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1 Einleitung

1.1 E.coali als Krankheitserreger

In der Taxonomie von Bakterien wird die Speziescherichia colider Familie der
Enterobacteriacea@ind der Gattundescherichiazugeordnet. Es handelt sich um ein
gramnegatives Stabchen, das dupeGalaktosidase zur Laktosespaltung beféhigt ist.
Eine Einteilung in Serovare ist anhand der O-, K- und H-Antigene moglich. Die O-
Antigene sind Seitenketten der Lipopolysaccharide (LPS) der duf3eren Membran, bei
den K-Antigenen handelt es sich um Kapselpolysaccharide und die aus Protein
bestehenden Flagellen bilden die H-Antigene. Durch Kombination der Antigene lassen
sich Uber tausend Serovare (Serotypen) identifizieren.

Grundsatzlich kann bek. coli zwischen apathogenen Kommensalen im Darm des
Menschen und pathogenén coli unterschieden werden. Anhand der unterschiedlichen
klinischen Manifestation der Infektionen werden extraintestinal pathogene (EXPEC) von
intestinal pathogenen E. c@IPEC) abgegrenzt.

Darmpathogeng&. coli werden eingeteilt in die Pathotypen EHEC, ETEC, EIEC, EPEC
und EAEC. Allen intestinal pathogené&n coli ist gemein, dass die Infektion tber die
orale Aufnahme kontaminierter Speisen oder kontaminierten Wassers verursacht wird.
Fur die Pathogenitat spielen Adhasine und Toxine eine wichtige Rolle.
Enterohamorrhagisché. coli (EHEC) produzieren Shiga-Toxine (Toxine der Spezies
Shigella, Synonym: Verotoxine) und fuhren zu einer hamorrhagischen Kolitis. Es kann
sich ein hamolytisch uramisches Syndrom (HUS) mit Thrombozytopenie, Hamolyse
und Nierenversagen entwickeln. Hingegen treten bei einer Infektion mit enterotoxischen
E. coli (ETEC) durch die gebildeten hitzestabilen (ST) und hitzlabilen Toxine (LT)
wassrige Durchfalle auf. ETEC sind der Hauptverursacher des in der
angloamerikanischen Literatur aisaveler’'s diarrhea bezeichneten Krankheitshildes.
EnteroinvasiveE. coli (EIEC) rufen entsprechend ihrer Ahnlichkeit zu Shigellen ein der
bakteriellen Ruhr &hnliches Krankheitsbild hervor. Enteropathogeneoli (EPEC)

sind der typische Erreger der Sauglingsdiarrhd. Auch enteroaggrel§atioé (EAEC)

fuhren v. a. bei Sauglingen und Kleinkindern zu Durchfallerkrankungen. Beide besitzen
hohe epidemiologische Relevanz in Entwicklungs- und Schwellenlandern.

Bei den Infektionen durch EXPEC handelt es sich zum grof3ten Teil um
Harnwegsinfektionen (HWI). Weitere haufige extraintestinale Infektionen sind
Pneumonien, Wundinfektionen, Peritonitis und die Neugeborenenmeningitis (Russo &
Johnson, 2003). EXPEC werden zudem héufig als Ursache septischer Krankheitsbilder
identifiziert, die oft von einem priméren Harnwegsinfekt ausgehen. Anhand der
hervorgerufenen Infektion kbnnen ExXPEC in Pathotypen wie uropath&geherichia
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coli (UPEC), neugeborenenmeningitis-assoziieife coli (NMEC) und sepsis-
assoziierte E. colisepsis-associated pathogenic E. cBIPEC) unterteilt werden.

EXPEC bzw. UPEC sind die haufigsten Erreger von Harnwegsinfektionen tberhaupt.
Dabei stammen die Erreger meist aus der Normalflora des Darmes, den sie, ohne
pathogen zu sein, kolonisieren kdnnen und aszendieren in die primar sterilen Harnwege.
Die typischen Symptome wie z. B. Dysurie und Pollakisurie sowie der Nachweis einer
Keimzahl> 10° KBE/ml im Urin erlauben die Diagnose einer Cystitis (Faro & Fenner,
1998) Eine Pyelonephritis aul3ert sich als schweres Krankheitsbild in der Regel durch
Flankenschmerz, Fieber, Ubelkeit und Erbrechen.

Pradisponierend fur eine Harnwegsinfektion kdénnen auf der Seite des Wirts eine
Immunsuppression oder eine anatomische und/oder funktionelle Harnabflussstérung
sein. Ebenso kann ein Blasenkatheter eine Infektion stark beglnstigen. In diesen Fallen
spricht man auch von einer komplizierten Harnwegsinfektion.

Generell besteht bei Frauen durch die mdgliche Kolonisation des Scheidenvorhofs und
die dort mundende kirzere Urethra ein erhdhtes Risiko einen Harnwegsinfekt zu
erleiden (Williams & Schaeffer, 2004). Besonders haufig betroffen sind junge Frauen
mit hoherer sexueller Aktivitat sowie Frauen nach der Menopause. Etwa die Halfte aller
Frauen bekommen bis zu ihrem 30. Lebensjahr mindestens einen Harnwegsinfekt
(Foxman et al., 2000). Danach treten nach Schatzungen bei 20-30 % dieser Frauen
weitere HWI auf. Die Zahl unkomplizierter Cystitiden wird in den USA auf sieben
Millionen und weltweit 150 Millionen Falle pro Jahr geschatzt (Russo & Johnson,
2003). Dadurch entstehen allein in den USA Kosten von Uber einer Milliarde Dollar pro
Jahr (Foxman, 2002). Zusammen mit den weiteren durch EXPEC ausgelOsten
Krankheitsbildern wie Pneumonie, Peritonitis, Wundinfektionen und Sepsis bedeutet
dies neben einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat geschatzte Kosten von Uber vier
Milliarden US-Dollar pro Jahr in den USA durch diese Gruppe von Bakterien (Russo &
Johnson, 2003).

1.2  Pathogenitatsfaktoren von EXPEC

Die Pathogenitat eines bakteriellen Erregers, d. h. die Moglichkeit eine Infektion mit
entsprechenden Symptomen und Krankheitszeichen auszulésen, ist haufig gebunden an
spezifische Pathogenitatsfaktoren. Wichtige Determinanten fur die Infektion mit EXPEC
sind die unter diesen Stammen vorhandenen Pathogenitatsfaktoren wie Adhasine,
Toxine, Eisenaufnahmesysteme und teilweise Kapsel- bzw. Membranbestandteile
(Johnson, 1991; Oelschlaegsral., 2002).

Bei EXPEC sind eine ganze Reihe dieser Faktoren identifiziert worden. Sie
untersteichen die genetischen und phénotypischen Unterschiede zu darmpatBogenen
coli (Johnson & Russo, 2002). Die Verteilung der einzelnen Faktoren unter EXPEC ist
sehr heterogen und einzelne Faktoren lassen sich auch bei apath@&geoeh
nachweisen. Dariiber hinaus ist eine exakte Zuordnung von Pathogenitatsfaktoren zu



1 Einleitung

bestimmten anatomischen Lokalisationen der extraintestinalen Infektion wie z. B.
Harnwege oder Meningen bisher nicht moéglich, was die Abgrenzung einzelner
Pathotypen unter EXPEC wie UPEC und NMEC etc. eher willkirlich erscheinen lasst.
Einen Uberblick Uber die Pathogenitatsfaktoren von EXPEC bietet Abbildung 1.1.

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Pathogenitatsfaktoren von extraintestinal pathBgenen
coli (modifiziert aus Johnson, 1991)

Den ersten Schritt der Infektion stellt die Adharenz des Bakteriums an die
Wirtsoberflache dar. Zur Anheftung verfiigen EXPEC Utber nichtfimbrien Adhasine und
Fimbrien. Die wichtigsten Vertreter sind Typ 1 (Synonym: Typ 1 Pili) und P Fimbrien.
Daneben gibt es Dr, S und F1C Fimbrien. Typ 1 Fimbrien sind zu tber 90% sowohl
unter apathogenen als auch pathogdaenoli verbreitet (Johnson, 1991; Schlaggr

al., 2003). Fur die Auslosung von Harnwegsinfekten spielen sie eine wichtige Rolle
(Struve & Krogfelt, 1999). Die an der Spitze von Typ 1 Fimbrien lokalisierte
Untereinheit FimH vermittelt die Bindung an Trimannosereste von Glykoproteinen.
Beispiele flur solche Glykoproteine sind im Zusammenhang mit Harnwegsinfetionen die
Proteine Uroplakin la und Ib von Urothelzellen (Mulvey, 2002). P Fimbrien werden bei
30-50% der Cystitis-Isolate und bei 70-90% der Pyelonephritis-Isolate nachgewiesen
(Johnson & Russo, 2005). P Fimbrien wird v. a. eine Bedeutung bei der Kolonisierung
des oberen Harntraktes zugeschrieben (Waellt al., 2000). Bindungsstelle der
Untereinheit PapG von P Fimbrien sind die Gdl-4)-Gal-Ketten von
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Glykosphingolipiden des Nierenbeckenepithels (Mulvey, 2002). Zu den nichtfimbrien
Adhasinen zahlen die Afa Adhasine der Dr Familie (Goluszko et al., 2001). Fur sie wird
eine Interaktion mit dem Protedecay accelerating factqiDAF) beschrieben, das auf
Epithelien vorkommt.

Neben Adhéarenz haben sich fur Fimbrien weitere Funktionen nachweisen lassen. Typ 1
und P Fimbrien fihren u. a. Uber demil-like receptor 4(TLR4) zu einer direkten
Aktivierung von Entziindungsprozessen (Mulvelyal., 1998; Frendeust al., 2001).
Darlber hinaus spielen Typ 1 Fimbrien bei Bildung von Biofiimen eine Rolle
(Schembri & Klemm, 2001) und dienen als Invasine (Mulegyal., 2000). Invasine
erlauben dem Bakterium in eine Wirtszelle einzudringen. Dieser Mechanismus bildet
die Grundlage eines neuen Konzeptes,Elasoli nicht mehr als obligat extrazellulares
Bakterium sieht. Durch die Invasion von Epithelzellen gelingtEescoli sich der
Wirtsantwort zu entziehen, in der Zelle zu persistieren und dadurch méglicherweise
Ursache fur Rezidive von Harnwegsinfektionen zu sein (Mulvey, 2002).

Zu den von EXPEC abgegebenen Toxinen (Exotoxine) gehdrea-ldamolysin und

der cytotoxic necrotising factor 1 (CNF 1l)-Hamolysin bildet Poren in der
Zellmembran und fihrt so zur Zelllyse (Bhalatial., 1996). Bei Lyse von Erythrozyten
fuhrt es so im Zusammenspiel mit Siderophoren (s. u.) zu einer Erhdhung des zur
Verfigung stehenden Eisens. CNF 1 ist ein Toxin, das Uber die Aktivierung von Rho-
GTPasen in die Regulierung des Aktin-Zytoskeletts, der DNA-Transkription, der
Zellproliferation und der Apoptose eingreift sowie proinflammatorische Effekte hat
(Falzano et al., 2003; Hoffmann & Schmidt, 2004).

Als uropathogen specific protein (Usp) wird ein neuer mit EXPEC assoziierter Faktor

bezeichnet. Ein Beitrag zur Virulenz im Harnwegsinfektionsmodell der Maus konnte

von Yamamoteet al. gezeigt werden (Yamamoto et al., 2001), jedoch ist die genauere
Aktivitat bisher weitgehend unbekannt. Offensichtlich handelt es sich aber um ein nach
extrazellular abgegebenes Protein (Kurazono et al., 2000; Yamamoto et al., 2001).

Auch den Bestandteilen der bakteriellen Oberflache Eowoli werden verschiedene
Bedeutungen fir die Pathogenitat zugeschrieben. Die Kapsel verhindert die
Komplementaktivierung und tragt damit zur erschwerten Phagozytose und zur
Serumresistenz, d. h. zur Verhinderung der Bildung emesibrane attack complex
(MAC), bei (Horwitz & Silverstein, 1980; Suerbauet al., 1994). Auch fir die O-
Antigene ist eine Beeinflussung der Serumresistenz wahrscheinlich. Als klassisches
Endotoxin setzt das Lipopolysaccharid (LPS) durch eine Bindungjldike receptor 4

(TLR 4) eine proinflammatorische Signalkaskade in Gang und fihrt so zu einer
Entzindungsreaktion, die lokal die Ausbreitung einer Infektion durch
Gewebsschadigung sowie einen systemischen Endotoxinschock hervorrufen kann
(Beutler, 2000). Das K1- Antigen wird v. a. bei EXPEC-Stammen gefunden, die
Ausloser der Neugeborenenmeningitis sind (Xie et al., 2004).
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Im menschlichen Organismus und bei Prokaryonten wird Eisen z. B. fur die
Cytochrome der Atmungskette und wichtige Enzyme wie Katalasen, Peroxidasen und
Nitrogenasen als Kofaktor benétigt. Sowohl bei Prokaryonten als auch bei héheren
Lebewesen haben sich komplexe Mechanismen zur Eisenaufnahme und -
verstoffwechselung entwickelt, da zweiwertiges Eiserf'jFeasch zu dreiwertigem

Eisen (F&) oxidiert wird und aus diesem wiederum unter physiologischen
Bedingungen (wassrige Losung, neutraler pH-Wert, aerob) schwerlosliches
Eisenhydroxid (Fe(OH) entsteht. Zwischen pathogenen Bakterien und dem
Wirtsorganismus entsteht so eine Konkurrenzsituation, die die Versorgung mit Eisen zu
einem wichtigen Schritt bei der Kolonisierung und Etablierung einer Infektion macht.
Ein wesentlicher Teil des Eisens (70 %) im menschlichen Kdrper ist Bestandteil von
Hamoglobin. Das Eisen in Myoglobin und Enzymen (12 %), an Ferritin gebundenes
Speichereisen (18 %) und im Blut durch Bindung an Transferrin transportieffes Fe
(0,1 %) macht demgegeniber den weitaus geringeren Anteil aus. Im menschlichen
Organismus kann zudem Laktoferrin als direkter Gegenspieler in der Versorgung des
Bakteriums mit Eisen angesehen werden. Laktoferrin ist ein in Serum, Muttermilch und
Speichel vorkommendes Protein, das u. a. bei der Degranulation von neutrophilen
Granulozyten freigesetzt wird (Schaible & Kaufmann, 2004). Insgesamt fuhrt diese
Situation dazu, dass freies Eisen im Wirtsorganismus in Konzentrationen im Bereich
von 10 mol/l vorliegt (Bullen et al., 2005). Dies liegt deutlich unter der fiir das
Wachstum vorE. coli optimalen Konzentration. Um in diesem Milieu den Bedarf an
Eisen zu sichern, verfigen EXPEC Uber mehrere Einsenaufnahmesysteme. So
produzieren die Bakterien beispielsweise Eisenchelatoren (sog. Siderophore).
Siderophore sind niedermolekulare hochaffine Chelatoren, die Eisen aus den
Tragerproteinen des Wirtes herauslosen und freies Eisen binden. Die Siderophore mit
gebundenem dreiwertigem Eisen {Jewerden dann iiber Rezeptoren in der duReren
Bakterienmembran und Transportproteine nach intrazellular aufgenommen (Braun,
2003). Die wichtigsten unter EXPEC weit verbreiteten Siderophorsysteme sind das
Aerobaktinsystem, das Salmochelinsystem und das Yersiniabaktinsystem, die nach dem
entsprechenden Siderophor benannt sind und spezifische Siderphorrezeptoren
einschlielRen (s. Tabelle 1.1). Siderophore kénnen im Wirtsorganismus wiederum durch
Albumin  gebunden werden. Neben der haufigen Verbreitung dieser
Eisenaufnahmesysteme unter EXPEC konnte in verschiedenen Untersuchungen der
Einfluss auf die Pathogenitat von EXPEC gezeigt werden (Tetral, 2001; Russo et

al., 2002; Schubest al., 2002; Negret al., 2004).

Tabelle 1.1 Siderophorsysteme

Siderophorsystem Rezeptor

Aerobaktinsystem [utA

Salmochelinsystem FyuA
Yersiniabaktinsystem IroN

11
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Neben der Siderophor-vermittelten Eisenaufnahme ist die Aufnahme von an Citrat
gebundenem Eisen und von Transferrin moéglich. Auch Hamin, das durch die rasche
Oxidation freien Hams entsteht, kann direkt Uber den unter EXPEC sehr weit
verbreiteten Haminrezeptor ChuA in die Bakterienzelle aufgenommen werden (Torres
& Payne, 1997; Naggt al., 2001). Als homologe Proteine der AuRenmembranproteine
von Eisenaufnahmesystemen wurden auf3erdem die Proteine IreA und Iha bei EXPEC
identifiziert (Russo et al., 2001; Kanamaru et al., 2003). Da Eisenaufnahmesysteme
sowohl bei pathogenen als auch in geringerer Zahl bei kommeng&alecoli
nachgewiesen werden kdnnen (s. Tabelle 4.1, S. 63), entspricht ihre Rolle nicht dem
klassischen Verstéandnis von Pathogenitatsfaktoren. Vielmehr scheint der Vorteil in
einer besseren Adaptation an bestimmte Umgebungsbedingungen zu liegen. Deshalb
werden Eisenaufnahmesysteme gelegentlich auch als ,Fitnessfaktoren® bezeichnet.

Im Allgemeinen konnen die genannten Pathogenitatsfaktoren auf Plasmiden oder
chromosomal kodiert sein (Groisman & Ochman, 1996). Insgesamt besteht dabei bei
EXPEC eine erhebliche Variabilitdt des Genoms. Es hat sich gezeigt, dass die
pathogenitatsassoziierten Gene bei EXPEC haufig in vom Kerngenom getrennten Gen-
Gruppen ¢lustel) liegen. Dies spricht dafur, dass es unter EXPEC zu einer allmahlichen
Akkumulation von Pathogenitatsfaktoren gekommen ist. Bei bestimmten Gen-Gruppen
lassen sich dabei strukturelle Charakteristika finden, die auf die Moglichkeit zum
horizontalen Gentransfer hindeuten und die zur Definition der Pathogenitatsinsel
(pathogenicity island) als DNA-Stukturelement gefiuihrt haben (Haekeal., 1990).
Solche Pathogenitatsinseln tragen Pathogenitdtsgene und zeichnen sich durch einen
hohen GC-Gehalt aus. Sie besitzen dartber hinaus Gene fir Integrasen und Transpoasen
sowie Insertionselemente. Am Anfang und am Ende werden sie von
Sequenzwiederholungerdifect repeats DR) begrenzt und sind mit tRNA-Genen
assoziiert (Hackeret al., 1997; Hochhutet al., 2005). Eine Reihe dieser
Pathogenitatsinseln konnten, wie auch bei andé&mterobacteriaceaebei EXPEC
nachgewiesen werden. Haufige dort kodierte Pathogenitatsfaktoren-siaoholysin,
Adh&ine und Faktoren im Zusammenhang mit Serumresistenz und Eisenaufnahme.
Modellorganismen fur die Untersuchung von Pathogenitatsinseln sind die UPEC-
Stamme 536, J96 und CFTO073 (Schmidt & Hensel, 2004). Interessanterweise werden
sehr ahnliche Pathogenitatsinseln bei unterschiedli€mearobacteriaceagefunden.

So konnte die zuerst bei Yersinien nachgewiedgigh Pathogenicity Island (HPI),

eine Insel, die u. a. fur die GefylA,irpl undirp2 des Yersiniabaktinsystems kodiert,

bei E. coli nachgewiesen werden (Schubetrtal., 1998; Schubest al., 2000). Die HPI

ist hochgradig mit EXPEC assoziiert und an der Virulenz beteiligt (Schebeat,

2002).

1.3  Pathogen-Wirts-Interaktion bei Harnwegsinfektionen

Durch ihr Repertoire von Pathogenitatsfaktoren gelingt es EXPEC in den Harnwegen zu
adherieren, sich auszubreiten und sich vor der Immunabwehr des Wirtsorganismus zu
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schitzen. Im Wirtsorganismus wiederum werden Mechanismen der angeborenen sowie
konsekutiv der erworbenen Immunitét in Gang gesetzt.

Mit ihren Fimbrien heften sich die Bakterien Uber spezifische Bindungstellen an die
Urothelzellen an (Mulvey, 2002). Im Urin vorhandene Proteine wie das Tamm-
Horsfall-Protein, Defensine und das Komplementsystem stellen in dieser Phase die
ersten Abwehrschritte dar. Das Tamm-Horsfall-Protein bindet dabei u. a. an Typ 1
Fimbrien (Pak et al., 2001) und ist dariber hinaus ein proinflammatorisches
Signalmolekdl (Saemann et al., 2005). Durch die aktive Exfoliation betroffener
Urothelzellen werden adherente Bakterien mit dem Harn ausgeschwemmt (Mulvey
al., 1998). Kommt es zu Bindung von LPS und Fimbrienproteinen an TLR4 von
Urothelzellen und Leukozyten, iniziiert dies eine Signalkaskade, die zur Produktion von
Zytokinen wie Interleukin 6 (IL6), Interleukin 8 (IL8), Tumornekrosefaktor (TNF) und
y-Interferon (IFN) fahrt (Frendeust al., 2001; Hedlund et al., 2001; Fischer al.,
2005). Dadurch wird die Einwanderung von phagozytierenden Zellen der angeborenen
Immunabwehr wie polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) und
Makrophagen bewirkt (Godalgt al., 2001). Im weiteren Verlauf kommt es zu einer
Aktivierung der erworbenen Immunitét (Uehlieg al., 1999). Im Urin finden sich nun
Immunglobuline (lg), v. a. sekretorisches IgA, aber auch IgM und IgG (Nieoléd.,

1988; Salitet al., 1988). Als quantitativ wichtigstes Immunglobulin im Urin wird dabei
IgA angesehen (Deo & Vaidya, 2004). Sekretorisches IgA (slgA), das gegen
Fimbrienantigene gerichtet ist, kann dabei offenbar bereits die initiale Adharenz von
Bakterien verhindern (Kucheriat al., 2005). So nimmt bei Primaten die Dauer einer
Zystitis mit héheren Serum- und Urinkonzentationen von Immunglobulinen, die gegen
E. coligerichtet sind, ab (Hopkins & Uehling, 1995).

1.4  Relevanz und Strategien einer EXPEC-Immunisierung

Aufgrund der hohen sozio6konomischen Bedeutung von Harnwegsinfektionen gibt es
schon langer bestehende Bestrebungen eine Impfung gegen EXPEC zu entwickeln. Die
in den letzten Jahren zunehmenden Antibiotikaresistenzen Entali bieten hierfur

ein zusatzliches Argument. Die Behandlung unkomplizierter Harnwegsinfekte wird
durch Resistenzen gegen die bisherigen Standardantibioka wie Trimethoprim-
Sulfmethoxazol oder Flurochinolone erschwert (Brown et al.,, 2002; Mehnert-Kay,
2005; Zhanelet al., 2005). Unter einigen lIsolaten, besonders von nosokomialen
Infektionen, finden sich aulRerdem ESBL-Produzentexxtefded-spectrump-
lactamase. Sie sind gegen ein breites Spektrum von Antibiotika aus der Grupjfie der
Laktame unempfindlich (Woodford et al., 2004).

Da es sich beE. coli trotz der Fahigkeit zur Epithelinvasion weitgehend um einen
extrazellularen Erreger handelt, ist insbesondere die Bildung protektiver Antikorper als
Ziel einer Vakzinierung von Interesse. Sie sorgen einerseits durch Opsonisierung fur die
erleichterte Phagozytose der Bakterien und stéren vermutlich andererseits die Funktion
von an der bakteriellen Oberflache lokalisierten Pathogenitatsfaktoren. Deshalb gelten
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besonders dortige Stukturen wie Polysaccharide, Fimbrien und Aul3enmembranproteine
(outer membrane protein®MP) als potentielle Zielantigene einer Immunisierung.

Es hat sich generell gezeigt, dass eine systemische Immunantwort, d. h. der Nachweis
von Antikdrpern im Serum, nicht unbedingt mit einer mukosalen Immunantwort und
insbesondere der dortigen Bildung von IgA einhergeht (Neutra & Kozlowski, 2006).
Umgekehrt lassen sich aber meist bei Nachweis einer lokalen mukosalen Immunantwort
auch Serumantikdrper nachweisen. Ein Einfluss des Applikationsweges, z. B. parenteral
versus oral oder intravaginal, wird bei der Entwicklung einer Impfung gegen EXPEC zu
bertcksichtigen sein (Langermann, 1996).

Die ersten Versuche an Tieren, bei denen analog zu den bekannten Impfungen gegen
Haemophilus influenza8erotyp B (Hib), Pneumokokken und Meningokokken aktive
und passive Immunisierungen gegen Kapselpolysaccharide und O-Antigene von EXPEC
eingesetzt wurden, zeigten protektive Effekte (Kaijser & Ahlstedt, 1977; Kaijsar,

1978). Aufgrund der hohen Antigenvarabilitat von K- und O-Antigenen Ufitexoli

war dieser Ansatz fir ein breites Erregerspektrum jedoch auf Dauer nicht Erfolg
versprechend (Russo & Johnson, 2006).

Wegen ihrer wichtigen Rolle in der Pathogenese und der weiten Verbreitung von
Fimbrien wurden dann Immunisierungsversuche mit Fimbrienantigenen unternommen.
Hiermit konnte im Pyelonephritis-Model der Maus ein Effekt auf die Kolonisierung des
Harntraktes bei Immunisierung mit aufgereinigten P Fimbrien oder mit synthetischen
Untereinheiten erzielt werden (Schmettal., 1988; Pechat al., 1989). Bei Primaten
wurde durch Impfung mit P Fimbrien oder mit den Untereinheiten PapDG die
Haufigkeit der Entstehung einer Pyelonephritis vermindert (Robsrtal., 1984;
Roberts et al.,, 2004). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine parenterale
Immunisierung mit rekombinantem FimH, der Untereinheit von Typ 1 Fimbrien, und
dem zugehdrigen periplasmatischen Chaperon FIimC einen Schutz gegen Cystitis bei
Mausen und Affen erzeugte (Langermann et al., 1997; Langermann et al., 2000).
Welchen Schutz eine solche Immunisierung gegen die Pyelonephritis und andere
extraintestinale Infektionen durch ExXPEC bietet, ist bisher unklar. Mit S und F1C
Fimbrien, die auch weit unter EXPEC verbreitet sind, wurden bisher keine Versuche
durchgefuhrt.

Zu den OMP zahlen wu.a. die bei EXPEC haufig vorkommenden und
pathogenitatsrelevanten Rezeptoren von Eisenaufnahmesystemen. Durch die parenterale
Immunisierung von Mausen mit dem rekombinanten Auf3enmembranrezeptor IroN
konnte ein Schutz gegen renale Infektionen im Modell der aufsteigenden
Harnwegsinfektion erreicht werden (Russo et al., 2003). In einer aktuellen Arbeit trat
im Peritonitismodell der Maus durch Immunisierungen mit rekombinantem FyuA und
IroN eine signifikant verminderte Letalitdt auf (Duraet al., 2007). Weitere
Eisenaufnahmerezeptoren wie IreA und lha wurden bisher nicht als mdgliche
Zielstrukturen untersucht.
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Von Interesse ist auch der Einsatz ganzer Bakterienzellen zur Immunisierung, da so das
Immunsystem mit einer Reihe von Antigenen konfrontiert wird und diese zudem nicht
durch rekombinante Herstellung und Aufreinigung in ihrer Konformation veréndert
sind. Hierbei werden abgetttete Stamme uropathodenmli teilweise in Mischungen

mit anderen uropathogenen Erregern verwendet. In mehreren klinischen Studien konnte
dabei bei Frauen nach oraler oder intravaginaler Applikation zumindest bei bereits
bestehendem HWI die Dauer bis zu einem Rezidiv verlangert werden (Russo &
Johnson, 2006). Ein neuer Ansatz bei der Verwendung von ganzen Zellen zur
Immuniserung ist der Einsatz von Stammen, die durch genetische Veranderung kapsel-
und O-Antigen-defizient sind. Hierdurch lasst sich in der Maus eine verstarkte humorale
Immunantwort gegentber den Ubrigen Bestandteilen der Zelloberflache erzielen, da
diese offensichtlich durch die fehlenden Kapselbestandteile dem Immunsystem
gegenuber vermehrt exponiert sind (Russo et al., 2007).

Aber auch Antigene, die nicht an der Oberflache der Bakterien liegen, kdnnten sich als
Zielstukturen eignen. So fuhrte die Immunisierung mit aufgereinigi¢tamolysin im
Pyelonephritis-Model der Maus zu einer reduzierten renalen Schadigung (O'Hanley
al., 1991).

Bei der Identifizierung potentieller Antigene flr Immunisierungen werden in Zukunft
neue Methoden einen anderen und breiteren Zugang erméglichen. Zum einen wurde die
reverse vaccinologgtabliert, bei der aus Genomdaten von pathogenen im Vergleich zu
apathogenen Erregein silico Kandidatengene ermittelt werden und hinsichtlich der
Eigenschaften des kodierten Proteins, z. B. ob es sich um Auf3enmembranprotein
handelt, untersucht werden. Dieser fur andere pathogenen Spezies wie z. B.
Meningokokken bereits erfolgreich verfolgte Ansatz (Giuliainal., 2006) konnte auch

fur EXPEC erste Ergebnisse liefern und flhrte neben der Bestatigung von bereits
bekannten Faktoren wie FyuA und IroN zu neuen, unbekannten immunogenen
Proteinen (Durangt al., 2007). Daneben gewinnen Methoden der Immunproteomik an
Bedeutung, bei denen infizierte Individuen im Immunoblot auf Antikorperreaktionen
gegen Erregerproteine getestet werden. Dafur wird das Proteom des Erregers meist
einer 2D-Gelelektrophorese unterzogen, um die einzelnen Proteine zu separieren und
immunogene Proteine einer massenspektrometrischen Analyse zugéanglich zu machen.
Fur EXPEC konnte so eine Immunantwort auf die Eisenaufnahmerezeptoren ChuA,
IroN, IreA, Iha und IutA in der Maus nach einem Langzeitharnwegsinfekt gezeigt
werden (Hagan & Mobley, 2007).

Insgesamt ist aufgrund der grof3en genetischen Diversitat unter EXPEC und der damit
sehr unterschiedlichen Haufigkeit der besprochenen Faktoren davon auszugehen, dass
die Immuisierung mit einem einzelnen Faktor keinen breiten Schutz gegen Infektionen
mit EXPEC bietet. Es wird also noétig sein, Zielstrukturen fir Immunisierungen gegen
EXPEC zu definieren und diese in einem Impstoff zu kombinieren.
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1.5 Ziel der Arbeit

Bei extraintestinal pathogené&n coli sind eine Reihe spezifischer Pathognitatsfaktoren
bekannt. Mehrere dieser Faktoren wie z.B. Fimbrien, O- und K-Antigene wurden als
Antigene in Immunisierungsversuchen gegen EXPEC eingesetzt. Eine weitere wichtige
Gruppe von potentiellen Zielstrukturen stellen die Aufienmembranproteine von EXPEC
dar. Hierunter sind besonders Eisenaufnahmerezeptoren von Interesse. Sie sind
Bestandteil der unter EXPEC weit verbreiteten und mit der Pathogenitat assoziierten
Eisenaufnahmesysteme. Bisherige Immunisierungen mit den Siderophorrezeptoren IroN
und FyuA zeigten im Tierversuch erste positive Resultate.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob bei Patienten, die eine Infekti&n coii

haben, eine humorale Immunantwort auf solche Eisenaufnahmerezeptoren gefunden
werden kann. Ein positives Ergebnis konnte als weiterer Hinweis darauf gewertet

werden, dass sich Eisenaufnahmerezeptoren tatsachlich als potentielle Zielstrukturen
einer Immunisierung eignen und sich ggf. eine protektive Antikdrperantwort induzieren

|&sst.

Dazu sollten im Immunoblot Antikbrper gegen diese ExPEC-assoziierten Proteine in
Seren von Patienten mit ein&. colirinfektion nachgewiesen werden. Ausgewahlt
wurden der Haminrezeptor ChuA sowie die Siderophorrezeptoren IroN und FyuA.
Zusatzlich sollte das von EXPEC mit bisher unklarer Funktion nach extrazellular
abgegebene Protein Usp untersucht werden. In einem weiteren Versuch sollten zum
Vergleich Seren aus dem Mausinfektionsmodell analog zu den humanen Seren
untersucht werden. Mdogliche Einflussfaktoren auf die Induzierung einer
Antikorperantwort sollten dadurch kontrolliert werden. Im Wesentlichen sollte dabei die
Intensitat der Infektion bei der Maus (Harnwegsinfektion versus Peritonitis) Beachtung
finden.
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2 Material und Methoden

2.1 Geriite

Tabelle 2.1 Gerite

Gariéteart:

| Bezeichnung:

| Hersteller/Vertrieb

Molekularbiologische Methoden

DNA/Protein-Software

Lasergene 5.08

DNAstar , Madison, USA

DNA-Elektrophorese-
kammern

Horizontalkammern

PEQLAB, Erlangen

Elektroporationsgerit Gene Pulser IT und BioRad, Miinchen
Pulse Controller IT

Elektroporationskiivetten | Gene Pulser Cuvette Bio-Rad, Miinchen

PCR-Cycler GeneAmp PCR System 9700 | Applied Biosciences,
Foster-City, USA

Speedvac DNA-Speedvac 110 Savant | Global Medical
Instrumentation, Ramsey,
USA

Proteinmethoden

Protein-Elektrophorese-
Kammern

Mini Protean

Bio-Rad, Miinchen

Elektroblot-Apparatur

Trans-Blot Cell

Bio-Rad, Miinchen

Allgemein
Analysewaagen Grobwaage: KERN 440-33N | Kern & Sohn, Albstadt
Feinwaage: Type 1801 Sartorius, Gottingen
Brutschrinke fiir Heraeus T12 Heraeus, Hanau
Bakterien Heraeus T20
Bunsenbrenner FireBoy plus Integra Biosciences,
Wallisellen
Heizplatte IKA-RCT basic IKA-Werke, Staufen
Heizblock Unitek HB-130 Miyachi Unitek. Monrovia,
USA
Tischinkubator Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
pH-Meter pH3000 Wissenschaftlich-
Technische-Werkstitten,
Weilheim
Rontgenfilm-Entwickler FPM-100A Fuji Photo Film, Tokio,
Japan
Schiittelinkubatoren Certomat BS-1 Vitaris, Baar
Certomat R mit Certomat H
CMV-Rom (Drehrad) Frobel Labortechnik,
Lindau
Spannungsquelle PowerPac Bio-Rad, Miinchen
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Spektralphotometer Ultrospec 3100 Amersham Biosciences,
Cambridge, UK
Tischinkubator Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
UV-Transilluminator TFX-20.M Vilber Lourmat, La Vellee,
Frankreich
Video Printer UP-895 CE Sony, Tokio, Japan
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries,
Bohemia, USA
Zentrifugen Super T21, Rotor: ST-H750  Thermo Electron
Corporation, Waltham,
USA
5417C, Rotor: FA 45-30-11| Eppendorf, Hamburg
5417R, Rotor: FA 45-30-11
5810R, Rotor: FA 45-30-11

2.2 Nahrmedien

Trypton, Hefeextrakt und Nurient Broth wurden von Becton-Dickinson (Heidelberg)
bezogen. Die Sterilisation der Nahrmedien erfolgt durch Autoklavieren (121 °C, 1 bar,
20 min).

LB-Medium: 1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl
pH7,4-7,6

Festmedium durch Hinzufigen von Agar
15 g/l

SOC-Medium: 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCb
10 MM MgSO,
20 mM Glucose
pH 7,0

NBD-Medium: 0,8 % Nutrient Broth
0,5 % NacCl
200 uM 2,2'-Dipyridyl
pH 7,4-7,6
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MacConkey-Platten (Becton-Dickinson, Heidelberg)

Blutagarplatten (Becton-Dickinson, Heidelberg)

2.3

Tabelle 2.2 Antibiotika

Antibiotika und Chemikalien

Antibiotikum (Hersteller) Abkirzung  Konzentration in Medien
Ampicillin (Roth, Karlsruhe) Amp 100 pg/mi

Kanamycin (Serva, Heidelberg) Kan 50 pg/ml
Chloramphenicol (Roth, Karlsruhe) Cam 30 pg/ml

Tabelle 2.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Agarose Invitrogen, NV Leek, Niederlande

Anhydrotetrazyklin (AHT)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau
Rinderserumalbumin (BSA)
Coomassie Brilliant Blue
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid-Ldsung (10 mg/ml EtBr)

Glycerol

Glycin

Methanol

Ponceau S
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N,N,-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris-Acetat

Tris-HCL

Tween 20
B-Mercaptoethanol

Invitrogen, NV Leek, Niederlande
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Serva, Heidelberg
E.Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ICN Biomedicals,Ohio , USA
Biomol, Hamburg
E.Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biomol, Hamburg
E.Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals,Ohio , USA
ICN Biomedicals,Ohio , USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
E.Merck, Darmstadt
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2.4  Puffer und Lésungen

M olekularbiologische Methoden

Screening-PCR:

Klonierungs PCR:

Analytische und
praperative

Gelelektrophorese:

Restriktionsverdau:

20

PCR-Puffer:

Incubation Mix T.Pol ohne
Mg**

(Invitrogen, Paisley, UK)

Mg?*-Lésung
(Invitrogen, Paisley, UK)

dNTP
(Invitrogen, Paisley, UK)

PCR-Puffer:
LA PCR Buffer Il ohne M§'"
(Takara, Shiga, Japan)

Mg**-Lésung
(Takara, Shiga, Japan)

dNTP
(Invitrogen, Paisley, UK)

Laufpuffer:
TAE-Puffer

5x Probenpuffer

GroRRenstandard (1 kb):
Gene Ruler™

1 kb DNA Ladder
(Fermentas, St. Leon-Rot)

GroRRenstandard (100 bp):
Gene Ruler™

100 bp DNA Ladder
(Fermentas, St. Leon-Rot)

10 mM Tris HCI, pH 9.0
50 mM KCI

0 0,1 % TritonX100

0.2 mg/ml BSA

25 mM MgCb

jedes dNTP 10 mM

25 mM MgCb
jedes dNTP 10 mM
40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

50% Glycerol

0,05 % Bromphenolblau
200 mM EDTA, pH 8,0

Restriktionsendonukleasepuffé mM Tris-HCL

REacf 2
(Invitrogen, Paisley, UK)

pH 8,0
10 mM MgCb
50 mM NacCl
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Ligation:

Proteinmethoden

Gelelektrophorese:

Coomassie-Farbung:

Ni- Affinitats-
chromatographie:

Immunoblot:

5xLigationspuffer fir T4-Ligase 250 mM Tris-HCL
(Invitrogen, Paisley, UK) pH 7,6

50mM MgCh

5mM ATP

5mM DTT

25% Polyethylenglycol

Laufpuffer nach Laemmli 60 mM Tris-HCI, pH 8,3
0,1 % SDS
192 mM Glycin

5x Probenpuffer 600 mM Tris-HCI
pH 6,8
10 % SDS
20 % Glycerol
5 % B-Mercaptoethanol
0,05 %Bromphenolblau

GrolRenstandard:
PageRuler™ Protein Ladder
(Fermentas, St. Leon-Rot)

Protogel 30 % Acrylamid
(National Diagnostics, Atlanta, 0,8 % Bisacrylamid
USA)

Coomassie-L6sung 50 % Methanol
10 % Essigsaure
40 % Wasser
0,2 % Coomassie
Brilliant Blue

Lysepuffer (Puffer B) 1 mM Tris-HCL
6 M Harnstoff
1 mM NaHPO,
pH 8,0

Waschpuffer (Puffer C) wie Puffer B, pH 6,3
Elutionspuffer (Puffer E) wie Puffer B, pH 4,5
GrolRenstandard:

PageRuler™

Prestained Protein Ladder
(Fermentas, St. Leon-Rot)
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Ponceau-Férbung:

Western-Transfer-Puffer

TBS-T

Chemiluminiszenzsubstrat:
SuperSignal® West Pico
Chemiluminiscent Substrate
(Pierce, Rockford, USA)

Ponceau-Losung

25 mM Tuis, pH 8,3
192 mM Glycin
20 % Methanol

20 mM Tris, pH 7,5
137 mM NaCl
0,05 % Tween 20

A) SuperSignal® West
Pico Luminol/Enhancer
Solution

B) SuperSignal® West
Pico Stable Peroxide
Solution

(A und B 1:1 mischen)

0,1 % Ponceau S
5 % Essigsédure

Allgemein
PBS 3,2 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,HPO4
pH74
140 mM NaCl
2,7 mM KCl

2.5 Enzyme

Tabelle 2.4 Enzyme

Enzym Bezeichnung Hersteller

DNA-Polymerase

Tag-Polymerase

Invitrogen, Paisley, UK

LA-Tag-Polymerase
(Polymerase mit 3" —5"-
Exonukleaseaktivitit (proofreading))

Takara, Shiga, Japan

Restriktions- PstI (Schnittstelle: CTGCAG) Invitrogen, Paisley, UK
endonuklease Sacl (Schnittstelle: GAGCTC) Invitrogen, Paisley, UK

SstI (Schnittstelle: GAGCTC) Invitrogen, Paisley, UK
Ligase T4-DNA-Ligase Invitrogen, Paisley, UK
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2.6

Primer

Hergestellt wurden die Primer, wenn nicht anders angegeben, von Metabion
(Martinsried) und in der Konzentration von 100 pmol/pl geliefert. Die Lagerung erfolgt
bei1 -20 °C. Fiir den Gebrauch werden Verdinnungen auf 20 pmol/ul hergestellt.

Tabelle 2.5 Primer

Gen |Bezeichnung [Sequenz [Produkt

fiir Gennachweis

chud  |chuA-892.for 5’-GGGAGTTCAGGCGAGTATCGT-3’ 345 bp
chuA-1216.rev  |5'-CAGCCAGTTGGTCGGGTTGAT-3’

frud  |fyuA.1080.for [S'-CTACGACATGCCGACAATGCC-3’ 629 bp
fyuA.1709.rev  [5-TGCTTCCCGCGCCATAACGTG-3’

iha tha-irgA-262.for |5'-CTGTACAGCGCTCAGTGACGA-3’ 529 bp
tha-irgA-770.rev [5'-AGGCGGTGTGACCACGGGATA-3’

ireA  |ireA-102 for 5-TGTTACTGCCTCCGGGTTCAC-3’ 418 bp
ireA-499 rev 5’-CCCAAGTCCAAGTACGCCATC-3’

iroN  |iroD.for 5-CTGATTGACGGGATTGGTT-3’ 900 bp
iroE.rev 5’-GCATTGACGCCTTTATCTTTC-3’

irp2  |up2.3141.for 5’-CTCCGCAGAACAGGTAGCCGA-3’ 600 bp
1rp2.3749.rev 5-GCCAGATAATGTCCGCCGAGT-3’

iutA  |tA-324.for 5’-CAGCAGCCAGAGCCGAACCAA-3’ 392 bp
1tA-695 rev 5’-CATCGCCGTTACCGTCAAACC-3’

tir tir.52.for 5'-GGCAACAATATGTATAATATCCT-3’ 380 bp
tir.438.rev 5-GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA-3’

usp usp-285.for 5"-GGGTGAAGGTACGCCGTATGA-3’ 555 bp
usp-819.rev 5'-ATAAACTGCGCCAATAACACT-3’

fiir Klonierung (Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme unterstrichen)

chuA

F1-chuA Sst.for

S'-ATCAGAGCTCTTGTTGGCTTTGGCTGTTTCTGCC-3’

R-chuA .Pst.rev

5-AAACTGCAGCCATTGATAACTCACGAAAATTTT-3’

fiir Sequenzierungen (bezogen von Invitrogen, Paisley, UK und IBA, Géttingen)

13 5’-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’
17 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3"
IBA for 5’-GAGTTATTTTACCACTCCCT-3’
IBA.rev 5’-CGCAGTAGCGGTAAACG-3’
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2.7 Bakterienstimme und Plasmide

Tabelle 2.6 Bakterienstimme und Plasmide

Stamm/Plasmid | Eigenschsaften/Genotyp | Herkunft/Referenz
Stamm

E. coli DH5a. Laborstamm Invitrogen, Paisley,

F ®80d/acZAM15 A(lacZYA-
argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17(t-,my+) phoA supEA4 thi-1
gvr496 reldl

UK

E. coli CFT073 Pyelonephritiserreger (Mobley et al.,
1990)
E. coli TOP10 Laborstamm Invitrogen, Paisley,

F mcrd A(mrr-hsdRMS mcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str") endAl nupG

UK

E. coli BL21(DE3) Laborstamm Stratagene, La

pLysS F ompT hsdS(rg" mg’) dem gal (DE3) Jolla, USA
pLysS(Cam")

E. coli M15 pREP4 Laborstamm Qiagen, Hilden
pREP4 (Kan")

E. coli J96 Pyelonephritiserreger (Hull ef al., 1981)

Plasmid

pCR®4-TOPO®

Amp’, Kan', Vektor fiir TOPO TA-
Klonierung

Invitrogen, Paisley,
UK

pCR4-TOPOchuA Amp’, Kan', PCR-Produkt von chuAd diese Arbeit
iiber TA-Klonierung in pCR®4-TOPO®

pASK-IBA33plus Amp’, Expressionsvektor mit (6x)His- | IBA, Gottingen
tag

pASK-IBA33pluschud | Amp', chuA mit Ss7Iund PsI aus diese Arbeit

pCR4-TOPOchuA 1n SstI und Pst1
Schnittstelle von pASK-IBA33plus
ligiert

pQE-30 Amp’, Expressionsvektor mit (6x)His- Qiagen, Hilden
tag
2.8 Rekombinante Proteine

Die Proteine wurden rekombinant hergestellt, um 1m Immunoblot spezifische
Antikérper in humanen Seren gegen diese Proteine nachzuweisen. Hierzu werden die
entsprechenden Gene der Proteine in Vektoren kloniert und das Protein exprimiert. Alle
verwendeten Vektoren kodieren zusitzlich fiir einen Aminosdurerest aus sechs
Histidinen, der bei der Expression des Proteins an dieses angehingt wird. So entsteht
ein  Fusionsprotein, das iiber dieses (6x)His-tag 1n  emer  Nickel-
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Affinitatschromatographie aus dem Zelllysat der exprimierenden Bakerien aufgereinigt
werden kann. Die Losungen enthalten etwa 2,0 mg/ml Protein.

Tabelle 2.7 Rekombinante Proteine

Protein | Charakterisierung Herkunft

ChuA | Klonierung in pASK-IBA33plus und Transformation | diese Arbeit
i E. coli BL21(DE3) pLysS

FyuA [ Klonierung in pASK-IBA33plus und Transformation | AG Schubert
in E. coli BL21(DE3) pLysS

IroN Klonierung in pQE-30 und Transformation in E. coli | AG Schubert
M15 pREP4

Usp Klonierung in pQE-30 und Transformation in E. coli | AG Schubert
M15 pREP4

2.9 Antikorper

Tabelle 2.8 Antikérper

Bezeichnung Herkunft (Hersteller) Verdiinnung im
Immunoblot
Anti-Human-IgG-AK Kaninchen (Sigma, Nr. A-8792) 1:20.000
Anti-Maus-IgG-AK Ziege (Sigma, Nr. A-4416) 1:10.000
Anti-Kaninchen-IgG-AK | Ziege (Sigma, Nr. A-0545) 1:80.000
Anti-FyuA-Antiserum Kaninchen (AG Schubert) 1:10.000
Anti-IroN-Antiserum Kaninchen (AG Schubert) 1:20.000

2.10 E. coli-Isolate

Die E. coli- Isolate stammen von Patienten der Kliniken GroBhadern und Innenstadt der
Universitat Miinchen. Sie wurden im Rahmen der bakteriologischen Routinediagnostik
des Max von Pettenkofer-Instituts von April bis Oktober 2005 isoliert. Die Stamme
wurden 1m eigenen Labor zum Erhalt von Einzelkolonien nochmals auf MacConkey-
Platten, einem Selektivnidhrboden fiir gramnegative Bakterien, ausgestrichen und iiber
Nacht (UN) bei 37 °C bebriitet. Fiir die PCR-Untersuchungen wurden gekochte Zellen
der einzelnen Isolate hergestellt. Dazu wird eine Bakterienkolonie in 500 pl Aqua dest.
resuspendiert und die Suspension fiir 10 min bei 100 °C gekocht. AnschlieBend werden
die gekochten Zellen bei -20 °C gelagert.

2.11 Kreuzadsorbierte Seren

Aus der Routinediagnostik der Serologie und der Virologie des Max von Pettenkofer-
Instituts stammen die dort gelagerten iiberzahligen Serumproben der Patienten, bei
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denenE. coliisoliert wurde (s. 2.10) und die damit wahrscheinlich eine entsprechende
Infektion hatten. Zu jedem Patienten sollten zwei Proben gesammelt werden, wobei das
erste Serum (Serum 1) um den Tag Hesol-Nachweises, also wahrscheinlich nah am
Infektionsbeginn, abgenommen worden sein sollte und das zweite Serum (Serum 2)
mindestens zwei Wochen spater.

Zum Vergleich wurden die Seren von vier gesunden Freiwilligen aus dem Max von
Pettenkofer-Institut eingesetzt. Es handelt sich um eine Frau und drei Manner zwischen
26 und 29 Jahren. Aufgrund von Anamnese, Geschlecht und Alter ist bei ihnen davon
auszugehen, dass bisher keine Harnwegsinfekte oder andere InfektionEn cuit
vorlagen.

Ein bekanntes Problem bei Immunoblot-Untersuchungen (s. 2.14.6) ist das
unspezifische Binden von Antikérpern an die Proteine auf der Nitrozellulosemembran.
Um die Wahrscheinlichkeit von unspezifischen Reaktionen von Serumantikérpern mit
den rekombinanten Proteinen oder mit Proteinen des Expressionsstammes, die trotz
Aufreinigung zu einem geringen Anteil im Proteingemisch vorliegen, zu reduzieren,
wurden die Seren mit dem totalen Zelllysat eines apathogénenliLaborstammes
inkubiert, der die im Immunoblot untersuchten Proteine nicht exprimiert.

Es wird je eine Kultur der apatogenEncoli-Laborstdmme DH50BL21(DE3) pLysS
pASK-IBA33plus und M15 pREP4 pQE-30 in Nutrient Broth Dipyridyl (NBD)-
Medium Uber drei Tage bei 37 °C bebrtet. Das 2,2"-Dipyridyl komplexiert Eisen und
es kommt zu einer vermehrten Expression von fir die Eisenaufnahme verantwortlichen
Proteinen der AuRenmembran. Nach Aliquotierung auf jeweils 500 pl werden die
Zellen bei 14.000 UpM fir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Pellets werden bei -20 °C aufbewahrt. Fir den weiteren Einsatz werden die Pellets fir
10 min bei 100 °C erhitzt. Mit 1000 pul TBS-T werden 100 pl humanes Serum im
Verhéltnis 1:10 verdunnt. Fur die Kreuzadsorption wird 1 ml davon auf ein gekochtes
Pellet gegeben. Der Ansatz wird dann fir 45 min bei RT im Tischinkubator geschiittelt
und dann bei 4300 UpM fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird noch einmal auf
ein neues Pellet gegeben und die Prozedur wiederholt. Zum Schluss wird der Uberstand
aliquotiert und die kreuzadsorbierten Seren werden bei -20 °C gelagert.

2.12 Mikrobiologische Methoden

2.12.1 Kultivierung von Bakterien

Fur die Kultivierung in Flissigmedien wird das entsprechende Medium ggf. mit Zusatz
ein oder mehrerer Antibiotika unter Wahrung der Sterilitat in ein Glasgefald gegeben,
das eine ausreichende Beluftung zuldsst. Mit einer flissigen Vorkultur oder mit einer
Kolonie wird das Medium beimpft und bei 37 °C unter Schutteln bebrutet.

LB-Agarplatten werden ggf. mit Zusatz entsprechender Antibiotika gegossen. Die
Beimpfung erfolgt durch den klassischen Dreibsenausstrich oder durch Ausplattieren
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von 100-200 pul einer flissigen Bakterienkultur unter Verwendung einer abgeflammten
Glastse und eines Drehtisches, auf dem die Agarplatte platziert wird. Blutagarplatten
und MacConkey-Platten werden mit dem Dreidsenausstrich beimpft. Die Platten
werden UN bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.12.2 Keimzahlbestimmung von Bakterienkulturen

Die Keimzahl einer Flussigkultur wird mit Hilfe der Optischen Dichte (OD) abgeschéatzt
und so das Wachstum von Bakterienkulturen kontrolliert. Die OD entspricht dabei der
in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmten Absorption
eines Aliquots der Kultur gegen das reine Medium als Leerwert. Die OD in der
exponentiellen Wachstumsphase liegt im Bereich von 0,2 bis 0,7. Dies entspricht ca. 1-
2,5 x 16 KBE/ml.

2.12.3 Lagerung

Auf Agarplatten lassen sich Bakterienstamme bei 4 °C ca. 4-6 Wochen lagern. Zur
langerfristigen Lagerung wird eine Flussigkultur abzentrifugiert und das Pellet mit einer

20 %igen Glycerolldsung resuspendiert. Die Bakterien kdnnen so bei -80 °C aufbewahrt
und bei Bedarf neu angeziichtet werden.

2.13 Molekularbiologische Methoden

2.13.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Amplifizierung ausgewéhlter DNA-Abschnitte, um diese
nachzuweisen oder die Kopien einer weitern Verwendung (z. B. Klonierung)
zuganglich zu machen. Dazu werden zwei Oligonukleotmtangr) gewahlt, deren
Sequenz komplementér zu einer Sequenz am 3"-Ende von Strang und Gegenstrang der
gewlnschten Matrize ist. Nach Trennen des Doppelstranges bei 95°C legen sich die
Primer bei einer sequenzabhéngigen Temperatur an ihre komplementdren DNA-
Abschnitte an gnnealing) und dienen einer thermostabilen DNA-Polymerase als
Startpunkte fiir die Synthese eines neuen Gegenstranges vom 5’-Ende in Richtung 3’-
Ende. Die so entstandenen neuen Doppelstrange werden wieder getrennt und dienen als
Matrize fiir eine weitere Gegenstrangsynthese. Durch 25 bis 35 Wiederholungen dieses
Schrittes wird eine exponentielle Vermehrung des gewlnschten DNA-Abschnittes
erreicht.

Zum einen wurde eine Screening-PCR durchgefuhrt, die dem Nachweis bestimmter
DNA-Abschnitte dient. Ein 25[tReaktionsansatz enthalt:

2,5ul 10 x PCR-Puffer

4 ul 25 mM M¢f*-Losung (Endkonzentration 4 mM Mgl

1 y 10 mM dNTPs (Endkonz. je 0,4 mM dATP, dCTP,dGTH,AT
je 0,5 11 20 uM Primer (Endkonz. 0.4 M)

1 W Template-DNA (gekochte Zellen, s. 2.10)
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0,2 U Tag-Polymerase (5 Wl, Endkonz. 0.04 Ud)
Aqua dest. ad 25

Nach einem einmaligen Denaturierungsschritt bei 95 °C fur 10 min beginnt die
Amplifikation der DNA-Abschnitte. Sie wird in 30 Zyklen der folgenden drei
Inkubationsschritte im PCR-Cycler Gene Amp PCR System 9700 durchgefuhrt: 1)
Denaturierung der DNA bei 95 °C fir 30 s, 2) Bindung der Primer bei der jeweiligen
spezifischen Temperatur von 50-62°C fur 45 s, 3) DNA-Polymerisierung entsprechend
der erwarteten FragmentgroRe fur 1-2 min bei 72 °C. Die PCR-Produkte werden
anschlie3end elektrophoretisch in einem 1-2 %igem Agarosegel aufgetrennt und so der
Analyse zuganglich (s. 2.13.2).

Zum anderen wurde eine PCR mit dem Ziel der Klonierung der erhaltenen DNA-
Abschnitte durchgefuhrt. Hier werden Primer eingesetzt, deren Sequenz neben einem
komplementar zur gewtinschten DNA gewahlten Teil am 5°-Ende um weitere Basen
verlangert sind, die einen spezifischen Angriffspunkt (Schnittstelle) fir eine
Restriktionsendonuklease darstellen. Kommt es nun wie oben beschrieben zur
Anlagerung des Primers an die DNA und zur Synthese eines neuen Stranges, so wird
dieser um die Schnittstellensequenz verlangert, so dass ein Fusionsstrang entsteht. Ein
25 l-Reaktionsansatz enthalt:

2,5ul 10 x PCR-Puffer

4 ul 25 mM Mgf*-Lésung (Endkonzentration 4 mM Mgl

2,54 4 mM dNTPs (Endkonz. je 0,4 mM dATP, dCTP,dGTP,dY TP
je 0,5 20 uM Primer (Endkonz. 0.4M)

1 ul Template-DNA (chromosomale DNA desdali-Stammes CFT073)
0,2 U LA-Tag-Polymerase (5 W/, Endkonz. 0.04 Ud)

Aqua dest. ad 25/

Die einzelnen Schritte entsprachen denen der oben beschriebenen PCR. Fir die
Denaturierung wird eine Temperatur von 95 °C fur 30 s gewahlt. Die Anlagerung der
Polymerase erfolgt bei 60 °C fur 30 s. Die Amplifikation findet bei 72 °C fir 2,5 min
statt, da groRere DNA-Abschnitte zu erwarten sind. Insgesamt werden 30 Zyklen
durchlaufen. Danach werden die DNA-Abschnitte Uber eine Gelelektrophorese und die
folgende Isolation aus dem Gel aufgereinigt (s. 2.13.3).

2.13.2 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

In der Gelelektrophorese lassen sich DNA-Abschnitte nach ihrem Molekulargewicht
analysieren. Entsprechend ihrer Basenzahl wandern sie dabei unterschiedlich schnell
durch das Gel und kdnnen am Ende unter UV-Transillumination betrachtet und mit
einem GroRBenstandard verglichen werden. Sichtbar wird die DNA bei der UV-
Transillumination durch die Zugabe von Ethidiumbromid, das mit der DNA interkaliert
und bei Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert.

Agarose wird dazu mit einem Anteil von 1-2 % je nach Gr6RRe der aufzutrennenden
DNA-Fragmente in TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkihlen und vor dem Giel3en in die
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horizontale Gelkammer werden 0,2 pg/ml Ethidiumbromid zugegeben. Nach
Verfestigung des Gels werden je 5-10 pl einer Probe mit 1/5 Volumen Probenpuffer
versetzt und dann in eine Vertiefung am Rande des Gels pipettiert, die durch Einsatz
eines Kammes beim Gieflen entsteht. Als Laufpuffer dient TAE. An das Gel wird eine
Gleichspannung von 80-100 V angelegt. Nachdem die DNA iiber das Gel gewandert ist,
zeigt sich diese bei Betrachtung des Gels unter UV-Licht als Bande. Die Grofle des
DNA-Abschnittes in Basenpaaren (bp) kann nun anhand des GréBenstandards
abgeschitzt werden.

2.13.3 Priparative Agarose-Gelelektrophorese

Hierbei werden DNA-Fragmente nach PCR-Amplifikation oder Verdau mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen durch Gelelektrophorese getrennt und aus der
Gelmatrix extrahiert. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgt mit dem DNA-
Aufreinigungs-Kit der Firma Mo Bio Laboratories (s. Tabelle 2.9). Dabei bindet die
DNA unter hohen Salzkonzentrationen und einem pH <7,5 an eine Silikatmatrix, iiber
die dann Agarose, Puffer etc. ausgewaschen werden.

Es wird der gesamte DNA-haltige Ansatz auf das Agarosegel aufgetragen. Das
Vorgehen gleicht dem bei der analytischen Gelelektrophorese. Die Fragmente kénnen
so wieder unter UV-Licht betrachtet werden und der entsprechende Anteil des Gels
wird mit dem Skalpell ausgeschnitten. Das Agarosegelstiick mit der darin enthaltenen
DNA wird zur Extraktion in seinem dreifachen Volumen (ca. 300 pl) NaClO4-Losung
bei 55 °C aufgelost. Die Probe wird auf die Silikatmatrix in einem Rohrchen
aufgetragen. Wahrend des Zentrifugierens (10.000 UpM fiir 30 s) bindet die DNA an
die Matrix und Salze, Enzyme, Agarose etc. passieren diese. Der Schritt wird mit der
aufgefangenen Fraktion wiederholt, um die Ausbeute zu erhéhen. Danach wird die
Matrix zweimal mit einer Ethanol-Losung gewaschen. Es folgen zwei
Trockenzentrifugationen. AnschlieBend wird die DNA mit 20-50 pl des hierzu
bestimmten Puffers oder mit Wasser eluiert.

Tabelle 2.9 Kit zur DNA-Aufreinigung

Bezeichnung (Hersteller) Komponente Inhalt

UltraClean™ GelSpin™ GelBind Buffer NaClO4-Losung

DNA Purification Kit (MO BIO GelWash Tris/Ethanol-Losung

Laboratories,Solana Beach , USA) | Elution Buffer 10 mM Tris pH 8.0
Spin Filter Units Silikatmatrix-Rohrchen

2.13.4 TOPO TA-Klonierung

Die Bezeichnung TOPO TA-Klonierung leitet sich aus dem Prinzip eines von der Firma
Invitrogen vertriebenen Kits (s. Tabelle 2.10) ab. Dabei werden mittels PCR gewonnene
DNA-Fragmente in das linearisierte Plasmid pCR®4-TOPO® integriert. Die
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Sequenzierung des PCR-Produktes und weitere Klonierungsarbeiten werden dadurch
erleichtert.

Bei der PCR hingt die DNA-Polymerase bei jedem Syntheseende eines Stranges
unspezifisch ein Desoxyadenosin (A) am 3 -Ende an. Das linearisierte Plasmid pCR®4-
TOPO® tréigt an seinen 3'-Enden neben einem Desoxythymidin (T) die daran kovalent
gebundene Topoisomerase I des Vaccinia Virus. Diese Phosphodiesterbindung kann bei
Basenpaarung zwischen A und T vom 5'-Hydroxylrest des PCR-Produktes angegriffen
werden. Die Topoisomerase 16st sich und das PCR-Produkt ist in den Vektor integriert
(s. Abbildung 2.1).

Topoisomerase

CCCTT Y AAGGG
GGGA e A PCR Product R TCCC

HO |

033

Topoisomerase

Abbildung 2.1 Ausschnitt des Klonierungsvektors pCR®4-TOPO® (aus TOPO TA Cloning® Kit for
Sequencing Handbuch, Version H, Invitrogen, Paisley, UK)

Fiir eine Klonierung wird folgender Ansatz gewahlt:

0,5 nl Salzlésung
2 pl Losung des PCR-Produktes
0,5 pl Losung des Vektors

Der Ansatz wird 5 min bei 23 °C inkubiert. Im Anschluss werden die Plasmide in den
elektrokompetenten E. col/i-Stamm ToplO transformiert. Dazu werden 100 pl der
kompetenten Zellen mit 2 pl des Ansatzes vermischt. Danach wird die Transformation
wie unter 2.13.9 beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 2.10 Kit zur TOPO TA-Klonierung

Bezeichnung (Hersteller) Komponenete Spezifizierung
TOPO TA Cloning® Kit Salzlosung 1,2 M NaCl, 0,006 M MgCl,
for Sequencing Losung des Vektors 10 ng/pl Plasmid-DNA in Puffer
(Invitrogen, Paisley, UK) | pCR®4-TOPO®
T3-Primer s. Tabelle 2.5
T7-Primer s. Tabelle 2.5
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2.13.5 Plasmidisolierung

Um damit weitere Klonierungsarbeiten durchfiithren zu kénnen, muss das entsprechende
Plasmid (pCR®4-TOPO® oder Expressionsvektor) aus den plasmidtragenden
Bakterienklonen isoliert werden. Dabei werden die Bakterien mit NaOH und SDS
alkalisch lysiert und Proteine sowie die gesamte DNA denaturiert. Bei Zugabe von
Kaliumacetatpuffer prazipitieren die chromosomale DNA und die iibrigen bakteriellen
Bestandteile unter dem hohen Salzgehalt. Nach Abzentrifugieren bleibt lediglich die
Plasmid-DNA im Uberstand. Sie wird dann iiber eine Silikatmatrix aufgefangen,
gereinigt und eluiert.

Es wird eine 15 ml UN-Kultur des plasmidtragenden Bakterienstammes in LB-Medium
mit entsprechendem Antibiotikum angelegt. Am Morgen wird diese Kultur bei 4300
UpM fiir 15 min abzentrifugiert. Zur Isolierung wird ein Kit der Firma Qiagen (s.
Tabelle 2.11) verwendet. Das Pellet wird zum Aufschluss der bakteriellen Zellwand in
je 500 pl Puffer P1 und P2 resuspendiert. Nach Zugabe von 700 pl Puffer N3 kommt es
zur Prazipitation. Nun erfolgt die Zentrifugation mit 13000 UpM fiir 10 min. Der
Uberstand wird auf die Siule mit der Silikatmatrix gegeben und zentrifugiert. Es
werden zwei Waschschritte mit den Puffern PB und PE durchgefiihrt, gefolgt von einer
Trockenzentrifugation. Mit 50 nl Wasser wird die Plasmid-DNA aus der Saule eluiert.

Tabelle 2.11 Kit zur Plasmidisolierung

Bezeichnung (Hersteller) Komponente Verwendung/Inhalt
QLAprep® Spin Miniprep Kit | QIAprep Spin Columns | Silikatmatrix-Réhrchen
(Qiagen, Hilden) Puffer P1 EDTA, RNAse

Puffer P2 SDS, NaOH

Puffer N3 Kaliumacetat

Puffer PB Waschpuffer

Puffer PE Waschpuffer

2.13.6 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Retriktionsendonukleasen (RE) konnen einen DNA-Doppelstrang an fiir sie
spezifischen Nukleotidsequenzen (Erkennungssequenzen) schneiden. Diese sog. RE-
Schnittstellen sind im Allgemeinen 4-8 bp lang. Befinden sich solche Schnittstellen auf
einem Plasmid kann dieses so geschnitten werden, dass ein bestimmter DNA-Abschnitt
herausgeschnitten wird. Umgekehrt kann das Plasmid durch Schneiden auch linearisiert
werden damit ein entsprechendes DNA-Fragment eingefiigt werden kann. Dies
geschieht dann in einer Ligationsreaktion (s. 2.13.8).
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Folgender Ansatz wird fir einen Restiktionsverdau gewahlt:

6 pl Puffer REat 2

10 pl Plasmid-LOosung aus Plasmidisolierung
1 pl EnzymSst (10 U/ul)

1 pl EnzymPst (10 U/ul)

42 ul Aqua dest.

Die Auswahl des Puffers richtet sich nach den fur das jeweilige Enzym angegebenen
Empfehlungen des Herstellers. Da die in dieser Arbeit verwendeten Er&stnumd

Pst mit dem gleichen Puffer einsetzbar sind, ist ein gemeinsamer Ansatz moglich. Der
Ansatz wird 1 h bei 37 °C im Tischinkubator inkubiert. Danach folgt zur Aufreinigung
eine praparative Gelelektrophorese (s. 2.13.3), deren Produkte zur Ligation (s. 2.13.8)
eingesetzt werden.

2.13.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Um die richtige Menge an DNA-LOsung zu wéahlen, die bei der Ligation eingesetzt

werden soll, muss vorher die Konzentration der DNA bestimmt werden. Hierzu kann

eine Gelelektophorese eines Aliquots der entsprechenden DNA-L6sung durchgefuhrt
werden. Dabei ist die Intensitat der Bande unter UV-Transillumination mit der Menge

an DNA in etwa proportional. Vergleicht man die Intensitat mit der entsprechenden

Bande des mitgefiihrten 100 bp- bzw. 1 kb-GréRRenstandards, der eine definierte DNA-
Konzentration aufweist, so lasst sich die DNA-Konzentration abschéatzen.

Zur Durchfihrung der Agarose-Gelelektrophorese s. 2.13.2.

2.13.8 Ligation von DNA

Nachdem ein Plasmid und ein DNA-Fragment mit Restriktionsendonuklasen
geschnitten sind (s. 2.13.6), kann bei geeigneter Auswahl der Schnittstellen das DNA-
Fragment ifiser) durch eine Ligase in das Plasmid integriert werden. Durch diesen als
Ligation bezeichneten Vorgang entsteht ein neues Plasmid, das durch Transformation in
ein Bakterium gebracht werden kann.

Beim Ansatz der Ligation ist darauf zu achten, dass das molare Verhaltnis von DNA-

Fragment zu Plasmid unter Bertcksichtigung der vorher ermittelten Konzentrationen (s.
2.13.7) im Bereich von etwa 3:1 liegt, um die Ausbeute des Vorgangs zu erhdhen. Das
Gesamtvolumen des Ansatzes betragt 10 pl und setzt sich wie folgt zusammen:

2ul 5x Puffer fur T4-Ligase

1ul T4-Ligase (1 U/ul)

berechnetes Volumen Plasmid-Losung
berechnetes Volumen Insert-Lésung
Aqua dest. ad 10l

Die Reaktion erfolgt Giber 48 h bei 4 °C im Kuhlschrank.
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2.13.9 Vorbereitung und Transformation von Bakterien

Als Transformation wird die Aufnahme von freier DNA durch ein Bakterium
bezeichnet. Bei der freien DNA handelt es sich in dieser Arbeit um ein Plasmid, in das
ein DNA-Fragment integriert wird. Da dieses DNA-Fragment einem Gen entspricht,
wird dessen Expression bei geeigneter Auswahl des Plasmids (s. 2.14.1) in der
Bakterienzelle mdglich. Die Transformation kann z. B. durch Elektroporation
herbeigefuhrt werden. Bei der Elektroporation wird kurzzeitig ein starkes elektrisches
Feld, in dem sich ein Gemisch aus Bakterienzellen und Plasmiden befindet, erzeugt. Es
wird angenommen, dass durch das elektrische Feld Poren in der Bakterienwand
entstehen, durch die das Plasmid in das Bakterium gelangt. Um die Bakterien in einem
solchen elektrischen Feld platzieren zu kdénnen, missen sie vorher in mehreren
Waschschritten von Salzen und lonen gereinigt werden, die sonst einen Lichtbogen
verursachen kdnnen. Oft werden die gewaschenen Zellen auch als ,elektrokompetente
Zellen* bezeichnet, obwohl es sich nicht um eine Kompetenz zur Aufnahme fremder
DNA im engeren Sinne handelt.

Eine neue 500 ml Kultur wird mit 10 ml aus einer 50 ml UN-Kultur angeimpft. Bei 37
°C wéchst sie bis zu einer OD bei 600 nm von ca. 0,5. Im Weiteren werden alle Schritte
auf Eis durchgefuhrt. Nach Zentrifugieren der Kultur bei 4300 UpM fur 30 min bei 4 °C
wird das Pellet durch Resuspendieren und erneutes Zentrifugieren fir 15 min
gewaschen. Viermal erfolgen diese Waschschritte mit gekihltem Wasser und
abschlieBend einmal mit einer 10 %igen Glycerollosung. Anschlie3end werden die
Zellen in 10 %iger Glycerolldsung aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Die zu transformierenden elektrokompeteten Zellen werden behutsam auf Eis aufgetaut.
Davon werden 10Ql zusammen mit 2ul des Ligationsansatzes gemischt und in eine
spezielle Kuvette gebracht, die in das Elektroporationsgerat gesetzt wird. Es erfolgt die
Elektroporation (Einstellungen: U= 1,8 kV, R= 200 C= 25 pF, Zeitkonstante 3,5-5

ms). Danach werden die elektroporierten Zellen mit Hilfe von pDOorgewarmtem
SOC-Medium aus der Kivette aufgenommen und in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt, das
dann fur 1 h bei 37 °C im Tischinkubator geschuttelt wird. AnschlieRend werden die
Bakterien auf entsprechend dem Resistenzgen des Plasmids antibiotikahaltigen
Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C UN bebriitet. So kénnen die erfolgreich
transformierten Bakterien selektioniert werden.

2.13.10 DNA-Sequenzierung

Die genaue Basenabfolge von DNA-Abschnitten, z.B. von Plasmiden, kann durch
Sequenzierung ermittelt werden. Eine der am weitesten verbreiteten Methoden hierfur
ist die modifizierte Kettenabbruchmethode nach Sanger. Dabei werden neben
entsprechenden Primern Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) und
fluoreszenzmarkierte Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTP), denen die 3'-
Hydroxygruppe fehlt, als Substrat eingesetzt. Die DNA-Polymerase kann nach Einbau
von ddNTP die entstandene Kette nicht verlangern, so dass es zu basenspezifischen
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Abbruchprodukten kommt. Diese konnen bei der Auftrennung Iin einer
Kapillarelektrophorese Uber die Fluoreszenz mit einem Laser detektiert werden und
daraus die entsprechende Sequenz erstellt werden.

Durchgefuhrt wurden die Sequenzierungen nach dieser Methode von der Firma Agowa
(Berlin). In ein Rektionsgefall missen dazu neben 10 pl einer Lésung des
aufgereinigten Plasmids (DNA-Konz. ca. 80 ng/ul) je 4ul der entsprechenden

Primerlosung (Konz. 5 pmol/ul) gegeben werden. Die Ergebnisse werden mit Hilfe der
Lasergene-Software (Version 5.08) ausgewertet.

2.14 Proteinmethoden

2.14.1 Proteinexpression in Bakterien

Um ein Protein fUr weitere Untersuchungen zu gewinnen, ist es notwendig dieses
Protein in groReren Mengen in Bakterien zu exprimieren. Dazu mul3 die kodierende
DNA mit Hilfe eines Vektors in ein Bakterium gebracht werden. Als Vektor dient ein
auch als Expressionsvektor bezeichnetes Plasmid, das u. a. Uber eine
Antibiotikaresistenz und eine Promotorregion verfiigt. Uber sindiple cloning site
(MCS) kann ein Gen hinter dem Promotor, d. h. in 3"-Richtung, eingefligt werden.
Aul3erdem ist eirorigin of replication (or) Uber den die Replikation des Vektors
stattfindet notwendiger Bestandteil damit dieser an die Tochterzellen weitergegeben
werden kann. Mit einem solchen Vektor transformierte Bakterien kdnnen Uber die
Antibiotikaresistenz selektioniert und das entsprechende Gen durch Induktion tber den
Promotor exprimiert werden. In dieser Arbeit findet der Expressionsvektor pASK-
IBA33plus Verwendung (s. Abbildung 3.6, S. 48). Dieser Vektor tragt eine
Ampicillinresistenz  sowie den tet-Promotor, der Uber Tetrazyklin oder
Anhydrotetrazyklin (AHT) in nicht antibiotisch wirksamer Dosis induzierbar ist.
Unmittelbar nach bzw. in 3"-Richtung stromabwarts der MCS ist eine Sequenz
eingefugt, die direkt aufeinander folgend sechsmal fur Histidin kodiert. Dadurch
entsteht ein Fusionsprotein des eigentlichen Proteins mit einem carboxyterminalen
Hexahistidylrest ((6x) Hisag). Das Histag kann spezifisch an zweiwertige lonen, z. B.
Nickel (Ni*"), binden. Uber eine Affinitatschromatographie l&sst sich so das gewiinschte
Protein aufreinigen.

Eine Kultur in LB-Medium der mit dem Vektor pASK-IBA33plus transformierten
Zellen wird bei 37 °C UN bebriitet. Mit einem Aliquot werden 10-50 ml einer neuen
Kultur im Verhaltnis 1:20 angeimpft. Die Kulturen enthalten den entsprechenden
Antibiotikazusatz. Das Wachstum der neu angesetzten Kultur erfolgt bis zu einer OD
bei 600 nm von 0,5. Nach Entnahme von 2 ml als nichtinduzierte Kontrollprobe werden
zur Induktion 200 ng/ml AHT zugegeben und die Kultur fir ca. weitere 3 h bei 37 °C
geschattelt. Danach wird die Kultur bei 4300 UpM fir 15 min abzentrifugiert. Wenn
notig, wird das Pellet bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert.
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2.14.2 Nickel-Affinititschromatographie

Ziel ist es, das in Bakterien iiberexprimierte Protein (s. 2.14.1) durch Aufschluss der
Zellen freizusetzen und von den iibrigen Zellbestandteilen zu trennen. Um dies zu
erleichtern, kann das Ziel-Gen in einen entsprechenden Expressionsvektor einkloniert
werden, der nach Tranformation die Expression eines Fusionsproteins mit amino- oder
carboxyterminalem His-7ag erlaubt (s. 2.14.1). Wird das His-fag tragende Protein nun
auf eine Saule gegeben, die eine Matrix mit Ni**-Ionen enthalt, kann das Protein dort
binden, von iibrigem Zelldebris gereinigt und eluiert werden. Verwendet werden hierfiir
die Ni-NTA Spin Columns der Firma Qiagen (Hilden). Die Matrix dieser Saulen besteht
aus an Sepharose, ein Agarosederivat, gebundener Nitrilotriessigsdure (nitrilotriacetic
acid, NTA), die mit den Nickelionen einen Chelatkomplex bildet (s. Abbildung 2.2.).
Das Protokoll folgt den Empfehlungen des Qiagen Ni-NTA Spin Handbook (Auflage
02/2003) fiir die denaturierende Aufreinigung von Proteinen. Die Zelllyse und die
Denaturierung der Proteine erfolgt dabei durch den Zusatz von Harnstoff zu den
Puffern. Durch Ermniedrigung des pH kann die Siule gewaschen und schlieBlich das
aufgereinigte Protein eluiert werden.

2

2/

i
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Abbildung 2.2 Interaktion zwischen dem (6x)His-fag und der Nickel-NTA-Matrix (modifiziert aus The
QIAexpressionist, 5. Auflage, Qiagen, Hilden)

Die Zellen einer 10 ml- 50 ml Kultur werden pelletiert und in 600 pl Lysepuffer (pH
8,0) fir 1 h beir RT lysiert. Der Zelldebris wird bei 10.000 UpM fiir 30 min
abzenrifugiert. Mit 600 ul des Uberstandes wird nun die mit Lysepuffer equilibrierte
nickelhaltige Matrix in einer Saule beladen und wie in den folgenden Schritten bei 2000
UpM fiir 2 min zentrifugiert. Die Saule wird jetzt zweimal mit 600 nl Waschpuffer (pH
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6,3) beflllt und zentrifugiert. AbschlieRend wird zweimal mit 200 pl Puffer (pH 4,5)
eluiert. Bei den einzelnen Schritten werden immer Proben der aufgefangenen
Fraktionen zur spateren Kontrolle gewonnen.

2.14.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Plyacrylamid-Geldektrophorese (SDS-PAGE) macht die Analyse von
Proteinen oder Proteingemischen anhand ihres Molekulargewichtes mdglich. Hierzu
werden die Proteine in einem Probenpuffer aus SDSBtMdrcaptoethanol chemisch

und thermisch denaturiert. Das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS) fuhrt
dabei durch Anlagerung an die Proteine zu einer relativ zum Molekulargewicht
zunehmenden negativen Ladung der ProtdiAdercaptoethanol 16st durch Reduktion

gof. bestehende Disulfidbricken. Die Eigenladung des Proteins wird nun insgesamt
vernachlassigbar klein, so dass bei Anlegen eines elektrischen Feldes die
Laufgeschwindigkeit neben den Geleigenschaften v. a. vom Molekulargewicht des
Proteins abhangt. Eine so vorbehandelte Probe wird auf ein Polyacrylamidgel gegeben.
Dieses setzt sich aus einem Sammelgel und einem Trenngel zusammen. Das Sammelgel
mit einer Endkonzentration von 4 % Acrylamid wird unter Verwendung von Tris-HCI-
Puffer (pH 6,8) und das Trenngel mit 10% Acrylamid und Tris-HCI-Puffer (pH 8,8)
angesetzt. Als Katalysatoren der Polymerisierung dienen Ammoniumpersulfat (APS)
und N,N,N,N,-Tetramethylethylendiamin (TEMED). Durch diese Zusammensetzung
und den Einsatz eines Tris-Glycin-Puffers als Laufpuffer im Sinne eines
diskontinuierlichen Puffersystems werden die Proteine zuerst im Sammelgel
konzentriert und dann bei ihrem Lauf durch das Trenngel entsprechend dem
Molekulargewicht getrennt. Die Interpretation des Gels wird so durch deutlichere
Banden erleichtert.

In eine vertikale Kammer zwischen zwei Glasplatten wird zuerst das Trenngel und
darauf das Sammelgel gegossen. In das Sammelgel werden durch Verwendung eines
Plastikkammes Taschen flur die Proben eingepragt. Folgende Ansétze werden fur die
Gele verwendet:

Trenngel (Endkonz.: 10 % Acrylamid): Sammelgel (Endkonz.: 4 % Acrylamid):

3,1 ml Wasser 2,2 ml Wasser

1,9 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 94 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
2,5 ml Protogel* 630 ul Protogel*

50 ul APS 25 ul APS

5 ul TEMED 5 ul TEMED

* Protogel ist eine gebrauchsfertige 30 %ige Acrylamidldsung

Eine Probe wird wie folgt vorbereitet: 10 pul der Proteinlosung werden mit 2 pl
Probenpuffer versetzt und fir 10 min bei 95 °C erhitzt. Danach kuhlt die Probe auf Eis
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ab und wird dann in eine Tasche des Gels, das sich in einer mit Laufpuffer gefullten
Elektrophoresekammer befindet, pipettiert. Es wird eine Spannung von 200 V angelegt.
Als GrolRenstandard dient eine mitlaufende definierte Proteinldsung. Anhand des
Bromphenolblaus im Probenpuffer lasst sich das Fortschreiten der Elektrophorese
beurteilen. Um die Proteine sichtbar zu machen wird das Gel anschlieend nach
Coomassie gefarbt (s. 2.14.4).

2.14.4 Coomassie-Farbung

Die Darstellung der Proteinbanden auf einem Polyacrylamidgel gelingt mittels einer
Anfarbung mit Coomassie-Lésung. Dazu wird das komplette Gel fur 30 min unter
leichtem Schwenken in die Losung gelegt. Bei der folgenden Entfarbung des Gels mit
Wasser bleiben die blauen Proteinbanden erhalten und kdnnen im Vergleich zum
mitgefuhrten Marker beurteilt werden.

2.14.5 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Identitat eines rekombinant hergestellten und aufgereinigten Proteins kann in der
MALDI (Matrixassisted Laser Desorption/lonisation)- TOFTirle of Fligh}
Massenspektrometrie Uberprift werden. Bei diesem Verfahren wird das Protein mit
einer Protease (z. B. Trypsin) in Peptide gespalten, die dann massenspektrometrisch
untersucht werden. Das erhaltene Peptidmuster wird mit einer Datenbank verglichen
und das wahrscheinliche Protein ermittelt.

Das zu untersuchende Proteingemisch wird einer Gelelektrophorese unterzogen und die
gewinschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal® tberfuhrt.
Die weiteren Analysen wurden durch das Zentrallabor fir Proteinanalytik (ZfP) des
Adolf Budenandt- Instituts der Universitat Minchen durchgefihrt.

2.14.6 Immunoblot

Mit dem Immunoblot bzw. Westernblot kann eine spezifische Bindung von Antikdrpern
an ein Protein sichtbar gemacht werden. Auf der einen Seite ist so der Nachweis eines
Proteins mittels spezifischer mono- oder polyklonaler Antikbrper mdglich. Umgekehrt
kénnen aber auch z. B. Seren auf Antikdrper gegen ein bekanntes Protein untersucht
werden. Dazu werden die Proteine, die sich nach einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese im Gel befinden, wiederum durch Anlegen einer Spannung auf eine
Nitrozellulose-Membran gebracht (Blot i. e. S.). Die Priméarantikorper, die danach auf
die Membran gegeben werden, binden an ihren entsprechenden Epitopen. Die
Visualisierung und damit der Nachweis der am Protein gebundenen Antikorper erfolgt
durch Einsatz von gegen diese Primarantikdrper gerichteten Sekundarantikérpern, die
mit einem Enzym konjugiert sind. Dieses Enzym katalysiert eine
Chemilumineszenzreaktion, die auf einem Rontgenfilm dokumentiert werden kann. Ein
bei der Gelelektrophorese und beim Blot mitgefuhrter vorgefarbter Gré3enstandard lasst
die GrofRenzuordnung der Proteine mit gebundenen Antikdrpern zu.
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Die mittels Nickelsaulenchromatographie gereinigten Proteine liegen in einer
Konzentration von 2 mg/ml vor. Es werden WlOeiner Verdinnung von 1:16 (4l
Proteinlésung plus 64ul Laufpuffer) einer Proteinlésung zusammen mit @45x
Probenpuffer auf ein Polyacrylamidgel (s. 2.14.3) gegeben. Das Sammelgel wird hierzu
statt mit einzelnen Taschen mit einer durchgehenden Tasche von ca. 7 cm Breite und
einer einzelnen Tasche fir den GroRenstandard gegossen. Die Elektrophorese erfolgt fir
50 min mit einer Spannung von 200 V. Die Proteine liegen danach in einer
durchgehenden Linie im Gel. Mit dem Groéf3enstandard aus bereits gefarbten Proteinen
kann die SDS-PAGE und der folgende Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran kontrolliert werden sowie am Ende die Zuordnung der
Antikorperreaktion zu einer bestimmten Proteingrof3e stattfinden. Nach Abtrennen des
Trenngels wird das Sammelgel mit den anderen Materialien wie in Abbildung 2.3
gezeigt aufgeschichtet und in die vertikale mit Western-Transfer-Puffer gefillte
Blotkammer eingesetzt.

Anode @

Schaumst_()‘ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER

Whatmar-Papie ------------=-----------.

NitrozelluloseMembrar
Polyacrylamidge

WhatmanPapie ------=-=--=-===-=-=---------.

Schaumoﬁ EEEEEESEEEEEEEEEEENEEEEEEEEESR

Kathode¢ @

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der Schichtung in der Blotkammer

Es sollten sich zwischen den einzelnen Schichten keine Luftblasen sammeln. Die
nachfolgende Ubertragung der Proteine und des GroRenstandards auf die Nitrozellulose-
Membran erfolgt mit einer Spannung von 90 V fir 60 min. Um ein unspezifisches
Binden der Antikorper an der Membran zu verhindern, werden im Anschlul3 freie
Bindungstellen der Membran fiir eine Stunde in einem Bad aus 10 ml TBS-T mit 5 %
Milchpulver abgesattigt. Danach wird die Membran 3 x fir 10 min unter leichtem
Schitteln mit TBS-T gewaschen. In dieser Arbeit dienten die in Seren enthaltenen
Antikorper als Primarantikdrper. Die Inkubation der Membran mit Patientenseren
erfolgt in einer speziellen Kammer aus Plexiglas, um gleichzeitig mehrere Proben testen
zu koénnen (s. Abbildung 2.4). Die Seren werden dazu in einer Verdinnung mit TBS-
T/5% Milchpulver von 1:50 bis 1:100 eingesetzt. Antiserum vom Kaninchen als
Kontrolle mit 1:10.000 bis 1:20.000. Jede Vertiefung der Kammer wird mit caul150

des verdiinnten Serums beschickt. Die Inkubationszeit betragt 1,5 h.
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Nitrozellulose

Schaumstoff

Abbildung 2.4 Photographie der Blotkammer in der Aufsicht sowie schematische Darstellung von A
Quer- und B Langsschnitt
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Danach werden die Proben vorsichtig abgezogen und die Membran aus der Kammer
entfernt. Insgesamt ist darauf zu achten, dass es zu keinem Ubertritt von Serum in eine
benachbarte Kammer kommt. Sollen verschiedene Sekundarantikérper eingesetzt
werden, kann die Membran nun entsprechend auseinander geschnitten werden, um
jeden Teil der Membran mit dem entsprechenden Sekundarantikérper inkubieren zu
konnen. Wieder wird die Membran 3 x fir 10 min unter leichtem Schuitteln mit TBS-T
gewaschen. Die Inkubation mit den Sekundarantikérpern in der Verdinnung 1:10.000
bis 1:80.000 in TBS-T/5% Milchpulver erfolgt fir 1,5 h unter sachtem Schwenken. Es
folgen noch einmal fiinf Waschschritte mit TBS-T fir 10 min. Zur Detektion der mit
horseradish peroxidase (HRP) konjugierten Sekundarantikérper  wird
Chemilumineszenzsubstrat auf die Membran gegeben und fir 5 min inkubiert. Jetzt
wird die Substratibsung abgegossen und in einer lichtundurchléassigen
Expositionskammer ein durch eine transparente Folie geschitzter Rontgenfilm auf die
Membran gelegt. Durch die Chemilumineszenz in den Bereichen von
Antikorperbindungen auf der Membran werden entsprechende Bereiche des Filmes
belichtet und durch die anschlieBende Entwicklung des Films als schwarze Banden
sichtbar. Die Belichtungszeit betragt zwischen 30 s und 10 min.

2.14.7 Ponceau-Farbung

Mit Ponceau-Ldsung lassen sich Proteine auf einer Nitrozellulosemembran reversibel
anfarben. Dadurch kann der Erfolg des Proteintransfers im Immunoblot Uberpruft
werden.

Die Membran wurde 1 min in Ponceau-Losung gebadet. Die Proteine sind nun rot
angefarbt. Eine Proteinbande kann ggf. mit einem Bleistiftstrich am Rand der Membran
markiert werden. Mit Wasser wird die Membran Uber einige Minuten wieder entfarbt.

2.15 Tierexperimentelle Arbeiten

2.15.1 Vorbereitung der Infektionsdosis

Es wird eine Kultur des Bakterienstammes in LB-Medium UN bei 37 °C bebritet. Mit
einem Aliquot von 500 ul dieser Kultur werden dann 10 ml LB-Medium angeimpft. Die
Kultur wéchst bei 37 °C bis zu einer OD bei 600 nm von 0,2. Dies entspricht nach den
Erkenntnissen aus einer Vielzahl von Vorversuchen in der AG Schubert einer
Bakterienzahl im Bereich von $&BE/ml. Nach Abzentrifugieren (5.000 UpM fiir 5
min) von 1 ml der Kultur wird das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und die Bakterien
fur die intraperitoneale Infektion eingesetzt.

2.15.2 Intraperitoneale Infektion

Einer Balb/C-Maus werden 0,1 ml (1KBE) (s. 2.15.1) des Bakterienstammes
intraperitoneal appliziert. Der Zugang unter Verwendung einer 1 ml Spritze und einer
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Nadel der GroRRe 23 G befindet sich knapp oberhalb des Genitals links. Die Maus wird
dabei in Rlucken- und Kopftieflage gehalten. Der Einstichwinkel betragt ca. 45° in
Richtung nach medial und proximal. Die Gefahr einer Verletzung von soliden Organen
oder einer Perforation des Darmes kann so minimiert werden.

2.15.3 Gewinnung von Mausseren

Das Versuchstier wird durch Einleiten von Kohlendioxid in die Box getttet. Nach
Er6ffnen des Bauchraumes wird unter Sicht die Vena cava inferior punktiert und etwa 1
ml Blut gewonnen. Nach vollstandiger Gerinnung des Blutes (Dauer ca. 30 min bei RT)
wird der Blutkuchen bei 2500 UpM fir 10 min abzentrifugiert und das Serum
gewonnen.

2.16 Behordliche Genehmigungen

Die Tierversuche dieser Arbeit wurden im Rahmen des Tierversuchsvorhabens
209.1211/2531-107/03 durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Ebenso wurde der in Bezug auf die molekularbiologischen Arbeiten getellte Antrag
nach Gentechnikgesetz (840-8763.14.144/1028) genehmigt.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels Immunoblot Seren von Patienten mit einer
E.coli-Infektion auf Antikbrper gegen ExPEC-assoziierte Proteine zu untersuchen. Im
ersten Teil der Arbeit wurden hier&icoli-Isolate von Patienten gesammelt und mittels
PCR hinsichtlich vorhandener ExPEC-assoziierter Gene charakterisiert. Zuséatzlich
wurden Seren der entsprechenden Patienten aquiriert. Im zweiten Teil der Arbeit
wurden die Seren im Immunoblot auf Antikbrper gegen die rekombinant hergestellten
EXPEC-Proteine FyuA, IroN, Usp und ChuA getestet. Der Haminrezeptor ChuA wurde
dafir in dieser Arbeit als rekombinantes Protein hergestellt. Im Anschluss folgten
Untersuchungen der Antikdrperantwort bei der Maus nach Harnwegsinfektion und nach
Peritonitis.

3.1 Daten zuE. coli-Isolaten und Seren

In der mikrobiologischen Routinediagnostik des Max von Pettenkofer-Instituts wurden
E. coli-Isolate von Patienten der Kliniken Innenstadt und Grol3hadern der Universitat
Minchen gesammelt. Aus der Serologie und der Virologie des Max von Pettenkofer-
Instituts wurden, soweit vorhanden, Uberzahlige Serumproben der entsprechenden
Patienten aus der Routinediagnostik bezogen. Zu jedem lIsolat sollten mindestens zwel
Patientenproben vorliegen, wobei das erste Serum (Serum 1) am oder um den Tag des
E. colrNachweises abgenommen sein sollte und das zweite Serum (Serum 2)
mindestens zwei Wochen nach Isolierung. Durch diese gezielte Sammlung sollte
erreicht werden, dass das erste Serum zu Beginn der Infektion abgenommen wurde und
sich ggf. im Verlauf eine AntikOrperreaktion im zweiten Serum nachweisen lasst.
Insgesamt konnten auf diese Weise 23 Isolate mit entsprechendem Serumpaar fur die
Untersuchung gewonnen werden.

Neben Alter und Geschlecht der Patienten wurde die Herkunft des Isolates erfasst sowie
der Abnahmetag des Serums (s. Tabelle 3.1). Der Tag der IsolierungEeinek-
Stammes wurde als Tag 0 definiert. Alter und Geschlecht haben Bedeutung hinsichtlich
des bei Frauen generell erhéhten und mit dem Alter weiter zunehmenden Risikos eine
Harnwegsinfektion zu erleiden. Es kdnnten sich deshalb bereits im Serum 1 Antikorper
gegenE. coliProteine nachweisen lassen. Ebenso ist bei systemischen Infektionen,
wenn z. B. deE. coltStamm aus einer Blutkultur stammt, eher mit Serumantikérpern
zu rechnen. Im Allgemeinen bedeutet die Isolierung&ocoli aus dem Blut auch, dass

ein septisches Krankheitsbild vorliegt. Die Moglichkeit der Kontamination ist besonders
beim Nachweis von E. calm Mittelstrahlurin bei einer Frau zu bedenken.
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Tabelle 3.1E. colilsolate und Seren
E. coli-lsolat- Patientenalter und  Herkunft des Abnahme Serum 1  Abnahme Serum 2

Nr. -geschlecht Isolates am Tag am Tag
3 85a, w. BK 0 14
4 26 a, w. MSU 0 110
10 79 a, w. BK 1 28
12 62 a, w. MSU 8 82
19 68 a, w. KU 4 34
22 71la,w. KU 9 25
41 65 a, w. MSU 1 90
50 63 a, w. BK -14 70
53 63 a, m. BK -20 14
54 71la,w. KU -50 16
57 73 a,m. BK -3 38
60 53 a, m. BK 2 28
61 53 a, m. BK -11 15
66 27 a, w. KU 2 16
68 66 a, m. MSU 1 25
72 68 a, w. BK 10 22
73 60 a, w. BK 2 20
75 61 a, w. BK 8 20
76 37a,m. BK 8 82
78 35a, m. MSU -7 12
101 63 a, m. BK 12 24
102 29 a, m. KU -4 15
123 39 a, w. BK 3 60

a: Jahre, w.: weiblich, m.: mannlich
BK: Blutkultur, KU: Katheterurin, MSU: Mittelstrahlurin

3.2 Nachweis ExPEC-assoziierter Gene bé. coli-Isolaten

Um die Isolate weiter zu charakterisieren, wurden sie mittels PCR auf EXPEC-
assoziierte Gene untersucht. Es handelte sich im Einzelnen um Gene des
Yersiniabaktin-Siderophorsystems (fyu#n2), des Salmochelinrezeptors (irfpNdes
AerobaktinsystemsytA), des Haminrezeptorsl{fuA) sowie die GenieeA undiha, die
ebenso mit der bakteriellen Eisenaufnahme in Verbindung gebracht werden. Dagegen
kodiert usp fur einen von UPEC an die Umgebung abgegebenen Faktor, der bisher in
seiner Funktion nicht ndher untersucht ist. Durch das PCR-Screening konnte zum einen
geklart werden, ob die Isolate zur Gruppe der typischen EXPEC gehdren, zum anderen,
ob eine Antikérperreaktion bei den Patienten zu erwarten ist, da der Genotyp den
Ruckschluss auf den Phanotyp und damit die Expression des Proteins durch den
entsprechenden Stamm zulasst.

Die PCR wurde wie in 2.13.1 beschrieben mit den entsprechenden Primern (s. Tabelle
2.5) durchgefiuihrt. Als Positiv- bzw Negativkontrolle dienten der klassische UPEC-
Stamm CFTO073 und der apathogene E-caborstamm DH5ds. Abbildung 3.1).

43



3 Ergebnisse

M 12 3456 78 91011 1213 14 15161718

A 0O 1 o 4 e il

900bf —|
700by — |

500bf —
400bf —

Abbildung 3.1 Agarosegelelektrophorese von PCR-Produkten zur exemplarischen Darstellung von
positivem und negativem Gen-Nachweis in dencoliStammen CFT073 (jeweils die linke Spur) und
DH5a (jeweils die rechte Spur), M: 100bp Marker, 1 undy2A (Produktgrof3e 629bp), 3 und ip2
(ProduktgréRe 600bp), 5 und éhuA (ProduktgroRe 345bp), 7 undi®N (Produktgrdfze 900bp), 9 und

10: usp (ProduktgréRe 555bp), 11 und 1#: (ProduktgrofRe 380bp), 13 und lieA (ProduktgréRe
418bp), 15 und 16ut (ProduktgréRe 392bp), 17 und 18a (ProduktgrofRe 529bp)

In Tabelle 3.2 finden sich die einzelnen Isolate mit dem Ergebnis fir die untersuchten
Gene und der prozentuale Anteil der auf ein Gen positiven Isolate.

Tabelle 3.2 Nachweis von ExPEC-assozierten Geneh. lwsili-Isolaten

E. coli-Isolat Nr. chuA fyuA irp2 iroN usp ireA iha iutA
3 - - - - - - - -
4 + + + - + - - -

10 - - - - - - - +
12 - - - - - - - -
19 + - - - - + + +
22 - + + - - - - +
41 - - - - - - + +
50 - - - - - - - -
53 + + + - - - + +
54 - - - - - - - -
57 + + + + - - - -
60 + + + - - - + +
61 - - - + - - - +
66 + + + - + - + +
68 + + + - + - + +
72 + + + - - - + +
73 + + + - - - + +
75 - - - - - - - +
76 + + + - - - + +
78 + + + - - - - +
101 + + + + - - + +
102 - - - - - - - -
123 - - - + - - - +

Positive Isolate 52% 52% 52% 17% 13% 4% 43% 70%
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3.3 Rekombinante Herstellung von ChuA

Im Folgenden sollte der Haminrezeptor ChuA rekombinant hergestellt werden, um die
Testung von Patientenseren auf Antikorper gegen dieses Protein im Immunoblot zu
ermoglichen. Hierzu wurde das chud4-Gen mittels PCR amplifiziert und zur
Vereinfachung der weiteren Klonierungsarbeiten in den Verktor pCR®4-TOPO®
gebracht. Aus diesem Vektor erfolgte die Subklonierung von chud in den
Expressionsvektor pASK-IBA33plus. Durch diese Klonierung wurde die Expression
des ChuA-Proteins moglich, das zur erleichterten Aufreinigung ein His-zag besitzt.

Im Rahmen von Vorarbeiten in der AG Schubert ist es bereits gelungen, den
Salmochelinrezeptor (IroN), den Yersiniabaktinrezeptor (FyuA) und das Protein Usp
nach dem gleichen Prinzip rekombinant herzustellen.

3.3.1 Klonierung von chuA

Zuerst wurden chuAd entsprechende DNA-Fragmente mittels PCR amplifiziert (s.
2.13.1). Als Matrize diente dabei chromosomale DNA des E. col/i-Stammes CFT073.
Die Primer F1l-chuA.Sst.for und R-chuA Pst.rev sorgten dafiir, dass das PCR-Produkt
an des Enden die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Ss7I und Ps/I aufwies (s.
Abbildung 3.2). Durch die DNA-Polymerase wird zudem unspezifisch an die
entstehenden 1963 bp groBen DNA-Fragmente ein Desoxyadenosin am 3’-Ende
angehingt. Dadurch konnte im nichsten Schritt die TOPO TA-Klonierung der PCR-
Produkte durchgefiihrt werden (s. 2.13.4). Dafiir wurden sie wie in 2.13.3 beschrieben
iiber eine priparative Gelelektrophorese aufgereinigt.

F1-chuA.Sst for
- L
5’ 3’
3’ 57
S~
R-chuA Pst rev

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der Anlagerung der verwendeten Primer an chud, die
Erkennungssequenzen fiir die Restiktionsenzyme sind rot markiert

Zur TOPO TA-Klonierung wurde der linearisierte Vektor mit den DNA-Fragmenten
zusammengebracht und entsprechend inkubiert, um den Einbau des PCR-Produktes in
den Vektor zu ermoglichen (s. 2.13.8). Es erfolgte die Transformation in
elektrokompetente Zellen (s. 2.13.9) des E. coli-Stammes TOP10. Die Bakterien
wurden dann auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C UN bebriitet.
Dabei konnten die Klone erfolgreich transformierter Zellen iiber die auf dem Plasmid
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PCR4-TOPOchuAd (5920 bp) kodierten Antibiotikaresistenzen gegen Ampicillin und
Kanamycin selektioniert werden (s. Abbildung 3.3).

A\

pCR4-TOPOchuA

pUC ori

5920 bp

Abbildung 3.3 Schematische Darstellung des Vektors pCR4-TOPOc/huA: neben den Resistenzgenen sind
die Positionen der Sequenzierungsprimer T3 und T7 eingezeichnet

Einige Klone wurden nun in antibiotikahaltigem Medium angeziichtet und die Plasmide
entsprechend 2.13.5 isoliert. Der das PCR-Produkt enthaltende Abschnitt von pCR4-
TOPOchuA wurde bei einem dieser Klone sequenziert (s. 2.13.10). Hierzu dienten die
Primer T3 und T7. Die korrekte Sequenz des PCR-Produktes konnte bestitigt werden
(s. Abbildung 3.4). Dieses Plasmid wurde fiir die folgende Subklonierung von c/uA4 in
den Expressionsvektor pASK-IBA33plus verwendet.
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PCRA-TOPO-------cmcmcmcmc e e e e e ccm e mccccmcmcme e e
aatcgcccttatcaGAGCTCttgttggectttggectgtttectgccaccttgeccaacgtttgettttgetac
tgaaaccatgaccgttacggcaacggggaatgcacgtagttccttcgaagecgecctatgatggtcagegtt
atcgacacttccgctcctgaaaatcaaactgctacttcageccactgatttgectgegtcatgttectggaa
ttactcttgatggtaccggacgaaccaacggtcaggatgtaaatatgecgtggctatgatcatcgeggegt
gctggttcttgtcgatggtgttecgeccagggaacggataccggacacctgaatggcacttttctegatecg
gcgctgatcaagecgtgttgagattgttcgeggaccttcagcattactgtatggcagtggecgegetgggtg
gagtgatctcctacgatacggtcgatgcaaaagatttattgcaggaaggacaaagcagtggttttegtgt
ctttggtactggcggcacgggggaccatagcctgggattaggcgcgagcgegtttgggecgaactgaaaat
ctggatggtattgtggcctggtccagtcgecgatcggggtgatttacgeccagagcaatggtgaaaccgege
cgaatgacgagtccattaataacatgctggcgaaagggacctggcaaattgattcagcccagtctctgag
cggtttagtgcgttactacaacaacgacgcgcgtgaaccaaaaaatccgcagaccgttgaagecttctgat
agcagcaacccgatggtcgatcgttcaacaattcaacgcgatgcgcagectttecttataaact XXXXXXXX
ccgctatgacagttatcgecggtagcagcgacggctacaaagatgttgatgeccgacaaatggtcatctegt
gcggggatgactatcaacccgaccaactggctgatgttatttggctcatatgectcaggcattececgegecce
cgacgatgggcgaaatgtataacgattctaaacacttctcgattggtcgecttctataccaactattgggt
gccaaacccgaacttacgtccggaaactaacgaaactcaggagtacggttttgggectgegttttgatgac
ctgatgttgtccaatgatgctctggaatttaaagccagctactttgataccaaagcgaaagattatatcet
ccacgaccgtcgatttcgecggecggecgacaactatgtcgtataacgtcccgaacgeccaaaatctggggetyg
ggatgtgatgacgaaatataccactgatctgtttagccttgatgtggcctataaccgtacccgecggcaaa
gacaccgataccggggaatatatctccagcattaacccggataccgttaccagtaccctgaatattcecga
tcgctcacagcggcecttcectectgttggttgggtcggtacgtttgecgatecgetcaacacatatcagcagecag
ctacagcaaacaacctggctatggtgtgaatgatttctacgtcagttatcaagggcagcaggcgctcaaa
ggcatgaccactactctggtattgggcaacgccttcgataaagagtactggtcgecgecaaggcatcccac
aggatggtcgtaacggaaaaattttcgtgagttatcaatggCTGCAGtttagggcga-------------

Abbildung 3.4 Sequenz des Vektors pCR4-TOPOchuA: die Nukleotidsequenz des Vektors (backbone) ist
gelb markiert, die Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind fett hervorgehoben, die unterstrichenen
Abschnitte entsprechen den Sequenzen der fiir die Klonierungs-PCR eingesetzten Primer, in der Mitte
von chuA befindet sich ein durch mehrere X symbolisierter nicht sequenzierter Abschnitt von 358bp

3.3.2 Konstruktion des Expressionsvektors pASK-IBA33plusc/huA

Aus dem 1solierten Plasmid pCR4-TOPOchuA wurde chuA mittels der iiber die Primer
eingebauten Schnittstellen mit den Restriktionsenzymen Ss7I und PsfI herausgeschnitten
(s. 2.13.6). In gleicher Weise wurde der Expressionsvektor pASK-IBA33plus (3250bp)
im Bereich der multiple cloning site (MCS) aufgetrennt. Der Restriktionsverdau konnte
in einem Ansatz mit beiden Enzymen durchgefiihit werden, da bei beiden der Puffer
REact®2 verwendet werden kann. Es folgte die Aufreinigung von ausgeschnittenem
chud und geschnittenem Expressionsvektor iiber eine Gelelektrophorese und die
Isolierung der DNA aus dem Agarosegel iiber eine Silikatmatrix wie in 2.13.3
beschrieben (s. Abbildung 3.5). Danach wurde die DNA-Konzentration der
entsprechenden Eluate bestimmt (s. 2.13.7).
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Abbildung 3.5 Agarosegelelektrophorese der Vektoren pASK-IBA33plus und pCR4-TOPOchuAd nach
Restriktionsverdau mit PsfI und SsfI, M: 1kb Marker, 1: pASK-IBA33plus (3223 bp). 2: pCR4-TOPO
(3976 bp) und chuA (1944 bp)

Zur Ligation (s. 2.13.8) wurden der Vektor pASK-IBA33plus und das Insert ciud im
molaren Verhiltnis von 1:3 eingesetzt und mit der T4-Ligase inkubiert. Ein Ansatz, der
nur den Vektor ohne Zugabe des inserts enthielt, diente der Kontrolle der Effizienz der
Ligationsreaktion.

chuA-892 for Pstl

Sstl chuA-1216.rev

IBA.for7

IBA.rev

pASK-IBA33pluschuA

tet p/o 1 ori

5167 bp

Abbildung 3.6 Schematische Darstellung des Vektors pASK-IBA33plusc/uAd: Das Gen chuA wurde iiber
die Schnittstellen (PsfI/SsfT) in Ableserichtung hinter den induzierbaren tet-Promotor des Vektors pASK-
IBA33plus kloniert, in 3 -Richtung hinter chuA findet sich die Sequenz fiir sechs Histidine ((6x)His-ag),
iiber die eingezeichneten Primer kann der gesamte Bereich des inserts sequenziert werden
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Der Ligationsansatz wurde mit kompetenten Zellen Bewli-Stammes BL21(DE3)
pLysS vermischt und die Elektroporation durchgefuhrt (s. 2.13.9). Durch das bei der
Elektroporation kurzzeitig erzeugte starke elektrische Feld entstehen vermutlich Poren
in der Bakterienwand, durch die das Plasmid in das Bakterium gelangt. Die
transformierten Zellen wurden ausplattiert und bei 37°C UN auf ampicillin- und
chloramphenicolhaltigen Agarplatten bebrutet. Erfolgreich tranformierte Zellen wiesen
dabei die zusatzliche Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin auf. Das mit einer
Chloramphenicolresistenz versehene Plasmid pLysS kodiert fir das T7-Lysozym.
Durch dieses Lysozym wird die T7-RNA- Polymerase von E.BbH#1(DE3) gehemmt

und damit vor der Induktion die Expression des klonierten Gens reprimiert. Zudem wird
durch das Lysozym spater, wenn die induzierten Zellen eingefroren und wieder
aufgetaut werden, die Zelllyse und damit die Aufreinigung des rekombinanten Proteins
erleichtert. Die Resistenz gegen Ampicillin war ein erster Hinweis auf die erfolgreiche
Ligation und Transformation des Plasmids pASK-IBA33plusA (s. Abbildung 3.6).

Funf der erhaltenen Klone wurden erneut UN in Kultur gebracht, abzentrifugiert und
danach bei -80°C gelagert. Ein Aliquot jeder Kultur diente zur Kontrolle der Klone mit
der PCR. Die analog zu der fur die Patientenisolate durchgefiihrte PCR (s. 3.2) wies
chuA in den Klonen nach (s. Abbildung 3.7).

M 1 2 3 4 5

Abbildung 3.7 Agarosegelelektrophorese von PCR-Produkten zum Nachweishwoh(Produktgrofle
345bp) inE. coli BL21(DE3) pLysS pASK-IBA33plushuA M: 100bp Marker, 1-3: Klone 3-5, 4:
PositivkontrolleE. coliCFT073, 5: Negativkontroll&. coliDH5a

Mit einem weiteren Aliquot wurden Expressionskulturen von kleinem Volumen
angesetzt, um die Proteinexpression und damit die erfolgreiche Konstruktion des
Expressionsvektors zu kontrollieren. Hierzu wurde parallel je Klon eine Kultur von 5 ml
mit 250 pl aus der UN-Kultur angeimpft. Das Wachstum erfolgte bei 37 °C bis zu einer
OD bei 600 nm von 0,5. Nach Abnahme von 2 ml einer nichtinduzierten Kontrollprobe
erfolgte die Induktion durch Zugabe von 0,6 pg Anhydrotetrazyklin (AHT) in die
verbleibenden 3 ml jeder Kultur. Diese wurden fiir 3 h weiter bebritet. Jeweils 2 ml der
induzierten Kultur und die entsprechende nichtinduzierte Kontrolle wurden dann fur 10
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min bei 14.000 UpM abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 30 pl Laemmli-Puffer
aufgenommen. 5 pl dieser Lésung wurden nach Zusatz von 1 pl des SDS-Probenpuffers
fur 10 min bei 100 °C gekocht. In der mit den Proben durchgefiihrten SDS-PAGE (s.
2.14.3) zeigte sich bei den ausgewahlten Klonen die Uberexpression eines Proteins im
Bereich von 70 kDa (s. Abbildung 3.8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

85kDe ——

70kD: —| 'V — — - ‘

50kDe —

Abbildung 3.8 SDS-PAGE der Zelllysate vda.coli BL21(DE3) pLysS pASK-IBA33plushuAnach und
vor Induktion mit AHT, M: Marker, 1: Klon 1 induziert, 2: Klon 1 nicht induziert, 3: Klon 2 induziert, 4:

Klon 2 nicht induziert, 5: Klon 3 induziert, 6: Klon 3 nicht induziert, 7: Klon 4 induziert, 8: Klon 4 nicht
induziert, 9: Klon 5 induziert

Zudem wurde bei einem Klon, nach Isolierung des Plasmids, der fur das Protein
kodierende Abschnitt von pASK-IBA33plcsuA in zwei Ansatzen dber die
Primerpaare IBA.for und chuA-1216.rev sowie chuA-892.for und IBA.rev uberlappend
komplett sequenziert (s. 2.13.10) (s. Abbildung 3.6). Die korrekte DNA-Sequenz fir
chuA konnte auf diese Weise bestatigt werden (s. Abbildung 3.9).
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PASK-IBA3 3P IUS - - - - - - - - o s m oo e e oo oo
gcaattgcGAGCTCttgttggctttggctgtttctgeccaccttgeccaacgtttgettttgetactgaaac
catgaccgttacggcaacggggaatgcacgtagttccttcgaagecgectatgatggtcagegttatcgac
acttccgctcctgaaaatcaaactgctacttcagccactgatttgetgegtcatgttecctggaattacte
ttgatggtaccggacgaaccaacggtcaggatgtaaatatgcgtggctatgatcatcgecggegtgetggt
tcttgtcgatggtgttcgeccagggaacggataccggacacctgaatggcacttttctcgatcecggegetg
atcaagcgtgttgagattgttcgcggaccttcagcattactgtatggcagtggegegectgggtggagtga
tctcctacgatacggtcgatgcaaaagatttattgcaggaaggacaaagcagtggttttegtgtetttgg
tactggcggcacgggggaccatagcctgggattaggcgecgagecgegtttgggecgaactgaaaatctggat
ggtattgtggcctggtccagtcgegatcggggtgatttacgeccagagcaatggtgaaaccgecgecgaatg
acgagtccattaataacatgctggcgaaagggacctggcaaattgattcagcccagtctectgageggttt
agtgcgttactacaacaacgacgcgcgtgaaccaaaaaatccgcagaccgttgaagecttcectgatagcage
aacccgatggtcgatcgttcaacaattcaacgcgatgcgcagctttcecttataaactcgeccececgecagggta
acgactggttaaatgcagatgcaaaaatttactggtcggaagtccgtattaatgcgcaaaacacggggag
ttcaggcgagtatcgtgaacagataacaaaaggagcaaggctggagaaccgttccactctatttgeccgac
agtttcgcttctcacttactgacatatggcggtgagtattatcgtcaggaacaacatccgggtggecgega
cgacgggcttcccgcaagcaaaaatcgattttagectctggttggctacaagatgagatcaccttacgega
tctgccgattaccctgecttggeggaaccecgectatgacagttatecgeggtagcagecgacggctacaaagat
gttgatgccgacaaatggtcatctecgtgeggggatgactatcaacccgaccaactggectgatgttatttg
gctcatatgctcaggcattcecgecgecceccgacgatgggcgaaatgtataacgattctaaacacttectegat
tggtcgcttctataccaactattgggtgccaaacccgaacttacgtccggaaactaacgaaactcaggag
tacggttttgggctgcgttttgatgacctgatgttgtccaatgatgctctggaatttaaagccagctact
ttgataccaaagcgaaagattatatctccacgaccgtcgatttcgeggecggecgacaactatgtcgtataa
cgtcccgaacgccaaaatctggggectgggatgtgatgacgaaatatacactgatctgtttagecttgatg
tggcctataaccgtacccgecggcaaagacaccgataccggggaatatatctccagecattaacccggatac
cgttaccagtaccctgaatattccgatcgctcacagecggettcectectgttggttgggtecggtacgtttgece
gatcgctcaacacatatcagcagcagctacagcaaacaacctggctatggtgtgaatgatttctacgtca
gttatcaagggcagcaggcgctcaaaggcatgaccactactctggtattgggcaacgeccttcgataaaga
gtactggtcgccgcaaggcatcccacaggatggtcgtaacggaaaaattttcgtgagttatcaatggCTG
CAGggggaccatggtctcagcgctagaggatcgCATCACCATCACCATCACtaataagcttgacctgtga
———————————————————————————————————————————————————————— PASK-IBA33plus

Abbildung 3.9 Sequenz des Vektors pASK.IBA33pluschuAd: die Nukleotidsequenz des Vektors
(backbone) ist gelb markiert, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme iiber die das insert eingefiigt
wurde sind fett hervorgehoben, der unterstrichene kursive Abschnitt kodiert fiir das (6x) His-fag

3.3.3 Expression und Aufreinigung von ChuA

Fiir die Expression (s. 2.14.1) des rekombinanten Proteins ChuA wurde eine 25 ml
Kultur mit 1,5 ml einer UN-Kultur von E. coli BL21 pLysS pASK-IBA33pluschuA
angeimpft. Dem LB-Medium wurden jeweils Ampicillin und Chloramphenicol
zugesetzt. Nach Wachstum bei 37 °C bis zu einer OD bei 600 nm von 0,5 wurde eine
nichtinduzierte Probe von 5 ml abgenommen. Die iibrigen 20 ml wurden mit 4 ng AHT
induziert und fiir weitere 3 h bebriitet. Danach wurde die Kultur bei 4300 UpM fiir 20
min abzentrifugiert und bei -20°C eingefroren.

Wie in 2.14.2 beschrieben wurden die pelletierten Zellen nach dem Auftauen durch
Resuspension in einem hamstofthaltigen Puffer lysiert. Der als Detergenz wirkende
Harnstoff trennt dabei Disulfidbriicken auf. Auch das rekombinante Protein wird dabei
denaturiert. Dies war auch gewollt, da Auflenmembranproteine wie ChuA in nativer
Form oft per se eine geringe Loslichkeit besitzen und es dariiber hinaus bei der
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Expression des Proteins zur Bildung von Einschlusskorperchen (inclusion bodies) in
den Bakterien kommen kann.

Das Zelllysat wurde auf eine Siule mit einer nickelhaltigen Matrix gegeben. Uber das
carboxyterminale His-fag kann das rekombinante Fusionsprotein ChuA binden und von
iibrigen Zellbestandteilen, insbesondere den Proteinen, gereinigt werden. Die Siule
wurde zweimal gewaschen und schlielich eluiert. Dies geschieht durch den
absinkenden pH-Wert der verwendeten Puffer (s. 2.14.2). Bei der Elution 16st sich das
Protein von der Matrix und liegt aufgereinigt vor. Bei allen Schritten wurden zur
Kontrolle die entsprechenden Fraktionen aufgefangen und je eine 10 pl Probe mit 2 pl
Probenpuffer versetzt und 10 min bei 100 °C inkubiert. Danach wurden die Proben in
einer Gelelektrophorese (s. 2.14.3) analysiert (s. Abbildung 3.10). Hier zeigte sich, dass
ein Protein im Bereich eines Molekulargewichts von 70 kDa isoliert werden konnte.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

85kDa —

70kDa —— [—

60kDa —
50kDa —

Abbildung 3.10 SDS-PAGE der aufgefangenen Fraktionen der Aufreinigung des rekombinanten Proteins
ChuA (74 kDa) iiber Ni-Affinititschromatographie, M: Marker, 1: Zelllysat aus einem Aliquot der Kultur
von E. coli BL21(DE3) pLysS pASK-IBA33plusc/uA4 nach Induktion, 2: Zelllysat aus einem Aliquot der
Kultur von E. coli BL21(DE3) pLysS pASK-IBA33pluschud vor Induktion, 3: Zelllysat aus der
pelletierter Kultur von E. coli BL21(DE3) pLysS pASK-IBA33pluschuA nach Induktion, 4: Fraktion nach
Beladen der S#ule, 5: Fraktion nach dem 1.Waschen, 6: Fraktion nach dem 2.Waschen, 7: 1. eluierte
Fraktion, 8: 2. eluierte Fraktion, die gestrichelte Linie markiert den Bereich des Gels der ausgeschnitten
und zur massenspektrometrischen Untersuchung gegeben wurde

Die korrespondierende Bande zu ChuA wurde aus dem Proteingel mit einem Skalpell
ausgeschnitten (s. Abbildung 3.10) und mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie (s.
2.14.5) im Zentrallabor fiir Proteinanalytik (ZfP) des Adolf Budenandt-Instituts der
Universitat Miinchen analysiert. Das dort durch den Trypsinverdau erzeugte und
massenspektrometrisch untersuchte Peptidmuster ergab, dass es sich bei dem
exprimierten Protein um den Haminrezeptor ChuA handelte.

52



3 Ergebnisse

Um ChuA in den folgenden Untersuchungen in gré3erem Malistab einsetzen zu kdnnen
wurde eine Kultur von 4 | in einem Fermenterlauf angesetzt und induziert. Die
Aufreingung wurde dann nach demselben Prinzip durch das Proteinlabor des Max von
Pettenkofer-Instituts durchgefihrt.

3.4  Untersuchung der Immunantwort beim Menschen

Die Untersuchung der Seren von Patienten mit dimeaoli-Infektion sollte mogliche
Antikdrper gegen ExPEC-assoziierte Proteine nachweisen. Die Methode der Wahl fir
eine solche Untersuchung ist der Immunoblot, da dieser gegeniuber z. Bnzgme
linked immunosorbent ass&iLISA) eine deutlich hdhere Spezifitat aufweist. Die in
dieser und in Vorarbeiten in der AG Schubert rekombinant hergestellten Proteine ChuA
(74 kDa), FyuA (77 kDa), IroN (81 kDa) und Usp (40,5 kDa) dienten als Ziel-Antigene.
Getestet wurden die zwei Serumproben von Patienten (s. 2.11), deren entsprdehendes
coli-lsolat in der PCR auf die Gem@uA,fyuA,iroN und/oderusp positv war (s. 3.2),
sowie die Seren vier gesunder Probanden (s. 2.11), die anamnestisch bisher keinen
Harnwegsinfekt oder andere Infektionen, bei deBenoli als Erreger in Frage kommt,
vorzuweisen haben.

Nachdem mit jedem der rekombinanten Proteine eine SDS-PAGE durchgefuhrt wurde,
befand sich das Protein im Idealfall auf einer durchgehenden Linie im Polyacrylamidgel
(s. 2.14.6). Bei dem mitgefiihrten GroRRenstandard handelte es sich um eine definierte
bereits vorgefarbten Proteinlosung. Beim folgenden Blot entsprechend 2.14.6 wurde das
Protein und der GréRenstandard auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Erfolg
des Transfers der per se nicht sichtbaren Proteine konnte dabei durch den Transfer des
vorgefarbeten Standards und die reversible Anfarbung der Proteine auf der Membran
mit Ponceau-LAsung (s. 2.14.7) kontrolliert werden.

Um die unspezifische Bindung von Antikdrpern an die Membran zu verhindern, wurden
die freien Bindungsstellen der Membran mit Milcheiweil3 abgeséttigt. Hierzu wurde sie
im Puffer TBS-T mit 5% Milchpulver gebadet (s. 2.14.6).

Im weiteren Verlauf des Immunoblots wurde die Membran, auf der sich jetzt
rekombinantes ChuA, FyuA, IroN oder Usp befindet, fur 1,5 h mit den
kreuzadsorbierten humanen Seren inkubiert (s. 2.11). Dazu wurden jeweils 150ul des
1:50 oder 1:100 verdinnten Serums in die Vertiefung der Blotkammer (s. Abbildung
2.4) pipettiert. Die Verdinnung der Seren diente der Reduzierung unspezifischer
Antikérperbindungen. Da die Seren durch die Kreuzadsorbtion bereits auf 1:10
verdunnt waren, wurden sie mit TBS-T/5% Milchpulver lediglich um den Faktor 5 oder
10 verdiinnt, so dass dies einer Endverdinnung des urspringlichen Serums von 1:50
oder 1:100 entsprach.

Aus Vorarbeiten in der AG Schubert waren zudem Antiseren von Kaninchen gegen die
Proteine FyuA und IroN vorhanden. Die Kaninchen waren dazu parenteral mit den
rekombinant hergestellten Proteinen immunisiert worden. Mit den Antiseren konnten in
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den Immunoblots die entsprechenden Proteine identifiziert werden. Die gegen FyuA
und gegen IroN gerichteten Kaninchenseren wurden in den Verdinnungen 1:10000
bzw. 1:20000 analog zu den humanen Seren eingesetzt.

Wenn bei den Immunoblots mit FyuA und IroN sowohl humane Seren als auch
Kaninchenserum als Priméarantikorper fungierten, so musste die Membran wegen der
unterschiedlichen zu verwendenden Sekundarantikérper nach der Inkubation mit dem
Primarantikdrper mit einer Schere geteilt werden.

Die Membran wurde wiederum mehrmals mit TBS-T gewaschen und schliel3lich mit
dem Sekundarantikérper gegen humanes IgG aus dem Kaninchen in der Verdinnung
1:20000 inkubiert. Die Detektion der Kaninchen-Antikdrper gegen FyuA und IroN
erfolgte mit einem Antikdper gegen Kaninchen-lgG aus der Ziege. Nach Inkubation far
1,5 h wurde die Membran nochmals ausgiebig gewaschen.

Das nach dem Waschen auf die Membran gegebene Chemilumineszenzsubstrat wurde
durch die an die Sekundarantikbrper konjugiehrseradish peroxidas€dHRP)
umgesetzt (s. 2.14.6). Ein fur zwischen 30 s und 10 min auf die Membran aufgelegter
Rontgenfilm wurde durch die Chemilumineszenz belichtet. An Proteine gebundene
Antikorper stellten sich nach Entwicklung des Films als schwarze Banden dar.

In den ersten so durchgefihrten Immunoblots zeigten sich noch eine Reihe
unspezifischer Banden. Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um Kreuzreaktionen
von humanen Serumantikérpern mit in der Losung des rekombinanten Proteins auch
nach der Aufreinigung vorhandenen weiteren bakteriellen Proteinen des jeweiligen
coli-Laborstammes BL21(DE3) oder M15, der zur Expression des Proteins diente.
Deshalb wurden die schon ntit coli DH5a kreuzadsorbierten Seren zuséatzlich noch
zweimal mit dem jeweiligen Expressionsstamm (mit Expressionsvektorioberd des

zu untersuchenden Proteins, d.Eh.coli M15 pREP pQE-30 odédt. coli BL21(DE3)

pLysS pASK-IBA33plus, wie in 2.11 beschrieben kreuzadsorbiert.

Bei der Interpretation der beobachteten Antikdrperreaktionen im Immunoblot war
besonders folgender Aspekt zu berlcksichtigen: Die Expression von FyuA und ChuA
einerseits und Usp und IroN andererseits fand tGber Klonierung in die gleichen Vektoren
und Transformation in die gleichen Stamme statt. Fir FyuA und ChuA wakE doedi
BL21(DE3) pLysS mit Klonierung in pASK-IBA33plus und fir IroN und Uspcoli

M15 pREP unter Verwendung des pQE-30 als Vektor. Bei allen Klonierungen wurden
die Restriktionsenzyméd®st und Sst genutzt. Antikdrperreaktionen, die in einem
Immunoblot nachgewiesen werden konnten, waren somit wahrscheinlich spezifisch,
wenn sie bei dem gleichen Serum im Blot des jeweils anderen Proteins nicht auftraten,
da sich eine unspezifische Reaktion auf Proteine des Expressionsstammes auch hier
héatte finden lassen mussen.
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Ergebnisse fir FyuA:

Der mit dem Yersiniabaktin-Rezeptorprotein FyuA (77 kDa) durchgefihrte Immunoblot
zeigte fur keines der 22 Patientenseren eine als spezifisch einzuordnende
Antikorperreaktion (s. Abbildung 3.11). Auch bei den Vergleichsprobanden ohne
bisherige oder aktuellg. coliInfektion trat dementsprechend keine Antikdrperreaktion
auf. Die Kontrollreaktion mit Antiserum gegen FyuA aus dem Kaninchen war hingegen
eindeutig positiv.
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Abbildung 3.11 Immunoblot zum Nachweis von Antikdrpern in Seren gegen FyuA (77 kDa)
(Serumverdunnung 1:50), horizontale Beschriftung: Angabe der Patientennr. (Serum 1 auf der linken

Spur, Serum 2 auf der rechten Spur, bei Patient 72 dazwischen der polyklonale AK), V 1-4:
Vergleichsprobanden 1 bis 4, A: Antiserum gegen FyuA

Ergebnisse fiir ChuA:

Im Immunoblot mit dem Haminrezeptorprotein ChuA (s. Abbildung 3.12) zeigte sich
dagegen bei zwei der 24 Seren eine Reaktion, wobei die Banden auf der H6he des 74
kDa gro3en ChuA lagen. Es handelte sich um das Serum 2 der Patienten 57 und 73.
Entsprechende Banden finden sich bei beiden Patienten im Immunoblot mit FyuA, das
im gleichen Stamm exprimiert wurde, nicht, so dass eine unspezifische Reaktion mit
Proteinen des Expressionstammes ausgeschlossen werden kann. Bei den
Vergleichsprobanden waren wiederum keine Antikdrper nachweisbar.

Es ist also unter der Infektion ntt coli offensichtlich zu einer Antikérperbildung des
Typs 1gG gegen das ChuA-Protein gekommen. Gestltzt wird dies durch einen
fehlenden Nachweis entsprechender Banden im Immunoblot gegen FyuA und von
Antikorpern bei den gesunden Probanden. Interessant war auch die Herkunft der beiden
Seren: Beide stammen von Patienten, bei ddéheooli aus einer Blutkultur isoliert
wurde.
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Abbildung 3.12 Immunoblot zum Nachweis von Antikdrpern in Seren gegen ChuA (74 kDa)
(Serumverdinnung 1:50), horizontale Beschriftung: Angabe der Patientennr. (Serum 1 auf der linken
Spur, Serum 2 auf der rechten Spur), V 1-4: Vergleichsprobanden 1 bis 4

Ergebnisse fir IroN:

Uberraschend waren die Ergebnisse des Immunoblots fir das Salmochelin-
Rezeptorprotein IroN (81 kDa) (s. Abbildung 3.13). Hier konnten bei allen der
untersuchten Patienten sowohl im Serum 1 als auch im Serum 2 IgG-Antikorper
nachgewiesen werden. Ebenso waren bei den gesunden Probanden Antikorper
nachzuweisen. Entsprechende Banden traten beim Blot gegen das Usp-Protein, das im
gleichen Stamm exprimiert wurde, nicht auf. Auch die Kontrollreaktion mit dem
Kaninchenserum war positiv. Der Nachweis mehrerer Banden im Immunoblot mit IroN
ist vermutlich auf Degradationsprodukte von IroN zurtckzufiihren.
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Abbildung 3.13 Immunoblot zum Nachweis von Antikdrpern gegen IroN (81 kDa) (Serumverdiinnung
1:100), horizontale Beschriftung: Angabe der Patientennr. (Serum 1 auf der linken Spur, Serum 2 auf der
rechten Spur), V 1-4: Vergleichsprobanden 1 bis 4, A: Antiserum gegen IroN
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Ergebnisse fiir Usp:

Im Blot fiir Usp (40,5 kDa) lie} sich wiederum weder bei den Patienten noch bei den
Vergleichsprobanden ein Nachweis einer Antikérperreaktion fithren (s. Abbildung
3.14). Interessant war dieses Ergebnis jedoch im Kontext mit den Beobachtungen im
Immunoblot gegen IroN. Das dortige Ergebnmis wird aufgrund der gleichen
rekombinanten Herstellung von IroN und Usp somit unterstrichen.
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Abbildung 3.14 Immunoblot zum Nachweis von Antikérpern gegen Usp (40,5 kDa) (Serumverdiinnung
1:100), horizontale Beschriftung: Angabe der Patientennr. (Serum 1 auf der linken Spur, Serum 2 auf der
rechten Spur). V 1-4: Vergleichsprobanden 1 bis 4

Zusammenfassend bietet sich fiir den Nachweis von Antikérpern gegen die Proteine
FyuA, ChuA, IroN und Usp ein heterogenes aber in sich konsistentes Bild. Tabelle 3.3
fasst die Ergebnisse kurz zusammen.

Tabelle 3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse fiir den Antikdrpernachweis beim Patienten

FyuA ChuA IroN Usp
Zahl der getesteten 12 12 4 3
Patienten
davon IgG-Antikorper- 0 0 4 0
nachweis im Serum 1
davon IgG-Antikorper- 0 2 4 0
nachweis im Serum 2
Zahl der getesteten 4 4 4 4
Vergleichsprobanden
davon IgG-Antikorper- 0 0 4 0
nachweis im Serum
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3.5 Untersuchung der Immunantwort bei der Maus

Nachdem im Immunoblot mit Patientenseren relativ wenige positive Nachweise von
Antikorpern erbracht werden konnten, sollte im Mausmodell untersucht werden, ob es
unter einer Infektion zu einer messbaren Antikérperbildung gegen EXPEC-assoziierte
Proteine kommt. Zudem sollten die kontrollierten Bedingungen des
Mausinfektionsmodells genutzt werden, um die Ergebnisse beim Menschen zu
Uberprifen und zusatzliche Informationen zu den bisherigen Untersuchungen mit
humanen Seren in Bezug auf die mdglichen Einflussfaktoren der Antikbrperantwort zu
erhalten. Als wesentlich waren hier zum einen die Infektionsdauer und zum anderen die
Intensitat der Infektion zu vermuten. Den Untersuchungen wurde daher neben dem
Harnwegsinfektionsmodell das Modell der intraperitonealen Infektion, die der in diesem
Tiermodell nicht etablierten Urosepsis am nachsten kommt, zu Grunde gelegt.

Immunantwort nach Harnwegsinfektion:

Die Infektionsversuche fur die Gewinnung der in dieser Arbeit verwendeten Seren
wurden im Rahmen der Arbeit von K. Hildinger in der AG Schubert durchgefinhrt.
Dabei wurden weibliche Balb/C-Mé&ause in einem etablierten Harnwegsinfektionsmodell
mit demE. colrStamm NU14, einem HWI-Erreger, infiziei. coli NU14 weist die
ExXPEC-assoziierten GeriguA,iroN undusp auf. Die Infektion erfolgte an den Tagen

0, 10 und 21 intravesikal mit jeweils®1IRBE, um ein Persistieren der Infektion fiir eine
ausreichende Zeit sicherzustellen. Am Tag der Infektion (Tag 0) und 28 Tage danach
wurde den Mausen Blut aus der Schwanzvene entnommen und das Serum bei -20°C
gelagert.

Die mit demE. colrStamm DH5a kreuzadsorbierten Mausseren (s. 2.11) wurden
entsprechend den humanen Seren 1:100 verdinnt und der Immunoblot mit den
Proteinen FyuA, ChuA und Usp wie fur die humanen Seren beschrieben durchgefihrt.
Der gegen IgG der Maus gerichtete Sekundarantikdrper wurde in der Verdinnung von
1:10.000 eingesetzt.

In den Seren von vier Mausen nach Harnwegsinfektion konnten keine spezifischen
Antikorper der Klasse IgG weder gegen die Proteine FyuA und Usp noch gegen IroN
nachgewiesen werden. Abbildung 3.15 zeigt beispielhaft den negativen Immunoblot mit
IroN. Die jeweiligen Kontrollreaktionen gegen IroN und FyuA mit den Kaninchenseren
in den auch zuvor verwendeten Verdiinnungen waren positiv.
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Abbildung 3.15 Immunoblot zum Nachweis von Antikdrpern in Mausseren gegen IroN (81kDa) nach
Harnwegsinfektion, 1-4: Mause 1-4, A: Antiserum gegen IroN

Immunantwort nach intraperitonealer Infektion:

Fur diesen Versuch wurde der col-Stamm J96 verwendet. Dieser Stamm ist ein
bekannter Erreger von Harnwegsinfektionen und weist die GeidechuA,iroN und

usp auf. Nachdem eine 10 ml-Kultur des Stammes wie unter 2.15.1 beschrieben
angezuchtet wurde und diese eine OD bei 600 nm von 0,2 erreicht hatte, wurde ein
Aliquot der Kultur von 1 ml fir die intaperitoneale Infektion vorbereitet (s. 2.15.1).
Einer Balb/C-Maus wurde eine subletale Dosis von 0,1 mil KEBE) intraperitoneal
appliziert (s. 2.15.2). Als Kontrolle diente eine Maus, die nicht infiziert wurde. Am 11.
Tag nach der Infektion bekam die identische Maus die gleiche Keimzahl erneut
intraperitoneal injiziertifoostej. Das Serum von infizierter und nicht infizierter Maus
wurde 21 Tage nach der ersten Infektion gewonnen (s. 2.15.3) und mit.deofti
Stamm DH5okreuzadsorbiert (s. 2.11). Die Mausseren wurdem deralog zu den
humanen Seren zum Nachweis von Antikérpern gegen die Proteine FyuA, ChuA, IroN
und Usp in den Verdinnungen 1:500 und 1:50 eingesetzt (s. 3.4). Als
Sekundarantikérper diente wiederum der gegen IgG der Maus gerichteter Antikorper
aus der Ziege.

Bei der infizierten Maus lieRen sich 21 Tage nach Infektion Antikbrper gegen IroN
nachweisen (s. Abbildung 3.16). Demgegenuber zeigte das gesunde Tier keine
Antikdrperantwort. Wie bei den humanen Seren fiel die Kontrollreaktion mit
Kaninchenserum gegen IroN positiv aus. Die Immonblots mit FyuA, ChuA und Usp
zeigten keine entsprechenden Banden.
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Abbildung 3.16 Immunoblot zum Nachweis von Antikérpern in Mausseren gegen IroN (81 kDa) nach
intraperitonealer Infektion, 1: gesunde Maus, 2: infizierte Maus, 3: gesunde Maus, 4: infizierte Maus
(Serumverdiinnung 1:500 bei 1 und 2, 1:50 bei 3 und 4), A: Antiserum gegen IroN
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4 Diskussion

Extraintestinal pathogertescherichia coli(EXPEC) sind beim Menschen die haufigsten
Erreger von Harnwegsinfektionen (HWI). Daruber hinaus sind sie in einer Vielzahl der
Falle Verursacher anderer Infektionen wie Pneumonie, Wundinfektion, Peritonitis,
Sepsis oder Neugeborenenmeningitis. Daneben haben die den EXPEC genetisch sehr
ahnlichen vogelpathogenef. coli (avian pathogenic E. cQliAPEC) als héaufige
Erreger einer Aerosakkulitis und der Coliseptikamie eine erhebliche
veterindrmedizinische Bedeutung (Rodriguez-Siek et al., 2005). Wichtig fur die
erfolgreiche Etablierung einer Infektion durch EXPEC sind eine Reihe von
Pathogenitatsfaktoren wie Adhasine (z. B. Typ |-, S- und P-Fimbrien), Toxine,
Eisenaufnahmesysteme und Kapselbestandteile (Johnson, 1991; Oelschtaaber
2002). Bei EXPEC-Isolaten sind im Gegensatz zu kommenBaleali (s. Tabelle 4.1)
gleichzeitig mehrere verschiedene Eisenaufnahmesystem nachweisban v
parallel aktiv sind. Daruber hinaus konnte in mehreren Arbeiten in Maus- und
Ratteninfektionsmodellen gezeigt werden, dass Eisenaufnahmesysteme bzw. die
entsprechenden Siderophorrezeptoren FyuA, IroN, IutA und der Haminrezeptor ChuA
fur die Virulenz von EXPEC bei Harnwegsinfektionen und bei der
Neugeborenenmeningitis von besonderer Bedeutung sind (Tedra¢s 2001; Russo et

al., 2002; Schubertt al, 2002; Negreet al., 2004). Die erhebliche EXPEC-assoziierte
Morbiditat und Mortalitat mit den damit verbundenen sozio6konomischen Folgen sowie
die Zunahme von Antibiotikaresistenzen gegen die Standardatibiotika (Brown et al.,
2002; Zhanekt al., 2005) wie etwa das Auftreten von ESBL-Produzerggterided-
spectrump-lactamasg unterE. coli verstarkten in den vergangenen Jahren das Interesse
an praventiven Strategien gegen EXPEC-Infektionen. Eine vielversprechende
Pravention ist die aktive Immunisierung gegen ExPEC.

Da es sich beiE. coli um einen extrazellularen Erreger handelt, ist die Bildung
protektiver Antikdrper ein wichtiges Ziel einer solchen Impfung. Zur Pravention von
Infektionen der Harnwege ist es dariber hinaus wichtig, eine lokale mukosale
Immunantwort mit der Produktion von sekretorischen Immunglobulin A (sigA) zu
induzieren. Es hat sich gezeigt, dass der Nachweis von Serumantikérpern des Typs IgG
nicht direkt mit der mukosalen Immunantwort - also der Bildung von sIgA - korreliert
(Neutra & Kozlowski, 2006). Dies bedeutet, dass der Applikationsweg, z. B. parenteral
versus oral bzw. nasal, und die Wahl geeigneter Adjuvanzien von besonderer
Bedeutung fur die erfolgreiche Impfung gegen EXPEC sein wird (Langermann, 1996).
Wichtiger aber noch erscheint die Auswahl geeigneter Zielstrukturen fiir einen solchen
ExXPEC-Impfstoff.
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Eine selektive Immunisierung gegen EXPEC sollte sich idealerweise gegen einen oder
mehrere pathogenitéts- / virulenzassoziierte Faktoren als Zielstrukturen richten, die:

- unter extraintestinal pathogenef. coli. weit verbreitet sind und unter
kommensalen E. coticht oder in nierdriger Pravalenz anzutreffen sind,

- konservierte Zielstrukturen von hoher Immunogenitat sind, d. h. vorzugsweise
Proteine sind,

- an der bakteriellen Oberflache bzw. in der Aulienmembrater membrane
proteing OMP) lokalisiert und daher dem Immunsystem gegentber exponiert
sind. Durch die Bindung von Antikdrpern kann es neben der Opsonierung
maoglicherweise auch zu einer Funktionseinschrdnkung der Zielstrukturen
kommen.

Es ist zu vermuten, dass die bisherigen Immunisierungsversuche mit Fimbrienantigenen
oder Kapselpolysacchariden nicht umfassend erfolgreich waren, da - im Gegensatz zu
den o. g. Punkten - diese Strukturen auch unter apathogenen Kommensalen im Darm
weit verbreitet sind und es so zu einer immunologischen Toleranz kommen koénnte.
Darlber hinaus weisen Kapselpolysaccharide uen coli neben der generell
schwacheren Immunogenitéat von Polysacchariden gegeniber Proteinen eine erhebliche
Antigenvariabilitat auf.

Von der Hypothese ausgehend, dass eine EXPEC-Infektion zur Bildung von
Antikérpern gegen potentielle Zielstrukturen einer Vakzinierung fiihrt, wurde in dieser
Arbeit die humorale Immunantwort unter einer solchen Infektion auf ausgewahlte
Eisenaufnahmerezeptoren extraintestinal pathogener E. coli untersucht.

Hierzu wurde im ersten Teil der Arbeit eine Sammlung &orcoli-Patientenisolaten

und der entsprechenden Patientenseren angelegt. Von jedem Patienten mit
nachgewiesenekE. coliinfektion wurde eine Serumprobe vom Beginn der Infektion
(Serum 1) und eine weitere aus dem Verlauf (Serum 2) fur die Untersuchung der
Antikdrperantwort eingesetzt. Fur eine spezifische Antikérperbildung, die durch die
nachgewiesene E. coli-Infektion verursacht wurde, sollte ein negativer bzw. schwach
positiver Antikdrpernachweis in Serum 1 einem entsprechend hochpositivem Nachweis
in Serum 2 gegenuber stehen. Zunachst wurden die Isolate mittels PCR hinsichtlich
mehrerer ExXPEC-assoziierter Gene, uyaA, chuA,iroN undusp, charakterisiert. Im
zweiten Teil wurden die Seren im Immunoblot gegen die rekombinanten Proteine
FyuA, IroN, ChuA und Usp eingesetzt. Zum Vergleich wurden Seren aus dem
Mausmodell der EXPEC-Infektion untersucht.

Die Isolate stammten Uberwiegend von weiblichen Patienten (14 Frauen, 9 Manner).
Das Durchschnittsalter lag bei 57 Jahren. Von den 23 Patienten waren 15 alter als 60
Jahre. Beide Befunde stehen im Einklang mit dem bei Frauen generell erhéhten und mit
dem bei beiden Geschlechtern im Alter weiter zunehmenden Risiko,Eeimel-

(Harnwegs-) Infektion zu erleiden. Insgesamt stammten 13 der 23 Isolate aus
Blutkulturen. In diesen Fallen war von einem septischen Krankheitsbild auszugehen. Da
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eine solche systemischen E. coli-Infektion mit einer humoralen Immunantwort des
Wirtsorganismus verbunden ist, sollten bei den entsprechenden Patienten im Serum
ExXPEC-spezifische Antikorper nachweisbar sein. Insbesondere bei den weiblichen
Patienten muss beriicksichtigt werden, dass sich auch schon in der ersten Serumprobe
eventuell Antikorper gegen EXPEC-assoziierte Proteine nachweisen lassen, da es
moglicherweise in der Vergangenheit schon zu Hamwegsinfektionen und damit zur
Bildung von Antikérpern gekommen ist.

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Gene, die mit der Eisenaufnahme in
Verbindung stehen bzw. fiir Eisenaufnahmerezeptoren kodieren, unter humanen
ExPEC-Isolaten eine erhohte Pravalenz besitzen. Die dortigen Ergebnisse ergaben fiir
chuAd, fyuA, iroN, iha und iut4 unterschiedliche Haufigkeiten von um die 50 % bis tiber
90 % unter uropathogenen E. coli (s. Tabelle 4.1). Lediglich ire4 wird bei nur 13-47 %
der EXPEC nachgewiesen. Der PCR-Gennachweis war i 52% (chuAd, fyud), 17%
(iroN), 4% (ireA), 43% (iha) und 70% (iutA) bei den hier untersuchten E. coli-Isolaten
positiv und lag damit unter den in anderen Arbeiten beschriebenen Pravalenzen.

Tabelle 4.1 Pravalenz von Eisenaufnahmerezeptorgenen unter uropathogenen E. coli (UPEC)

Gen Stuhlisolate Cystitis- Pyelonephritis-/ Literatur
(kommensale Isolate Urosepsisisolate
E. coli)

chuA 26-68 % 64 % 87 % (Hoffmann ef al., 2001)
(Duriez et al., 2001)
(Hagan & Mobley, 2007)

SfouAd 67 % 69-87 % 87-94 % (Johnson ef al., 2005b)
(Johnson ef al., 2005a)
(Johnson & Stell, 2000)
(Moreno et al., 2005)
(Bingen-Bidois ef al., 2002)

Iha 17-34 % 24-41 % 39-57 % (Johnson ef al., 2000)

(Bauer ef al., 2002)
(Johnson ef al., 2005b)
(Johnson ef al., 2005a)

(Kanamaru et al., 2003)
ired 0% 13-26 % 47 % (Johnson ef al., 2005a)

(Russo et al., 2001)
iroN 12-18 % 38-74 % 39-76 % (Johnson & Stell, 2000)

(Bauer ef al., 2002)
(Johnson ef al., 2005a)
(Kanamaru et al., 2003)

iutA 17-26 % 29-35% 63-80 % (Johnson ef al., 2005b)
(Johnson ef al., 2005a)
(Bingen-Bidois ef al., 2002)
(Moreno et al., 2005)
(Hagan & Mobley, 2007)
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Im Gegensatz zu diesen Genen der Eisenaufnahme kodiert das bei 13% der Isolate
nachgewiesene Gerspfir ein Protein unbekannter Funktion, das #orcoli sezerniert

wird. Baueret al. sowie Kanamarwet al. fandenusp bei 59-93% aller Cystitis- und
Pyelonephritis-Isolate, hingegen wiesen nur 24-51% der kommensalen @eseliGen

auf. Diese Arbeiten deuten an, dasp hochgradig EXPEC-assoziiert ist (Baaeal.,

2002; Kanamaru et al., 2003).

Ein Grund fur die in dieser Arbeit beobachteten niedrigeren Pravalenzen von EXPEC-
assoziierten Genen ist vermutlich die vergleichsweise geringe Anzahl untersuchter
Isolate, die keinen reprasentativen Ausschnitt aus der Gruppe der EXPEC widerspiegelt.
Besonders bei den Isolaten 3, 12, 50, 54 und 102, bei denen sich keines der untersuchten
Gene in der PCR nachweisen lief3, handelt es sich vermutlich um kommensale oder
schwach virulenteE. coli und nicht um EXPEC-Isolate im engeren Sinne. Es ist
bekannt, dass unter besonderen Umstdnden wie z. B. Blasenkatheterisierung (u. a.
Isolate 54 und 102) oder Immunsuppression auch solche kommensale oder schwach
virulente E. coltlsolate Infektionen verursachen kénnen. Insbesondere der negative
Nachweis von chueigt, dass es sich nicht um typische EXPEC handelt. Das Gen chuA
ist ein Kennzeichen voR. colilsolaten der phylogenetischen Gruppen B2 und D, aus
denen nahezu alle EXPEC hervorgehen. Intestinal pathogene und komniensalie
dominieren hingegen die phylogenetischen Gruppen A und B1 (Cleenhaht 2000;
Johnson & Russo, 2002).

Griffith et al. konnten bereits vor langem zeigen, dass das Serum gesunder erwachsener
Probanden Antikorper gegen eisenregulierte Au3enmembranprobeit@e (nembrane
proteing OMP) vonE. coli aufweist (Griffithset al., 1985). Diese Antikorper fanden

sich interessanterweise nicht bei Kindern. Gegen OMP gerichtete Antikorper der Klasse
IgG konnten auch von Nicollet al. bei Patienten mit ein&. coli Harnwegsinfektion
nachgewiesen werden (Nicoke al., 1988). In einer tierexperimentellen Arbeit konnte
gezeigt werden, dass bei Truthahnen die passive Immunisierung mit
Kaninchenantiserum gegen eisenregulierte AuRenmembranproteine das Ausmal der
Bakteriamie im Verlauf einer Coliseptikamie durch vogelpathodeneoli reduzierte

(Bolin & Jensen, 1987).

Im Laufe der Zeit gelang es, die Gruppe der OMP weiter zu differenzieren und einzelne
Eisenaufnahmerezeptoren zu identifizieren, unter ihnen die Siderophorrezeptoren FyuA
und IroN sowie der Haminrezeptor ChuA. In dieser Arbeit wurde bei Patienten und im
Mausinfektionsmodell die Antikdrperantwort gegen die rekombinanten Proteine FyuA,
IroN, ChuA und Usp untersucht. Dazu konnte in dieser Arbeit erstmals der
Haminrezeptor ChuA rekombinant exprimiert und aufgereinigt werden. Als Methode
fur den Nachweis von Antikérpern wurde der Immunoblot gewdahlt. Diese Methode
besitzt im Vergleich zu demnzyme linked immunosorbent as§aiISA) eine hdhere
Spezifitat, da beim ELISA auch unspezifische Reaktionen als positiver Nachweis
gewertet werden koénnten. Derartige unspezifische Reaktionen kénnen im Immunoblot
durch die Darstellung der spezifischen Proteinbanden und Zuordnung derselben zu den
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entsprechenden ProteingréRen erkannt bzw. ausgeschlossen werden. Um die Qualitat
des Immunoblots weiter zu steigern, wurden die Patientenseren durch die vorherige
Kreuzadsorption mit einem apathogenen Stamm vorbehandelt. Dartber hinaus wurden
die GeneiroN und usp einerseits sowidyuA undchuA andererseits jeweils in den
gleichen Vektor kloniert und im gleichen Bakterienstamm exprimiert. Durch den
Vergleich der jeweiligen Immunoblots konnten so Antikdrperreaktionen, die auf einer
unspezifischen Bindung beruhen, erkannt werden.

Die Immunoblot-Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit erbrachten bei den
Patienten keinen Nachweis von Antikérpern gegen den Yersiniabaktin-
Siderophorrezeptor FyuA. Dies war (berraschend, da der Einfluss des
Yersiniabaktinsystems auf die Virulenz von EXPEC deutlich belegt ist (Schetbeart

2002). Auch konnten Durantt al. bei Immunisierungen von Mausen mit
rekombinantem FyuA im EXPEC-Peritonitismodell die Mortalitat senken (Detaatlt,

2007). Ein mdoglicher Grund fur eine fehlende Antikoérperreaktion bei den Patienten
konnte darin liegen, dass das Yersiniabaktinsystem gegeniber anderen
Siderophorsystemen bei den EXPEC-Isolaten der Patieantéwo in geringerem Mal3e
exprimiert wurde. So ist bislang nicht genau bekannt, wann und in welchem Umfang die
unterschiedlichen Siderophorsysteme durch ExPEBCvivo bei einer Infektion
exprimiert werden. Snydeet al. zeigten mittelsmicroarray-Untersuchungen des
Transkriptoms des UPEC-Stammes CFT073, dass dieser bei der Cystitis in der Maus
vermehrt IroN und ChuA exprimiert (Snyder et al., 2004). Eine deutlich erhdhte
Expression von Einsenaufnahmerezeptoren, u. a. von IroN und ChuA, wurde auch von
Alteri & Mobley bei uropathogenek. coliStammen wahrend des Wachstums unter
eisenlimitierten Bedingungen im Urin im Vergleich zum relativ eisenhaltigen LB-
Medium beobachtet (Alteri & Mobley, 2007). Alerti & Mobley fihrten ihre
Untersuchungen sowohl auf der Ebene des Transkriptoms als auch des Proteoms mittels
real-time PCR (RT-PCR) bzw. einer quantitativen Proteingelelektrophorese durch.
Neben der IroN- und ChuA-Expressier vivo unter verschiedenanvivio-ahnlichen
Bedingungen (z. B. in Urin) konnte eine Arbeit von Hagan & Mobley die
Antikodrperbildung gegen diese beiden Proteine im Harnwegsinfektionsmodell der Maus
zeigen (Hagan & Mobley, 2007). Interessanterweise kam es in der vorliegenden Arbeit
bei zwei der 12 untersuchten Patienten unter der Infektioim@oli zur Bildung von
Serumantikérpern vom Typ IgG gegen das Haminrezeptor-Protein ChuA. Keines der
Seren der Kontrollprobanden wies dabei ChuA-spezifische Antikérper auf. Noch
deutlicher fielen die Ergebnisse fur IroN aus. Hier wiesen alle der untersuchten
Patienten mit eineE. coli Infektion Antikérper der Klasse IgG gegen IroN auf.
Allerdings waren die Antikorper nicht nur im spateren Verlauf der Infektion (Serum 2),
sondern bereits direkt zu Beginn (Serum 1) nachweisbar. Darliber hinaus konnten auch
in den Seren der vier nicht erkrankten Kontrollpersonen entsprechende Antikorper
nachgewiesen werden. Da diese Antikérperbildung vermutlich nicht auf einer
vorangegangenen oder - bei den Patienten- auf der aktuellen InfektiorE mioli
beruhte, kdnnten diese positiven Nachweise auf einer Kreuzreaktion von in humanen
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Seren vorkommenden Antikdrpern beruhen. Es ist auch denkbar, dass es zur Expression
von IroN durch extraintestinal pathogeke coli kommt, die den Darm kolonisieren.
Dies ist nicht unwahrscheinlich, da trotz der anaeroben Bedingungen im Darm in der
Néhe der gut durchbluteten Darmwand eine sauerstoffreiche Umgebung besteht. So
liegt Eisen im Darmlumen unter anaeroben Bedingungen tberwiegend in Form freier
und furE. coli gut verwertbarer E&lonen vor, wéahrend es an der Darmmukosa unter
aeroben Bedingungen zur Bildung schwerléslicheffR@mplexe kommt, so dass die
Verfluigbarkeit freier Eisenionen vermutlich zur Darmwand hin abnimmt. Dort ist die
Expression von Siderophor-Rezeptoren wahrscheinlich, die zur Induktion der
humoralen Immunantwort gegen diese Proteine fuhren kdnnte. In wie weit dieses
Ergebnis moglicherweise mit der Bildung protektiver Antikérper durch eine
Immunisierung mit IroN in Einklang zu bringen ist, lasst sich nur sehr schwer
beurteilen. Prinzipiell konnte jedoch in Arbeiten von Rusdoal. die Bildung
protektiver Antikorper gegen IroN im Mausmodell gezeigt werden (Resab, 2003).

In der Arbeit von Russet al. wurden dabei Mause subkutan mit rekombinantem IroN
immunisiert. Diese Immunisierung fihrte nicht nur zum Nachweis von IgG-
Serumantikorpern gegen IroN im ELISA, sondern verminderte auch signifikant die
Ausbreitung einer Harnwegsinfektion auf die Nieren. Gestitzt wird die Eignung von
IroN als Zielstuktur einer Vakzinierung durch die Ergebnisse von Detaait (Durant

et al., 2007). Dort senkte wie schon oben fir FyuA erwahnt sowohl die aktive als auch
die passive Immunisierung gegen rekombinantes IroN die Mortalitdt unter Mausen, die
intraperitoneal mit einem ExPEC-Stamm infiziert wurden.

Nachdem im Immunoblot mit den Patientenseren relativ wenige positive

Antikdrpernachweise erbracht werden konnten, wurden zum Vergleich Seren aus dem
Mausinfektionsmodell analog zu den humanen Seren untersucht. Madogliche
Einflussfaktoren auf die Induzierung einer Antikorperantwort wie etwa die

Infektionsdauer, der Infektionsort und die Intensitat der Infektion konnten so genau
definiert werden. Neben dem Harnwegsinfektionsmodell wurde daher das
Peritonitismodell verwendet.

Eine Harnwegsinfektion fuhrte bei der Maus weder gegen IroN noch gegen FyuA zu
nachweisbaren Antikdrpern. Die Antikorperbildung auf ChuA wurde bei der
Harnwegsinfektion nicht untersucht, da der fir das Harnwegsinfektionsmodell
verwendete EXPEC-Stamm NU14 den Haminrezeptor nicht aufweist. Entsprechende
Anti-ChuA-Antikorper konnten allerdings auch nicht im ExPEC-Peritonitismodell der
Maus nachgewiesen werden, bei dem der ChuA-tragende ExXPEC-Stamm J96 zum
Einsatz kam. Hingegen konnte durch die intraperitoneale Infektion der Maus mit dem
EXPEC-Stamm J96 eine Antikorperbildung gegen IroN, nicht jedoch gegen FyuA
hervorgerufen werden. Noch mehr als bei der Untersuchung der Patientenseren stellt
sich die Frage, in wie weit die Expression der einzelnen Eisenaufnahmerezeptoren einen
Einfluss auf die Antikérperantwort hat, da weitgehend unklar ist, in welchem MalRe der
Verlauf einer artifiziell zugefugten Infektion dem einer nattrlichen Infektion entspricht.
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Zusatzlich zu den besprochenen Eisenaufnahmerezeptoren wurde in dieser Arbeit die
humorale Immunantwort auf das Protein Usp untersucht. Gegen dieses Protein konnten
jedoch weder in den humanen noch in den murinen Seren Antikérper nachgewiesen
werden. Bisher ist die genaue Funktion von Usp bei EXPEC nicht bekannt. Aufgrund
von Homologien zu Bakteriozinen vdhseudomonas aeruginosa umthotorhabdus
luminescengdnnte es sich bei Usp moglicherweise um ein Bakteriozin handeln (Parret
& De, 2002; Sharmeet al., 2002). Obwohl Bakteriozine gegen Bakterien in der
Umgebung gerichtet sind und nicht gegen den Wirtsorganismus, wird Usp offenbar
auch wahrend einer EXPEC-Infektion produziert und in die Umgebung der Bakterien
abgegeben. Dabei lagert sich Usp vermutlich auch an die auf3ere Zellwand der Bakterien
an, sodass eine erfolgreiche Immunisierung gegen Usp vermutlich auch einen Schutz
gegen ExXPEC hervorrufen kdnnte.

Neben der unterschiedlichen Expression der einzelnen Proteine kdnnten sowohl bei den
Patienten als auch im Mausmodell die Dauer und die Intensitat der ExXPEC-Infektion die
Bildung von Antikorpern beeinflusst haben. Generell wurde in allen Immunoblots auf
Antikorper der Klasse 1gG getestet. Da der Abnahmetag des zweiten Serums bei den
Patienten mindestens 14 Tage nach der Isolierungede®liStammes lag, war zu
diesem Zeitpunkt mit dem Auftreten dieser Antikdrperklasse im Serum zu rechnen.
Auch die Infektionsdauer bei der Maus war mit 28 Tagen bei der Harnweginfektion und
mit 21 Tagen bei der Peritonitis so gewahlt, dass es zu einer entsprechenden
Antikérperantwort kommen sollte. Es ist jedoch mdglich, dass insbesondere bei
Harnwegsinfektionen mit einer langeren Latenz bis zum Auftreten von Antikdrpern im
Serum zu rechnen ist. In der kirzlich publizierten Arbeit von Hagan & Mobley konnten
Antikoérpern gegen ChuA und IroN nachgewiesen werden, indem die
Harnwegsinfektion der Mause Uber 12 Wochen aufrecht erhalten wurde (Hagan &
Mobley, 2007). Eine Erklarung fur diese verlangerte Latenz ist mdglicherweise, dass
die lokale mukosale Immunantwort bei einer Harnwegsinfektion nur zum Teil mit einer
systemischen Antikorperantwort, d. h. mit messbaren IgG-Spiegeln im Serum,
einhergeht. Fur die These, dass das Auftreten von Antikérpern im Serum daher auch
von der Intensitat der Infektion (systemische versus lokale Infektion) abhangt, sprechen
auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Bei beiden Patienten, die Antikorper
gegen ChuA im Verlauf der Infektion bildeten, wutlecoli in der Blutkultur isoliert.
Ebenso fiel bei der Maus der Nachweis von Antikdrpern gegen IroN bei der Peritonitis
positiv aus, nicht jedoch bei der Harnwegsinfektion. Bei den Patienten kénnten die
Dauer und Intensitat der Infektion, die zur Ausbildung einer entsprechenden
Antikérperantwort fihren, auch durch eine erfolgreiche Antibiotikatherapie begrenzt
worden sein. Es fiel zudem auf, dass sowohl beim Menschen als auch bei der Maus
Antikdrper gegen IroN, aber nicht gegen FyuA nachgewiesen werden konnten. Dies
konnte auch fur eine unterschiedliche Immunogenitat der beiden Proteine sprechen und
somit die beobachteten Unterschiede der Antikorperantwort erklaren.

Bei der Beurteilung der Immunoblot-Untersuchungen dieser Arbeit ist zu bedenken,
dass das beschriebene Vorgehen zu einer erhdhten Spezifitat der Immunoblots flhrte,
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dadurch aber die Sensitivitat etwas reduziert war. Dies kann eine methodisch bedingte
Ursache fur einen fehlenden Antikérpernachweis darstellen. So ist es denkbar, dass
durch die Kreuzadsorbtion der Seren vor dem Immunoblot spezifische Antikérper aus
den Seren entfernt wurden. Serumantikdrper gegen die untersuchten Proteine kénnten in
diesem Fall mit einem anderen Protein des zur Kreuzadsorbtion eingesetzten Stammes
reagiert haben. Die Kreuzadsorption war jedoch notwendig, weil hierdurch die Zahl
unspezifischer Banden im Immunoblot deutlich reduziert werden konnte. Auch kdnnte
es durch den Einsatz der rekombinanten und nach Aufreinigung denaturierten Proteine
zum Verlust von in nativem Zustand vorhandenen Konformationsepitopen gekommen
sein. Im Gegensatz zur zellularen Immunantwort, die auf der Erkennung bestimmter
Peptidsequenzen beruht, werden von Antikérpern haufig Konformationsepitope erkannt,
die durch die spezifische Faltung der Proteine entstehen. Nach Denaturierung der
rekombinanten Proteine kdnnen entsprechende Antikérper dann jedoch nicht mehr an
diese Epitope binden. Die Aufreinigung von Eisenaufnahmerezeptoren muss in der
Regel jedoch denaturierend erfolgen, da diese als AulRenmembranproteine nur eine
geringe Loslichkeit aufweisen. Auch Russaal. und Durangt al. verwendeten fir ihre
Immunisierungsversuche mit IroN und FyuA die denaturierend aufgereinigten Proteine
(Russo et al., 2003; Duraset al., 2007). In diesem Zusammenhang muss auch darauf
hingewiesen werden, dass die Kontrollreaktion in den Immunoblots fir FyuA und IroN
mit dem Kaninchenserum nicht mit der Reaktion von Patienten- oder Mauseseren
vergleichbar ist. Bei der Infektion kommt es zur Expression des nativ gefalteten
Proteins gegen das ggf. Antikdrper gebildet werden, wahrend die Kaninchen mit dem
rekombinanten Protein immunisiert wurden. Die Seren von Patienten und Mausen sowie
die Kaninchenseren wurden dann jedoch im Immunoblot gleichermal3en gegen das
rekombinante denaturierte Protein eingesetzt.

Zusammenfassend betrachtet konnten in dieser Arbeit die unterschiedlichen
Pravalenzen von virulenzassoziierten Faktoren unter EXPEC bestatigt werden und es ist
erstmals gelungen, bei Patienten mit einer EXPEC-Infektion spezifische Antikorper
gegen einzelne Eisenaufnahmerezeptor-Proteine von EXPEC nachzuweisen. Die
insgesamt geringe Pravalenz von Antikérpern nach einer Infektion bzw. die
Unterschiede in der humoralen Immunantwort gegen die einzelnen
Eisenaufnahmerezeptoren sind vermutlich auf Unterschiede in der Expression und in
der Immunogenitat der Eisenaufnahmerezeptor-Proteine auf der einen Seite und auf die
Dauer und Intensitat der Infektion auf der anderen Seite zurtickzufiihren.

Grundsatzlich konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die Eignung von
Eisenaufnahmerezeptoren als potentielle  Zielstrukturen eines Impfstoffes
unterstreichen. Fur die Entwicklung einer Vakzine gegen EXPEC bedeutet die
heterogene Verteilung der einzelnen Eisenaufnahmesysteme unter EXPEC und die in
dieser Arbeit aufgezeigten Unterschiede der humoralen Immunantwort jedoch, dass es
wahrscheinlich nétig sein wird, einen polyvalenten Kombinationsimpfsgafbu(nit
Vakzine) zu generieren, der eine  Antikbrperantwort auf  mehrere
Eisenaufnahmerezeptoren und andere Zielstukturen wie Adhasine und Toxine
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hervorruft. Einen alternativen auf dem gleichen Prinzip beruhenden Ansatz bietet der
Versuch der Immunisierung mit ganzen Zellen (Ganzkeimvakzine) (Russo et al., 2007).

Es spricht vieles dafir, dass sich mit einem polyvalenten EXPEC-Impstoff in Zukunft

ein effektiver Schutz gegen ExXPEC-Infektionen erreichen lassen wird. Diese Arbeit

erbrachte den Nachweis einer humoralen Immunantwort auf virulenzassoziierte ExXPEC-
Proteine und lasst diese als mdgliche Zielstrukturen eines ExXPEC-Impstoffes sinnvoll
erscheinen.
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5  Zusammenfassung

Extraintestinal pathogenEscherichia coli(EXPEC) sind die haufigsten Erreger von
Harnwegsinfektionen beim Menschen. Darlber hinaus konnen sie eine Vielzahl
weiterer Erkrankungen wie Pneumonie, Wundinfektion, Neugeborenenmeningitis oder
Sepsis hervorrufen. Hierzu verfigen EXPEC Uber ein breites Repertoire von
Pathogenitatsfaktoren wie Adhasine, Toxine und Eisenaufnahmesysteme. Wesentlicher
Bestandteil von Eisenaufnahmesystemen sind Rezeptoren in der bakteriellen
Aullenmembran, wie z. B. die Siderophorrezeptoren FyuA und IroN sowie der
Haminrezeptor ChuA. Ihre Assoziation mit der Virulenz von EXPEC und die
Lokalisation in der Aul3enmembran bzw. an der bakteriellen Oberflache lassen
Eisenaufnahmerezeptoren als geeignete Zielstrukturen eines Impfstoffes gegen EXPEC
erscheinen.

Die vorliegende Arbeit erbrachte grundlegende Erkenntnisse hinsichtlich der Eignung
von Eisenaufnahmerezeptoren als potentielle Zielstrukturen, indem Seren von Patienten
mit einer E. colrinfektion und Seren aus dem Mausinfektionsmodell im Immunoblot
auf Antikorper gegen FyuA, ChuA und IroN untersucht wurden. Hierzu wurde eine
Sammlung vonE. coliPatientenisolaten und der entsprechenden Patientenseren
angelegt. Die Isolate wurden mittels PCR hinsichtlich mehrerer ExXPEC-assoziierter
Gene, u. afyuA chuA,iroN undusp charakterisiert. Im Immunoblot wurden dann die
Seren auf Antikorper gegen die rekombinanten Proteine FyuA, IroN, ChuA und Usp
getestet. Im Unterschied zu FyuA, ChuA und IroN handelt es sich bei dem zusatzlich
untersuchten Usp um ein EXPEC-Protein mit bisher weitgehend unklarer Funktion.

Die unterschiedliche Pravalenz von ExXPEC-assoziierten Faktoren unter den
Patientenisolaten konnte bestétigt werden. Es gelang erstmals, bei Patienten spezifische
Antikorper gegen Eisenaufnahmerezeptoren von EXPEC nachzuweisen. Fir die hierzu
durchgefuhrten Immunoblot-Untersuchungen konnte in dieser Arbeit erstmals der
Haminrezeptor ChuA rekombinant exprimiert und aufgereinigt werden. Die humorale
Immunantwort gegen die einzelnen Eisenaufnahmerezeptoren wies ein relativ
heterogenes Bild auf. Wahrend bei den Patienten einerseits Antikorper unter der
Infektion gebildet wurden (ChuA), waren sie andererseits bei IroN offenbar schon
vorher vorhanden oder konnten, wie fur FyuA gezeigt, nicht nachgewiesen werden.
Auch im Mausmodell der EXPEC-Peritonitis fanden sich nur Antikdrper gegen IroN,
die in einem entsprechenden Tiermodell der EXPEC-Harnwegsinfektion nicht
darstellbar waren. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist es denkbar, dass die
Bildung von Antikérpern gegen ExPEC-AufRenmembranproteine zum einen von der
Intensitat und der Dauer der Infektion und zum anderen von Unterschieden in der
Expression und in der Immunogenitat der einzelnen Eisenaufnahmerezeptor-Proteine
abhangig ist. Es ist jedoch nicht vollig auszuschliel3en, dass auch methodische Griinde
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(z. B. bei der Durchfihrung des Immunoblots) die Antikdrpernachweise negativ
beeinflusst haben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten die Bedeutung von Eisenaufnahmerezeptoren als
potentielle Zielstrukturen eines Impfstoffes bestatigen. Insbesondere die Rolle von IroN
wurde durch die Beobachtungen unterstrichen. Die unterschiedliche Pravalenz der
einzelnen Eisenaufnahmesysteme unter EXPEC und die Unterschiede der humoralen
Immunantwort deuten jedoch darauf hin, dass es nétig sein wird, einen polyvalenten
Kombinationsimpfstoff herzustellen, der gleichzeitig gegen mehrere
Eisenaufnahmerezeptoren sowie weitere Zielstrukturen wie Adhasine und Toxine
Antikdrperantworten erzeugt.
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