 in einer Endkonzentration von 0,1%
(viv) zu der Probe gegeben und das Well nach 1Qxiger Inkubationszeit ausgekratzt.
Nachfolgend wurde eine logarithmische Verdinnursrangelegt und die Verdiinnungsstufen
auf LB-Platten ausplattiert. Nach Auszahlung derBEXBro Platte wurde die Zellzahl pro ml
berechnet.

Um die Anzahl intrazellular prasenter Bakterienbarechnen, wurden die Zellen dreimal mit
DPBS gewaschen und anschlieBend in 1 ml einer @gcitaLosung (100ug/ml) fur eine
Stunde weiter kultiviert. Im Anschluss an drei wedt Waschschritte mit DPBS wurde eine 0,1%
(v/v) Triton X-100-L6sung fur 10 min auf die Zellgegeben und zur Berechnung der Keimlast

(KBE/mI) wie oben beschrieben verfahren.
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3.6. Zytokin ELISA

Zur Quantifizierung des von den murinen Makrophagersgeschitteten Zytokins TNf-
wurden ELISA-Analysen durchgefuhrt. Der SandwichiEA ist ein Antikdrper basiertes
Nachweisverfahren. Dabei wird die Zielstruktur (RI&NF-o) mit einem Fangerantikorper (engl.:
»capture antibody¥ beschichteten Multititerplatte gebundenen. Imhséen Schritt wird ein
Detektionsantikorper (engl.detection antibody an die immobilisierte Zielstruktur gebunden.
Der Detektionsantikorper wird danach mit einem Regrenzym gekoppelt. Durch die Starke der
vom Reporterenzym katalysierten Reaktion lasst diehMenge der gebundenen Ziel-Antigene
guantifizieren. Als Reporterenzym diente in dieséall Meerrettichperoxidase (HRP), welche
durch eine Biotin-Streptavidin-Bindung an den Déteisantikorper gebunden wurde. Die HRP
erzeugt dann durch die Umsetzung des TMB Subg@Batston Dickinson) eine Blaufarbung der
LGsung.

FUr die Durchfihrung der ELISA- Versuche wurde ¢islsirine TNF-a ELISA Development
Kit“ der Firma Peprotech verwendet. Die Versucherden nach dem Standardprotokoll des
Herstellers durchgefiihrt. Der Fangerantikorper wuhierfir in einer Konzentration von 0,5
ug/ml, der Detektionsantikorper in einer Konzentatvon 0,125ug/ml und das Streptavidin-
HRP Konjugat (BD Pharming&t) in einer 1:1000 Verdiinnung eingesetzt. Am Endededer
entstehende Farbumschlag in funf mindtigen Intéewalfir insgesamt 50 min, bei einer

Wellenlange von 405 nm, im Plattenleser (Tristar94) dokumentiert.

3.7. Biolog Analysen

Mit Hilfe von Biolog™-Analysen (Biolog Inc., Hyward, Kalifornien, USA) usde der
Kohlenstoffmetabolismus vok. colrStammen und erstelltdt. col-Mutanten charakterisiert.
Bei der Biolog“-Technologie handelt es sich um phanotypische Mikeys, in denen die
bakterielle Stoffwechselaktivitat unter definiert&ahmenbedingungen beschrieben wird, wie
etwa der Verflugbarkeit einzelner Nahrstoffquellen.
Fir die Biolog"-Analyse werden spezielle 96-Well Mikrotiterplatteerwendet, die je Well mit
unterschiedlichen Substanzen beschichtet sind, zMB verschiedenen Kohlenstoff- oder
Stickstoffquellen. Diese Platten werden dann minesi Farbstoffmix und dem zu
- 68 -



3. Methoden

untersuchenden Bakterienstamm befllt und fir Bkbbiert. Wenn das in dem jeweiligen Well
vorhandene Substrat vom Bakterium verwertet wekdem entsteht ein Farbumschlag, der sich
bei einer Absorption von 590 nm quantifizieren {a&adurch kann ermittelt werden, welche
Substanzen als Nahrstoffquelle dienen, aber auchz.@& durch bestimmte Stoffe der
Metabolismus gehemmt wird.

In dieser Arbeit wurden die BioldY-Platten PM1 (Kat. # 12111) und PM2A (Kat. # 1212@)
Charakterisierung der vom Bakterium verwendeten |&wdtoffquellen benutzt. Die zu
analysierenden Stamme wurden Uber Nacht auf R2ApAai#en kultiviert. Zuerst wurde das
Inokulationsmedium IF-0a im Verhéltnis 5:1 (v/v)tndH,O verdinnt und darin eine 42%ige
Transmissionskultur der Bakterien eingestellt. Wm@hiin wurde eine Farbstofflosung des
verdunnten IF-Oa Mediums (Kat. # 72268) und degd$taffmix (engl.: dye mix* Kat. # 74221)

in einer Endkonzentration von 1,2% (v/v) erstdlh. Anschluss wurde die Farbstofflosung mit
der 42%ige Transmissionskultur im Verhaltnis voh @/v) vermengt und die BioldY-Platte
mit je 10Qul pro Well beimpft. Abschlielend wurde die mit einatmungsaktiven Folie
verschlossene BioldY Platte fiir 24 h bei 37°C bebriitet und im Multipaleser (Tristar LB
941) bei einer Wellenlange von 590nm ausgeleser. \@@rsuche wurden pro Platte und

Bakterienstamm in dreifacher Wiederholung durchlyefi
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4. Ergebnisse

4.1. Uropathogene Escherichia coli-Stamme modulieren die in vitro

Immunantwort

Aus Versuchen unserer Arbeitsgruppe wie auch avusitkratur ist bekannt, dass uropathogene
Escherichia coliStamme (UPEC) die Immunantwort zu ihren Gunstexinbeissen kénnen (Cirl
et al.,, 2008; Hunstad et al., 2005). Einige UPE&s®#he besitzen Pathogenitatsfaktoren, wie
zum Beispiel das Protein TcpC, mit dem sie aktir 8ignalkaskade des Toll-like-Rezeptor 4
inhibieren konnen (Cirl et al., 2008). Allerdingerhimt das Protein TcpC nur bei 30% aller
Sepsis und 50% aller Pyelonephritis Isolate voh(@Bert et al., 2010) und fehlt bei zahlreichen
Isolate, die dennoch eine immunmodulatorische Wigkanalog zum TcpC zeigen (Prof. Soren
Schubert — maundliche Mitteilung). Offenbar existier daher weitere, TcpC-unabhangige
Mechanismen der Immunmodulation, die noch véllipekannt sind. Auch der fur diese Arbeit
verwendete Stamm UTI89 besitzt kein TcpC, so dassie zur Untersuchung weiterer
immunmodulierender Mechanismen in UPEC empfahl.

4.1.1. Reduzierte TNFe-Immunantwort gegeniiber Stamm UTI89 im Vergleich zuE. coli
K12

Die Starke der Immunantwort wurde durch die Quanifung des im Zellkulturversuch
ausgeschutteten proinflammatorischen Zytokins Tummknosefaktor (TNF-a) ermittelt. TNFe
wird hauptséachlich von Makrophagen ausgeschittetigtrein essentielles Schliissel-Zytokin flr
die Regulation der Wirtsantwort. Daher eignet esh sum die Starke der Immunantwort
abzubilden (Hehlgans and Pfeffer, 2005). Es harsilt auch um ein friihzeitig ausgeschiittetes
Zytokin, das fur die Rekrutierung von Immunzelleanez Infektionsort verantwortlich ist.
AulRerdem wurde gezeigt, dass es auch bei HWI eidetige Rolle spielt und bereits zu einem
frihen Zeitpunkt, durch in der Blase ansassigen rbfatkagen oder Dendritischen Zellen,

ausgeschuttet wird (Ingersoll et al., 2008).
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Generell wurden dien vitro Infektionen in Makrophagen durchgefiihrt, da bereihige Daten
zur Zytokin-Antwort von Urothelzellen wie z.B. 563724 (Hunstad et al., 2005) und TEU-1
(Billips et al., 2007) vorhanden sind. Makrophaggmelen aber bei entziindlichen Prozessen in
der Blase eine ebenso gewichtige Rolle (Bhushal.,ef011; Engel et al., 2008; Hirose et al.,
1992; Ingersoll et al., 2008).

Fur die folgenden Infektionsversuche wurden mudiné4A.1 Makrophagen verwendet und mit
den zu testenden Bakterienstammen co-inkubiert (AbdbNach der gewilnschten Zeitspanne
wurden die Uberstande abgenommen und die Konziemtrdes Zytokins TNFe durch ELISA-
Analyse ermittelt. Uber die Zeit betrachtet nimrig INFw-Ausschiittung der Makrophagen bei
Infektion mit demE. coli K12-Stamm MG1655 (Positivkontrolle) deutlich zus zu ca. 1.600
pg/ml nach 5 h. Im Gegensatz dazu erreicht die tN€&nzentration bei einer Infektion mit dem
UPEC-Stamm UTI89 nach 5 h nur ca. 800 pg/ml.

TNF-a Verlaufe
2000
1500
——MG1655
TNF-a 000
[pg/ml] —E—UTI89
500 LPS (026:B6)
i 774A.1
0 8- g
0 1 2 3 4 5
Zeit [h]

Abbildung 5: TNF-a-Ausschiittung von Makrophagen bei Co-Inkubation mitE. coli Stammen

Verlaufe der TNFe-Konzentration [pg/ml] bei der Co-Inkubation von74A.1 Makrophagen mit dem UPEC-
Stamm UTI89 (rot) oder deR. coli K12-Stamm MG1655 (blau). Es wurde eine MOI von 5BBAMakrophage
verwendet. Die TNF-Konzentration der Uberstande wurde nach den aigere Zeitpunkten durch ELISA-
Analysen ermittelt. Als Positivkontrolle dienten tmb500 ng/ml LPS (026:B6) stimulierte (grin) und als
Negativkontrolle unbehandelte Makrophagen (lila).

Fur die weiteren Experimente ist zu beachten, ddies gezeigten absoluten Zytokin-
Konzentrationen eine inter-Test-Variation aufwiessamd zwischen den einzelnen Versuchen

abweichen konnen. Die flr biologische Systeme tyga Schwankungen liegen begriindet in

-71 -



4. Ergebnisse

der Verwendung von verschiedenen Zellchargen urssdgn der J774A.1 Makrophagen zu
verschiedenen Zeitpunkten des Projekts. Dennoagefi alle Versuche das gleiche Verhaltnis

der Zytokin-Antworten gegeniiber den einzelnen Téstsien wieder.

4.1.2. Hohe infektidse Dosis fur eine Modulation démmunantwort notig

Anfanglich wurden Bakterien in unterschiedlichenrhétnissen zu den Makrophagen gegeben
(MOl = Multiplizitat der Infektion), um zu ermittel ab welcher infektiossen Dosis ein
immunsuppressiver Effekt erkennbar ist. So bedeeteta eine MOI von 50, dass 50
koloniebildende Einheiten (KBE) pro Makrophage endnfektionsansatz gegeben werden. In
dem folgenden Versuch wurde eine MOI von 10, 25 6Adfir den UPEC-Stamm UTI89
eingesetzt (Abb. 6). Dabei war bei einer MOI voné&f deutlicher Unterschied der Zytokin-
Ausschittung zwischen den Stdmmen UTI89 und MG1@&55 erkennen. Die TNEk-
Konzentration war bei Proben, die mit UTI89 infizievurden, bei einer MOI von 50 nach 3 h
und 5 h jeweils signifikant geringer als bei MG16B6zierten Makrophagen oder auch der mit
LPS (026:B6) stimulierten PositivkontrolleP (< 0,001). Mit einer abnehmenden MOI
verschwand der beobachtete Effekt zusehends, s® lEiseiner MOI von 10 die TNé-
Konzentration der UTI89 infizierten Makrophagereiwa der Konzentration der Positivkontrolle
entsprach (Abb. 6).
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Infektiose Dosen
2500

*

m3h
H 5h
T

MG1655  UTI89 uUTIso uTis9 LPS 1774A.1
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Abbildung 6: TNF-a-Ausschiittung bei verschiedenen Multiplizitaten delnfektion

Zytokin-Ausschuttung bei der Infektion von J774AMbkrophagen mit verschieden infektiosen Dosen. Heden
der E. coli K12-Stamm MG1655 und der UPEC-Stamm UTI89 mit eMeltiplizitat der Infektion (MOI) von 10,
25 und 50 KBE pro Makrophage verwendet. Die Ubed#ivurden nach 3 h und 5 h mittels ELISA auf di#Fo-
Konzentration analysiert. TN&-Konzentrationen voie. coli MG1655 und UTI89 infizierten Makrophagen waren
bei einer MOI 50 sowohl nach 3 h als auch 5 h §ikgmt unterschiedlichR < 0,001), was durch Sterne markiert ist.
Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Makromragnd als Positivkontrolle Makrophagen, die mi® 5@/ml
LPS (026:B6) stimuliert wurden.

4.1.3. Modulation der Immunantwort bei Vorstimulation der Makrophagen mit LPS

Als nachstes gingen wir der Frage nach, ob beirdimfektion von Makrophagen, die bereits
durch einen Stimulus aktiviert sind, immer noch Bimerschied in der Immunantwort gegeniber
E. coli K12 bzw. UPEC beobachtet werden kann. Dazu wudienMakrophagen durch eine
Stimulation mit 500 ng/ml LPS (026:B6) 30 min vougabe der Bakterien aktiviert. Die
aktivierten Makrophagen wurden dann mit einer MOGh %60 KBE pro Makrophage infiziert und
die Uberstande nach 0,5 h, 1 h, 2 h, 3 h und F HialTNFa-Konzentration untersucht.
Nach einer Stunde begannen die T&dEevel der stimulierten und infizierten Proben
anzusteigen. Bereits nach 2 h war ein deutlichetetdnhied zwischen den hoheren ThH-
Werten der Co-Inkubation mit MG1655 und den nieelgpn TNFe-Werten der Co-Inkubation
mit UTI89 trotz Vorstimulation zu erkennen (Abb. RNach 3 h P = 0,015) und nach 5 P(=
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0,04) konnte dann ein signifikanter Unterschied gesan werden, mit jeweils einer etwa doppelt
so hohen Zytokin-Ausschittung bei Proben des Stami@4655 im Vergleich zum Stamm
UTI89.

TNF-a Verlaufe bei LPS Vorstimulation
1400
1200
1000
TNF-a 800 ——LPS + MG1655
[pg/ml] 600 —o—LPS+ UTI89
e LPS (026:B6)
200
0 ua-k—./ ——1774A.1
0 1 2 3 4 5
Zeit [h]

Abbildung 7: Verlauf der Zytokin-Ausschittung bei Vorstimulation mit LPS

Zeitlicher Verlauf der TNFe-Ausschittung [pg/ml] von J774A.1 Makrophagen, @i h vor Zugabe der Bakterien
mit 500 ng/ml LPS (026:B6) stimuliert wurden. Dieaktophagen wurden dann mit dem UPEC-Stamm UTI&9 (ro
oder demE. coli K12-Stamm MG1655 (blau) co-inkubiert. Die verwered®Ol war 50 KBE/Makrophage. Die
Uberstande wurden nach den angezeigten Zeitpurstiganommen und die TNEKonzentration mittels ELISA
bestimmt. Makrophagen, die mit 500 ng/ml LPS (O&j:&imuliert wurden, dienten als Positivkontraligiin) und
unbehandelte Makrophagen als Negativkontrolle)(lila

Zusammenfassend ist auch bei Infektionen bereitisiaiter J774A.1 Makrophagen mit dem
UPEC-Stamm UTI89 im Vergleich zuk coli K12-Stamm MG1655 eine signifikant niedrigere

Zytokin-Ausschittung messbar.

4.2. Knockout der GenegalU und purL im UPEC-Stamm UTI89

In dieser Arbeit sollten Faktoren, die einen Eisfauf die fir UPEC typische Immunmodulation
haben, dargestellt und untersucht werden. Um dites davon zu bekommen, welche Gene und
Prozesse daflr wichtig sind, wurde in unserem Lahioe Transposon-Mutagenese im Stamm
NU14 durchgefiihrt. Im Zuge dieser Untersuchung waorda. 3000 Transposon-Mutanten auf

ein Defizit der Immunmodulation in einem vitro Infektionsmodell geprift. Dabei konnte bei
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Transposon-Insertionen in die GeperL und galU eine erhdhte Zytokin-Antwort festgestellt
werden. (Christiane Hoffmann - nicht publiziertet@®y.

Zur Verifizierung dieser Beobachtungen sollten ineen weiteren UPEC-Stamm diese Gene
durch einen gerichteten Knockout (Knockout = vélstiger Funktionsverlust eines Gens)
ausgeschalten werden. Daflr wurde der UPEC-Stami8J@ewahlt, da von diesem - im
Gegensatz zum Stamm NU14 - bereits eine vollstén8epuenz des Genoms vorliegt (Chen et
al., 2006). Neben diesem Vorteil findet der Stamm89 als UPEC Referenzstamm auch in
einer Vielzahl von Publikationen Verwendung. Auss#in Griinden wurde der Stamm UTI89,
fur die weiteren Analysen dieser Arbeit, dem StaMidi4 vorgezogen.

Der genetische Knockout dpsarL- und degjalU-Gens fand nach der von Datsenko und Wanner
beschriebenen Methode statt (Datsenko and Wan@80)2 Im Zuge dessen konnte durch
gezielte Rekombination, unter Zuhilfenahme eifer Red-Rekombinase, dagalU-Gen
erfolgreich durch eine Kanamycin- und dgsurL-Gen durch eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette ersetzt werden. Um polare Effelzuschliel3en, wurden die inserierten
Resistenzkassetten mit Hilfe einer FLP-Rekombinamssler aus dem UTI89 Genom entfernt.
Sowohl der korrekte Gen-Knockout durch Insertiorr @Resistenzkassette, als auch deren
Deletion wurden durch PCR Analysen kontrolliert. fAuliese Weise konnten die

Deletionsmutanten UTI8®alU und UTI8ApurL erzeugt werden.

4.2.1. Beeinflussung der Zytokin-Ausschittung durct TI89ApurL

Das GempurL kodiert fur die Phosphoribosylformylglycinamid Sgase (FGAMS/PurL). Dieses
Enzym katalysiert die ATP-abhangige Amidierung vbRFormylglycinamid-Ribonucleotid
(FGAR) zu N-Formylglycinamidin-Ribonucleotid (FGAM)nd ist dadurch Teil dede novo
Purin-Synthese-Prozesses (Zhang et al., 2008).

Bei dem purL-Gen liel3 eine Transposon-Insertion einen negatidEnfluss auf die
Immunmodulation der UPEC vermuten. Zur Verifiziegguand weiteren Analyse des Effekts
wurde deswegen die UTI8BurL Mutante erschaffen. Diese wurde anschlieRend mitA.1
Makrophagen co-inkubiert und die Zytokin-Antwortcha3 h und 5 h mit dem Wildtyp UTI89
verglichen (Abb. 8). Um depurL-Knockout zu komplementieren wurde das Gen untettidte

des nativen Promotors in das low-copy Plasmid pMI@L&inkloniert. Im Anschluss wurde die
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Mutante mit dem hergestellten Komplementations+RidspMCL200-gurL transformiert. Zur
Kontrolle des Vektors wurde aulerdem UTARBrL mit dem Vektor pMCL200 transformiert.

Makrophagen Infektion mit UTI89 ApurL
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Abbildung 8: Makrophagen Infektion mit UTI89 ApurL

TNF-a-Ausschittung von J774A.1 Makrophagen, die mit cleiesdenenE. coliStdmmen fir 3 h und 5 h co-
inkubiert wurden. Die verwendeten Stamme UTI89, 8Rpurl, UTI89ApurL mit dem Komplementations-Plasmid
pMCL200-mourL, UTI89ApurL mit der Vektorkontrolle pMCL200 und MG1655 wurden einer Infektionsdosis
von 50 KBE pro Makrophage eingesetzt. Mit 500 ngltRIS (026:B6) stimulierte Makrophagen wurden als
Positivkontrolle und unbehandelte Makrophagen akgativkontrolle verwendet. Die TNé&Konzentrationen
wurden mittels ELISA bestimmt. Der Stern zeigt dégmnifikanten Unterschied zwischen der Immunantvgagen
UTI89 und UTI8ApurL nach 5 h anR = 0,012).

J774A.1 Makrophagen, die mit der UTI88urL Mutante infiziert wurden, zeigten eine deutlich
erhohte TNFe-Ausschittung gegenuber dem Wildtyp. Der Untersthider Zytokin-
Konzentration war bereits nach 3 h deutlich erkanpaber erst nach 5 h signifika® £ 0,012).
Weiterhin war die Zytokin-Antwort bei InfektionenitmUTI89ApurL etwa 200 pg niedriger als
bei Infektionen mit MG1655 oder bei der mit LPSrsilierten Kontrolle. Dieser Unterschied war
allerdings gering und nicht signifikant. Die TMNFAusschuttung bei Infektionen mit
UTI89ApurL + pMCL200-purL war vergleichbar der des Wildtyps UTI89. Somit ktender
Knockout erfolgreich komplementiert werden. Weiterbntsprach die TNk-Konzentration bei
Infektionen durch die Vektorkontrolle UTIBpurL + pMCL200 denen der Mutante

UTI89ApurL, was einen Einfluss des Plasmids ausschlie3t.i@mssmfassend war die Fahigkeit
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zur Immunmodulation des UPEC-Stammes UTI89 sigaiftkdurch den Knockout dgsurL-

Gens beeintrachtigt.

4.2.2 Einfluss von UTI8%galU auf die Zytokin-Antwort im Infektionsmodell

Das galU-Gen spielt eine gewichtige Rolle bei der Synthese Oligosacchariden i. coli
(Schulman and Kennedy, 1977). Es kodiert die UT&eGde-1-Phosphat Uridylyltransferase
(GalU), welche ein wichtiges Enzym des UDP-Glucosiinolismus darstellt. Durch das Enzym
wird die Reaktion von Glucose-1-Phosphat zu UDPeGde unter der Hydrolyse von UTP
katalysiert (Weissborn et al., 1994).

Im Folgenden wurde der Einfluss dgalU-Deletion im Stamm UTI89 auf die Fahigkeit der
Immunmodulation imn vitro Infektionsmodell getestet. Dazu wurden J774A.1 iMpkagen mit
einer MOI von 50 entweder mit dem Stamm UTI89 dd&i89AgalU infiziert und anschliel3end
das ausgeschuittete TNFpach 3 h und nach 5 h quantifiziert (Abb. 9). \&itn wurde das
galU-Gen unter Kontrolle des nativen Promotors in deskter pWKS30 einkloniert. Die
UTI89AgalU Mutante wurde dann mit dem erstellten Plasmid p\B&fgalU transformiert, um
den genetischen Knockout zu komplementieren. Wheitewurde eine Vektorkontrolle erstellt,
indem der Stamm UTI@alU mit dem Vektor pWKS30 transformiert wurde. Sowalié
Komplementante (UTI89galU + pWKS30-malU) als auch die Vektorkontrolle (UTI&@alU +
pWKS30) wurden dann mit einer MOI von 50 in derektifons-Versuch einbezogen.
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Makrophagen Infektion mit UTI89AgalU
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Abbildung 9: Makrophagen Infektion mit UTI89 AgalU

In vitro Infektionen von J774A.1 Makrophagen mit verschiegdeE. coli-Stammen und -Mutanten nach 3 h und 5 h.
Die Stamme UTI89, UTI8%galU, UTI89AgalU mit dem Komplementations-Plasmid pwkS3fafJ, UTI89AgalU

mit der Vektorkontrolle pWKS30 und MG1655 wurdeneimer MOI von 50 KBE pro Makrophage eingesetzs Al
Positivkontrolle dienten mit 500 ng/ml LPS (O26:B&}imulierte Makrophagen und als Negativkontrolle
unbehandelte Makrophagen. Die TMRonzentrationen im Uberstand wurden mittels ELIS#estimmt.
Signifikante Unterschiede zwischen der Immunantwgegen UTI89 und UTI8galU wurden durch Sterne
markiert (3 h:P < 0,001 und 5 hP = 0,002).

Bereits nach 3 h war die TNE-Ausschuttung bei Infektionen mit UTI&8alU im Vergleich
zum Wildtyp signifikant erhohtR < 0,001). Die Zytokin-Werte nach 5 h unterschiedieh noch
drastischer voneinander, so dass die TiNkenzentration bei der UTI8@@alU-Mutante im
Vergleich zum UTI89 Wildtyp ca. 2,5-fach erhéht wBr= 0,002). Die Immunantwort auf eine
Infektion mit der Mutante war annédhernd so stark Wwei Infektionen mit denk. coli K12-
Stamm MG1655. Das Defizit der Immunmodulation kendtrch Transformation mit Plasmid
pWKS30-malu komplementiert werden, so dass die Zytokin-Konagimn der Infektionen
wieder annahernd denen des Wildtyps UTI89 entspradbktionen mit der Vektorkontrolle
zeigten weiterhin, dass der Vektor pWKS30 keinemfl&Ess auf die Komplementation dgalU-
Knockouts hat. Somit lasst sich zusammenfassers, diasDeletion degalU-Genes im UPEC-
Stamm UTI89 die Fahigkeit zur Immunmodulation siiggaint beeintrachtigt.
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4.3. Charakterisierung der UTI89ApurL Mutante

Nachdem ein signifikanter Einfluss dpurL Deletion auf die Immunmodulation des Stamms

UTI89 gezeigt und der Phanotyp des Wildtyps durobmilementation mit dem Plasmid
pMCL200-purL wieder hergestellt werden konnte (siehe 4.2.1.)rdeudie Mutante durch
weitere Experimente charakterisiert und analysiert.

Zuerst sollte die Untersuchung der Biofilm und Kelpgdung, sowie der Struktur des LPS
Hinweise auf die Grinde fur den Verlust der Immuduaiation liefern. AuRerdem wurde der
Kohlenstoffmetabolismus des Wildtyps UTI89 und &éutante UTI8QpurL durch Biolog™-
Analysen betrachtet und durch den Knockout einegeve®, nachgeschalteten Purinsynthese-
Gens purM) eine Vergleichsmutante erstellt. Zusatzlich wudie Zytotoxizitdt der Mutante
gegenuber Makrophagen mit einem Luciferase-baglerezelliberlebensversuch bestimmt, um
einen potentiellen Einfluss auf dasvitro-Infektionsmodell zu ermitteln. Weiterhin wurde auc
die bakterielle Zellzahl der Mutante im Infektionstell quantifiziert. AbschlielRend wurden
Supplementationsversuche mit einem Zwischenprodd&t Purin-Biosynthese aufgrund
bestimmter Wachstumsdefizite der UTAgfurL-Mutante durchgefuhrt.

4.3.1. Quantifizierung der Biofilmbildung

Von UPEC und auch speziell von Stamm UTI89 ist bekadass diese Bakterien Biofilme
bilden kbénnen (Wu et al., 2012). Die Bildung vorofdimen der UTI8@ApurL-Mutante wurde
durch eine Kristallviolett-F&rbung untersucht undautifiziert. Die Ausbildung des Biofilms
erfolgte in stehenden Kulturen in speziellen 96MPétten Uber einen Zeitraum von 24 h. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Biofilme nktistallviolett gefarbt und als Mald der
Biofilmstarke die Intensitat der Farbung bei ei@d 59Q,, ausgelesen. Bei UTI&purL war
bei einer Inkubation in LB Medium eine Reduzierwlay Biofilmbildung feststellbar, diese besal}
aber keine statistische Signifikanz (Abb. 10). Dedetion degpurL-Gens hatte daher einen leicht
reduzierenden, aber nicht signifikanten Einflus$ di¢ Bildung eines Biofilms im Stamm
uUTI89.
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Biofilmbildung (24 h)
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Abbildung 10: Biofilmbildung von UTI89 ApurL

Quantifizierung der Biofilmbildung der Stamme UTI&ad UTI8ApurL durch Kristallviolett-Farbung nach 24 h.
Die Intensitat des Biofilms bei UTI89 wurde auf #8thormiert und die Starke des Biofilms von UTAPRirL
prozentual berechnet.

4.3.2. Uberpriifung der Kapselbildung

Auch die Ausbildung von Kapseln kann l&ei coli beobachtet werden und oft kénnen Kapseln
entscheidend zur bakteriellen Pathogenitat beitrgééng et al., 2015). Um diesen Aspekt bei
der UTI8%ApurL-Mutante zu analysieren, wurden Tuschepraparate femigé und
mikroskopisch untersucht. Dabei konnte kein Untaest in der Kapselbildung zwischen UTI89
und UTI8ApurL beobachtet werden. Die Kapsel war bei beiden S&mgieichermal3en als
heller Hof erkennbar und ahnlich stark ausgepréigb(11).
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Abbildung 11: Kapselfarbung von UTI89ApurL

Durch ein Tuschepraparat dargestellte KapselrEdeoliStamme UTI89 (Al + A2) und UTI&purL (B1 + B2)
bei 1000 x VergroRerung. Die Kapsel (grine Pfade)ls ein das Bakterium (pink) umgebender, ducemend
weilRer Hof zu erkennen.

Die Kapsel der UTI88purL-Mutante wurde zusétzlich mit dem Wellcod®n Latex-
Agglutinationstest auf Vorhandensein des K1-Antigdverprift. Dieser Test fuhrt zu einer
Agglutination mit Antikorper-beschichteten Latexrfieel, die als deutliche Verklumpung
sichtbar ist (siehe 3.2.4.). Die Kapsel von UTI&S%itrt das K1-Antigen und sorgt im Gegensatz
zum Stamm MG1655, der das K12-Antigen auspragteimer sichtbaren Verklumpung beim
Latex-Agglutinationstest (Abb. 12). Die Untersuchuder Mutante UTI88purL resultierte auch

in einer deutlich sichtbaren Agglutination, waseskorrekte Auspragung des K1-Polysaccharid-
Antigens in der Kapsel zeigt.
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uTI89 uTI89ApurL MG1655

Abbildung 12: Latex-Agglutinationstest mit UTI89ApurL

Wellcoger™ Latex-Agglutinationstest mit den Stammen UTI89 YKWTI89ApurL und MG1655 (K12). Mit ,T*
markierte Felder enthalten die Testlésung und it markierte Felder ein Kontrollldsung als Negativkrolle.
Stamme, die das K1-Antigen besitzen, zeigen eindidee Verklumpung bei Vermengung mit der TestliguBei
Stammen ohne K1-Antigen verbleibt die Testlésunéchig, vergleichbar mit der Kontrollldsung. Beima8tm
UTI89ApurL war eine deutliche Verklumpung sichtbar, die einspgragung des K1-Antigens analog zum Wildtyp-
Stamm zeigt.

4.3.3. Struktur-Analyse des Lipopolysaccharids

Das Lipopolysaccharid (LPS) gehdrt leeicoli zu den wichtigsten Strukturen, die in der aul3eren
Membran zu finden sind. Es ist ein wichtiger Aktmader Immunantwort, da es z.B. von
Makrophagen durch den Toll-like Rezeptor 4 erkawmtd. Durch den daran gekoppelten
Signalweg wird unter anderem auch die AusschutiamgTNF-a reguliert (Raetz and Whitfield,
2002).

Aus diesem Grund untersuchten wir, ob die Strudtes LPS durch die Deletion dparL-Gens
eine erkennbare Verdnderung aufweist. Dazu wurde LdRBS des Wildtyps und der Mutante
isoliert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und duricie @nschlielRende Silberfarbung visualisiert
(Abb. 13).
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Abbildung 13: Silberfarbung des UTI8%ApurL LPS

Silberfarbungen des isolierten Lipopolysaccharids &tdmme UTI89 (Spur 2), UTI&BurL (Spur 3) und
UTI89ApurL + pMCL200-gourL (Spur 4). In Spur 1 ist der ,Pageruler Protein dexi GrolRenstandard mit den

GroRRenangaben in kDa aufgetragen.

Auf den silbergefarbten SDS-Gelen war eine charakigche Leiterstruktur zu erkennen. Diese
Leiterstruktur entsprach dem aufgetrennten O-Poblsaid (O-PS) mit seinen repetitiven
Zuckerbausteinen (Zygmunt et al., 2012). Unter @ePS Leiter waren die Strukturen des
aufgetrennten Core-LPS zu sehen. Das isolierte d&Sdrei verwendeten Stamme UTI89,
UTI89ApurL und UTI8ApurL + pMCL200-purL besal3 bei der Silberfarbung ein nahezu

identisches Erscheinungsbild, daher konnte einBagedVeranderung, wie etwa der Verlust des

O-PS, bei UTI8ApurL ausgeschlossen werden.

-83 -




4. Ergebnisse

4.3.4. Analyse der Zytotoxizitat der UTI8Q\purl -Mutante

Die Zytotoxizitat der Bakterien bzw. der UTI88urL-Mutante kann grof3en Einfluss auf das
vitro Makrophagen-Infektionsmodell ausiiben. Falls dioioxizitat eines Bakterienstammes im
Test deutlich starker als die eines Vergleichsstamvére, wiirde das durch verstarktes und
schnelleres Absterben der Makrophagen zur einettickeen Beeinflussung der ausgeschdtteten
Zytokin-Menge fiihren. Um die Uberlebensrate der Mpkagen im Test zu ermitteln, wurde der
auf Luciferase-Aktivitdat basierende Cgll Titer-Glo Luminescent Cell Viabiliyfest
durchgefuhrt. Fir diesen Versuch wurden J774A.1 elatkagen unter den flir di@ vitro
Infektionen gewahlten Bedingungen mit den Teststéammo-inkubiert. Das Luciferase-Signal
unbehandelter Proben wurde als 100% betrachtetdisgbrozentuale Uberlebensrate der mit

Teststammen infizierten Proben darauf zurilickgemrtof#bb. 14).

J774A.1 Uberlebensrate nach 5 h

100%
80% -
60% -
40% -
20% -

0% -
MG1655 UTI8S UTI89ApurL

Abbildung 14: J774A.1 Uberlebensrate bei Co-Inkubabn mit UTI89 ApurL

Uberlebensraten von J774A.1 Makrophagen, die (ihen&eitraum von 5 h mit dem Stamm MG1655, UTI8@ro
UTI89ApurL co-inkubiert wurden. Die Werte sind prozentualdgen auf nicht behandelte Proben und wurden mit
dem ,Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viabilityl est ermittelt.

Bei Proben, die mit der. coli K12 MG1655 infiziert wurden, war die Uberlebeneratit ca.
77,6% nach 5 h bei einer MOI von 50 am hochstem. IREC-Stamm UTI89 tbtete, mit einer
Uberlebensrate von ca. 66,4%, die meisten Makragrhamter gleichen Bedingungen ab. Die
Uberlebensrate von ca. 73,7% bei den URIB@L infizierten Proben lag zwischen den der
beiden anderen Stammen. Allerdings waren die Ucherde insgesamt, aber insbesondere

zwischen UTI89 und UTI8purL, gering und auch nach 4 voneinander unabhangigen
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Wiederholungen nicht signifikant. Zusammenfasse&ssdti sich also in Anbetracht der &hnlichen
Uberlebensraten der Makrophagen feststellen, dadei@e signifikanten Unterschiede in der
Zytotoxizitat von Wildtyp und Mutante gibt.

Dieser Rickschluss wurde auch durch das Hamolyskealten der getesteten Stamme auf
Blutagarplatten untermauert. Sowohl UTI89 als audi89ApurL zeigten auf den Platten eine

vergleichbar starkp-Hamolyse-Zone.

4.3.5. Biolod"-Analysen des Kohlenstoffmetabolismus

Die Deletion degpurL-Gens fuhrte zu einer Unterbindung der novoPurinbiosynthese, welche
eine wichtige Stoffwechselfunktion des Bakteriunasstellt. Im néchsten Schritt sollte geklart
werden, ob diese Deletion auch den weiteren Stotfael des Bakteriums, wie etwa den
Kohlenstoffmetabolismus, beeintrachtigt. Um diesagé zu beantworten, wurden Bioltlg
Platten eingesetzt. Diese phanotypischen Microarragrlauben eine funktionelle
Charakterisierung des bakteriellen Metabolismudgein jede Vertiefung dieser speziellen 96-
Well Mikrotiterplatten dem Bakterium eine definemlahrstoffquelle zur Verfligung stellt. Wenn
das jeweilige Substrat dem bakteriellen Stoffwechsgefihrt werden kann, bildet sich wahrend
der 24 stundigen Inkubationszeit ein blauer Farlmintag, der im Multiplattenleser quantifiziert
werden kann. In dieser Arbeit wurden die Bidld¢Platten ,PM1“ und ,PM2A“ verwendet, um
die Stamme UTI89, UTI&purL, UTI89ApurL+pMCL200-gurL und UTI8ApurL+pMCL200

in jeweils Triplikat-Untersuchungen auf ihre Stoffehselaktivitat hin zu vergleichen.

Analysen mit der PM1-Platte ergaben bei der Mut&ni#89ApurL bei 17 der 95 angebotenen
Nahrstoffquellen ein Stoffwechseldefizit von mintdes 50% (Tab. 6). Bei diesen 17 Substraten
konnte bei sieben sogar nur noch weniger als 30%arderinglichen Stoffwechselaktivitat durch
die Mutante nachgewiesen werden. Auf der PM2A @l&bnnten sechs Nahrstoffquellen
ermittelt werden, bei denen die Stoffwechselakiivihei maximal 50% lag. Allerdings lag bei
keiner dieser Nahrstoffquellen die Aktivitdt unt80%. Durch Komplementation mit dem
Plasmid pMCL200-purL konnte bei 22 der insgesamt 23 defizitar verwenteabstrate eine
Stoffwechselaktivitat von tber 50% wiederhergestettrden. Lediglich bei 3-f-D-Galacto-
pyranosyl-D-Arabinose lag die metabolische Aktivitdit 49% weiterhin knapp unter der Halfte
der Aktivitat des Wildtyps.
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Eine Kontrolle des Vektors pMCL200 mithilfe des r&tas UTI8ApurL + pMCL200 zeigte auf
beiden Plattentypen eine sehr niedrige metaboliskkivitat bei vielen Substraten. Diese
Aktivitat lag oftmals unter der der UTI8purL-Mutante. Das demonstrierte weiterhin, dass die
beobachtete Komplementation bei UTARRirL + pMCL200-gpurL auf dem eingebrachtgurL-
Gen und nicht auf dem Vektor pMCL200 beruht. Zudean sowohl bei der Komplementante als
auch der Vektor-Kontrolle ein StoffwechseldefizierdSubstrate Monomethylsuccinat und L-
Threonin messbar. Ebenso war eine leichte Verwgrtuder Substrate D-Raffinose,
Melibionsdure und L-Alaninamid bei der Komplememéarund der Vektor-Kontrolle zu
beobachten. Diese funktionellen Defizite und Zugewi waren dadurch eindeutig mit dem
Einbringen des Plasmids assoziiert.

Schlie3lich war beim komplementierten Stamm URABArL + pMCL200-purL auffallig, dass
das Substrat L-Galactonsaureacton, im Gegensatz zu den Stdmmen UTI89 oder
UTI89ApurL, stark metabolisiert wurde. Aufgrund der generedidnigen Metabolismusrate von
UTI89ApurL + pMCL200 konnte aber keine auffallige Verwerturdes Substrats L-
Galactonsaureg-Lacton beobachtet werden.
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Tabelle 6: Biolog™ Analysen von UTI8%\purL

Analysen des Kohlenstoffwechsels der UTABArL-Mutante im Vergleich zum Wildtyp mittels Biol®4-Platten.
Im Folgenden sind alle Substrate aufgefihrt, belededie Stoffwechselaktivitdt maximal 50% betrudstivitaten
unter 30% sind orange hervorgehoben und ein Totakte(0%) in rot. Substrate die durch UTgfurL mit dem
Komplementationsplasmid pMCL20@yprL mit weniger als 50% metabolisiert wurden, sincbgabrkiert.

Substrat UTI89ApurL UTI89ApurL UTI89ApurL  Platte

+ pMCL200- + pMCL200

ppurL

L-Arabinosi 42% 76% 16% PM1
N-Acetyl-D-Gluscosami 10% 75% 3% PM1
D-Galactos 44% 85% 10% PM1
D-Alanin 48% 73% 23% PM1
D-Trehalos 23% 76% 4% PM1
D-Mannos: 26% 79% 6% PM1
D-Mannitol 9% 69% 4% PM1
D-Galactonsaury-Lactor 38% 70% 10% PM1
L-Rhamnos 50% 66% 0% PM1
D-Fructost 26% 72% 0% PM1
a-D-Glucost 29% 62% 0% PM1
Maltose 42% 67% 2% PM1
D-Melibiose 45% 71% 0% PM1
a-D-Lactost 28% 76% 0% PM1
Lactulos: 47% 88% 4% PM1
Uridin 43% 80% 4% PM1
Methylpyruva 44% 88% 4% PM1
N-Acetyl-D-Galactosami 42% 86% 23% PM2A
N-Acetyl-Neuraminsaul 43% 90% 24% PM2A
3-0-p-D-Galacte-pyranosy-D- 35% 49% 23% PM2A
Arabinose
B-Methyl-D-Galactosii 35% 69% 21% PM2A
B-Methyl-D-Glucuronsaut 42% 70% 31% PM2A
Dihydroxyfumarsaut 37% 92% 27% PM2A

4.3.6. Erstellung einer weiteren Purinstoffwechselntante

Bei E. coli sind die Gene der Purinbiosynthese, anders alsBzispiel beiB. subtilis,nicht in
einem einzigen Operon angeordnet, sondern Ubegadae Genom verteilt (He et al., 1990). Das
purL-Gen liegt auf dem Negativstrang des UTI89 Genomschen 2,8334 Mbp und 2,8374
Mbp. Das Gen wird dabei von den GernyéinK undyfhD flankiert. Das GelyfhK kodiert flir eine

putative sensordhnliche Histidin-Kinase ugthD fiur ein mutmallliches periplasmatisches
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Transporterprotein. Um potentielle polare Effekter gurL Deletion auf umliegende Gene
auszuschlieRen, wurde eine Deletion in einem wanteGen, der Purinsynthesekaskade,
eingefihrt. Zudem sollte diese zusatzliche Mutatdé@ Verlust der Fahigkeit zwle novo

Purinbiosynthese als Ursache des beobachteten fyparaifizieren.

4.3.6.1. Knockout depurM-Gens in UTI89

Die Phosphoribosylaminoimidazole Synthetase (Pus#jir den PurL nachgeschalteten Schritt
der Purinbiosynthese verantwortlich. PurM eigneh slaher gut zur Erzeugung eine zweiten, zur
de novoPurinbiosynthese unfahige Mutante, durch Deletles kodierenden GemrM. Das
Enzym PurM katalysiert die ATP-abhangige Umsetzumg Phosphoribosylformylglycinamidin
(FGAM) zu 5-Aminoimidazoribonukleotid (AIR) (Abb.5).

H 0 H 0 N\
¢ l(\H)KH 1 Y\u)KH ”ZN/ET>

NH, R

FGAR FGAM AIR

(Phosphoribosylformyl {Phosphoribosylformyl l:> {5-Aminoimidazol

glycinamid) f’\ glycinamidin) m ribonukleotid)

ATP ADP + P, ATP ADP + P,
L-GIn L-Glu

Abbildung 15: Durch PurL und PurM katalysierte Puri nbiosyntheseschritte

Schema der durch PurL und PurM katalysierten Sehder Purinbiosynthese. Phosphoribosylformylglgaiid
(FGAR) wird durch PurL zu Phosphoribosylformylglgyamidin (FGAM) ATP-abhangig amidiert und anschlie®e
unter Hydrolyse von ATP durch PurM zu 5-Aminoimidlaibonukleotid umgesetzt (Zhang et al., 2008).

Unter Zuhilfenahme deA-Red Rekombinase-Technik konnte auch gasM-Gen, durch
Einbringen einer Chloramphenicol-Resistenzkassetgas UTI89 Genom, erfolgreich deletiert
werden. Zur Vermeidung polarer Effekte wurde disiRenzkassette im Anschluss mit Hilfe des
Plasmids pCP20 wieder aus dem Genom entfernt uneréblgreiche Deletion dgaurM-Gens
durch PCR-Analysen Uberpruft. Der entstandene Stafmi89ApurM wurde im Folgenden irm

vitro Infektionsmodell mit dem Stamm UTI&BurL verglichen.
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4.3.6.2. Erhdhung der Zytokin-Antwort im Infektionsmodell durch UTI89ApurM

Die Frage, ob die Deletion depurM-Gens in UTI89 auch einen Einfluss auf die
Immunmodulation des Stammes hat, wurde analog Zu89ApurL-Mutante durch die Infektion

von J77A4.A1 Makrophagen geklart. Dazu wurde digoKin-Antwort gegeniber beiden
Mutanten UTI8@purL und UTI89ApurM mit der Antwort gegentber dem Wildtyp-Stamm
UTI89 bei einer MOI von 50 nach 5 h Infektionsdawerglichen. Zur Kontrolle wurden die

TNF-a-Konzentrationen bei Infektion mit MG1655, bei eirtimulation mit 500 ng/ml LPS

(026:B6) und bei unbehandelten Makrophagen bewa¢Abb. 16).

Makrophagen Infektionen mit UTI89ApurM

2000 -
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1400 —
1200 -
TNF'°: 1000
(pe/ml] “ggo m5h
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400 -
200 -

UTI89 UTI89 uTI89 MG1655 LPS J774A.1
Apurl ApurM (026:B6)

*

Abbildung 16: Makrophagen Infektion mit UTI89 ApurM

TNF-a-Ausschittung von J774A.1 Makrophagen, die fur Dauer von 5 h mit verschiedenén coli-Stammen
infiziert wurden. Es wurden die Stamme UTI89, UTA®ArL, UTI89ApurM und MG1655 verwendet. Als Kontrolle
diente eine Stimulation mit 500 ng/ml LPS (026:B6jvie der Uberstand unbehandelter MakrophagenT Reo-
Konzentrationen bei Infektionen mit UTI89 warenrsfikant niedriger als bei Infektionen mit UTI8BurL (P =
0,012) oder mit UTI88purM (P = 0,044) (durch Sterne markiert).

Die Zytokin-Antwort gegeniber UTI8purM war vergleichbar mit der gegentber der zweiten,
Purinbiosynthese-defizienten Mutante UTAR@IrL. Beide Mutanten verursachten im Vergleich
zum Wildtyp-Stamm UTI89 eine signifikant héhere TdAusschittung der Makrophagen
(UTI89ApurL: P = 0,012; UTI8ApurM: P = 0,044). Die Zytokin-Antwort gegeniiber den beiden
Mutanten fiel allerdings nicht so stark aus, wigg@iber denk. coli K12-Stamm MG1655 oder
der mit LPS stimulierten Kontrolle. Dieses Ergelregyte, dass auch eine Unterbrechungdeer
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novo Purinsynthese durch den Knockout eines anderentfosynthesegens, wie etywarM, zu

einer starken Einschrankung der ImmunmodulatioMiakrophagen-Infektionsmodell fihrt.

4.3.7. Bestimmung der Zellzahlen von UTI88purL im Infektionsmodell

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Zytokin-Aussttiing im Infektionsmodell kann eine
unterschiedliche Wachstumsrate der einzelnen Bek&&mme im Testsystem sein. Der
Wildtyp-Stamm UTI89 und die Mutante UTI8PurL, die sich in ihrem Wachstumsverhalten in
dem LB Vollmedium nicht unterscheiden, wurden daber einer MOl von 50 mit den
Makrophagen (Medium: RPMI 1640 + 10% FBS + 5% RI&)inkubiert. Nach 4 h und 5 h
wurden dann die jeweiligen Bakterienzahlen (KBE/mi) Infektionsansatz durch Ausplattieren
von logarithmischen Verdinnungsreihen bestimmt.

Sowohl nach 4 hR = 0,006) als auch nach 5 € 0,001) liel3 sich ein signifikanter Unterschied
in den Bakterienzahlen feststellen (Abb. 17). BaMiidtyp wurde nach 5 h mit 4,7 x 10
KBE/ml, im Vergleich zu 6,0 x T0KBE/ml bei der Mutante, eine um fast eine Log-8théhere
Bakterienzahl bestimmt. Ausgehend von einer Infelgiosis von ca. 2,9 x 1BBE/ml hatte
sich somit die Bakterienzahl von UTI89 nach 5 hribg-fach erhéht. Bei der UTI&purL
Mutante stieg sie uber 5 h allerdings nur leictftetwa das Doppelte der initialen Bakterienzahl
an.

Dieses Ergebnis verdeutlichte, dass das Wachstuer agberleben der Bakterien im
Makrophagen-Infektionsmodell (mit RPMI 1640 Medium10% FBS + 5% P/S) durch den
Knockout degpurL-Gens stark beeintrachtigt war.
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Bakterienzahl im Infektionsmodell
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Abbildung 17: Bestimmung der Bakterienzahl von UTI®ApurL im Infektionsmodell

Zellzahlen (KBE/ml) der Stamme UTI89 und UTH&urL nach 4 h oder 5 h Co-Inkubation mit J774A.1
Makrophagen, ausgehend von einer MOI von 50 KBENjalkrophagen. Signifikante Unterschiede der Zeleah
nach 4 hP = 0,006) und 5 hR < 0,001) wurden mit Sternen gekennzeichnet.

4.3.8. Vermindertes Wachstum der UTI8@purlL-Mutante

Da die Analyse der bakteriellen Zellzahlen im Makragen-Infektionsmodell eine signifikant
niedrigere Konzentration bei der UTI88urL-Mutante zeigte, wurde das Wachstumsverhalten

dieses Stammes genauer betrachtet.

4.3.8.1. Wachstumsdefizite in Zellkulturmedien

Bereits bei der Herstellung der UTI8SurL-Mutante wurde eine Wachstumskurve in LB
Medium erstellt, bei der kein Unterschied zum WjStamm, in Bezug auf
Wachstumsgeschwindigkeit und Zellzahl, festzustellar (Daten nicht gezeigt). Der Wildtyp-
Stamm wies demnach eine Zellzahl von ca. 1,6%BE/ml und die Mutante eine vergleichbare
Zahl von ca. 1,4 x FIKBE/ml bei einer Olgyonmvon 0,5 auf.

Aufgrund des oben beschriebenen Ergebnis wurde waitere Wachstumskurve in dem zur
Kultivierung von Makrophagen benétigten Medium (RPM40 + 10% FBS) erstellt. Dazu
wurden die Stamme UTI89, UTI8purL und UTI8ApurL + pMCL200-purl von einer
Ubernachtkultur, nach einmaligem Waschen in PBSjleichen Verhéltnissen jeweils in RPMI
+ 10% FBS tberimpft und im stindlichen Turnus di2 @0, bestimmt (Abb. 18).
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Wachstumskurve von UTI89ApurL in RPMI + 10% FCS
O ——umig9
—i—UTI89ApurL

—0—UTI89ApurlL +
pMCL200-ppurlL

Zeit [h]

Abbildung 18: Wachstumskurven in RPMI 1640 + 10% FBS
Wachstumskurve von UTI89, UTI@purL und UTI8QpurL + pMCL200-gpurL in RPMI 1640 + 10% FBS. Als
Indikator des Wachstums wurde die OD §p@on allen Stammen stiindlich bestimmt.

Das Ergebnis der Wachstumsversuche in RPMI 1640% EBS zeigte deutlich, dass bei der
UTI89ApurL-Mutante zuerst noch geringfligiges, aber nach ch. k&in Wachstum mehr zu
beobachten war. Im Gegensatz dazu besal3en sowdB9 Als auch die Mutante UTI&BurL

mit dem Komplementations-Plasmid pMCL20pdpL, eine sigmoidale Wachstumskurve, in der
sie etwa zwischen 2 h und 5 h exponentielles Waahsteigten und anschliel3end in eine
Plateauphase eintraten. In einem weiteren Kulturmmed(DMEM + 10% FBS) war das
Wachstumsverhalten des Wildtyps und dmurL-Mutante in Vorversuchen identisch zum
Ergebnis in RPMI1640 + 10% FBS. Somit lasst sickamumenfassen, dass die Deletion des
purL-Gens ein Wachstum in dem Medium stark beeintrgtshtidas fur die Kultivierung der
J774A.1 Makrophagen ben6étigt wird.

4.3.8.2. Supplementierung des Zellkulturmediums mitnosine-5’-monophosphat

Als nachster Schritt sollte das Wachstum von URB#L im Makrophagen-Kulturmedium
durch Supplementierung mit einem Metabolit der mhigsynthese wiederhergestellt und
anschlie@end die Auswirkung auf die Immunmodulaiéhigkeit der Mutante im

Infektionsmodell analysiert werden.
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Inosine-5’-monophosphat (IMP) ist ein spater Metalater Purinbiosynthese, der erst nach den
von PurL und PurM katalysierten Syntheseschrittetsteht. IMP eignet sich daher fur eine
Supplementierung des Kulturmediums. Um eine [IMP-#&mtration zur ausreichenden
Supplementation zu ermitteln, wurden siebenstundligeEhstumskurven von UTI@@urL bei

Zugabe von verschiedenen Mengen IMP erstellt (ASh.

Wachstumskurve UTI89 ApurL in RPMI + 10% FCS bei
Supplementierung mit IMP

——UTI89
—i—UTI89ApurL

UTI89ApurL+ 100 mg/l IMP
=== UTI89ApurL + 500 mg/l IMP

= UTI89ApurL + 1000 mg/l IMP

Zeit[h]

Abbildung 19: Wachstumskurve von UTI8%ApurL bei IMP-Supplementierung

Wachstumskurven der Stamme UTI89 und URBArL in RPMI 1640 + 10% FCS bei Supplementierung des
Mediums durch Inosine-5-monophosphat (IMP). IMPrdesin den Konzentrationen von 100 mg/I, 500 mg#i u
1000 mg/l dem Medium zugesetzt. Die BestimmungQier60Q,,, Werte der Stamme erfolgte stindlich.

Bereits bei einer Zugabe von IMP in einer Konzdidgravon 100 mg/l konnte das Wachstum der
Mutante partiell wiederhergestellt werden. Die Wastaimskurve hatte bereits eine sigmoidale
Form, war aber im Vergleich zum Wildtyp immer nogbutlich abgeflacht. Bei einer Zugabe
von 500 mg/l IMP war die Wachstumskurve wieder stéihdig sigmoidal und zeigte, wie beim
Stamm UTI89, exponentielles Wachstums zwischen Bnd 5 h, allerdings waren noch
geringfigige Wachstumsverzégerungen zu beobacliiere Supplementation mit 1.000 mg/I
IMP war allerdings ausreichend, um ein Wachstuntsaltgn von UTI8@purL zu erreichen, das
dem Wachstum des Wildtyp-Stamms UTI89 entsprach.

Im Anschluss wurde die Immunmodulationsfahigkeitr déTI89ApurL-Mutante in IMP-
supplementiertem Medium (1.000 mg/l) im Makrophaggektionsversuch getestet (Abb. 20).
Die Infektion erfolgte unter Verwendung der ubliophKontrollen (siehe 4.2.1.). Die TNk

Konzentration von Proben mit dem Stamm UTABArL war bei Supplementation mit IMP
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signifikant P < 0,011) niedriger als ohne Supplementation. Withke Zytokin-Antwort gegen
die Mutante, ohne Zugabe von IMP, &hnlich stark gegen MG1655 war, war sie bei IMP-
Supplementation ahnlich niedrig wie bei Infektiomait dem Wildtyp-Stamm UTI89. Auch die
Bakterienkonzentration war, bedingt durch die Sepmntation, nach 5 h Co-Inkubation bei
UTI89ApurL &hnlich hoch wie beim Wildtyp-Stamm.

Makrophagen Infektion mit UTI89ApurL bei
IMP-Supplementation

2500 -
*

2000

TNF-a 1200 -

[pe/ml] 1500
m5h

500 -

UTI89 UTI8Y9 UTI89 MG1655 LPS J774A.1
Apurl  Apurl+ (026:B6) +IMP
IMP

Abbildung 20: Makrophagen Infektion mit UTI89 ApurL bei IMP-Supplementation

TNF-a-Konzentration bei Infektionen von J774A.1 Makrogba mit den Stammen UTI89 und UTIg8urL, mit
und ohne Supplementation des Mediums durch 1.000IMB. Die Bakterien wurden in einer MOI von 50 foi h
mit den Makrophagen co-inkubiert. Die Zytokin-Antwaegeniber UTI&purL war mit IMP-Supplementation
signifikant P < 0,001) niedriger, was durch einen Stern markienide.

Dieses Ergebnis zeigte, dass durch die Zugabe deanketaboliten IMP die Fahigkeit des
Wachstums im Makrophagen-Kulturmedium der Puringitisese-Mutante UTI8QurL wieder
hergestellt werden konnte. Neben dem normalen Wach&ei IMP-Supplementation wurde
auch die Fahigkeit zur Immunmodulation im Makropdadnfektionsmodell bei UTI8%purL
vollstandig wiedererlangt.
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4.4. Analyse der UTI8AgalU-Mutante

Im Zuge dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dase ®eletion des GengalU dem UPEC-
Stamm UTI89 die Fahigkeit entzieht, die Immunantwam J774A.1 Makrophagen vitro zu
dampfen. Makrophagen, die mit der Mutante UT8IU fir 3 h bzw. 5 h co-inkubiert wurden,
schutteten signifikant mehr TNdeaus als das Wildtyp-Bakterium UTI89. Dieser Effekt kade
aulBerdem durch extrachromosomale Integration gi#-Gens in die Mutante mittels des
Plasmids pWKS30-galU komplementiert werden (siehe 4.2.2.).

Im Folgenden sind alle Versuche beschrieben, dienaiteren Analyse und Charakterisierung
der UTI8NgalU-Mutante durchgefuhrt wurden. Zuerst wurden die ofytizitat und die
bakterielle Uberlebensrate im Makrophagen-Infeldinndell bestimmt. Weiterhin folgten eine
Untersuchung der Biofilmbildung und des intrazéileh Vorkommens, sowie eine Farbung der
bakteriellen Kapsel. Auch bei dieser Mutante wurdbs Kohlenstoffmetabolismus mittels
Biolog™-Analyse und die Struktur des Lipopolysaccharid®$) betrachtet. Aufgrund der
Ergebnisse der LPS-Farbung wurde eine LPS-Mutaitesimer defizitaren O-Seitenkette zum
Vergleich mit UTI8®galU erstellt und damit zusatzliche Zellkulturversuchechgefuhrt. Zur
weiteren Klarung des beobachteten Phanotyps wu@#berdemin vitro Makrophagen-
Stimulationsversuche mit  aufgereinigtem LPS, steriiltriertem  Kulturiberstand,

AulRenmembranvesikel sowie mit abgetdteten Baktetwegenommen.

4.4.1. Charakterisierunqg der Zytotoxizitdt der UTI189AgalU-Mutante

Wie beschrieben kdnnte ein potentieller UnterschiiedZytotoxizitat von Mutante und Wildtyp-
Bakterium einen Einfluss auf die vitro Infektionsversuche haben (siehe 4.3.4.). Deshaltulev
auch fur den UTI88galU-Stamm ein Vergleich der Zytotoxizitat mit dem Witd-Stamm, nach
der bereits beschriebenen Methode, unter Benutziesy Cell Titer-Glo Luminescent Cell
Viability* Tests, durchgefihrt (Abb. 21).

Die mittlere Uberlebensrate der Makrophagen watd¥dB9AgalU mit 76% etwa 10% hoher als
beim Wildtyp-Stamm, bei dem sie 66% betrug. Deritefte Unterschied wies allerdings keine
Signifikanz auf, so dass sich zusammenfassend yt@oXizitat des UTI89 Wildtyps offenbar

nicht entscheidend von der der UT8falU-Mutante unterschied. Ausgehend von der annahernd
-95-



4. Ergebnisse

gleichen Uberlebensrate der Makrophagen, sollte Zgitoxizitat der verwendeten Stamme
keinen Einfluss auf die drastischen Unterschieddmenunantwort haben. Weiterhin zeigte die
Mutante UTI8®galU auf Blutagarplatten eine vergleichbar staf«iamolyse-Zone wie der
Wildtyp-Stamm

J774A.1 Uberlebensrate nach 5 h
100%

80% -
60% -
40% -
20%

MG1655 UTI89 UTI89Agalu

Abbildung 21: J774A.1 Uberlebensrate bei Infektiormit UTI89 AgalU

Uberlebensrate von J774A.1 Makrophagen, die mitElezoli-Stammen MG1655, UTI89 oder UTI8§alU fir 5 h
co-inkubiert wurden. Die mit demCgll Titer-Glo Luminescent Cell ViabilityTest bestimmten Raten sind
prozentual angegeben in Vergleich zu nicht infteieProben (100 %).

4.4.2. Vergleich der bakteriellen Uberlebensratermi Infektionsmodell

Die Bakterienzahl im Makrophagen-Infektionsmodelirde sowohl von UTI89 als auch von
UTI89AgalU nach 4 h und 5 h Co-Inkubation mit J774A.1 Makiagem ausgehend von einer
infektiosen Dosis von 50 Bakterien pro Makrophagestimmt. Die initiale Bakterienzahl von
2,9 x 10 KBE/ml stieg bei UTI89 auf 4,7 x $&KBE/ml und bei UTI8@galU auf 2,9 x 18
KBE/ml nach 5 h Co-Inkubationsdauer an (Abb. 22 Bakterienzahl war demnach bei beiden
Stammen um etwa eine Log-Stufe angestiegen. Saniitk weder nach 4 h noch nach 5 h ein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Bakterienzahl im Infektionsmodel

9
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8
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log

[KBE/ml] 7
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uTss UTI89 Agalu

Abbildung 22: Bakterienzahl von UTI89AgalU im Infektionsmodell
Bakterienzahl (KBE/ml) der Stamme UTI89 und UTA8&IU nach 4 h und 5 h Co-Inkubation mit J774A.1
Makrophagen bei einer initialen MOI von 50 KBE priakrophagen.

4.4.3. Analyse der Kapsel von UTI188galU

Die Bildung einer Kapsel bei UTI&@alU wurde wie oben beschrieben durch die Anfertigung
und Mikroskopie eines Tuschepraparats Uberprift. dliser Farbemethode konnte sowohl bei
UTI89 als auch bei UTI&alU eine etwa gleich starke Ausbildung einer Kapsstgestellt
werden (Abb. 23). Daher ist davon auszugehen, dissDeletion des GengalU die
Kapselbildung nicht beeintrachtigt.

Abbildung 23: Kapselfarbung von UTI89galU

Tuschepraparat, bei 1000x VergroRerung, zur Daustpl der Kapsel der Stamme UTI89 (Al + A2) und
UTI89AgalU (B1 + B2). Die Kapsel (grine Pfeile) ist als eurchscheinender, das Bakterium (pink) umgebender
Hof erkennbar.
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Zusatzlich wurde die Auspragung des K1-Polysacdhantigens beim Stamm UTI&@alU
mithilfe des Wellcogelt! Latex-Agglutinationstest uberpriift (siehe 4.2.4Bei der
UTI89AgalU-Mutante war, wie beim UTI89 Wildtyp, eine deutlicherklumpung zu sehen
(Abb. 24). Das zeigt, dass die Mutante ebensoleapsel bildet, welche das K1-Antigen enthalt.

UTI89 uTIg9Agall MG1655

2

Abbildung 24: Latex-Agglutinationstest mit UTI89AgalU

Wellcogern Latex-Agglutinationstest mit den Stammen UTI89 (KUTI89AgalU und MG1655 (K12). Felder, die
mit , T“ markiert wurden, enthalten die Testlésungdu-elder, die mit ,K* markiert wurden ein Kontidisung, die
zur Negativkontrolle dient. Bei Stammen mit dem Kitigen ist eine deutliche Verklumpung nach Vermang
mit der Testldsung zu sehen, ansonsten verbledtTastiosung milchig, wie die Kontrolllésung. Dieudnte
UTI89AgalU zeigte, wie der Wildtyp-Stamm UTI89, eine deutlidherklumpung, welche eine Auspragung des K1-
Antigens demonstriert.

4.4.4. Analyse der Nutzung verschiedener Kohlensfouellen mittels Biolog™-

Untersuchungen

Die Deletion des GengalU beeinflusst den Zuckermetabolismus des Bakteriumg kann
deshalb auch Einfluss auf andere Stoffwechselpsezesehmen. Daher wurde der
Kohlenstoffmetabolismus von UTI&galU mit der Biolod"-Methode analysiert, um Hinweise
auf weitere Defizite zu erhalten. Wie bei UTIgurL wurden die Platten PM1 und PM2A
verwendet (siehe 4.3.5.).

Bei der Biolog"-Analyse wurden elf Substrate gefunden, bei derienStbffwechselaktivitét
maximal 50% der Stoffwechselrate des Wildtyp-Stasiietrug. Von diesen Substraten wurde

eines mit weniger als 30% im bakteriellen Stoffwssthmetabolisiert, wahrend bei sieben
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keinerlei Metabolismus mehr festgestellt wurde (T@p Durch Komplementation deyalU-
Deletion mit dem Plasmid pWKS3@alU konnten sechs der Substrate, die ein totales
Stoffwechseldefizit aufwiesen, wieder mit einer k&t von tUber 50% verwertet werden. Bei
drei weiteren Substraten war nur eine geringfidigenplementation der Stoffwechselaktivitat
von unter 50% messbar. Zusatzlich konnten die befigbstrate Monomethylsuccinat und L-
Threonin von der Komplementante UTI88IU + pWKS30-mgalU im Gegensatz zur Mutante
UTI89AgalU und zum Wildtyp UTI89 gar nicht mehr verwertet wend

Um den Einfluss des Vektors pWKS30 zu uberprifenyde der Stamm UTI8galU +
pWKS30 verwendet. Dieser Stamm zeigte bei den seShbstraten, die erfolgreich
komplementiert wurden (Aktivitat > 50%), eine Stefichselaktivitdt von unter 30%. Das
bestatigte, dass die Komplementation durch dasebnaghtegalU-Gen und nicht durch den
Vektor bedingt ist. Die restlichen vier Substradée nicht oder nur schwach komplementiert
werden konnten, wiesen bei der Vektor-Kontrolleeeitktivitat zwischen 11% und 56% auf. Das
zeigte wiederum, dass die Komplementation hiertrectolgreich war, da der Vektor bereits die
Stoffwechselaktivitat des Stammes beeinflusste.

Uberraschend war eine starke Verwertung von L-Gaisé&urer-Lacton durch die
Komplementante, die weder beim Wildtyp noch bei ddutante auftrat. Da dieser
Funktionsgewinn auch bei der Vektor-Kontrolle aafffrkonnte dieser Effekt auf den Vektor
pWKS30 zurtckgefuhrt werden.
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Tabelle 7:Biolog™ Analyse von UTI8%\galU

Charakterisierung des Kohlenstoffmetabolismus voff189AgalU, UTI8%9AgalU + pWKS30-galU und
UTI89AgalU + pWKS30 durch Biolo§" Untersuchungen. Es sind samtliche Substrate diligefbei denen die
UTIB9AgalU-Mutante eine Stoffwechselrate von maximal 50% iergleich zum Wildtyp hatte. Diejenigen, bei
denen die Stoffwechselaktivitdt maximal 30% betmgrden orange und diejenigen mit 0% rot hervorgehob
Substrate die bei der Mutante UTIg#aIU mit dem Komplementationsplasmid pWKS3@atU eine Aktivitéat von
unter 50% aufwiesen sind gelb markiert.

Substrat UTI89AgalU UTI89AgalU UTI89AgalU Platte

+ pWKS30- + pWKS30
pgalu
D-Galactos A o« Pl v
D-Alanin 0% 50% 14% PM1
L-Glutama 0% 35% 29% PM1
D-Melibiose 0% 55% 18% PM1
a-Methyl-D-Galactosi 0% 56% 0% PM1
Lactulost 0% 65% 29% PM1
Glycolsaure (Hydroxyessigsau 38% 36% 56% PM1
L-Threonir 50% 0% 30% PM1
Monomethylsuccini 43% 0% 11% PM1
3-0-B-D-Galact-pyranosy-D- 26% 43% 6% PM2A
Arabinose

B-Methyl-D-Galactosit 0% 75% 0% PM2A

4.4.5. Verdnderungen in der Lipopolysaccharid-Strukur von UTI89 AgalU

Die durch GalU-katalysierte Herstellung von UDP-@Glse ist ein wichtiger Schritt fur die
Biosynthese von Oligosacchariden. Dadurch Ubt @&weéetion dieses Gens Einfluss auf die
Zusammenstellung des LPS aus, so wie e&fimoli K12 (Genevaux et al., 1999), aber auch fur
V. cholerae(Nesper et al., 2001) uridactococcus lactigBoels et al., 2001) beschrieben wurde.
Deshalb wurde das LPS von UTI89, UTAfIU und UTI8AgalU + pWKS30-malU isoliert
und auf einem SDS-Gel aufgetrennt, welches andtdmié einer Silberfarbung unterzogen wurde
(Abb. 25).
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Abbildung 25: Silberfarbung des UTI8%galU LPS

Silberfarbung des isolierten, auf einem SDS-Ge|9%3 aufgetrennten LPS der Stamme UTI89, UNGAU und
UTI89Agalu + pWKS30-malU. In der ersten Spur ist der ,Pageruler Protein destl GroRenmarker mit
GroRRenangaben in kDa aufgetragen.

Beim LPS des Stamms UTI&8alU war deutlich zu erkennen, dass die charakteristid@iter
der O-PS Seitenkette zwischen ca. 35 kDa bis 70fkbla Beim Wildtyp-Stamm und auch bei
der mit pWKS30-galU komplementierten Mutante war das O-PS deutlichtear. Bei
UTI89AgalU waren einige Banden zu sehen, die vom LPS-Coramstan. Zusammenfassend
betrachtet ist die LPS-Struktur von UTIB$aIU deutlich verandert, da kein O-PS mehr
vorhanden ist. Der Stamm besitzt eine raue LPSkiruwas auch durch die Morphologie und
Beschaffenheit der Kolonien auf LB-Platten erkennhear. Die Bakterienkolonien von
UTI89AgalU erschienen trocken, mit leicht ausgefranzten RémdaulRerdem waren sie bei
Berihrung mit einer Impfése brichig. Im Gegensa#zud bildeten der Wildtyp und die

komplementierte Mutante schleimig, glanzende Kaaonnit glattem Rand.

4.4.6. Herstellung verschiedener Lipopolysaccharidutanten

Da es sich begalU um ein Metabolismusgen handelt, das nicht nurkdireekte LPS-Struktur,

sondern auch andere Eigenschaften des Bakteriumisflosst, war der nachste Schritt die
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Herstellung von Mutanten, die zwar eine raue LP8Kair besitzen, fur die aber eine Stérung

weiterer zellularer Prozesse ausgeschlossen w&odette.

4.4.6.1. Knockout der O-Polysaccharid Ligase WaalL nd der LPS a 1,3-
Glycosyltransferase WaaG

Als geeigneter Weg zur Erschaffung von UTI89-Mueantmit rauem LPS wurde die Deletion
von Genen gewahlt, die direkt am Aufbau des LP8iligtt sind. Dafiir bietet sich insbesondere
das Gernwaal an. Dieses Gen kodiert fur die O-Antigen Ligasealadie das O-PS mit dem
LPS-Core verknupft. Eine weitere, raue LPS-Mutasdkte durch die Deletion der LP&1,3-
Glycosyltransferase WaaG, welche fiir den Aufbau/leé®eren LPS-Cores essentiell ist, erstellt
werden (Raetz and Whitfield, 2002). Beide Gene wnrdurch die. Red Rekombinase Technik
erfolgreich aus dem Genom von UTI89 durch das kiglen einer Kanamycinw@al) oder
ChloramphenicolWwaa@ Resistenzkassette deletiert. Sowohl die korrédertion als auch die
folgende Entfernung der Resistenzkassette durchFdi2 Rekombinase wurden durch PCR-
basierte Kontrollen Gberpruft.

4.4.6.2. Uberpriifung der LPS Struktur von UTI8%AwaalL und UTI89AwaaG

Bereits die Morphologie der Kolonien von UTI88aal und UTI8AwaaG deuteten auf eine
raue LPS-Struktur hin, da sie trocken und brichggldenen. Ob die Deletion aber tatsachlich
eine LPS-Struktur mit fehlendem O-PS zur Folgeehetiirde wieder durch Silberfarbungen des

isolierten und elektrophoretisch aufgetrennten deSMutanten tberprift (Abb. 26).
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Abbildung 26: Silberfarbung des LPS verschiedener €PS Mutanten

Silberfarbung der isolierten LPS Varianten der St&muUTI89, UTI8%galU, UTI8%Awaal und UTI8AwaaG,
aufgetrennt auf einem SDS-Gel (13,5%). Die GroRgaben des aufgetragenen ,Pageruler Protein Ladder”
Standards (ersten Spur) sind in kDa.

Die Silberfarbung verdeutlicht, dass dem LPS vonl89AwaalL und UTI8AwaaG die
charakteristische O-PS Leiter bei 35 kDa bis et@&Da fehlt. Generell war die Struktur der
beiden LPS-Varianten dem LPS von UTAR&IU in der Silberfarbung sehr ahnlich. Es lasst sich
also festhalten, dass durch den Knockout der @erad oderwaaG die erwunschte, raue LPS-
Struktur im Stamm UTI89 erzeugt wurde, die der L&R&ktur von UTI8AgalU &hnelte.

4.4.6.3. Zytokin-Antwort von UTI89Awaal und UTI89AwaaG im Infektionsmodell

Nach der Uberprifung der LPS-Struktur wurde sowdi@ UTI8%Awaal als auch die
UTI89AwaaGMutante im Makrophagen-Infektionsmodel auf die Vloegerufene Zytokin-
Antwort gepruft. Fur diese Infektion wurde, wie puyeine MOI von 50 verwendet und die
Zytokin-Werte nach 5 h Co-Inkubationszeit quanitiz (Abb. 27).
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A Makrophagen Infektion mit B Makrophagen Infektion mit
TNF-a UTI89Awaal TNF-a UTI89AwaaG
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Abbildung 27: Zytokin-Antwort auf Co-Inkubation mit UTI89Awaal und UTI89AwaaG

TNF-a-Konzentration (pg/ml) im Makrophagen-Infektionsreid bei einer MOI von 50, nach einer Co-
Inkubationszeit von 5 h. Es wurden Versuche mit Bigkterienstamme UTI89, MG1655, UTI8®aal (A) und
UTI89AwaaG (B) sowie von unbehandelten und LPS (026:B6; 50@nfjgstimulierten Makrophagen durchgeftihrt.
Die TNF-a-Konzentration war sowohl bei Infektionen mit UTI88aal (P = 0,015) als auch bei UTI39%vaaG (P =
0,003) signifikant hoher als bei solchen mit UTI8&s durch Sterne gekennzeichnet wurde.

Sowohl bei Infektion mit UTI88waal (P = 0,015) als auch mit UT188vaaG (P = 0,003) war
die Zytokin-Antwort im Vergleich zu Infektionen mWTI89 signifikant erhoht. Die Hohe der
TNF-a-Ausschittung war vergleichbar zu der Kontrollinfek mit MG1655 oder der
Stimulation der Makrophagen durch LPS (026:B6). Zokin-Konzentrationen entsprach
jeweils etwa dem doppelten der Antwort gegenibet89Twas einen deutlichen Verlust der

immunmodulierenden Fahigkeit durch die Deletion@enewaal undwaaGzeigt.

4.4.6.4. Herstellung einer LPS-LangenpolymorphismuMutante
Nicht nur ein kompletter Verlust des O-PS sondeucthaeine Verédnderung der O-PS
Langenstruktur stellt eine Modifikation des LPS,daelche die Immunmodulation der Bakterien
beeinflussen kénnte. Das Geld kodiert fir einen Regulator der O-PS Seitenkediege des
LPS (Chen et al., 2006). Durch eine Deletion di€3ess kann statt einer kompletten Entfernung,
eine Veranderung der O-PS Struktur herbeigefihmdere Hierfir wurde erneut die Red
Rekombinase-Technologie genutzt, um dadd-Gen durch eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette zu ersetzen, wodurch die Mutdink9cld::cm entstand. In diesem Fall war
es allerdings auch nach mehreren Versuchen niclgichy die Resistenzkassette wieder zu
entfernen, so dass die Folgenden UntersuchungedamitChloramphenicol-resistenten Stamm
durchgefihrt wurden. Die Silberfarbung des UT89cm LPS zeigte eine deutliche
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Veranderung der O-PS Seitenkettenstruktur. So viearctarakteristische O-PS-Leiter beim
Stamm UTI89 vor allem zwischen 35 kDa und 70 kDafinden, wahrend sie beim Stamm
UTI89cld::cm zwischen 15 kDa und 55 kDa lag. Beim Stamm UTI89cm dominierten also

im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm LPS-Varianten nmieekurzen O-PS Seitenkette (Abb. 28).

Abbildung 28: Silberfarbung des LPS von UTI8%Id::cm
Silberfarbung des isolierten und auf einem 13,5%S&&e| aufgetragenen LPS der Stamme UTI89 und
UTI189cld::cm Die GréRenangaben des ,Pageruler Protein Ladstaridards (Spur 1) sind in kDa.

Die LPS-Langenpolymorphismus-Mutante wurde im Ahssh an die O-PS-Charakterisierung
auch im Makrophagen-Infektionsmodell auf die vesohge Zytokin-Ausschittung getestet. Es
konnten dabei allerdings keine Unterschiede inloenunantwort der Makrophagen gegentber
UTI89cld::cmim Vergleich zu UTI89 festgestellt werden (Abb. 2Burch die Verkirzung der
O-PS-Seitenkette wurde also zusammenfassend dieunmodulation der Bakterien nicht
merklich beeintrachtigt.
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Makrophagen Infektion mit UTI89c/d::cm
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Abbildung 29: Makrophagen Infektion mit UTI89 cld::cm

TNF-a Konzentrationsbestimmung nach 5 h Co-Inkubatiom w#774A.1 Makrophagen mit UTI89 oder
UTI89cld::cm (jeweils MOI: 50). Als Kontrollen wurden Co-Inkutian mit E. coli MG1655, eine Stimulation der
Makrophagen mit 500 ng/ml LPS (026:B6) und unbelttedViakrophagen verwendet.

4.4.7. Untersuchung der Biofilmbildung

Die Bildung von Biofilmen der Mutanten UTI8@alU und UTI8%Awaal wurde, wie bereits
beschrieben, durch eine Farbung mit Kristallvioletich 24 h quantifiziert. Die Starke des
gebildeten Biofilms wurde anschlielend prozentual Merhéltnis zur Biofilmbildung des
Wildtyp-Stamm berechnet.

Dabei konnte sowohl bei UTI3galU als auch bei UTI8®waal eine Reduzierung der mittleren
Biofilmstarke um ca. 10% festgestellt werden, doerakeine statistische Signifikanz aufwies
(Abb. 30). Es lasst sich also festhalten, dasshdden Verlust des O-PS keine schwerwiegende

Beeintrachtigung der Bildung von Biofilmen bei UBl&stzustellen war.
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Biofilmbildung
150%

100%

50% -

0%
UTI89 UTI89Awaal UTI89Agalu

Abbildung 30: Biofilmbildung von UTI89 Awaal und UTI89AgalU

Quantifizierung der Biofilmbildung der Stamme UT]88TI8%Awaal und UTI8AgalU durch Kristallviolett-
Farbung nach 24.tDie Starke der Biofilmbildung bei UTI89 wurde al®0% normiert und die prozentuale Starke
des Biofilms der Mutanten entsprechend berechnet.

4.4.8. Analyse des intrazelluldren Vorkommens

Es ist von UPEC bekannt, dass sie nicht nur inkikdze tGberleben, sondern dort sogar
intrazellulare Kolonien (IBC; engl.:intracellular bacterial communiti€s formen kdnnen
(Anderson et al., 2003). Deshalb wurde untersuaihtdie Gen-Deletion vogalU oderwaalL
einen Einfluss auf die Zahl der intrazellular varkmenden Keimzahlen bei Co-Inkubation mit
J774A.1 Makrophagen hat. Daflr wurde die Methods @entamicin-Protektionsversuchs
gewahlt, bei der alle extrazellularen BakterienZetlkulturansatz durch Zugabe von Gentamicin
abgetdtet werden. Die intrazellularen Bakterierdgdnrch die Zellmembran der Wirtszelle vor
dem nicht membrangangigen Antibiotikum geschitzt.

Im Gentamicin-Protektionsversuch wurde die intrat@ten Keimzahlen der Stadmme
UTI89AgalU und UTI8%waal jeweils nach 3 h Co-Inkubation mit J774A.1 Makragén bei
einer MOI von 1 und 10 bestimmt. Die Gen-DeletiangalU und waalL im E. coli UTI89
fuhrten dabei zu einer signifikanteR € 0,001) Reduktion der intrazellularen Keimzahlem
mehr als einer Log-Stufe bei beiden verwendeten .MQ¢ intrazellularen Keimzahlen der
komplementierten Mutante UTI3galU + pWKS30-malU entsprachen wieder denen des
Wildtyp-Stamms UTI89 und waren im Vergleich zur Muote UTI8%galU signifikant P <
0,001) um etwa eine Log-Stufe erhoht (Abb. 31). Relem Gentamicin-Protektionsversuch
wurde zur Kontrolle jeweils eine Bestimmung der ageten KBE ohne Gentamicinzugabe

durchgefuhrt und die Bakterienstamme untereinandgenglichen. Ohne die Zugabe von
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Gentamicin waren nach 3 h Co-Inkubation mit den Mpkagen keine Unterschiede in der
jeweiligen Gesamtzahl der KBE festzustellen. ZureéBbnung der Signifikanzen durch den
Student’s t-Test wurden samtliche Messwerte eimgrarithmischen Transformation unter

Verwendung des dekadischen Logarithmus (log10)rzo¢en.

Intrazellulares Vorkommen

108

) s = = UTI89
107 | —— T

- m UTI89AgalU

log .
[KkBE/mI) 10
L UTI89AgalU +
pPWKS30-pgalU
105
. B UTI8%Awaal
104 _
MOI 1 MOI 10

Abbildung 31: Intrazellulares Vorkommen von UTI89Awaal und UTI89AgalU

Gentamicin-Protektionsversuche zur Quantifizierumgtrazellularer Bakterienzahlen der Stadmme UTI89,
UTI89AgalU, UTI89AgalU + pWKS30-malU und UTI8%Awaal in J774A.1 Makrophagen. Die Co-Inkubationszeit
der Bakterien und Makrophagen betrug 3 h bei eif®f von 1 oder 10. Signifikante Unterschiede< 0,001) in
der intrazellularen, bakteriellen Keimzahlen sindlath einen Stern markiert.

4.4.9. Stimulation der Makrophagen mit isoliertem Lipopolysaccharid

Die Charakterisierung der LPS-Struktur der ersrlltUTI8NgalU-Mutante offenbarte ein
Fehlen des O-PS. Weiterhin wurde bei dieser sowe den Mutanten UTI8waal und
UTI89AwaaG denen exklusiv das O-PS bzw. das O-PS und TeseldS-Cores fehlen, ein
Verlust der Immunmodulation festgestellt. Aus dies&rund wurden Makrophagen mit LPS
stimuliert, das mit verschiedenen Methoden isoheurde, um potentielle Unterschiede in der
Immunogenitat der LPS-Varianten zu beschreiben. P& wurde zum einen durch Heildwasser-
Phenol-Extraktion (Komaniecka et al., 2010) von d&muppe von Prof. Dr. Otto Holst

(Forschungszentrum Borstel) in einer hoch reinemmAgoliert. Zum anderen wurde das LPS in
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einer ,rohen“ Form - mit gebundenen zellularen Bed - durch Einsatz der LPS-bindenden
ENDOTRAP® HD Séule gewonnen.

4.4.9.1. Stimulation mit hoch reinem Lipopolysacchad

Unser Kooperationspartner Prof. Dr. Otto Holst getungszentrum Borstel) stellte uns hoch
aufgereinigtes LPS der Stamme UTI89 und NU14 zufideing. Dieses LPS wurde verwendet,
um J774A.1 Makrophagen zu stimulieren und potdatiéinterschiede der Immunogenitat
zwischen diesem LPS und déincoli 026:B6 LPS festzustellen, das als Positivkontrivlleen

vorgegangenen Versuchen benutzt wurde (Abb. 32).

A Reines LPS (3 h) B Reines LPS (5 h)
3000 - 3500
2500 - 3000 +
2500 -
2000 -
TNF-a 00 TNE-q 2000 -
[pg/ml] ' = Sng/ml [pg/mi] 1500 - = Sng/ml
1000 - ® 500ng/ml 1000 ® 500ng/ml
500 500 -
0 - . . S— 0 —
UTIS9 NU14 026:B6J774A.1 UTIS9 NU14 026:B6J774A.1
LPS LPS  LPS LPS LPS LPS

Abbildung 32: Stimulation der Makrophagen mit reinem LPS
Stimulation von J774A.1 Makrophagen mit isoliertemach reinem LPS. Die Makrophagen wurden mit LP6 de
UPEC-Stamme UTI89 und NU14 sowie it coli 026:B6 LPS in Konzentrationen von 5 ng/ml und 5@@ml
versetzt. Die TNRx-Konzentration der Uberstéande wurden anschlieRerth 3 h (A) und 5 h (B) mittels ELISA

quantifiziert.

Die Makrophagen antworteten auf das applizierte RS drei StAmme mit einer hohen TNF-

Ausschittung. Diese war sowohl nach 3 h als auch Ba bei den Konzentrationen von 5 ng/ml
und 500 ng/ml bei NU14 LPS und 026:B6 LPS vergleashhoch. Nach 5 h wurde bei einer
Zugabe von 500 ng/ml LPS beider LPS-Varianten @iN&-a-Konzentration von bis zu 2.000

pg/ml gemessen. Bei Zugabe des hoch reinen LPS@@sms UTI89 Ubertraf die gemessene
TNF-a-Konzentration nach 3 h und 5 h sogar die durch AUPS und 026:B6 LPS

hervorgerufenen Werte. Interessanterweise konrge dhs reine UPEC-LPS eine sehr hohe
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Zytokin-Antwort der J774A.1 Makrophagen hervorryfeine nicht weniger ausgepragt war als
die durch O26:B6-LPS hervorgerufene.

4.4.9.1. Stimulation mit tber ENDOTRAP® HD angereichertem Lipopolysaccharid

Die Stimulationsversuche mit reinen LPS zeigtenssdasoliertes UPEC-LPS auch hoch
simulierend war. Dieses Ergebnis steht allerdings Kontrast zu den Ergebnissen der
Infektionsversuche mit vitalen Bakterien, in demkem Verlust des O-PS eine signifikant erhéhte
Zytokin-Antwort zur Folge hatte. Bei der Isolatiomsthode fur reines LPS werden harsche
Bedingungen verwendet, um samtliche Proteine zst@emn und abzutrennen. Da es allerdings
bekannt ist, dass Faktoren wie z.B. Hamolysin raihd_PS interagieren (Mansson et al., 2007),
kénnte ein solches Zusammenspiel zwischen LPS ahdld&ren Faktoren durch aufgereinigtes
LPS nicht dargestellt werden.

Deshalb entwickelten wir eine Methode, um LPS roitepziell daran gebundenen Faktoren aus
dem Bakterienlysat eines nicht denaturierendenadtdthlusses anzureichern. Hierfir wurden
die Bakterien mit einer French Press mechanischgeschlossen und das Lysat steril filtriert.
AnschlieRend wurde das LPS in der Probe iiber dieDENRAF® HD Saule durch
Affinitatschromatographie angereichert und mit dagebundenen zellularen Faktoren eluiert.
Die Farbungen der auf diese Weise aufgereinigtenem” LPS-Proben zeigten viele zusatzliche
Banden, wobei trotzdem die O-PS-Leiterstruktur ®éigdtyp-Stamms gut zu erkennen war.
Nachdem die Proben mit Proteinase K verdaut wurdanen die zusatzlichen Banden auf dem
SDS-Gel verschwunden. Das zeigt, dass es sichiéserd Banden um Proteine handelt, die mit
dem LPS isoliert wurden (Abb. 33).
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,rohes” LPS ,rohes” LPS +
Proteinase K

»reines” LPS

5 (ENDOTRAP)

Abbildung 33: Silberfarbung des LPS verschiedener Afreinigungsmethoden

Silberfarbung verschiedener isolierter LPS-Varianter Stamme UTI89 (1), UTI&galU (2) und UTI8%Awaal
(3). Das LPS wurde entweder als ,reines LPS nach derKulesus et al. beschriebenen Methode (Kulesuas. et
2008) oder als ,rohes* LPS tiber die ENDOTRA#D Saule isoliert. Das ,rohe* LPS wurde auch eiréandau mit
Proteinase K unterzogen, um die Prasenz von Pestéinden Proben zu zeigen. Die GréRenangabenRiggefuler
Protein Ladder” Standards sind in kDa.

Die gewonnen ,rohen* LPS-Proben der Stamme UTI89G1EE5, UTI8%Agalu und
UTI89Awaal wurden mit Hilfe des Purpald Reagenz vermessen zurd Stimulation von
Makrophagen in einer Konzentration von 500 ng/nmimendet (Abb. 34).

Sowohl nach 3 h als auch nach 5 h konnte kein Wodtérd in der TNF-Antwort der
Makrophagen gegenuber den ,rohen* LPS-Proben dé89UWildtyps und der beiden Mutanten
festgestellt werden. Die Antwort war in allen dFéillen recht stark und Ubertraf sogar die der
ssohen” LPS-Proben voik. coli K12 MG1655. Nach 5 h wurden Zytokin-Konzentrationen
Uber 2.000 pg/ml TNk mit Proben aller drei Stamme erreicht. Da zuvaregg wurde, dass in
den nicht denaturierten, ,rohen” LPS-Proben zetkiRroteine vorhanden sind, konnte in diesem
Versuchsansatz kein Einfluss auf die Zytokin-Aussiting durch LPS assoziierte, zellulare

Faktoren nachgewiesen werden.
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ENDOTRAP® LPS
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Abbildung 34: TNF-a-Ausschittung bei Makrophagen-Stimulation mit ,rohem” LPS

Stimulation von J774A.1 Makrophagen mit ,rohem*,etitENDOTRAF HD Saulen angereichertem LPS. Das
.fohe* LPS inklusive daran gebundener, zellularaktbren der Stamme UTI89, UTI&8alU, UTI89Awaal und
MG1655 wurden in einer Konzentration von 500 ngilden Makrophagen gegeben. Die TaHAusschittung
wurde anschlieBend mittels ELISA nach 3 h und & lWberstand quantifiziert.

4.4.10. Makrophagen Stimulation mit steril filtriertem Kulturiiberstand

Bakterien kdnnen auch durch die Sekretion von HEfiek Einfluss auf Zielzellen nehmen (Saier,
Jr., 2006). Ob der UPEC-Stamm UTI89 auf die Immimwart der Makrophagen durch
sezernierte Proteine beeinflusst, sollte in Expenitan mit bakteriellem Kulturiberstand geklart
werden. Dafur wurden die Stamme UTI89, UTAgalU, UTI89AgalU + pWKS30-galU und
MG1655 in LB Medium kultiviert und anschlieRend déulturiiberstand steril filtriert und in
einem Volumen, das einer MOI von 50 entspricht, dief Makrophagen gegeben. AuRerdem
wurde jeweils eine Charge des sterilen Uberstae#teant, um potentielle Proteineffektoren zu
zerstéren und somit deren potentiellen Einflusquantifizieren.

Nach einer Inkubationszeit von 5 h war bei Verwergluder Uberstande von UTI89,
UTI89AgalU und UTI8AgalU + pWKS30-malU kein Unterschied in der Zytokin-Antwort der
J774A.1 Makrophagen zu erkennen (Abb. 35). Die DiNkenzentrationen dieser Ansatze
waren jeweils mit Werten von ca. 1.500 pg/ml bi®@@g/ml TNFe sehr hoch, unabh&ngig von
einer vorausgegangen Hitzebehandlung der UberstaAdeammengefasst konnten keine
Hinweise darauf gefunden werden, dass der UPEC+8tdTI89 Effektoren in seine Umgebung

sezerniert, die die Immunantwort der Makrophagenpfén.
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J774A.1 Stimulation durch sterile Kulturiiberstande
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Abbildung 35: Makrophagen-Stimulation mit sterilem Kulturiberstand

Stimulation von J774A.1 Makrophagen mit steril rfdtten Uberstand der Stamme UTI89, UTA8QIU,
UTI89AgalU + pWKS30-galU und MG1655. Die sterilen Kulturiberstdnde wurdetweder unbehandelt oder
hitzebehandelt verwendet. Sie wurden in einem Velurquivalent zu einer MOI von 50 zugegeben undrtiE-
a-Ausschuttung nach 5 h mittels ELISA quantifizieur Kontrolle dienten unbehandelte Makrophagenr ode
Makrophagen, zu den 026:B6 LPS (500ng/ml) oder L&iMm gegeben wurde.

4.4.11. Versuche mit AuRenmembranvesikeln

Gramnegative Bakterien produzieren wahrend ihresh&tams AuRenmembranvesikel (OMV),
die eine Vielzahl von Funktionen Ubernehmen kon(anet al., 1998). Auf diesen OMVs
befinden sich neben Lipopolysacchariden auch Platigide und AuRenmembranproteine (Zhou
et al., 1998). Somit bilden OMV zu einem gewisseradsdie Oberflache des jeweiligen
Bakteriums ab.

In den folgenden Versuchen sollte deshalb der Freglgegangen werden, ob die Produktion
von OMVs des Stamms UTI89 durch die Deletion galJ- oderwaal-Gens beeinflusst wird.
Uberdies sollte gepriift werden, ob OMVs der Mutagitee starkere Zytokin-Ausschiittung im
Makrophagenmodel verursachen als OMVs des Wildtyps.

4.4.11.1. Bestimmung der Konzentration von Auf3enmebpnanvesikel in der UTI89 Kultur
durch FACS-Analyse
Die Menge der produzierten OMVs wurde direkt ausndé&berstand der wachsenden

Bakterienkultur nach jeweils 3 h und 5 h bestimfuir Quantifizierung der OMV-Konzentration
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wurde die Durchflusszytometrie nach der von Wiesteal. beschriebenen Methode verwendet
(Wieser et al., 2014).

Die Konzentration der gemessenen OMVs lag beim WpkEtamm UTI89 bei ca. 2.500
OMV/ul nach 3 h und ca. 6.700 OMM/nach 5 h (Tab. 8). Die Stamme UTI8$alU und
UTI89Awaal wiesen nach derselben Wachstumszeit eine vergl@ienOMV-Konzentration im
Kulturmedium auf, so dass kein Einfluss der Deletider GenegalU und waalL auf die

Freisetzung von OMVs festgestellt werden konnte.

Tabelle 8: OMV Konzentrationen
Konzentrationsbestimmung von OMVs in LB Medium na8hh und 5 h Wachstum der Stdmme UTI89,
UTI89AgalU und UTI8Awaal.

Zeit UTI89 UTI89AgalU UTI89Awaal
3h 2578 OMVl 2283 OMVpul 2490 OMVl
5h 6763 OMVA 6783 OMV Ll 6700 OMV{ul

4.4.11.2. Stimulation der Makrophagen mit AuRenmemianvesikeln

Die Immunogenitat der OMVs wurde im néchsten SthritMakrophagenmodel getestet. Daflir
wurden OMVs durch Ultrazentrifugation geerntet unittels Durchflusszytometrie quantifiziert.
Diese OMVs wurden anschlieend den Makrophagenirier endkonzentration von 2.500
OMV/ul und 5.000 OMVil zugesetzt und die TN&-Antwort nach 5 h quantifiziert. Hohere
OMV-Endkonzentrationen wurden in dem Makrophagemshoitht getestet, da bei der OMV-
Ernte keine hohere Ausbeute erzielt werden konnten.

Die Makrophagen antworteten auf die jeweilige Zwgatbter OMVs mit einer starken
Ausschittung von TNl Aul3erdem konnte bei der Zytokin-Antwort kein sfdganter
Unterschied festgestellt werden, unabhangig dasbrdie OMVs von UTI89 oder UTI8@@alU
stammten (Abb. 36).
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Stimulation mit OMVs
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Abbildung 36: Stimulation der Makrophagen mit AuRenmembranvesikel

Stimulation von J774A.1 Makrophagen mit isoliert®@MVs der Stamme UTI89 und UTI3galU. Die OMVs
wurden in einer Endkonzentration von 2.500 OMN¢blaue Balken) und 5.000 OM\{d/(rote Balken) zu den
Makrophagen gegeben und die TNfAntwort nach 5 h mittels ELISA quantifiziert. Ireldlen Ansétzen diente 500
ng/ml LPS (026:B6) als Positivkontrolle und mit Gamicin (10 ul/ml) versetzte Makrophagen als
Negativkontrolle.

4.4.12. Co-Inkubation der Makrophagen mit inaktivierten Bakterien

Nach Versuchen mit reinem und ,rohem* LPS, sowi¢ @MVs, wurden als Nachstes die
immunmodulierenden Eigenschaften von abgetotetéseBan analysiert. Inaktivierte Bakterien
sind deshalb besonders interessant, weil das LEES mativ in der Zellmembran eingebettet ist
und dadurch den Makrophagen in einer naturlichemfétonation angeboten wird. Fir die
Inaktivierung der Bakterien wurden zwei verschiededethoden gewahlt, zum einen die
Hitzeinaktivierung und zum anderen die Inaktiviegunit Formalin. Bei der ersten Methode ist
mit einer Zerstérung der Integritat des Bakterimagechnen, wahrend durch die Fixierung mit
Formalin die Struktur der auf3eren Hulle des Baltes weitestgehend intakt bleibt. Bei beiden
Methoden sollte dennoch das LPS in der Zellmemhtasa Bakteriums in seiner nativen
Konfiguration verankert bleiben.

4.4.12.1. Co-Inkubation mit hitzeinaktivierten Bakterien
Fir die Stimulationsversuche mit hitzeinaktiviert@akterien wurde die Bakterienkultur geteilt
und eine Charge durch Kochen bei 100°C abgetoadiende und abgetdtete Bakterien wurden
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im Anschluss in parallelen Ansétzen in einer MOh\&®) zu den J774A.1 Makrophagen gegeben
(Abb. 37).

Bei Infektionen mit nativen Bakterien war, wie bsdeschrieben, ein signifikanter Unterschied
zwischen UTI89 und UTI8&%galU zu erkennen. Im Gegensatz dazu war die ZytokirwArit
gegenuber den gekochten Bakterien mit ca. 2.000IpoNF-a bei allen verwendeten Stdmmen

etwa gleich stark ausgepragt.

Hitzeinaktivierte Bakterien
3000
2500
EUTISY
2000 = UTI894galu
TNFa . ooh UTI89Awaal
[pg/mi]
EMG1655
1000
u LPS (026:86)
500 mJ774A.1
i}
nativ hitzeinaktiviert

Abbildung 37: Co-Inkubation der J774A.1 Makrophagen mit hitzeinakivierten Bakterien

Die Bakterien der Stamme UTI89, UTI8§alU, UTI89Awaal und MG1655 wurden in einer MOI von 50 entweder
nativ oder hitzeinaktiviert zu den Makrophagen dpge Die Quantifizierung der TNé-Ausschittung erfolgte nach
5 h mittels ELISA. Unbehandelte sowie mit 500 ng/bRS (026:B6) stimulierte Makrophagen dienten als
Kontrolle. Die TNFea-Konzentrationen der Proben mit nativen UTI89 uatvwen UTI8galU waren signifikant®

< 0,001) unterschiedlich, was mit einem Sterncharkiart wurde.

Somit verliert der Wildtyp-Stamm UTI89 durch die tk#behandlung seine Fahigkeit zur
Beeinflussung der Immunantwort und verursacht d@inelich hohe Zytokin-Ausschittung wie
einE. coliK12 oder die beiden Mutanten UTI8§alU und UTI8%waal

4.4.12.2. Co-Inkubation mit Formalin-fixierten Bakterien

Infektionen mit Formalin-fixierten Bakterien folgteeinem analogen Versuchsablauf wie jene
mit hitzeinaktivierten Stammen. Statt mit Hitze @en die Bakterien fur eine halbe Stunde mit
3,7% Formalin abgetttet und nach 3 Waschschritterdem Makrophagen co-inkubiert (Abb.

38).
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Formalin fixierte Bakterien
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Abbildung 38: Co-Inkubation von J774A.1 Makrophagenund Formalin-inaktivierten Bakterien

Bakterien der Stamme UTI89, UTI88alU, UTI89Awaal und MG1655 wurden fiir 5 h in einer MOI von 50 den
Makrophagen zugesetzt. AnschlieRend wurde die @MBnzentration des Uberstands durch ELISA ermitt&ls
Kontrolle dienten unbehandelte Proben und mit 5fnhLPS (O026:B6) stimulierte Makrophagen. Der #igante
Unterschied P = 0,012) zwischen den Proben mit nativen UTI89 unadiven UTI8%AgalU wurde durch ein
Sternchen markiert.

Interessanterweise verlor der UTI89 Wildtyp-Stamumhadurch das Abtoten mit Formalin seine
Fahigkeit, die TNFa-Ausschuttung der Makrophagen abzuschwéachen. Dasingofern
bemerkenswert, da die aul3ere Hille der BakterieddyeFormalin-Behandlung intakt bleibt und
das UTI89-LPS mit dem kompletten O-PS auf natldictWeise in der Aul3enmembran
prasentiert bleibt. Alle mit Formalin-fixierten $téne riefen TNFa-Konzentrationen von utber
1.600 pg/ml im Infektionsversuch hervor und warems gleichermal3en stark stimulierend flr

die Makrophagen.
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Der Harntrakt ist ein, unter nicht pathologischeediBgungen, steriler Bereich, in dem viele,
sowohl passive als auch aktive Abwehrmechanismegergeeine bakterielle Besiedlung
vorhanden sind. UPEC sind allerdings gut angepassiehoch spezialisierte Pathogene, die es
durch die Expression verschiedener Pathogenitdtstak bewerkstelligen, in diesem
anspruchsvollen Habitat Fu3 zu fassen (Bien et28l2). Die UPEC-Infektion selbst ist dabei
ein komplexer Prozess, der akute und chronischesdphdurchlauft kann und sich sowohl
extrazellular wie auch intrazellular abspielt (Hannet al., 2012). Eine breite Palette von
Pathogenitatsfaktoren erméglicht UPEC die Anbindanglas Wirtsgewebe, die Gewinnung von
Eisen, die Schadigung des Blasenepithels und aiecBekinflussung oder Unterdriickung der
Immunantwort des Wirtes (Wiles et al., 2008; Yamtond®007). UPEC-Isolate sind aber
Uberraschenderweise sehr heterogen, sodass b®iggsd verschiedene Strategien der
Immunmodulation bekannt sind. Das Zusammenspiel dgweils vorhandenen
Pathogenitatsfaktoren ist daher besonders wickitiggine erfolgreiche Infektion (Hannan et al.,
2012; Sivick and Mobley, 2010).

Viele Studien uber die Entstehung von HWIs durch EGQP beschreiben verschiedene
Pathomechanismen (Yamamoto, 2007). Dennoch istdgeren Bereich der molekularen
Funktionsweise noch einiges unbekannt, bedingt ldui® Vielzahl und Komplexitat der
Pathogenitatsfaktoren. In Zeiten zunehmender Agctikaresistenzen ist es daher besonders
wichtig, weitere Details der UPEC-Pathogenitadtsmaecdmen zu identifizieren (Hannan et al.,
2012), um mdgliche neue Therapieansatze entwickekonnen.

Diese Arbeit befasst sich deshalb insbesondere deit Frage, welche molekularen und
genetischen Faktoren fur UPEC wichtig sind, um diesnunsystem zu ihren Gunsten
manipulieren zu kénnen und somit eine erfolgreiktiektion zu etablieren. In frGheren Studien
wurde in UPEC bereits eine neue Gruppe TIR-Domabemhaltender Proteine (Tcp)
beschrieben, welche die MyD88 abhéngige Signalkdeskan TLRs blockieren konnen (Cirl et
al., 2008). Diese Proteine kommen nicht nur Beicoli (TcpC), sondern auch bei anderen

bakteriellen Spezies, wie etaucella melitensigTcpB), vor (Cirl et al., 2008).
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Untersuchungen tber die Verbreitung von TcpC zeijgiass einer Vielzahl von UPEC-Isolaten
das Protein fehlt. So wurde TcpC beispielsweise ber etwa 50% von Pyelonephritis-
assoziierten Isolaten nachgewiesen (Schubert,2Gil0). Uber dies konnte beobachtet werden,
dass viele TcpC-negative UPEC-Isolate - wie beispieiseE. coli UTI89 - dennoch die TNF-a-
Freisetzung aus Makrophagenvitro verringern (Prof. S6ren Schubert — miindliche Mittey).

Das bedeutet, dass diese Isolate mittels bislabgkamnter Pathomechanismen in der Lage sind,
die Immunantwort zu dampfen. Aus diesem Grund widnsech diese Arbeit def. coli Stamm
UTI89, um die Frage zu klaren, welche Mechanismen Immunmanipulation durch TcpC-
negativeE. coli beitragen.

5.1. UTI89 verringert aktiv die Immunantwort von Makrophagen

In der vorliegenden Arbeit demonstrierten wir ztiedlass der UPEC Stamm UTI89 im Vergleich
zu dem nicht pathogeneB. coli K12-Stamm MG1655 bei einer Infektion von J774A.1
Makrophagen eine signifikant verringerte Zytokins&ahittung zur Folge hat. Diese Reduktion
der TNFe-Ausschittung kann entweder auf einem passiveneBspzverursacht durch eine
schlechtere Wahrnehmung der UPEC durch die Makiggrhaoder einem aktiven Prozess,
bedingt durch eine UPEC-vermittelte Manipulatiom Makrophagen, basieren. Um diese Frage
zu klaren, stimulierten wir die Makrophagen rfit colrLPS vor der Co-Inkubation mit den
Versuchsstammen. Da dennoch eine signifikante Regulder TNFe-Ausschittung durch
E. coli UTI89, aber nicht bek. coli MG1655 zu beobachten war, gehen wir von einenvehti
Immunmodulation durch den UPEC Stamm aus.

Daten anderer Arbeitsgruppen weisen auch auf draunmodulationsfahigkeit von UPEC hin.
So wurde etwa eine verringerte Ausschittung vo® WAd IL-8 durch Blasenepithelzellen, in
Folge einer Infektion durch UPEC, im Vergleich afektionen mitE. coli K12 beobachtet
(Billips et al., 2007; Hilbert et al., 2008; Hundtaet al., 2005). Auch hier bestand die
Immunmodulation fort, trotz einer LPS-Vorstimulatialer Blasenepithelzellen (Hunstad et al.,
2005). Weiterhin wurde ein EXPEC-Stamm untersudét, die Zytokin-Antwort (TNFe, IL-8
und IL-18) von Makrophagen senken kann (Selvaraj and Presad&005). Um einen
ausgepragten immunmodulierenden Effekt zu erhalt@n,in unseren Experimenten eine relativ

hohe Infektionsdosis von 50 Bakterien pro Makrogmagotwendig. Allerdings bendétigten auch
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andere Arbeitsgruppen hohe MOIls, z.B. eine MOI voimdestens 40 Bakterien pro Zelle
(Hunstad et al., 2005), um aussagekréftige Ergebnis ihren immunologischen Studien zu
erhalten. Eine MOI 50 entsprach einer Keimlast wan 4 x 16 KBE/ml, eine solche hohe
Bakterienzahl ist bei einem HWI durchaus mdglicle wine Studie zeigt, bei der die Halfte der
untersuchten HWI-Patienten Keimzahlen von mehrlais 1¢ KBE/ml aufwies (Caron et al.,
2015).

5.2. Die GenepurL und galU verhindern Immunmodulation durch UTI89

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eircigieter Knockout der GenaurL und galU
zu einem Verlust der Immunmodulation des UPEC-Starffil89 an J774A.1 Makrophagéan
vitro fuhrt. Dies wird durch die signifikant erhdhte TNFAusschittung der Makrophagen
deutlich, die eine Infektion der Mutanten im Geggmszum Wildtyp-Stamm auslést. Die
erfolgreiche, plasmidale Komplementation der beid8en-Deletionen fuhrte jeweils zur
Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotyps und vedfizsomit den beobachteten Effekt. Diese
Ergebnisse bestatigen die Beobachtungen der Traosgdutagenese des UPEC-Stammes
NU14, die in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrtdemr Dort fihrten Transposon-Insertionen
in die GenegalU und purL ebenfalls zu einer Reduktion der IL-6-Zytokin-Amiy in vitro
(Christiane Hoffmann, nicht publizierte Daten). Sokonnte der Verlust der Immunmodulation
durch die Deletion der Gem@alU und purL in zwei UPEC-Stdmmen in jeweils unabhangigen
vitro Studien bestatigt werden.
Unsere Studien bringen zum ersten Mal die beideme@arL und galU mit der Fahigkeit zur
Immunmodulation von UPEC in Verbindung. UlgalU ist bekannt, dass eim@alU-Mutante in
Francisella tularensisgem Erreger der Tularamie (einer Zoonose bei NagedHasenartigen),
eine stark verminderte Virulenz aufweist und eineuttich starkere proinflammatorische
Zytokin-Antwort des Wirts verursacht (Jayakar ef 2011).
Studien, die ein@urL-Mutante in anderen bakteriellen Spezies untersmchtonnten ebenfalls
eine Verbindung zwischen der Virulenz der Baktetied purL aufzeigen. So war beispielsweise
die benotigte mittlere letale Dosis v@urL-Mutanten der SpezieBrancisella tularensisum
mehrere Log-Stufen erhdht (Kadzhaev et al., 2088¢h beiBrucella abortuskonnte durch eine
Transposon-Insertion, sowohl ipurL als auch in anderen Purinbiosynthese-Genen, gezeigt
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werden, dass Stamme, die Defizite in der Purinitt®se besitzen, eine deutlich attenuierte

Virulenz im Mausmodell aufweisen (Alcantara et 2004).

5.3. Purin-Stoffwechseldefizit verhindert Wachstum/ Immunmodulation im

Makrophagen-Infektionsmodell

Nachdem der Verlust der Immunmodulation vitro, durch Ausschalten desurL-Gens im
Stamm UTI89, gezeigt wurde, erstellten wir zur W@rung dieser Ergebnisse eine weitere
Purinbiosynthese-Mutante. Dafur deletierten wir @ purM, dessen Genprodukt PurM den
auf PurL nachfolgenden Schritt der Purinbiosynthesalysiert. Mit der entsprechenden Mutante
UTI89ApurM konnten wir anschliel3end sicherstellen, dass @elust der Immunmodulation mit
dem Verlust dede novoPurinbiosynthese zusammenhangt und nicht etwahdiiecLokalisation
der Deletion im Genom oder einem moglichen polakdfekt bedingt ist. Eine derartige
Beeinflussung kann ausgeschlossen werden, da die gsel und purM etwa 75 kb im Genom
des E. coli UTI89 voneinander entfernt liegen. AnschlieRendgdmmen wir mit der
phanotypischen Charakterisierung der PurinbioswattiMdutante UTI88purL. Dabei wurde das
Wachstumsverhalten in Vollmedium, die Biofiimbildyndie Kapselbildung, die Struktur des
LPS, das Hamolyse-Verhalten und die Zytotoxizitét Mutante mit dem Wildtyp verglichen,
ohne dabei einen Unterschied im Phanotyp zu erkenne
Erst die Analyse des Kohlenstoff-Stoffwechsels Hiife des Biolod"-Testverfahrens konnte
Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante aufzeideie Mutante UTI8ApurL hatte bei 23
der getesteten Nahrstoffquellen eine verringertgh@echselrate von mindestens 50%, darunter
besalien sieben sogar eine Stoffwechselrate vorgearesis 30%. Interessanterweise waren diese
sieben Substrate allesamt Saccharide, was auf efimitDder Zuckerverwertung durch dprL
Gen-Deletion schlieen lasst. Die Verfugbarkeittioester Saccharide hat einen potentiellen
Einfluss auf mehrere Pathogenitatsfaktoren, wieaetem Aufbau des LPS (Raetz and Whitfield,
2002) oder der Bildung von Kapseln und Biofilmenu(&t al., 2012). Allerdings konnten wir bei
der Analyse dieser Pathogenitatsfaktoren keine nsithtlichen Unterschiede zwischen
UTI89ApurL und dem Wildtyp feststellen. AuRerdem ist es nioldiglich zu unterscheiden, ob
die Zuckerverwertung durch digurL Gen-Deletion gestort wird oder ob die Bakteriereih
Purinmangel mit dem angebotenen Saccharid-Sulsttat iberbricken kénnen und somit ihren
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Metabolismus generell einstellen. Die Tatsaches @dle Substrate zumindest in geringem Mal3
metabolisiert werden konnte, spricht aber gegergeierelles Defizit der UTI&purL-Mutante
beim Stoffwechsel dieser Saccharide.

Die komplementiertegalU- und dempurL-Mutanten wiesen Veranderungen im Stoffwechsel auf,
die weder in Mutante noch im Wildtyp-Stamm festbil waren: Eine neu gewonnene Fahigkeit
zur Verwertung von L-Galactonsduyd-acton, (beiden Kompelmentanten), ein drastischer
Aktivitatsverlust im Metabolismus von Monomethylsutat und L-Threonin purlL
Komplementation). Diese Auffalligkeiten konnten deverwendeten Vektor-Kontrollen
zugeschrieben werden. Nur im Fall der Verwertung JMcGalactonsaurg-Lacton durch
UTI89ApurL + pMCL200-purL konnte die Vektor-Kontrolle keinen Aufschluss gebda die
generelle Stoffwechselaktivitat des verwendetem8tas sehr gering war. Da fiur den pWKS30-
Vektor aber ein Zusammenhang gezeigt werden korsiteahe liegend, dass es sich um einen
analogen Mechanismus handelt.

Die interessanteste Beobachtung machten wir atigsdials wir die Zellzahlen von UTI89 und
UTI89ApurL nach fiinfstindiger Co-Inkubation mit J774A.1 vesgén. Die KBE/ml der
UTI89ApurL-Mutante waren nur geringfigig hoher als die eiegge Konzentration,
wohingegen die KBE/ml des Wildtyps um mehr als elmmy-Stufe angewachsen waren.
Aufgrund dieser Beobachtung untersuchten wir dash&tam von UTI883purL in dem fir die
Infektionsversuche der Makrophagen bendtigten Madi(RPMI, DMEM). Dabei wurde
offensichtlich, dass die Purinbiosynthese-Mutanten diesem Purin-armen Medium, im
Gegensatz zum Vollmedium, anfénglich geringfugigéschstum zeigten und die Zellzahl dann
stagnierte. Das Wachstum von UTMfurL konnte sowohl durch plasmidale Komplementation
als auch durch die Supplementierung des Mediumgh, einem spéten Metabolit der Purin-
Biosynthese, wiederhergestellt werden. Aul3erdefehesich durch Zugabe von IMP bei den
Makrophagen-Infektionen ebenfalls das Wachstumdiadmmunmodulation von UTI8%urL

auf das Niveau des Wildtyps bringen. Das komplehmstellen des Wachstums der
Purinbiosynthese-Mutanten in einer Purin-armen Wngg, spricht dafur, dass essentielle
Stoffwechselprozesse gestért sind. Weil Purine d&edeutende Rolle bei der Synthese von
Nukleotiden, den Grundbausteinen der DNA und RN#elen (Zhang et al., 2008), wirkt sich
eine Purin-Knappheit auf die Transkription und dodi¢ Proteinbiosynthese der Bakterien aus.
Dadurch wird wahrscheinlich die Expression wichtigéirulenzfaktoren von UTI88purL

verringert oder komplett verhindert. Die Purinbiohese-Mutanten wurden allerdings in einem
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hohen Uberschuss (MOI 50) zu den Makrophagen gegebd sind auch am Ende der Co-
Inkubationszeit von funf Stunden vital. Sie konader interessanterweise trotzdem die Zytokin-
Ausschittung nicht vermindern. Diese Beobachtumiglspdafir, dass fur die Verringerung der
Immunantwort aktive Fahigkeiten und nicht passivgeBschaften, wie etwa die Bildung einer
Kapsel oder die Zusammenstellung der dulReren Higée UPEC, von Bedeutung sind. Es ist
davon auszugehen, dass passive VirulenzfaktorenZaitpunkt der Uberfiihrung in die Purin-
arme Umgebung bereits voll ausgepragt sind. Deshkallten sie durch die Einstellung der
Proteinbiosynthese und des Wachstums nicht so $tioffen sein, wie beispielsweise die
aktive Synthese und Sekretion eines Toxins. Welhelenzfaktoren letztendlich konkret
eingeschrankt und fur den Verlust der Immunmodaitation UTI8QpurL verantwortlich sind,
konnte in dieser Studie nicht geklart werden unttes@egenstand zukiinftiger Untersuchungen

sein.

5.4. LPS-Strukturanderung  sind malgeblich am  Verlus der

Immunmodulation von UTI89AgalU beteiligt

Da wir einen Verlust der Immunmodulation des StasimdTI89 im Makrophagen-
Infektionsversuch durch eine Deletion des GeadU festgestellt hatten, fihrten wir eine
Charakterisierung des entsprechenden Stammes dukbfr. untersuchten mehrere
Virulenzfaktoren, wie die Bildung von Kapseln unibiimen sowie die Zytotoxizitat und das
Hamolyse-Verhalten. Dabei war allerdings kein Ustthred zwischen Wildtyp und Mutante
festzustellen. Dass die Gen-Deletion \galU in UTI89 keinen Einfluss auf die Kapselbildung
hatte, Gberraschte uns, da bereits fur mehrerebelktn Spezies wiStreptococcus pneumoniae
(Bonofiglio et al., 2005) undlebsiella pneumonia¢Chang et al., 1996) ein Zusammenhang
zwischen GalU und der Bildung einer Kapsel besblemewurde. Entweder kann der verwendete
UPEC-Stamm seine Kapsel ohne die Verwendung von -Gieose erstellen, oder die
verwendete, Farbemethode war nicht sensitiv genaog,den Unterschied darzustellen. Wenn
man allerdings in Betracht zieht, welche heterogengpe alleine UPEC innerhalb der Spezies
E. coli darstellen (Hannan et al.,, 2012), ist es durchadglich, dass das GegalU, im

Gegensatz zu anderen bakteriellen Spezies, keindluds auf die Kapselbildung von UTI89
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nimmt. Au3erdem konnte die Présentation des Kl-&lapsigen bei der Mutante UTIgalU
durch einen Latex-Agglutinationstest bewiesen werde

Im Zuge der Charakterisierung von UTIR#alU wurde ebenfalls der Kohlenstoff-Stoffwechsel,
unter Verwendung der BioldY-Technik, analysiert. Dabei konnten elf Substratmittelt
werden, bei denen UTI&@alU ein Stoffwechseldefizit aufwies. Bei sieben dieSabstrate war
keinerlei metabolische Aktivitdt festzustellen. Vomliesen Substraten konnte die
Stoffwechselaktivitat bei sechs erfolgreich durdnbengen des Plasmids pWKS3gaU
wiederhergestellt werden. Weiterhin konnten diesebenn Substrate keiner einheitlichen
Stoffklasse zugeordnet werden, da sich darunter Amenosauren, drei Saccharide und zwei
Substrate aus der Klasse der .kleinen Molekile“abdén. Dadurch ist es schwierig einen
zugrundeliegenden, gemeinsamen Mechanismus zunfiléglicherweise wird die Aufnahme
dieser Stoffe durch eine veranderte Oberflachektstrudes Bakteriums unterbunden, da die
galU-Gen-Deletion Zuckerstrukturen in der Zellwand vd&h coli beeintrachtigen kann
(Genevaux et al., 1999).

In der Literatur finden sich zahlreiche Informator) die einen Einfluss dgalU-Gen-Deletion
auf die Struktur des LPS vermuten lassen (Boeds. €2001; Genevaux et al., 1999; Nesper et al.,
2001). Die Farbung des LPS von UTAKfaIU zeigte auch einen Verlust des O-PS, der durch
plasmidale Komplementation behoben werden konmeGEegensatz dazu wurde aber bei der
SpeziesFrancisella tularensisine verminderte Virulenz und eine erhohte Zytokimtwort ,
aber kein Verlust des O-PS als Folge einer MutatiesgalU-Gens festgestellt (Jayakar et al.,
2011). Um daher den Einfluss des O-PS von UTI8Xdaifmmunmodulation von Makrophagen
weiter zu analysieren, erstellten wir Mutanten, eteexklusiv LPS-Synthese Gene fehlen, ohne
dass dadurch andere zellulare Stoffwechselprodessatrachtigt sind, wie es bei dgalU Gen-
Deletion der Fall ist. Diesen Mutanten fehlt enteledas O-PS (UTI89waal) oder das O-PS
und zusatzlich der &uReren LPS-Kern (UNRN8@aQ. Beide Mutanten verursachten im
Makrophagen-Infektionsmodell eine signifikant ert@®ANF-o-Zytokin-Antwort, was ebenfalls
den Verlust der Immunmodulation zeigt. Eine Mutatides O-PS-L&ngenverhéltnisses bei der
Mutante UTI8%Id::cm hatte hingegen keine erhéhte Zytokin-Ausschittang Folge. Das
verdeutlicht weiterhin, solange das LPS ein O-PSithe ist die Immunmodulation des UPEC
nicht wesentlich beeintrachtigt, trotz einer ver@men Lange der O-PS Repetition. Das O-PS ist
daher offenbar ein wichtiger Faktor fiur UPEC, umeeiManipulation der Immunantwort zu

ermoglichen. Diese Daten sind im Einklang mit aede/Arbeitsgruppen, dien vitro bei
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Blasenepithelzellen eine deutliche Erhdhung def lund IL-8 Antwort feststellen konnten,
verursacht durch ein Fehlen des O{B&ckhed et al., 2001; Billips et al., 2008; Hudst al.,
2005). Unsere Daten komplettieren diese Erkenrgniaslem wir zeigen, dass der Verlust des O-
PS bei UPEC zusatzlich zu Blasenepithelzellen éagihMakrophagen eine erhdhte Zytokin-
Antwort zur Folge hat.

Interessanterweise kommen bei UPEC trotz der gréfs#arogenitat dieser Gruppe nur wenige
O-Serotypen vor (Johnson, 1991). Diese wenigen Ot@gen scheinen bei der Etablierung eines
HWIs von Vorteil zu sein, was zusatzlich die Bedegt des entsprechenden O-PS auf die
Virulenz der UPEC herausstellt. Gemeinsam mit derblipierten Daten runden unsere
Ergebnisse dieses Bild ab und unterstreichen dievRez des O-PS fir UPEC, um gegen das
Immunsystem des Wirts bestehen zu kdnnen.

Intrazellulares Uberdauern in Wirtszellen ist fUPEC eine wichtige Strategie, um der
Immunantwort des Wirts zu entgehen und eine persiside Infektion zu etablieren. An der
Invasion der Bakterien sind verschiedene UPEC-8irak, wie das Adhasin FimH (Martinez et
al., 2000), aber auch Wirtszellstrukturen beteiligie TLR4 (Chassin et al., 2008) ode- und
B1-Integrine (Eto et al., 2007). Nach dem Eindringendie Zelle bilden UPEC IBCs und
reproduzieren sich weiter im Zytoplasma der WillszeFir die Bildung von IBCs scheint
insbesondere die Kapsel der UPEC ein relevantdroBanitatsfaktor zu sein (Anderson et al.,
2010). Die Invasion und Persistenz von UPEC korbmeeeits fir mehrere Zelltypen wie
Blasenepithelzellen (Anderson et al., 2003; Berryale 2009) oder Zellen der Nierengange
(Chassin et al., 2008; Pichon et al., 2009) geasggtden. Unsere Ergebnisse zeigen zusatzlich,
dass UPEC auch in groRBer Zahl internalisiert in Mpkagen iberdauern konnerl (x 10
KBE/ml bei einer MOl von 1 und 5 x 10Makrophagen). Die Anzahl dieser intrazellular
lebenden UPEC ist bei einer Deletion dgslU-Gens signifikant um Uber eine Log-Stufe
verringert. Wir vermuten, dass die Veranderung@eerflachenstruktur, wie das Fehlen des O-
PS, die Ursache fir das verringerte intrazelluoekommen der Mutante UTI8®alU ist, da

sie keinein vitro nachvollziehbaren Wachstumsdefizite besitzt. Rabs®l dieser Vermutung
zeigten etwa Versuche mit Blasenepithelzellen, d#EC-LPS an der Invasion der Bakterien
beteiligt ist (Schilling et al., 2001). Deswegemhte der Verlust des O-PS beispielsweise die
aktive Invasion der UPEC in die Makrophagen od@haleren Uberleben nach der Phagozytose
erschweren. Diese Daten geben allerdings noch kéinéschluss daruber, zu welchem Grad die

Bakterien aktiv in die Makrophagen einwandern odrr den Makrophagen phagozytiert werden
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und im Zytosol Uberdauern. Daher kann auch keinssAge getroffen werden, ob bei der
Mutante UTI8AgalU die Invasionsrate, die intrazellulare Uberlebensdaoder beides
verringert ist. Diese interessanten Fragen konredreid Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein.

5.5. LPS-Struktur nicht exklusiver Faktor der Immun modulation

Nachdem wir bei UTI88galU, UTI8%waalL und UTI8AwaaG eine signifikant starkere
Immunantwort der Makrophagen durch den Verlust dePS-Seitenkette des O18-LPS zeigen
konnten, stimulierten wir J774A.1 Makrophagen mifgereinigtem LPS. Bei der Verwendung
von hoch reinem UPEC-LPS aus dem Labor von Prof. Otto Holst stellten wir
Uberraschenderweise keinen Unterschied in der s&chten TNFe-Ausschittung fest. Somit ist
das LPS der UPEC Stdmme UTI89 und NU14 ebenso asedds apathogenén coli Stamms
026:B6 in einer vergleichbaren Weise hoch immunglignend fiir Makrophagen. Uber die
Immunogenitat von aufgereinigtem UPEC-LPS ist bekatiass es bei Blasenepithelzellen zwar
eine Ausschuittung von IL-6 verursacht, diese abeimaktem O-PS gering ausfallt und die raue
LPS-Form eine deutlich hohere Zytokin-Ausschuttinegvirkt (Backhed et al., 2001). Unsere
Ergebnisse zeigen allerdings eine sehr starke ddRtwort der Makrophagen auf isoliertes
UPEC-LPS trotz intaktem O-PS. Unerwarteterweise di@T NFa-Konzentration hervorgerufen
durch LPS des Stamms UTI89 sogar hoher als die b@a6:B6-LPS, welches als
Positivkontrolle benutzt wurde.
Die Immunantwort gegeniiber UPEC kann durch den @eadAcylierung des Lipid A gesenkt
werden. So kann penta-acyliertes LPS, im Gegerrsatexa-acyliertem LPS, das l&i coli in
der Regel vorkommt, die proinflammatorische ZyteRimsschittung unterdriicken (Backhed et
al.,, 2003; Rallabhandi et al.,, 2008). Aufgrund dehen TNFe Ausschittung durch das
aufgereinigte UPEC-LPS, ist anzunehmen, dass bausicdie lbliche, hexa-acylierte Form von
E. colrLPS handelt, die hoch immunogen wirkt.
In einer weiteren Studie wurde jedoch gezeigt, diess isolierte LPS eines UPEC-Stammes
allein, im Gegensatz zu dem lebenden Bakterienstakeme supprimierende Wirkung auf die
Ausschittung von IL-6 bei Blasenepithelzellen hdilbert et al., 2008). Diese Feststellung
entspricht auch unseren Beobachtungen im Makrophladektionsmodell, da das LPS der
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UPEC sogar eine starkere (UTI89-LPS) oder mindsstgaich starke (NU14-LPS) Zytokin-
Antwort wie das 026:B6-LPS verursachte. Damit wachabei Makrophagen keine Suppression
der Zytokin-Ausschiittung durch reines UPEC-LP Scatich.

Da das reine UPEC-LPS eine starke TiNAntwort der Makrophagen zur Folge hatte, wir aber
einen Einfluss der O-PS-Seitenkette des LPS aufrdirunmodulation des UPEC zweifelsfrei
feststellten, etablierten wir eine sanfte LPS-Acherungsmethode. Durch diese nicht
denaturierende Anreicherung beabsichtigten wirrepatentiellen (Protein-) Faktor, der mit LPS
interagiert und fir die Immunmodulation von Bed@&gtuist, gemeinsam mit dem LPS
anzureichern. So ist etwa bekannt, dass UPEC-H&molyit LPS interagiert, um durch die
Wirkung des LPS-Bindeproteins und CD14 zur Zellmeanbgebracht zu werden, wo es eine
Ostzillation von C&'"-lonen induziert (Mansson et al., 2007). Weiterhinrde berichtet, dass
durch die Wirkung von HIyA die Zytokin-Ausschittunvgn IL-6 und TNFe an Peritoneal-
Makrophagen verringert wurde (Bhushan et al., 20Didse, durch ENDOTRAPHD Saulen
aufgereinigten, ,rohen“ LPS-Proben der UTI89 und MG5 Wildtyp-Stamme, wie auch der
UTI89AgalU- und UTI8Awaal-Mutanten-Stdmme, enthielten deutliche Spuren [Zebu
Proteine. Bei der Stimulation der Makrophagen esefiesich aber sowohl die glatte, wie auch
die raue, ,rohe” LPS-Form der UPEC als gleichermafetent. Daher fiel die hohe TNI--
Antwort gleichmalRig stark aus und entsprach der dssen 026:B6-LPS. In diesem
Versuchsansatz konnte somit kein Einfluss eindslaedn Faktors ermittelt werden, der mit dem
LPS des UTI89 Wildtyp-Stamm interagiert.

Durch die Zugabe von steril filtriertem Kulturibinsd sollte zusatzlich analysiert werden, ob
der UPEC-Stamm UTI89, im Gegensatz z&mcoli K12-Stamm MG1655 oder den UTI89-
Mutanten, Wirkstoffe in ihre Umgebung abgeben, Wwelcdie Zytokin-Ausschittung der
Makrophagen dampfen. Es ist beispielsweise bekaiass LPS durckEnterobacteriacea@ die
Umgebung abgegeben wird (Mattsby-Baltzer et aB1)}9Der Grad und die Art der LPS-Abgabe
und somit auch die Wirkung auf die Makrophagen kénrsich etwa durch den Verlust des O-PS
andern. Wir beobachteten allerdings, dass die Kilierstande des UPEC wie auch die von
E. coli K12 und der Mutanten die Makrophagen zu einekstaif NFe-Ausschittung anregten.
Die Zytokin-Antwort verursacht durch den Kulturibend von MG1655 war zwar geringfiigig
starker als durch den des UTI89-Stammes, allerdimgst signifikant. Auch die Deletion der
Gene galU und waal zeigte keine Auswirkung auf die Starke der gemmess TNFa-

Konzentration. Weiterhin hatte eine zusatzlichezétiehandlung der Kulturiiberstande keinen
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Einfluss auf die Zytokin-Antwort der Makrophagenatr ist anzunehmen, dasscoli UTI89
keine immunmodulierenden Effektoren in ihre Umgebuabgeben. AulRerdem konnte kein
Einfluss auf die Immunmodulation vda. coli UTI89 im Kulturiiberstand festgestellt werden,
weder durch das Abscheren von LPS noch durch aune bzw. glatte LPS-Struktur. Vermutlich
ist ein direkter Kontakt des UPEC mit den Makromraqotig, damit deren Immunantwort
gedampft werden kann.

Eine weitere Moglichkeit das immunogene Potentel Bakterienoberflache zu Uberprufen, ist
die Analyse und Verwendung von AulRenmembranvesikV). OMVs entsprechen der
Bakterienoberflache aus der sie sich abschnurtdrbamhalten zusatzlich noch Bestandteile des
Periplasmas (Kulp and Kuehn, 2010). Zuerst quaigifien wir die OMV-Produktion von UTI89
und der Mutanten UTI8alU und UTI8Awaal, wobei wir keinen Unterschied in der
Freisetzung von OMVs feststellen konnten. UnteriBksichtigung einer Zellzahl von etwa
150.000 KBEJI, die eine 0,5 ORyonm Kultur des Stammes UTI89 bereits aufweist, erserei
die gemessenen OMV-Werte von ca. 6.700 OM\MIs eher gering. Die Produktion von OMVs
scheint daher bei UTI89 kein relevanter Faktoreua.sDurch die niedrige OMV-Produktionsrate
gestaltete es sich aul3erdem als schwierig, genug<dlit die Stimulation der Makrophagen zu
ernten. Die OMV-Produktion voR. coli kdnnte durch eine Mutation dedA-Gens, das fur ein
Protein in der inneren Plasmamembran kodiert, @gygerverden, um eine ausreichende OMV-
Menge zu erhalten (Bernadac et al., 1998). Allgsliwurde durch die Mutation dieses Gens
auch eine fehlerhafte Prasentation und Polymeoisates O-spezifischen LPS [&eicoli gezeigt
(Gaspar et al., 2000; Vines et al., 2005). Sonitdisse Methode zur Erhéhung der OMV-
Ausbeute fir diese Studie nicht praktikabel. Beai deschlielBenden Stimulation der J774A.1
Makrophagen riefen sowohl die OMVs des Wildtyp-StesnUTI89 als auch die OMVs der
Mutante UTI8%galU eine starke und vergleichbar hohe T&HAusschittung hervor. Folglich
verursachten auch die OMVs mit glattem LPS keinduRgon der Immunantwort, was erneut
demonstriert, dass das O-PS nicht der einzigeaateaktor der Immunmodulation ist.

Da wir nur bei lebenden UPEC mit intaktem O-PShnaber bei isolierten Bakterienteilen, eine
Modulation der Immunantwort der Makrophagen zeigennten, untersuchten wir inaktivierte
Bakterien. Zur Inaktivierung wurden die Bakterieniveeder mit Hitze oder Formalin behandelt.
Es wurden zwei verschiedene Methoden verwendet{atzhen die Bakterienhtlle aufbricht,
Formalin im Gegensatz dazu aber die &ufRere Huidiertfi und weitestgehend intakt lasst.

Formalin reagiert mit primaren Aminen und quervé&heiese (Thavarajah et al., 2012), daher
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ist keine Veranderung der LPS-Struktur zu erwarntiendiese aus Sacchariden besteht. Formalin-
fixierte Bakterien bieten das LPS somit in seinatUrlichen, unveranderten Verankerung in der
AuRenmembran an. In friheren Studien wurden Fomigdierte E. coli bereits verwendet, um
beispielsweise die Zytokin-Ausschuttung von Epite#én der Harnwege zu charakterisieren
(Agace et al., 1993; Hedges et al., 1992). BeiatieStudien spielte aber die Immunmodulation
derE. col-Stdmme keine Rolle. Unsere Messungen zeigten wesidritzeinaktivierten noch bei
Formalin-fixierten UPEC eine Immunmodulation, unabgig vom rauen oder glatten LPS-Typ.
Die gemessene Zytokin-Ausschittung war durchwegg& stusgepragt und sowohl beim Wildtyp
UTI89, MG1655 und den Mutanten UTI8§alU und UTI8Awaal vergleichbar hoch. Das zeigt
abermals, dass der alleinige Verlust des O-PS #s0UStammes nicht der alleinige Grund fur
die Immunmodulation sein kann. Ansonsten wéare bei ormalin-fixierten Wildtyp UPEC mit
einer intakten Hille und einer nativen Aul3enmemifarankerung des LPS eine verringerte
Zytokin-Ausschittung zu erwarten gewesen. BeratisBdasenepithelzellen wurde ein Verlust
der Immunsuppression durch Hitzeinaktivierung d&EQ beschrieben (Hunstad et al., 2005).
Unsere Studien bestatigen diese Ergebnisse audddkrophagen und zeigen zuséatzlich, dass
dies auch auf Formalin-inaktivierte UPEC mit inexkHUlle zutreffend ist. Weiterhin kbnnen wir
die Hypothesen von Hilbert et al. im Rahmen ihregebnisse an Blasenepithelzellen bestéatigen
(Hilbert et al., 2008), Sie nahmen an, dass die umsuppression von UPEC wahrscheinlich ein
aktiver Prozess ist, der den Metabolismus der Bigktdoendtigt. Auch unsere Ergebnisse mit
den inaktivierten UPEC ebenso wie mit der MutanfBl89ApurL konnten zeigen, dass ein

intakter Metabolismus essentiell fir die Immunmeadioh von UPEC ist.

5.6. Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Gegm&L und galU auf den Verlust der
immunmodulatorischen Fahigkeiten des UPEC-Stammd&$89J zu ermitteln. Durch die
Charakterisierung dieser Mutanten sollten weiterdi;m Mechanismen aufgedeckt werden, die
der UPEC-Immunmodulation zu Grunde liegen. Dabeainke gezeigt werden, dass sowohl
UTI89ApurL als auch UTI8AgalU in vitro zu einer signifikanten Reduktion der TNF-
Ausschittung, bei einer Co-Inkubation mit J774A.akkbphagen, fuhrten. Die Deletion des

Purinbiosynthese-GepurL flihrte zu einer Verhinderung des bakteriellen Vgaaims und somit
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des Metabolismus unter Purin-limitierenden Umsténdée sie beimn vitro Infektionsversuch
gegeben sind. Diese Ergebnisse wurden durch -eingereve Purinbiosynthese-Mutante,
UTI89ApurM und Supplementationsversuche mit IMP bestatigts®idemonstrieren, dass trotz
deutlichem Bakterientberschuss (MOI 50) ein intal¥eetabolismus unerlasslich ist, um die
Immunantwort der Makrophagen zu manipulieren. Dieallxse dergalU Deletions-Mutante
zeigte, dass sie eine raue LPS-Struktur besitztctibwveitere Versuche mit den Mutanten
UTI89Awaal und UTI8AwaaG ebenfalls mit rauem LPS, konnten wir zeigen, dBssVerlust
des O-PS urséachlich am Verlust der Immunmodulatiess UPEC-Stammes beteiligt ist. Diese
Ergebnisse bestatigen auch die Studien andereitégbhgpen dber die Immunmodulation von
UPEC an Blasenepithelzellen (Billips et al., 200Bunstad et al., 2005), was eine
Allgemeingultigkeit unserer Aussagen unterstrei®fgrsuche mit reinem ebenso wie ,rohem*
LPS, Zellkulturiiberstand, AufRenmembranvesikeln wmat allem durch Formalin-fixierte
Bakterien ergaben allerdings, dass das O-PS voi89)Menn auch ein essentieller, dennoch
nicht der alleinige Faktor fir die Reduktion demhiomantwort sein kann. Dieses Ergebnis wird
auch durch Beobachtungen uber die IL-6-Ausschittwan UPEC-LPS stimulierten
Blasenepithelzellen unterstutzt (Hilbert et al.02D Der finale Mechanismus bleibt allerdings
noch unklar und muss Gegenstand weiterer Untersigmusein.

Zusammengefasst konnten wir herausarbeiten, dassclesbei der Immunsuppression durch
UPEC um einen aktiven Prozess handelt, der eint@kten Metabolismus bendtigt und fur den
das O-PS zwar ein eminent bedeutender, nicht aberephzig relevante Faktor ist. Diese
Ergebnisse gestatten weitere Einblicke in die &k&on zwischen UPEC und dem Wirt und

mdogen daher fur zukinftige Untersuchungen hilfresieim.

5.7. Ausblick

Wenn auch die Ergebnisse dieser Studie interesdamiglicke in die Funktionsweise der
Immunmodulation durch UPEC gewahren, liegt ein ketdr Mechanismus noch im Unklaren.
Die Beteiligung weiterer Proteinfaktoren ist anZumen, da nur lebende UPEC mit einem
funktionierenden Metabolismus die Immunantwort d&gts dampfen. Weiterhin sollte in

zukiinftigen Projekten nach Faktoren gesucht werden,entweder mit dem O-PS des LPS

interagieren oder die ein intaktes LPS fur ihrer8gén bendtigen. Obwohl unsere Versuche mit
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.,;sohem“ LPS oder auch OMVs auf die Zytokin-Aussc¢hiig keinen Einfluss eines
Proteinfaktors aufgezeigt haben, kann eine Betailignicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Schliel3lich bieten sich zukiinftige Studien in Vefsstieren an, um zu Gberprifen, ob der Verlust
der Immunmodulationn vitro zu einer Reduktion der Virulenz sowie zu einerdngeren
Kolonisationsrate der Harnwegm vivo fuhrt. Auf lange Sicht ware es winschenswert, dass
durch diese Ergebnisse und kommende Studien, nelstridkturen ermittelt werden, die zur

Entwicklung verbesserter Therapiemdglichkeiten alleem neuen Vakzin fuhren.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Charagierung genetischer Faktoren
uropathogeneEscherichia coliUPEC), welche an deren Modulation der Wirts-Imimimvort
beteiligt sind. UPEC sind die haufigsten Erregeibalant erworbener Harnwegsinfektion (ca.
80%) und mit einer Vielzahl verschiedener Pathagésfaktoren ausgestattet, die eine
Besiedelung des Harntrakts ermdglichen. Einigeitsebekannte Pathogenitatsfaktoren, wie etwa
das ,TIR-Doménen-beinhaltende-Proteioli“ (TcpC) befahigen UPEC die Immunantwort des
Wirts zu verringern. Allerdings liegen viele weger Mechanismen der bakteriellen
Immunsuppression durch UPEC noch im Unklaren.

Diese Arbeit greift auf Daten einer Transposon-Matgese zurlick, die eine Beteiligung des
Purinbiosynthese-GemmirL und des Glucosemetabolismus-GgalJ an der Immunmodulation
vermuten lieBen. Zuerst zeigten wir, dass der UBE®am UTI89 die Ausschittung des
proinflammatorischen Zytokins TNé&-durch J774A.1 Makrophagen im Vergleich z#ncoli
K-12 Stamm MG1655 signifikant reduziert. Im Ansdsu wurden dann gezielte
Deletionsmutanten der beiden Gene im Stamm UTI8&MKr Bei beiden Mutanten konnte eine
signifikant hohere Ausschuittung von TNFbei einer Co-Inkubation mit den Makrophagen
gemessen werden. In beiden Féllen konnte die Getmelplasmidal komplementiert werden.
AnschlieBend wurden beide Mutanten phanotypischratherisiert, um die Mechanismen der
Immunsuppression offen zu legen.

Um einen Einfluss dede novo Purinbiosynthese auf die Immunsuppressions-Fahigie
validieren, wurde eine weitere Purinbiosynthesedvité durch Deletion degurM-Gens
generiert. Diese Mutante zeigte ebenfalls einedugeder Immunsuppression bei Co-Inkubation
mit Makrophagen. Die Analyse der Biofiim- und Kalmeung, der Struktur des
Lipopolysaccharids (LPS) und der Zytotoxizitdt ktenkeine Unterschiede zum Wildtyp
aufzeigen. Die weitere Charakterisierung durch phgnsche Microarrays zeigte allerdings
mehrere, durch dipurL-Deletion verursachte Defizite im Kohlenstoffmetbdmus. Weiterhin
war auffallig, dass die Purinbiosynthese-Mutanten Wachstum im Infektionsexperiment, im
Gegensatz zum Wachstum in Vollmedium, einstelltBarch Zugabe einer Purin-Vorstufe

konnte sowohl das Wachstum, als auch die Fahigkeitmmunsuppression wieder hergestellt
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werden. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass Bdikterien nur bei funktionsfahiger
Purinbiosynthese beféhigt sind die Zytokin-Ausstimig der Makrophagen zu senken, trotz
genereller Lebensfahigkeit und groBem Uberschuss.

Die phéanotypische Charakterisierung dmlU-Deletionsmutante zeigte bei der Biofilm- und
Kapselbildung, ebenso wie bei der Zytotoxizitat wieh Wachstumsraten im Experiment keine
Unterschiede zum Wildtyp. Allerdings waren Defizitbei der Nutzung bestimmter
Kohlenstoffquellen und beim intrazellularen Vorkoemm in Makrophagen erkennbar. Des
Weiteren war ein Verlust des O-Polysaccharids (Q-8S Teil des Lipopolysaccharids des
mutierten Stamms augenscheinlich. Um einen konkr&tessammenhang zwischen dem Verlust
des O-PS und dem Verlust der Immunsuppression zeigen, wurden weitere LPS-
Strukturmutanten durch die Deletion der Geveml, waaG und cld erzeugt. Die Uberpriifung
dieser Mutanten bestétigte, dass ein Totalverlest@-PS nicht aber eine Veranderung der O-
PS-Langenverteilung die Immunsuppression verhind@pbwohl somit die Immunsuppression
mit dem O-PS von UTI89 verknUpft ist, konnte duistliertes LPS des Wildtyp-Stamms UTI89
keine Verminderung der Zytokin-Ausschittung festejisverden. Auch bei Wildtyp-Bakterien,
die mit Hitze oder Formalin inaktiviert wurden, e@se wie durch sterilen Kulturiiberstand
konnte, trotzt unverdndertem O-PS, keine Beeinflngsder ausgeschitteten TNFMenge
gemessen werden. Dieselbe Beobachtung traf aucAufignmembranvesikel mit oder ohne O-
PS zu, wenn Makrophagen damit stimuliert wurden.

Es konnte somit in dieser Arbeit gezeigt werderssdiie Deletion degalU-Gens einen Verlust
des O-PS verursacht, der in einer erhdhten Zytékitwort in vitro resultiert. Interessanterweise
ist die Veranderung der LPS Struktur aber nicht dieinige Grund fir den Verlust der
Immunsuppression, sondern wahrscheinlich ist d&8 hé&r Teil eines Mechanismus, der noch
weiterer Klarung bedarf. Diese neuen Erkenntnisgenten zukinftig helfen, die komplexen

Interaktionen zwischen UPEC und Immunzellen besseterstehen.
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7. Summary

The major topic of this study was the characteioratof genetic factors that enable
uropathogenic Escherichia coflUPEC) to modulate the host immune response. UREChe
most common agent of community acquired urinargttrafections (~ 80%). They possess a
broad variety of pathogenicity factors, which ermabécteria to colonize the urinary tract. Some
of those factors, like the TIR domain-containingtpin coli (TcpC) suppress the host immune
response. But still further immune modulating medsims need to be investigated.

This work is based on the results of a transposamagenesis, which revealed a possible
influence of the purine biosynthesis ggn&lL and the glucose metabolism geyedU on the
immune modulation by UPEC. First, we demonstratsijaificant reduction of the release of the
proinflammatory cytokine TN by J774A.1 macrophages caused by UPEC strain UTI89
Subsequently, we created site-directed deletiorthegburL andgalU genes in this strain. Both
deletion mutants showed a significant increasdéndytokine response when co-incubated with
macrophages. Further, we were able to restore tha-type phenotype by a plasmidal
complementation in both cases. In the next stefh bhutants were phenotypically characterized
to gain insight in the underlying mechanism of irmawsuppression.

In order to confirm an influence of the purine hyiothesis on immune modulation, a further
knockout mutant was created by deleting paeM gene. This mutant also caused an increased
TNF-a response, when co-incubated with macrophageshvgamts out the impact of the purine
synthesis on the immune suppression. Further clesizetion of the capsule and biofilm
formation, as well as the structure of the lipogalgcharide (LPS) and the cytotoxicity could not
reveal any difference between thierL deletion mutant and the wild type UPEC. In corifrise
analysis of the carbon metabolism using phenotypideroarrays showed several deficits in the
metabolism of distinct substrates. Moreover, weaceat significant growth deficits of theurL
mutant grown in the medium of the macrophage irdacassay, despite normal growth in rich
medium. Growth and the immune-suppressive capaditthe wild-type could be restored by
addition of a purine synthesis precursor. Thosalteslearly demonstrate that only UPEC with
an intact purine metabolism could dampen the cy®kelease of the macrophages, even though

the mutants were applied in a vital manner andlarge excess.
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The characterization of thgalU deletion mutants also revealed no differenceshé¢owild-type
regarding formation of biofilms and capsule, aslwsl cytotoxicity and growth. However, we
observed deficits in the use of distinct carbonrsesi and a reduced intracellular presence of the
galU deletion mutant. More strikingly, the LPS of theitants lacked the O-polysaccharide (O-
PS). To confirm a link between the loss of the OaR8 the loss of the immune suppression, we
created further LPS-structure mutants by deletmegmaal, waaG andcld genes in UPEC strain
UTI89. Investigating these strains approved thhisa of the O-PS, but not a shift in the O-PS
length pattern results in the increased TiNfesponse. Although we demonstrated a link between
the UPEC O-PS and immune suppression, isolatedftd®® UPEC strain UTI89 caused a high
cytokine response of the macrophages. We obsehedame when we tested heat or formalin
inactivated bacteria and sterile culture superrataiso outer membrane vesicles caused a high
immune response, regardless if they were derivaah the wild-type UPEC UTI89 or from the
O-PS-deficient mutant. In summary, we were abletiow that deletion of thgalU gene in
UPEC strain UTI89 causes a loss of the O-PS, wi@stlts in an increased cytokine response
vitro. Interestingly, the loss of the O-PS is not thé/ a@ause for the lost immune suppression,
but more likely part of a more complex mechanisnhiclv needs to be further clarified.
Nevertheless, these new results will help to gaimenunderstanding of the interactions between

UPEC and cells of the host immune system.
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8.1. Plasmidkarten

Im Folgenden sind Plasmid Karten der verwendetasrde pWKS30-galU und pMCL200-
ppurL aufgefihrt.

pWKS30-pgalU

6519 bp

Hino

pWKS30-malU: pSC101 ori (orange); Bindestellen Sequenzierumgspr (grin), galU-Gen (turkis);galU und
Ap" ORF (blau)
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pMCL200-ppurlL

6825 bp

pMCL200-pourL: p15A ori (orange); Bindestellen Sequenzierungseri(griin), purL-Gen (tiirkis);purL und Cn¥
ORF (blau)
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