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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED)
111 Epidemiologie chronisch entzindlicher Darmerkrankungen

Morbus  Crohn (MC) und Colitis Ulcerosa (CU) sind die
Hauptmanifestationsformen chronisch entzindlicher Darmerkrankungen (CED).
In beiden Fallen liegt dem Krankheitsgeschehen eine chronisch rezidivierende
Entzindung der gastrointestinalen Schleimhaut zugrunde.

In den USA liegt die Pravalenz chronisch entziindlicher Darmerkrankungen bei
1 Million Erkrankten; Jeder 300. Einwohner ist betroffen. Die Inzidenz betragt
30.000 neue Falle pro Jahr, hierbei liegt eine Gleichverteilung zwischen MC und
CU vor (Hanauer, 2006). In der Altersverteilung beider Krankheiten zeigt sich
ein erster Gipfel im Alter zwischen 15 und 30 Jahren, ein zweiter, kleinerer
Gipfel tritt im Alter zwischen 50 und 70 Jahren auf (Andres and Friedman, 1999)
(Hanauer, 2006). Bei der Betrachtung der weltweiten Pravalenz von CED fallt
auf, dass diese in den industrialisierten Gesellschaften am grofdten ist. Die
hdchste Pravalenz findet sich in den USA, England und den skandinavischen
Landern (Loftus, Jr. and Sandborn, 2002).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese chronisch entziindlicher

Darmerkrankungen

Die Atiologie der CED ist bis heute ungeklart. lhre Entstehung scheint von vier
Faktoren abhangig zu sein. Dies sind i) krankheitsfordernde Umweltfaktoren, ii)
eine genetische Pradisposition, iii) ein immuno-regulatorischer Defekt (Hanauer,
2006) und iv) die individuenspezifische mikrobiotische Besiedlung des Darmes
(Rawls et al., 2006;Ley et al., 2005).

Zu den bisher bekannten Umweltfaktoren gehéren Ernahrung (Persson et al.,
1992), der ausgeubte Beruf (Sonnenberg, 1990a;Sonnenberg, 1990b) sowie
Zigarettenkonsum (Lindberg et al., 1988). Den grof3ten umweltbedingten
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Einfluss auf die Entstehung chronisch entzliindlicher Darmerkrankungen scheint
die physiologische Mikroflora des Darmes zu haben (siehe Kapitel 1.2).

Die Relevanz der genetischen Beteiligung bei CED wird dadurch unterstrichen,
dass das relative Risiko fur eine Erkrankung bei erstgradigen Verwandten von
Patienten um das 15-fache hoher ist als in der Normalbevdlkerung (Binder,
1998). Ogura, Hugot et al. konnten 2001 den Zusammenhang zwischen einem
bestimmten Gen und der Anfélligkeit fur CED nachweisen (Hugot et al.,
2001;0Ogura et al., 2001). Hierbei handelt es sich um das auf Chromosom 16
gelegene Gen flr die nucleotide-binding oligomerization domain 2 (NOD2). Bei
dem Genprodukt handelt es sich um einen Modulator der Caspase-Aktivitat.
NOD2 fungiert als Aktivator von NF-kB, einem Transkriptionsfaktor fur Prozesse
der  zellularen Immunitat, welcher die Expression  zahlreicher
proinfammatorischer Mediatoren bewirkt (Zytokine, Wachstumsfaktoren).
NOD?2 ist an der Apoptose von Makrophagen beteiligt (Satsangi et al., 2003).
Als Bindeglied zwischen genetischer Disposition und Umwelteinflissen kann
ein Defekt im Prozess der Immunregulation angesehen werden. Hierfur werden
drei Hypothesen angeflhrt:

i. Es kommtim Rahmen einer Stérung der oralen Toleranz (s. u.) zu einer
uberschieffenden Immunantwort, die sich gegen ein physiologisches
luminales Antigen richtet (Colletti, 2004).

ii. Es existiert eine echte Infektion mit einem spezifischen Antigen (Colletti,
2004).

iii. Die naturliche Barrierefunktion des Darmes ist gestort, die erhohte
Permeabilitdt des gastrointestinalen Epithels fuhrt zu einer
Dauerstimulation des Immunsystems (Bouma and Strober, 2003;Farrell
and LaMont, 2002).

Obwohl die Atiologie der CED ungeklart ist, sind die Prozesse gut erforscht, die
im Rahmen ihrer Pathogenese in Erscheinung treten. Am Anfang des
intestinalen Entzindungsgeschehens stehen in das Darmgewebe eindringende
Neutrophile, welche ihrerseits Uber proinflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-1[3,

IL-6 und IL-8) andere Entzundungszellen (Makrophagen, NK-Zellen) anlocken.
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Ebenso produzieren Neutrophile antimikrobielle Peptide, welche fir die
Gewebsschadigung verantwortlich gemacht werden (Cassatella, 1995).
Uberwiegt innerhalb des adaptiven Immunsystems die TH1-gerichtete Antwort,
so kommt es haufiger zur Entstehung eines MC; Ist die TH2-gerichtete
Immunantwort dominierend, wird Uberwiegend CU beobachtet (Bouma and
Strober, 2003;Fuss et al., 2004).

1.1.3 Klinisches Bild und Behandlungsoptionen bei chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen

Bei Morbus Crohn kann der gesamte Gastrointestinaltrakt befallen sein. Das
Entzindungsgeschehen ist transmural, betrifft also alle Wandungsschichten
des Darmes. Als typisch gelten verkasende Granulome und Fistelbildung sowie
ein segmentaler Befall (sog. skip lesions). In der Therapie des Morbus Crohn
kommen Sulfalazin, Mesalamin, Metronidazol und Kortikosteroide zum Einsatz,
neuerdings auch Infliximab, ein monoklonaler Antikdrper gegen TNF-a.

Im Gegensatz zu Morbus Crohn ist das Entzindungsgeschehen bei Colitis
Ulcerosa nicht transmural, sondern betrifft ausschlief3lich Tunica mucosa und
Tela submucosa des Kolon. Ferner verlauft die Erkrankung nicht segmental,
sondern kontinuierlich und beginnt meist aboral mit einer nachfolgenden
Ausbreitung nach oral. Die Therapie der Colitis Ulcerosa erfolgt angepasst an
das jeweilige Krankheitsstadium, berucksichtigt also Faktoren wie Ausbreitung,
Intensitat und Dauer der Entzindung. Zum Einsatz kommen in der klassischen
Therapie Aminosalicylate (5-ASA), Kortikosteroide und Cyclosporin. Kommt es
zur Bildung von Fisteln oder Abszessen, ist eine chirurgische Therapie oft

unumganglich (Isaacs et al., 2005).
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1.2 Die Bedeutung der naturlichen Darmflora am Beispiel der
Kolitisentstehung im in vivo-Modell

Die natlrliche Darmflora des gesunden Erwachsenen beinhaltet Uber 400
verschiedene Spezies, von denen nur wenige kultivierbar sind (Simon and
Gorbach, 1984). Zu Uber 99% handelt es sich hierbei um obligat anaerobe
Bakterien (Berg, 1996). Das Immunsystem des Darms besitzt verschiedene
Mdglichkeiten, diese Bakterien zu registrieren. Auf pathogene Keime muss das
Immunsystem mit einer Entzindung reagieren, um den Wirt zu schiutzen. Den
GroRteil der naturlichen Darmflora bilden jedoch apathogene Keime, sog.
Kommensale. Eine Immunantwort auf solche Keime wirde zu einer
chronischen Entzindung fuhren und ware schadlich fur den Wirt. Das
Ausbleiben einer Immunantwort auf Bakterien, die vom Immunsystem toleriert
werden, nennt man ,orale Toleranz” (OT).

Um den Einfluss einzelner Komponenten der mukosalen Mikroflora auf die
Induktion einer Kolitis zu untersuchen, stehen verschiedene Tiermodelle zur
Verfligung (Schultz et al., 1999b) (Sellon et al., 1998). In Vorarbeiten wurde die
Rolle der mukosalen Mikroflora bei der Kolitisentstehung in IL-2"-Mausen
(sprich: IL-2 double knock out Mausen) untersucht.

Es ist bekannt, dass IL-2"-Mé&use unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen
(SPF) eine Kolitis entwickeln. Werden die Mause unter keimfreien Bedingungen
gehalten, so entsteht keine Kolitis (Sadlack et al., 1993) (Schultz et al., 1999a).
Durch Monokolonisierung der IL-2"-Mause konnte die Kolitogenitat
ausgewahlter kommensaler Bakterienstdmme untersucht werden. Hierzu
wurden keimfreie IL-27-Mause mit Escherichia coli mpk oder mit Bacteroides
vulgatus mpk monokolonisiert (Waidmann et al.,, 2003). Es konnte gezeigt
werden, dass die Mause, die mit E. coli mpk monokolonisiert wurden, eine
Kolitis entwickelten. Mit B. vulgatus mpk monokolonisiere Mause zeigten keine
Kolitis. Wurden Mause mit E. coli mpk und B. vulgatus mpk ko-kolonisiert, so
verhinderte B. vulgatus die Entstehung einer E. coli -induzierten Kolitis.
DNA-Untersuchungen von E. coli mpk konnten keines der gangigen
Virulenzgene  bekannter  pathogener E. coli-Stdmme  nachweisen

(enterohamorrhagische, enteroinvasive, enteropathogene, enterotoxische oder
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enteroaggregative Stamme). Bei E. coli mpk handelt es sich also um einen
apathogenen kommensalen Keim, dennoch vermag er im genetisch
pradisponierten Individuum eine Kolitis auszulésen (Waidmann et al., 2003).
Diese im Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung
der natlrlichen Mikroflora des Darms fiur die Entstehung chronisch

entzundlicher Darmerkrankungen.

1.3 Differentielle Fluoreszenz-Induktion (DFI)

1.3.1 DFl und IVET: Einfihrung

Der immense Fortschritt, der in den letzten Jahrzehnten innerhalb der
Mikrobiologie zu beobachten ist, beruht groftenteils auf in vitro-Experimenten,
also unter experimentellen Bedingungen, die versuchen, die Realitat so gut wie
moglich abzubilden. Eine ubliche Vorgehensweise dabei ist die bottom up-
Strategie. Nach Inaktivierung einzelner Gene werden veranderte phanotypische
Eigenschaften, Veranderungen in Signalkaskaden, Schwankungen von mRNA-
Mengen (Hybridisierungstechniken), Veranderungen auf Protein-Niveau
(Western-Blot) etc. analysiert (Lenski and Sniegowski, 1995). So essentiell
diese Forschungen auch sind, vermdgen sie doch die Komplexitat 6kologischer
Systeme nur in begrenztem Male zu erfassen (Rediers et al., 2005).

Daher wurden in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts Systeme entwickelt,
die sich an in vivo-Bedingungen orientieren. Die beiden wichtigsten unter ihnen
sind IVET (in vivo expression technology) und DFI (Differentielle Fluoreszenz-
Induktion). DFI wurde in dieser Arbeit verwendet und wird im folgenden
Abschnitt erlautert. Bei IVET werden Fragmente der DNA eines Bakteriums vor
ein promotorloses Hybridoperon aus den Genen purA (Purinbiosynthese) und
lacZ (Reportergen, Teil des Glukosestoffwechsels) fusioniert. Mittels homologer
Rekombination werden diese Fusionsgene in einen purA-negativen
Bakterienstamm eingefiigt. Infiziert man nun Versuchstiere mit diesen
Bakterien, so werden nur diejenigen Bakterien Uberleben, bei denen sich vor
dem purA-Gen ein aktiver Promotor befindet. Durch Isolierung dieser

Subpopulation und Erfassung ihrer lacZ-Aktivitat lassen sich die hochregulierten
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Gene identifizieren. Im Vergleich mit DFI birgt diese Methode jedoch zwei
Nachteile: erstens sind intermittierende Substratzugaben notwendig, und

zweitens ist sie nicht automatisiert durchfuhrbar(Rediers et al., 2005).

1.3.2 Prinzip der Differentiellen Fluoreszenz-Induktion

Das System, das sich zunehmender Beachtung erfreut, ist das von Valdivia und
Falkow 1996 erstmals vorgestellte Prinzip der Differentiellen Fluoreszenz-
Induktion (DFI) (Valdivia and Falkow, 1996). Diese Methode kombiniert ein
molekulares Reportersystem mit der DurchfluBzytometrie (FACS, fluorescence
activated cell sorter) und ermoglicht so die Genexpressionsanalyse eines
Bakteriums. Grundlage unseres molekularen Reportersystems ist das Plasmid
pANT3, das als Vektor fir ein promotorloses gfp-Gen (green fluorescent
protein) fungiert. GFP kommt naturlicherweise in Aequorea victoria vor und ist
ein Chromophor. Wird es mit Licht der Wellenlange 488 nm angeregt, emittiert
es grunes Licht. Nach mehreren Optimierungen im gfp-Gen konnten die
Stabilitdt des Proteins erhdht und die Toxizitat vermindert werden, auRerdem
bietet die optimierte Mutante GFPmut3 eine 45-fach erhohte Fluoreszenz im
Vergleich zum Wildtyp-GFP (Cormack et al., 1996) (Suarez et al., 1997).

Zur Erstellung einer sog. Promotoren-Bank wurden DNA-Fragmente mit Langen
zwischen 200 und 500 bp aus dem chromosomalen Genom von E. coli mpk
direkt upstream des promotorlosen gfp-Gens in den Vektor kloniert. Durch die
geringe Lange dieser Fragmente kann davon ausgegangen werden, dass sie
lediglich eine Funktion als Promotor tragen kdnnen. Prokaryotische Gene sind
wesentlich langer. Auf diese Weise entstehen Tausende unterschiedlicher
Klone des pANT3-Vektors: Alle sind mit dem gfp-Gen versehen, das jedoch in
jedem Klon unter der Kontrolle eines anderen Promotors steht. Uberfiihrt man
all diese Vektoren in jeweils ein Bakterium, wird daraufhin unter verschiedenen
Umweltbedingungen das Protein GFP differentiell exprimiert. Steht in einem
bestimmten Bakterium das vektorielle gfp-Gen unter der Kontrolle von Promotor
A, und die aktuellen Umweltgegebenheiten bedingen eine Expression des
dazugehdrigen Gens A, so wird zum einen dieses Gen im chromosomalen

Genom ganz regular abgelesen. Zum anderen wird auch das episomale GFP
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exprimiert, da es unter der Kontrolle desselben Promotors steht. Setzt man nun
dieses Bakterium einem Licht der Wellenlange 488 nm aus, so lasst sich eine
grune Fluoreszenz beobachten. Durch Sequenzierung des vektoriellen inserts
und anschlieRendes alignment Iasst sich leicht das aktivierte Gen identifizieren
(siehe Kap. 2.2.4). Diese Vorgange werden unter dem Begriff ,Differentielle
Fluoreszenz-Induktion® subsummiert, die Gesamtheit der verschiedenen
bakteriellen Klone heil3t DFI-Bank, engl. promotor trap library (Valdivia and
Falkow, 1996).

1.3.3 Bisherige Arbeiten mit Differentieller Fluoreszenz-Induktion

Die Erstbeschreiber der DFI-Methode, R. H. Valdivia und S. Falkow,
konstruierten 1996 eine promotor trap library mit Salmonella typhimurium,
einem Gastroenteritis-Erreger. Die Fahigkeit von S. typhimurium, in
Makrophagen und insbesondere im sauren Milieu von Phagosomen zu
uberleben, ist ein wichtiger Pathogenitdtsmechanismus dieses Erregers. Um die
Pathogenitatsmechanismen von S. typhimurium besser zu verstehen, wurden
mittels DFI acht Klone isoliert, die unter sauren Wachstumsbedingungen (pH
4,5) eine besonders hohe Fluoreszenz aufwiesen. Im Anschluss an die
Isolierung der pH-sensitiven Klone wurden diese zur Infektion von
Makrophagen benutzt. Bei der mikroskopischen Auswertung der Fluoreszenz
zeigte sich, dass zwei der acht benutzten Klone auch innerhalb von
Makrophagen eine hohe Fluoreszenz aufwiesen: die Konstrukte aas-gfpmut
und pagA-gfpmut. Somit konnten zwei Gene identifiziert werden, die fur die
Pathogenitat des Erregers von Bedeutung sind (Valdivia and Falkow, 1996).

In einer weiteren Arbeit gelang es denselben Autoren, die Anwendung von DFI
in einem murinen in vivo-System zu etablieren. Hierzu wurden erneut
Makrophagen mit einer DFI-promotor trap library von S. typhimurium infiziert
und mittels Selektion auf hoch-fluoreszente Makrophagen im FACS vierzehn
verschiedene DFI-Klone isoliert. Diese wurden zur peritonealen Infektion von
BALB/c-Mausen verwendet. Nach drei Tagen wurden Homogenisate von Milz

und Leber im FACS erneut auf Fluoreszenz analysiert. Es gelang, einzelne
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Erreger im Verlauf des Infektionsprozesses in Mausen nachzuverfolgen
(Valdivia and Falkow, 1997).

M. Bartilson, A. Marra et al. adaptierten DFI an den Organismus Streptococcus
pneumoniae, einen haufigen Pneumonie-Erreger. Sie untersuchten den Einfluss
von competence stimulatory peptide (CSP) auf die Genexpression von S.
pneumoniae. Unter Kompetenz versteht man hierbei den Zustand, der es einem
Bakterium ermdglicht, mittels diverser DNA-Prozessierungen eine genetische
Transformation durchzumachen (Hui and Morrison, 1991). Es gelang den
Autoren, unter den isolierten 12 DFI-Klonen 6 bereits bekannte und 3 noch
unbekannte CSP-Promotoren zu identifizieren. Ferner konnten sie in 2
unterschiedlichen  murinen Infektionsmodellen  (systemische Infektion,
Atemwegsinfektion) einen Zusammenhang zwischen diesen Kompetenz
vermittelnden Peptiden und der Pathogenitat des Erregers herstellen (Bartilson
et al., 2001).

Durch unterschiedliche in vitro-Induktionsbedingungen (Unterschiede in
Osmolaritat, Temperatur, Sauerstoff- und Eisenangebot) flhrten dieselben
Autoren in darauffolgenden Experimenten ein Screening auf hochregulierte
Gene innerhalb der S. pneumoniae DFl-promotor trap library durch. Ferner
wurden ausgewahlte Klone bzw. deren Deletionsmutanten weiterbenutzt, um
die Bedeutung der jeweiligen Gene flur die Pathogenitat in verschiedenen in
vivo-Modellen zu untersuchen. So konnten wiederum einige bis dahin
unbekannte Pathogenitatsfaktoren von S. pneumoniae bestimmt werden,
insbesondere ein Zusammenhang zwischen dem psaBCA-Operon und der
Erregervirulenz wurde deutlich (Marra et al., 2002a;Marra et al., 2002b).

W. P. Schneider, A. Marra et al. konstruierten ferner eine DFI- promotor trap
library flr Staphylococcus aureus und konnten mit ahnlichen Methoden wie bei
S. pneumoniae 61 Gene identifizieren, von denen sich im Mausexperiment
(systemische Infektion, Atemwegsinfektion) ca. 40% als wichtig fur den
Pathogenitatsmechanismus herausstellten (Schneider et al., 2002).

L. P. Barker et al. wandten das Prinzip der DFI auf Mycobacterium marinum an
und verfolgten mit Infektionen von Makrophagen die gleiche Strategie wie

vorher Valdivia und Falkow (s. o0.) mit einer Anderung: Anstatt intakte
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Makrophagen im FACS auf deren Fluoreszenz zu analysieren, isolierten Barker
et al. zuerst die in den Makrophagen enthaltenen Phagosomen mit den
intrazellularen Bakterien. Sie konnten so 12 DFI-Klone von M. marinum
identifizieren, die eine differentielle Genexpression aufwiesen (Barker et al.,
1998).

R. L. Wilson et al. wandten das DFI-System auf Listeria monocytogenes an, ein
Erreger, der unter anderem Enzephalomeningitis und Septikdmie verursachen
kann. Auch sie konnten mehrere in Makrophagen differentiell exprimierte Gene
identifizieren und mittels eines murinen Infektionsmodells in Zusammenhang
mit der Virulenz des Erregers bringen (Wilson et al., 2001).

Alle Studien fuhrten somit zu wichtigen Informationen und neuen Erkenntnissen
uber bakterielle Pathogenitat und bakterielle Adaptation an unterschiedliche
Umweltbedingungen. Ebenso wurde DFI von allen Autoren als eine potente
Herangehensweise bewertet, die vor allem durch ihre Einsatzmoglichkeit unter
in vivo-Bedingungen die gangigen Methoden der bakteriellen Genetik
bereichern kbnne und in Zukunft zahlreiche neue Erkenntnisse auf dem Gebiet
der Regulation bakterieller Genexpression bringen koénne, vor allem in der

Infektionsbiologie.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ausgehend von der Tatsache, dass E. coli mpk im Tierversuch kolitogen ist,
eine Doppelbesiedlung des Tierdarmes mit E. coli mpk und B. vulgatus jedoch
die Kolitogenitat von E. coli mpk hemmt, lasst sich folgende Hypothese
formulieren:

E. coli mpk weist im Darm in vivo eine bestimmte Genexpression auf, und diese
Genexpression tragt zur Entstehung einer Kolitis bei. Die kolitogenen
bakteriellen Faktoren werden bei einer Doppelbesiedlung offensichtlich nicht
mehr produziert, es entsteht keine Kolitis. Somit besteht die Notwendigkeit, eine
Methodik zu finden, die die Genexpression von E. coli mpk in vivo zu erfassen
vermag.

Um Aufschluss Uber die bakteriellen Mechanismen zu erhalten, die die

Kolitogenitat von E. coli mpk bedingen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
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promotor trap library von E. coli mpk konstruiert und deren Anwendung
etabliert.

In in vitro-Experimenten mit definierten Bedingungen wie z. B. Hitzeschock
wurde die DFI- promotor trap library induziert. Anschlielend wurden mittels
FACS die aktivierten GFP-exprimierenden Klone angereichert. Dies ermoglichte
das lIsolieren einzelner DFI-Klone mit hoher Fluoreszenz und die Analyse ihres
episomalen Promotors mittels genetischer Verfahren.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Technik, die weiterfuhrenden
Forschungen im in vivo-Mausmodell ein screening auf bakterielle
Pathogenitatsmechanismen ermadglichen kann. Letztlich kdnnten Ergebnisse
aus diesen Versuchen Aufschluss daruber geben, welcher Faktor des
kolitogenen Kommensalen E. coli mpk fur die Induktion chronisch entziandlicher

Darmerkrankungen in der IL-27"-Maus verantwortlich ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Anaerobier-Beutel
Anaerobier-Topf
Anaerotest-Indikatorstabchen
Analysewaage
Ausschwingrotor-Zentrifuge
Centrifuge 5810 R
Ausschwingrotor-Zentrifuge
Multifuge 3 S-R
Brutschrank B20
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elektrophoresekamme
Elektrophoresekammer
Elektrophoreseschlitten
Gleichspannungsquelle
(Bio-Rad PowerPac 200)
Heizblock (Thermomixer comfort)
PCR-Thermocycler T3
Photometer Ultrospec 3000 pro
Pipetten: Eppendorf Research
(1, 10, 20, 50, 100, 1000 pl)
Pipettier-Hilfen
Schuttelinkubatoren
Steril-Arbeitsbank
Tisch-Zentrifuge
Centrifuge 5417 R
UV Transluminator FLX-20 M

Videodokumentationssystem

11

Oxoid, Hants, UK

E. Merck, Darmstadt
E. Merck, Darmstadt
Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Eppendorf, Hamburg
Whatman Biometra, Gottingen
Amersham Pharmacia, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
BDK, Sonnenbuhl-Genkingen
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Whatman Biometra, Géttingen
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BioDoc Analyze
Vortexer REAX Top
Wasserbad

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Ampuwa, steriles Wasser
Aqua ad iniectabilia (10 ml)
Einmalkuvetten
Einmalpipetten

(Stripette 5, 10, 25, 50 ml)
Glaskolben und —flaschen
Impfschlingen (1, 10 pl)
Kanulen, Microlance

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Softstrips 0,2 ml
pH-Indikatorpapier (pH 0,5 — 5,5)
Pipettenspitzen (10 ul)
Pipettenspitzen (1000ul)
Pipettenspitzen (200 ul)
Reaktionsgefale (1,5 und 2,0 ml)
Rundboden-Réhrchen (14 ml)
Spitzboden-Rdhrchen (15 ml)
Spitzboden-Raohrchen (50 ml)
Spritzen, Injekt

Wattestabchen, steril

12

Heidolph Instruments, Schwabach

Memmert, Schwabach

Fresenius Kabi, Bad Homburg
B. Braun, Melsungen

Sarstedt, Berlin

Corning Inc., Corning, NY, USA

Schott Duran, Mainz

Sarstedt, Berlin

Becton-Dickinson S.A., Fraga, Spanien
Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
WI, USA

WU, Mainz

Biozym, Hess. Oldendorf
Macherey-Nagel, Duren

Brand, Wertheim

Greiner, Nurtingen

Sarstedt, Berlin

Eppendorf, Hamburg
Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg
Greiner, Nurtingen
Falcon/Becton-Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen

MSP Schmeiser, Horb
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2.1.3 Bakterienstamme und Plasmide

Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

Bakterienstamme

B. vulgatus mpk (Waidmann et al., 2003)

E. coli Nissle 1917 Deutsche Stammsammlung (DSM) 6601

E. coli Nissle 1917 pMUT2-KM | Deutsche Stammsammlung (DSM) 6601gfp
KanR

E. coli mpk (Waidmann et al., 2003)

E. coli mpk pANT3 diese Arbeit:

promotor trap library von E. coli mpk, Kan®,
enthalt pANT3 (s.u.)

E. coli DH5a (Lee and Falkow, 1998)
Plasmide
PANT3 low-copy Plasmid, promotorloser GFPmut3-

Vektor, Kan® (Lee and Falkow, 1998)

BamHI 0,00

Pstl 0,70

Pstl 1,94

Abb. 2.1: Plasmidkarte von pANT3

Das Plasmid tragt das promotorlose Reportergen GFP und eine Kanamycin-Resistenz (Kan).
BamHI und Pstl bezeichnen Schnittstellen fir Restriktionsenzyme. Die Zahlen sind
Grolenangaben der Gene, Einheit: kb (Kilobasen). OriV: origin of replication. Einzelheiten siehe
Kap. 2.2.2 und Lee et al. (Lee and Falkow, 1998).
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2.1.4 Medien fur Bakterienkulturen

Tab. 2.2: Medien fur Bakterienkulturen

14

LB (Luria-Bertani)-Flussigmedium

LB-Nahrboden

Zusammensetzung:

e 10 g/l Trypton

e 5 g/l Hefeextrakt

e 10 g/l Natriumchlorid
Fertigpulver von Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg
Zur Herstellung wurde dem Medium
15g/l Agar hinzugefugt. Die fertigen
Platten wurden bei 4°C gelagert.

BHI (brain-heart-infusion)-

Flissigmedium

BHI-Nahrboden

Zusammensetzung:
e 27,5 g/l Nahrsubstrat (Hirn-,
Herzextrakt u. Peptone)
e 2,049/l D(+)-Glucose
e 5,0 g/l Natriumchlorid
e 2.5 g/l di-Natriumhydrogen-
phosphat
Fertigpulver von Fa. Merck, Darmstadt
Zur Herstellung wurde dem Medium 15
g/l Agar hinzugefigt. Die fertigen
Platten wurden bei 4°C gelagert.

2.1.5 Puffer und Lésungen

PBS (phosphate buffered saline) Dulbecco Biochrom, Berlin
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2.1.6 Kommerzielle Kits

Plasmid-Praparationskit
NucleoSpin Plasmid (250)
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAGEN Genomic-Tip 100

2.1.7 Antibiotika

Kanamycin

Endkonzentataion 1:1000

2.1.8 Enzyme, Polymerasen und Ligasen

BamH |

CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
T4 DNA Ligase

Sau 3A

Tag DNA Polymerase, rekombinant, 500 U,
5 U/l

2.1.9 Oligonukleotide

pPANT3, forward:

5-ACA AAG GTC GTC TCT GTC AGC C-3
pANT3, reverse:

5-ATG TTG CAT CAC CTT CAC CC-3
Sequenzierprimer:

5’-CAG CCG GAT CGT AGA AC-3

2.1.10 GroRenstandards
1 kb plus DNA ladder

15

Macherey-Nagel, Duren

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt
Gibco BRL, Eggenstein

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt

Fermentas, St. Leon-Rot

Metabion, Martinsried

Metabion, Martinsried

Metabion, Martinsried

Gibco BRL, Eggenstein
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2.1.11 Sonstiges

Ethidiumbromidlésung 1%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

16
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli-Stammen

Samtliche E.coli-Kulturen wurden bei 37°C aerob in LB-Fllissigmedium oder auf
LB-Nahrboden unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums angezichtet.
Aerobe Flussigkulturen wurden bei 37°C und 200 rpm im Schuttelinkubator
bebritet.

2.2.1.2 Erstellung von Gefrierkulturen

Zur Erstellung von Gefrierkulturen wurden 5 ml einer Uber-Nacht-Kultur 8 min
bei 4000 g zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in 1 bis 2 ml LB-
Flussigmedium/20 Vol% Glycerin resuspendiert und in 500 pl-Aliquots in
Eppendorf-EinfriergefalRe uberfuhrt. Diese wurden fur die mittelfristige
Aufbewahrung (einige Wochen) bei -20°C wund fur die langfristige

Aufbewahrung (mehrere Monate) bei —80°C eingefroren und gelagert.

2.2.1.3 Verdinnungsreihen

Zur Keimzahlbestimmung wurden serielle Verdinnungsreihen angelegt. Von
den Verdiinnungsstufen 107 bis 10™'° wurden jeweils 100 pl ausplattiert und bei
37°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Anzahl der colony forming units (CFU)

bestimmt.

2.2.2 Erstellung der DFI-promotor trap library

2.2.2.1 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen koénnen bestimmte, palindromisch
konfigurierte DNA-Sequenzen gezielt geschnitten werden.

Zum enzymatischen Verdau des Vektors pANT3 wurde das Enzym BamH |
nach Herstellerangaben benutzt.

Zur Gewinnung der inserts fur die Klonierung der DFI-promotor trap library
wurde die genomische DNA von E. coli mpk mit dem Enzym Sau 3A partiell

verdaut. Sau 3A schneidet die Sequenz GATC, so dass Restriktionsfragmente
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von ca. 200 bis 500 bp Lange entstanden. Die Herstellerangaben wurden

befolgt.

2.2.2.2 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Um bakterielle DNA aus Agarosegelen zu extrahieren, wurden die gewlnschten
Banden auf einem Transluminator ausgeschnitten. Die anschlieRende
gewichtsadaptierte Aufreinigung der DNA erfolgte unter Zuhilfenahme des
QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) nach Herstellerangaben (Handbook
03/2001).

2.2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe der T4-Ligase konnen kompatible DNA-Enden miteinander verknupft
werden. In dieser Arbeit wurden etwa 50 ng insert-DNA und die ca. 5-fache
Menge Vektor-DNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl pro Ansatz ligiert, die
Reaktionspuffer ~und die bendtigte  Enzymmenge wurden  nach

Herstellerangaben gewabhilt.

2.2.2.4 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Stamme

Um eine Transformation durchfuhren zu kdnnen, werden kompetente Bakterien
bendtigt. Zur Herstellung solcher Bakterien wurden 90 ml LB-Bouillon mit 10 ml
einer bewachsenen Uber-Nacht-Flissigkultur Gberimpft und bei 37 °C bis zu
einer optischen Dichte zwischen 0,5 und 1,0 inkubiert. Anschlielend wurde die
Flussigkultur 15 min bei 4°C und 4000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal
mit 4°C kaltem Aqua dest. gewaschen und in 4 ml kaltem Aqua dest./10 Vol%
Glycerin resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 4°C, 6000 rpm)
und erneuter Resuspension in 600 pl kaltem Aqua dest./10Vol.% Glycerin
wurden die so behandelten Bakterien in Aliquots zu jeweils 40 pl

schockgefroren und anschlie3end bei —80°C gelagert.
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2.2.2.5 Transformation elektrokompetenter E. coli-Stdmme
Elektroporation ist eine Methode, um Fremd-DNA in Bakterien einzuschleusen.
Dabei wird durch einen sehr kurzen Stromstol3 die Bakterienwand
permeabilisiert und somit eine Internalisierung von z. B. Plasmiden ermoglicht.
Fir die Durchfuhrung der Elektroporation wurde ein Aliquot elektrokompetenter
Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 1 bis 2 ul Plasmid-DNA versetzt und 1 min
inkubiert. Das Gemisch wurde in eine vorgekuhlte 0,2 cm-
Elektroporationsklvette Uberfuhrt. Die eigentliche Elektroporation wurde bei
einer Feldstarke von 12,5 kV/cm und einer Dauer von 5 ms durchgefuhrt.
Anschlie®end wurden die Bakterien in 1 ml SOCS-Flissigmedium
resuspendiert, bei 37°C und 200 rpm 30 min unter Schitteln inkubiert und

anschlie3end auf entsprechendem Selektivagar ausplattiert.

2.2.2.6 Klonierung der DFI-promotor trap library

Zur Klonierung der promotor trap library wurde zunachst das
reportergentragende Plasmid pANT3gfpm3 aus E. coli DH5a isoliert und mit
Hilfe des Restriktionsenzyms BamHI| direkt upstream des GFP-Codes
geschnitten (s.o.). Die linearisierten Plasmide wurden nach Herstellerangaben
mit CIAP behandelt, um eine Religation zu verhindern.

Nach Isolierung der chromosomalen DNA aus E. coli mpk und partiellem
enzymatischem Verdau der DNA mit Sau 3A (s.0.) wurden die entstandenen
Fragmente in einem Agarosegel nach Grolke getrennt, Fragmente mit einer
Lange zwischen ca. 200 und 600 bp extrahiert (s.0.) und in die Schnittstelle
BamHI kloniert, also upstream von GFP. Die so entstandenen Plasmide wurden
mittels Elektroporation in E. coli mpk Uberfuhrt (s.0.) und die Klone auf
entsprechendem Selektivagar kultiviert. Am Folgetag wurden Gefrierkulturen

erstellt (s.0.).

2.2.3 Induktionen der DFI-promotor trap library

2.2.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Mit Hilfe des Durchflusszytometers (FACS; fluorescence activated cell sorter)

lassen sich optische Eigenschaften von Zellen bzw. Bakterien analysieren.
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Anhand dieser Eigenschaften kann aul’erdem eine Selektion z. B. besonders
fluoreszenter Zellen erfolgen. Die Durchflusszytometrie stellt somit in gewisser
Weise eine Weiterentwicklung der Fluoreszenzmikroskopie dar.

Kernstick des Durchflusszytometers ist ein Laser, der Licht mit einer
Wellenlange von z. B. 488 nm emittiert. An diesem Laser wird unter
Zuhilfenahme eines Hullstroms der eigentliche Probenstrom einer Zell- bzw.
Bakteriensuspension vorbeigefuhrt. Dabei konnen bis zu 3000 Zellen pro
Sekunde analysiert werden. Das von der Zelle in Richtung des Laserstrahls
gebeugte Licht wird von einem Detektor erfasst, dieser sog. forward scatter
verhalt sich dabei proportional zur ZellgroRe. Ein zweiter Detektor befindet sich
90° versetzt zum Laser und misst den sog. side scatter, welcher ein Mal} fur die
Granularitat der Zelle ist und durch Lichtbrechung und —reflexion entsteht. Auch
dieser Messgrofie liegt Proportionalitat zugrunde. Dieser zweite Detektor misst
aulRerdem die Fluoreszenz der Zelle bzw. des Bakteriums. Haufig werden
fluoreszenzmarkierte Antikorper verwendet, die dann auf der Oberflache von
Zellen an bestimmte Antigene binden. In dieser Arbeit wurde jedoch die
Fluoreszenz des zytosolisch gelegenen Reportermolekils GFP gemessen.

Die Auswertung der optischen Eigenschaften der DFI-promotor trap library
erfolgte mit der Software CELLQUEST PRO (Becton Dickinson) anhand von

Punktwolkendiagrammen (,dot plots®) und Fluoreszenz-Histogrammen.

2.2.3.2 Selektion unterschiedlicher Bakterien mittels FACS

Um zu Uberprufen, ob sich mittels FACS hochfluoreszente Klone der DFI-
promotor trap library anreichern lassen, wurde ein definierter Bakterien-Mix von
E. coli Nissle (keine bzw. geringe Fluoreszenz) und E. coli Nissle GFP
(konstitutive GFP-Expression, hohe Fluoreszenz) einer dreifachen Selektion
unterworfen. Uber Bestimmung der optischen Dichte und anschlieRende
Kontrolle anhand von Verdunnungsreihen wurden die Stamme E. coli Nissle
GFP und E. coli Nissle im Verhaltnis 1:10 in 500 ul PBS suspendiert. Aus dieser
Misch-Suspension wurden daraufhin mittels FACS einerseits die GFP-positiven
Bakterien aussortiert (relative Fluoreszenz im Histogramm > 0,4 x 10", siehe

Abb. 3.1 A und B), andererseits wurden die GFP-negativen Bakterien
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heraussortiert (relative Fluoreszenz < 0,4 x 10") und auf Agarplatten ausgesit.
Die Aussaat erfolgte sowohl auf Agarplatten mit entsprechendem Antibotikum
als auch auf Agarplatten ohne Antibiotikum. Alle Platten wurden Uber Nacht bei
37°C aerob bebritet, am Folgetag wurden die bewachsenen antibiotikafreien
Platten mit sterilen Wattestabchen abgeerntet und die Bakterien einer erneuten
fluoreszenzabhangigen Selektion unterworfen. Auf diese Weise wurden drei
Sortierschritte durchgefuhrt, die entweder die GFP-positiven Bakterien oder die

GFP-negativen Bakterien anreichern sollten.

2.2.3.3 Selektion GFP-negativer DFI-Klone

Bevor die DFl-promotor trap library durch verschiedene Umweltbedingungen
induziert wurde, wurden GFP-negative Klone mittels FACS angereichert. Auf
diese Weise sollte die Rate der DFI-Klone, die eine Kkonstitutive GFP-
Expression zeigen, moglichst gering gehalten werden.

Hierfur wurde ein Aliquot der ursprunglichen DFI-promotor trap library in LB-
Flussigmedium angeimpft und 2 h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde die
Suspension bei 4300 rpm abzentrifugiert, das Pellet wurde mit PBS gewaschen
und schlieBlich in 10 ml PBS aufgenommen, so dass eine leicht tribe
Suspension entstand. Die DFI-promotor trap library wurde daraufhin im FACS
auf Fluoreszenz analysiert, die GFP-negativen DFI-Klone wurden
herausselektioniert, die Ubrigen verworfen. Die so gewonnenen DFI-Klone
wurden auf Agarplatten ausgesat und erneut zur FACS-Selektion vorbereitet.

Auf diese Weise wurden drei Sortiervorgange durchgefuhrt.

2.2.3.4 Induktion der DFI-promotor trap library

Zur Etablierung der Methodik DFI wurden in vitro-Bedingungen gewahlt, welche
die Umweltbedingungen Stress und Kompetition mit anderen Bakterien
simulieren sollten.

Dazu wurden Hitzeschockbedingungen und pH-Stress benutzt. Wurde die DFI-
promotor trap library unter Hitzeschockbedingungen induziert, so wurden GFP-
negative DFI-Klone (siehe Kap. 2.2.3.3) 2 h bei 42°C inkubiert. Bei der
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Induktion ,pH-Stress“ wurden GFP-negative DFI-Klone bei einem pH-Wert von
4,5 inkubiert.

Um Kompetitionsbedingungen, denen E. coli im Darm ausgesetzt ist, in vitro zu
simulieren, wurde die DFI-promotor trap library einerseits im Uberstand von B.
vulgatus inkubiert, andererseits zusammen mit B. vulgatus ko-inkubiert. Um
Uberstand von B. vulgatus zu gewinnen, wurde B. vulgatus in BHI-
Flissigmedium angeimpft und 48 h anaerob bei 37°C bebritet. Die Suspension
wurde bei 4000 g zentrifugiert und der Uberstand sterilfiltriert. In diesem
Uberstand wurde die DFIl-promotor trap library angeimpft und 2 h bei 37°C
induziert.

Zur Ko-Inkubation wurde die DFl-promotor trap library mit B. vulgatus

zusammen im selben Reaktionsansatz fiir 2 h anaerob bei 37°C bebritet.

2.2.3.5 Selektion GFP-positiver DFI-Klone nach Induktion
Um die GFP-positiven DFI-Klone anzureichern, wurde die Kombination von

Induktion und Sortieren mittels FACS (s.o0.) pro Versuch 3 mal wiederholt.

224 Analyse der hochregulierten Gene

2.2.4.1 Isolation bakterieller Plasmid-DNA

Zur |Isolation der bakteriellen Plasmide wurde das Plasmidpraparationskit
NucleoSpin Plasmid (250) von Macherey-Nagel benutzt. Die Plasmid-DNA wird
mit Hilfe dieses Kits nach dem Prinzip der selektiven alkalischen Denaturation
und anschieldender Anionenaustausch-Chromatographie gewonnen (Birnboim
and Doly, 1979). Die Praparation der Plasmide erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Das Kulturvolumen von 6 ml wurde auf zwei Reaktionsansatze
verteilt und im letzten Arbeitsschritt (Elution der DNA) wieder zusammengefuhrt.
Zur Elution wurde Aqua ad iniectabilia benutzt (auf 70°C vorgewarmt).

Sollte die so gewonnene Plasmid-DNA zur weiteren Sequenzierung verwendet
werden, wurde eine photometrische Reinheitskontrolle und DNA-
Quantifizierung vorgenommen. Hierzu wurde die Extinktiongeozso der eluierten

DNA gemessen. Bei einem Quotienten zwischen 1,7 und 1,9 und bei einer
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DNA-Menge von uber 20 pg/ml wurden die Anforderungen an eine

Sequenzierung als erflllt betrachtet.

2.2.4.2 Genamplifikation mittels Colony-PCR

Zur Uberpriifung der Lange der Inserts unterschiedlicher Klone aus der DFI-
promotor trap library wurde eine Colony-PCR gewahlt, die eine
Genamplifikation ohne vorangehende DNA-Praparation ermoglicht. Mittels PCR
lassen sich definierte, zwischen zwei Primern gelegene DNA-Abschnitte
exponentiell vervielfaltigen (Saiki et al., 1988). Die Reaktionsfolge besteht aus
wiederholtem hitzeinduzierten  Auftrennen des DNA-Doppelstrangs
(Denaturierung), Primer-Hybridisierung (Annealing) und letztlich DNA-

Polymerisierung mittels thermostabiler Tag-Polymerase (Elongation).

Tab. 2.3: Pro Reaktionsansatz verwendete Reagenzien fur PCR-Master-Mix

Reagenz verwendete Menge
PANT 3 forward Primer (10 pmol/pl) 2,50 ul
PANT 3 reverse Primer (10 pmol/pl) 2,50 pl
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,03 ul
Nukleotid-Mix (10 mM) 0,50 pl
10-fach Puffer (KCl-haltig) 2,50 ul
MgCl, (25mM) 1,50
Aqua ad iniectabilia ad 25 pl
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Tab. 2.4: Temperaturprofil der Colony-PCR

Temperatur [°C] Dauer [s] Zyklen
94 120 1
94 30
55 30 30
72 60
72 300 1

Jedes PCR-Reaktionsgefall wurde mit 25 pl des Master-Mix beschickt.
Anschlieend wurde etwas Koloniematerial einer Einzelkolonie mit einer kleinen
Impfschlinge aufgenommen und im PCR-Ansatz suspendiert. Da die jeweiligen
Klone zur spateren Sequenzierung noch bendtigt wurden, wurde parallel eine

Subkultur auf Agarplatten angefertigt.

2.2.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Far alle Gelelektrophoresen wurde ein 1%-iges Agarosegel verwendet. Dazu
wurde eine 1%-ige Agaroseldésung in 0,5x TBE aufgekocht, unter Ruhren
abgekuhlt und in einen Schlitten mit Kamm gegossen. Die Geltaschen wurden
mit OrangeG-Ladepuffer und DNA-L6sung im Verhaltnis 1:10 beschickt, als
Referenz wurden pro Gel ein bis zwei Geltaschen mit 5 ul der 1kb plus ladder
beschickt. Zur elektrophoretischen Auftrennung wurde 35 min lang eine
Spannung von 100 V angelegt. AnschlieBend wurden die Gele 10 min in einer
10 pg/ml Ethidiumbromidlosung gefarbt und daraufhin 10 min in aqua dest.
gewaschen. Die Dokumentation der Fluoreszenz, die durch die Interkalierung
des Ethidiumbromids mit der DNA entstand, erfolgte digital-photographisch bei
einer Durchleuchtung des Gels mit 254 nm UV-Licht.

2.2.4.4 Sequenzierung

Im Anschluss an die drei durchflusszytometrischen Sortiervorgange wurden die
erhaltenen GFP-positiven DFI-Klone auf LB-Nahrboden kultiviert. Anschliel3end
wurde die Lange des Inserts mittels Colony-PCR analysiert. Von denjenigen

DFI-Klonen, die im Agarosegel Inserts von unterschiedlicher Lange zeigten,
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wurde das Plasmid wie in Kap. 2.2.4.1 beschrieben isoliert. Die Sequenzierung
wurde von der Firma GATC Biotech AG, Konstanz durchgefiihrt. Sie erfolgte
dort im Programm ,Run24 Smart Barcode Sequencing“ mit dem Primer 5’-CAG
CCG GAT CGT AGA AC-3’ in Phred20-Qualitat, unter 100 abgelesenen Basen

durfte also hochstens eine Base falsch sein.

2.2.45 Alignment

Um die sequenzierten Inserts zu analysieren, wurden zwei der BLAST-
Algorithmen  der NCBI-Homepage  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/)
benutzt. Die BLAST-Algorithmen erlauben dem Benutzer, zwei gegebene
Nukleotidsequenzen hinsichtlich ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu vergleichen.
Hierfir wird ein sog. Alignment durchgefuhrt. Dabei werden lange
Ubereinstimmungen in den Nukleotidsequenzen und das Einfiigen von Liicken
in eine der Sequenzen bewertet. Beide Informationen flielRen letztlich in den
sog. E-Value ein, der ein Mall fur die Signifikanz einer gefundenen
Ubereinstimmung ist. Er spiegelt quasi die Rate der falsch-positiven Ergebnisse
wider: Je niedriger der E-Value, desto signifikanter das Ergebnis (Altschul et al.,
1990).

In dieser Arbeit kam einerseits der blastx-Algorithmus zum Einsatz, anhand
dessen das Vorhandensein des GFP-Codes auf der ansequenzierten
Nukleotidsequenz Uberpruft werden konnte, und andererseits der Algorithmus
,BLAST with microbial genomes®, der mit dem E. coli K12-Genom als Vorlage
fur das alignment durchgefuhrt wurde. Es wurden ausschlieBlich BLAST-
Ergebnisse in diese Arbeit aufgenommen, die einen identity-Wert von Uber 96%
und eine Fragmentlange von mindestens 80 Basen aufwiesen. Der
entsprechende E-Value lag hierbei meist weit unter 10°°, es lagen also stets

hochsignifikante Ubereinstimmungen der Nukleotidsequenzen vor.

2.2.4.6  Statistik
Bei der Konstruktion der DFl-promotor trap library wurde auf die vollstandige
Reprasentanz des gesamten E. coli-Genoms geachtet. Bei einer Genomgrofe

von 4,64 Mbp und einer durchnittlichen Fragmentlange nach partiellem Verdau
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des Genoms mit Sau 3a von ca. 450 bp ergibt sich hieraus eine
Mindestanforderung an die DFIl-promotor trap library von ca. 10.000 Klonen. In
dieser Arbeit wurde mit einer promotor trap library gearbeitet, welche ca. 15.000

Klone umfasste: Das Genom von E. coli war also 1,5-fach Uberreprasentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung der DFI-promotor trap library

Im ersten Schritt der Etablierung der DFI-Technik wurde die DFI-promotor trap
library erstellt. Hierzu wurde der Vektor pANT3 mittels Restriktionsenzym
BamHI direkt upstream des gfp-Gens geschnitten. Gleichzeitig wurde das
chromosomale Genom von E. coli mpk mit dem Enzym Sau 3A partiell verdaut,
so dass zufallige Fragmente mit Grollen zwischen 200 und 800 bp entstanden.
Diese wurden upstream des promotorlosen gfp-Gens in den aufgeschnittenen
Vektor pANT3 kloniert. Anschlielend wurde das Plasmid mittels Elektroporation
in E. coli mpk transformiert.

Um spater bei der Anwendung der DFI-Technik valide und reproduzierbare
Ergebnisse zu bekommen, war es wichtig, dass das gesamte Genom von E.
coli innerhalb der o.g. Fragmente abgebildet war. Hierzu wurde ermittelt, wie
viele Klone nach Elektroporation mit pANT3 transfiziert waren. Nach dem
letzten Arbeitsschritt konnten ca. 15.000 einzelne DFI-Klone gezahlt werden,
was einer 1,5-fachen Uberreprasentierung des Genoms von E. coli entsprach.
Somit war die Bedingung, dass jedes Stuck des Genoms von E. coli in der DFI-
promotor trap library statistisch mindestens einmal vorkommt, erfullt.

3.2 Nachweis der Selektionierbarkeit GFP-positiver bzw. GFP-
negativer Bakterien-Subpopulationen mittels FACS

Die Methodik DFI bedient sich der Auftrennbarkeit unterschiedlich fluoreszenter
Subpopulationen innerhalb der promotor trap library mittels FACS. Um zu
zeigen, dass die Auftrennung GFP-positiver bzw. GFP-negativer Bakterien am
FACS prinzipiell moglich ist, wurde eine Mischkultur aus GFP-positiven und
GFP-negativen E. coli-Klonen verwendet. Hierzu wurden E. coli Nissle GFP
(GFP-positiv, hohe Fluoreszenz) und E. coli Nissle (GFP-negativ, keine
Fluoreszenz) im Verhaltnis 1:20 analysiert. AnschlieBend wurden im ersten
Versuch die GFP-negativen Bakterien, im zweiten Versuch die GFP-positiven

Bakterien angereichert.
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Die Ergebnisse der Auftrennung unterschiedlich fluoreszenter Bakterien mittels
FACS sind in Abb. 3.1 dargestellt. Bei der Anreicherung der GFP-negativen
Bakterien war eine Abnahme der GFP-positiven Klone von ca. 10% auf <1% zu
beobachten. Gleichzeitig stieg bei der Anreicherung der GFP-positiven
Bakterien der Anteil GFP-positiver Klone von ca. 11% auf >30%.

Durch Kultivierung auf entsprechenden Selektivmedien konnte das Verhaltnis
GFP-positive : GFP-negative Bakterien nach jedem Sortierschritt unabhangig
vom FACS bestimmt werden. Lag der Anteil GFP-positiver Bakterien zu Beginn
beider Versuchsreihen noch bei 5%, so betrug er am Ende der Anreicherung
GFP-negativer Bakterien nur ca. 0,1% und nach Anreicherung GFP-positiver
Bakterien ca. 86%.

Somit ist das Analysieren und Sortieren mittels FACS ein geeignetes Verfahren,
um Bakterien-Subpopulationen mit unterschiedlicher Fluoreszenz voneinander

Zu trennen.
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Abb. 3.1.. Auftrennung unterschiedlicher Bakterien-Subpopulationen hinsichtlich

Fluoreszenz am FACS. Histogramme:

x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl

detektierter events (=Bakterien). Diagramm A: E. coli Nissle, Diagramm B: E. coli Nissle GFP.

GMean = mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events im Gate M1 zu allen events. Die

Diagramme C, D und E zeigen die Anreicherung GFP-negativer Bakterien, der Anteil der GFP-

positiven Bakterien sinkt von 9% auf <1%. Die Diagramme F, G und H zeigen die Anreicherung

GFP-positiver Baktierien, ihr Anteil steigt von 12% auf 30%. Die Diagramme | und J zeigen das

Verhaltnis von GFP-positiven zu GFP-negativen Bakterien im zeitlichen Verlauf; I: Selektion

GFP-negativer Bakterien, J: Selektion GFP-positiver Bakterien.
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3.3 Selektion einer GFP-negativen DFI-Subpopulation

Vor Induktion der promotor trap library wurde eine GFP-negative DFI-
Subpopulation isoliert. Dies erfolgte analog zu Kap. 3.2 in drei
aufeinanderfolgenden Sortierschritten mittels FACS. Ziel war es, durch
Aussortieren der konstitutionell GFP-exprimierenden Klone die Rate der falsch-
positiven Ergebnisse so gering wie moglich zu halten, und somit differentiell
hochregulierte Gene zu identifizieren. Hierbei war jedoch wichtig, dass die
Heterogenitat der promotor trap library erhalten blieb, da ansonsten die Rate
der falsch-negativen Ergebnisse angestiegen ware.

Zur Uberpriifung der Heterogenitat wurden daher DFI-Klone mittels Colony-
PCR auf die Fragmentlange ihres inserts Uberpruft. Abb. 3.2 zeigt die Kontrolle
dieser Heterogenitat mittels gelelektrophoretischer Analyse der insert-Langen.
Die inserts aller so uberpriften DFI-Klone wurden sequenziert und mittels
BLAST-Algorithmus der NCBI-Homepage (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)
identifiziert. Die Ergebnisse dieser Gen-ldentifizierung sind in Tab. 3.1
dargestellt.

Die Heterogenitat der GFP-negativen Population konnte bestatigt werden. Von

46 identifizierten Genen waren nur 2 identisch.



Ergebnisse 31

A B C
&
E H 2
B GMean 1,06 GMean 1,05 @ GMean 1,04
M1% 0,21 M1% 0,07 M1% 0,08
P 2 “
£ £
5 g 5
I [ &
1 M1 M
10! 10 10 10 1 10 10 10* 100 10 102 107
GFP GFP GFP
D = =
] 2
= = o
(o) ©
> 42
< <5
z OrNOTDONODDIOTNMDITWONZ QO
O-NOFTODONDODDT v ™ v v v« v NNNNANNNNOJ

1650 bp B

850 bp B : [1]

i4
T oML N oulb
Wy 4 " WY

500 bp P 1]
300bp B
100 bp B

Abb. 3.2: Selektion einer GFP-negativen DFI-Subpopulation mittels FACS. Histogramme:
x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl detektierter events (=Bakterien). GMean =
mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events in Gate M1 zu allen events. Die Diagramme
A, B und C zeigen die Reduktion der GFP-positiven Bakterien von 0,21% auf 0,08%. Diagramm
D zeigt die Colony-PCR Uber das insert des jeweiligen DFI-Klones. Die einzelnen Fragmente

variieren deutlich in ihrer Lange. Einzelheiten siehe Text.

Tab. 3.1.: Liste der identifizierten Gene in der GFP-negativen DFI-Subpopulation. Im
Folgenden sind alle Gene gelistet, die nach Sequenzierung des inserts und anschlielendem
alignment gegen das Genom von E. coli K12 mittels BLAST-Algorithmus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) identifiziert werden konnten. Klasseneinteilung:

1) Chemotaxis und Motilitat; 2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung
an umweltbedingten Stress; 5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhdlle; 7) Virulenz; 8)

Nukleinsdure-Metabolismus; FUN) Funktion unbekannt. Einzelheiten siehe Kap. 3.6 und Text.

Gen |Kopien |Klasse |Funktion/Bemerkung Referenz
Phosphotransferase; Aufnahme und Metabolisierung von (Ray and
agas ! 2 N-Acetyl-Galactosamin Larson,
y! 2004)
(Nyunoya
carB 1 3 Carbamoyl-Phosphat-Synthetase; Arginin und Pyrimidin Biosynthese and Lusty,
1983)
Bifunktionales Enzym: 1) 2°-3" zyklische Phosphodiesterase; (Trulzsch et
cpdB ! 3und8 | 53 Nukleosidase al., 2001)
dadX 1 3 Alanin-Racemase; intermediarer Katabolismus (I;‘?bc;g;i;at
dapF 1 FUN Funktion unbekannt
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: s ) R L (Abouhamad
dppB 1 1 Permease-Protein 1,_ Transport-System fiir Dipeptide; and Manson,
Chemorezeptorfunktion
1994)
(Hiniker and
dshG 1 3 Disulfid bond formation Protein G, periplasmatische Oxido-Reduktase Bardwell,
2004)
ego 1 FUN Funktion unbekannt
membranstandiges Protein, wird fiir die Zellteilung bendtig ercer an
ftsW 2 6 b tandi Protein, wird fir die Zellteil bendtigt M d
(stabilisiert FtsZ-Ring) Weiss, 2002)
Dephosphorylierung von Guanosinpentaphosphat zu (Kuroda et
OppA 1 5 Guanosintetraphosphat, involviert in Stoffwechsel von anorganischem al., 1997)
Polyphosphat N
. (Moriya et
hrpB 1 8 RNA Helicase al., 1995)
hrsA 1 4 heat-responsive element A, induziert Expression der outer membrane (Utsumi et
porins OmpC und OmpF al., 1996)
hyfR 1 5 Format-abhangiger Transkriptionsfaktor (gqueg\E;s?)e t
Int 1 6 Apolipoprotein N-Acetyltransferase, Synthese der Lipoproteine der (Robichon et
dusseren Membran al., 2005)
malkK 1 2 ABC-Untereinheit des Maltose/Maltodextrin Transporters (Saclzhlggglz)et
mscK 1 2 mechanosensitiver Kanal, involviert in Osmoregulation (Lzlgé;)l"
murD 1 6 periplasmatisches Enzym, bendtigt fir Peptidoglykan-Biosynthese (El Sherbeini
(Murein) et al., 1998)
ArfA 1 3 (Poock et al.,
periplasmatisches Cytochrom c, Nitritreductase 2002)
(Lavasani
parkE 1 8 DNA-Topoisomerase IV, ATP-bindende Untereinheit and Hiasa,
2001)
hoH 1 2 zum Phosphat-Regulon gehdrig, Transport von freiem und komplexem (Kim et al.,
P Phosphat 1993)
ponB 1 6 Penicillin Bindeprotein 1B, Mureinbiosynthese (Phagg:);:tl.,
pmbA 1 3 | bendtigt fur Biosynthese von Microcin B17 (A”;"(')'Oezt)a"'
(Osorio et
rbn 1 8 RNA-Abbau al., 2005)
) . ) . . (Gerdes et
ribF 1 3 bifunktionell: Flavokinase, FAD Synthetase al., 2002)
(Gifford and
rnfD 1 FUN Funktion unbekannt Wallace,
2000)
L (Hagiwara et
rstB 1 5 Histidin-Kinase al., 2004)
—_— L ) (Hottenrott et
slyD 1 3 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase al., 1997)
treF 1 3 Cytoplasmatische Trehalase, Kohlenhydrat-Katabolismus (;thlgggoe)t
—_— . (Bossemeyer
trkH 1 2 Kalium-Transportprotein etal., 1989)
. - (Burkart et
tsr 1 1 gehort zum Chemotaxis-System al., 1998)
) ) (Hountond;i
valVv 1 8 Valyl-tRNA-Synthetase et al., 2000)
ybfE 1 FUN Funktion unbekannt
ycdZ 1 FUN Funktion unbekannt
yCiR 1 3 Enzym flr Isoprenoid-Biosynthese (KOZ%SOS; al,
ydeY 1 FUN Funktion unbekannt
ydeZ 1 FUN Funktion unbekannt
yeaG 1 FUN Funktion unbekannt
yfeZ 1 FUN Funktion unbekannt
e (Hagiwara et
yfhK 1 5 Histidin-Kinase al.., 2004)
ygbL 1 FUN Funktion unbekannt
ygiM 1 FUN Funktion unbekannt
yigA 1 FUN Funktion unbekannt
yihL 1 FUN Funktion unbekannt
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ykiJ 1 FUN Funktion unbekannt
ypeA 1 FUN Funktion unbekannt
yrbE 2 FUN Funktion unbekannt

Um eine bessere Ubersicht tiber das jeweilige Genexpressionsprofil von E. coli
zu bekommen, wurden die hochregulierten Gene in verschiedene Gruppen
eingeteilt (Rediers et al.,, 2005) : 1) Chemotaxis und Motilitat; 2) Nahrstoff-
Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten
Stress; 5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhdlle; 7) Virulenz; 8) Nukleinsaure-
Metabolismus; FUN) Funktion unbekannt. Das Genexpressionsprofil der GFP-

negativen DFI-Subpopulation ist in Abb. 3.3 dargestellt.
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Abb. 3.3: Profil der Genexpression der GFP-negativen DFI-Subpopulation

Insgesamt wurden 46 Gene klassifiziert. Klasseneinteilung: 1) Chemotaxis und Motilitat; 2)
Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten Stress; 5)
Regulation; 6) Zellwand und Zellhille; 7) Virulenz; 8) Nukleinsdure-Metabolismus; FUN)

Funktion unbekannt. Einzelheiten siehe Text und Kap. 3.6.

Die meisten Gene gehdrten zur Klasse FUN, das heif3t dass ihre Funktion zum
Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch unbekannt war. Dieses Ergebnis
stimmt Gberein mit Rediers et al., die ebenfalls 33% der Gene der Gruppe FUN

zuordneten.

3.4 Induktionen: Hitzestress, pH-Stress

Um zu untersuchen, ob sich die Genexpression von E. coli unter Umweltstress
andert und ob diese veranderte Genexpression mittels DF| erfasst werden
kann, wurde die GFP-negative Subpopulation der promotor trap library
einerseits  Hitzestress und andererseits pH-Stress ausgesetzt und
anschliessend im FACS analysiert. In drei aufeinanderfolgenden Schritten
wurden GFP-positive DFI-Klone angereichert und inserts dieser Klone

sequenziert.
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3.4.1 Induktion: Hitzestress

Abb. 3.4 zeigt die FACS-Histogramme der promotor trap library (A - C) und
Fragmentlangen des inserts einzelner DFI-Klone (D, E) nach Hitzestress-
Induktion.

Die Fluoreszenzverteilung der Histogramme zeigte hierbei eine deutliche
Rechtsverschiebung, was fur eine Anreicherung GFP-positiver DFI-Klone
spricht. Der Anteil GFP-positiver Klone stieg von 1% auf 54%. Gleichzeitig
nahm die Heterogenitat der promotor trap library ab: Die inserts der einzelnen
DFI-Klone zeigten oftmals dieselbe Fragmentlange. Dies war zu erwarten, da
unter einem bestimmten Wachstumsstimulus nur einige bakterielle Gene

differentiell reguliert werden.
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Abb. 3.4: Selektion GFP-positiver DFI-Klone unter Hitzestress-Bedingungen.
Histogramme: x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl detektierter events (=Bakterien).
GMean = mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events in Gate M1 zu allen events.
Diagramme A, B und C: Anstieg der GFP-positiven Klone von 1% auf 54%. Diagramme D und
E: Colony-PCR: Fragmentlangen der inserts einzelner DFI-Klone nach Hitzestress-Induktion.
Erkennbar ist eine deutliche Abnahme der Heterogenitat der promotor trap library, zahlreiche

DFI-Klone verfligen Uber dieselbe Fragmentlange des inserts.
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Im Anschluss an die Fragmentlangen-Uberpriifung via Colony-PCR wurden die

inserts der Plasmide sequenziert und mittels BLAST-Algorithmus identifiziert.

Insgesamt konnten 21 Gene ermittelt werden. Tab. 3.2 zeigt die Liste der unter

Hitzestress differentiell regulierten Gene. Hierbei ist ein deutlicher Anstieg der

Gene aus Klasse 4 von 2% auf 29% zu beobachten, also der Gene, die in eine

Stress-Antwort

involviert sind. Die Zusammenfassung aller

Genprofile findet sich in Kap. 3.6.

Tab. 3.2: Liste der
Einzelheiten siehe Kap. 3.6, Kap. 4.1 und Text. Klasseneinteilung: 1) Chemotaxis und Motilitat;

differentiell

ermittelten

hochregulierten Gene unter Hitzestress-Induktion.

2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten Stress;

5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhdlle; 7) Virulenz; 8) Nukleinsdure-Metabolismus; FUN)

Funktion unbekannt.

Gen |Kopien |Klasse Funktion/Bemerkung Referenz
(Garner
aroF 1 3 DAHP-Synthetase H and
errmann,
1985)
Phosphomannomutase, benétigt fir Colansaure-Biosynthese der (A.Imlron-
cpsG 2 6 kapsularen Polysaccharide Roig et al.,
2000)
ATP-abhangiger Transport: Cytochrom bd Biosynthese, benétigt fir (Goldman
cydC 4 4 . etal.,
Wachstum bei hohen Temperaturen
1996)
fkpA 2 4 Peptidyl-Prolyl-Cis/Trans-Isomerase (PPlase) (Ag%g: )al.,
ispA 1 3 Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase, Carotinoid-Biosynthese (K;O%ts?l"
(Fredriksso
lon 1 4 Hitzeschock-Protease, gehort zum Hitzeschock-Regulon netal,
2005)
(Honeyma
. n and
mtlA 1 3 PTS-System, Kohlenhydrat-Kalabolismus Curtiss, IIl.
2000)
otsA 1 4 Trehalose-Synthetase: Antwort auf osmotischen Stress (I;|Ie|t1h gg;;t
(Zhu and
pflD 1 3 Pyruvat-Format-Lyase, Kohlenhydrat-Katabolismus Shimizu,
2004)
I . ) (Beam et
ruvA 1 8 Holliday-Junction-Helicase, DNA-Reparatur al., 2002)
(Hottenrott
slyD 1 3 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase etal.,
1997)
CRRENa i . (Hersh et
xasA 4 4 Glutamat-abhéngige Saureresistenz al., 1996)
yahK FUN Funktion unbekannt
ybdA (Christoffer
1 FUN Funktion unbekannt sen etal.,
2001)
ybhL 1 FUN Funktion unbekannt
yciL (Del
2 8 Pseudouridin-Synthetase Campo et
al., 2001)
ykfJ 1 FUN Funktion unbekannt
ykgG 1 FUN Funktion unbekannt




37

Ergebnisse

ynaF . ) . (Rediers et
1 4 universelles Stress-Protein al., 2005)

yqgE 1 FUN Funktion unbekannt

yral 1 FUN Funktion unbekannt
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3.4.2 Induktion: pH-Stress

Analog zu Kap. 3.4.1 wurde die GFP-negative sub-library einem zweiten
Stress-Stimulus unterzogen, namlich pH-Stress (Wachstum bei pH=4,5).

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.5 dargestellt. Im Laufe der Versuchsreihe stieg
der Anteil GFP-positiver Bakterien von ca. 7% auf ca. 43%.

Im Anschluss an die Anreicherung GFP-positiver Klone wurden diese
sequenziert und mittels BLAST analysiert (s.0.). Hieraus ergaben sich
verschiedene hochregulierte Gene, siehe Tab. 3.3. Auch im Laufe dieser
Induktion war eine deutiche Abnahme der Heterogenitat der promotor trap
library zu beobachten. Einige DFI-Klone kamen mehrfach vor, hatten sich also
wahrend der FACS-Selektion durchgesetzt. Innerhalb der Klasseneinteilung
konnte erneut eine Zunahme der Gene aus Klasse 4 (Stress-Antwort) von 2%

auf 24% beobachtet werden.

G192
132

GMean 1,33 GMean 1,55 GMean 2,38

8182

M1% 723 M1% 13,92 M1% 42,56

Abb. 3.5: Selektion GFP-positiver DFI-Klone unter pH-Stress-Induktion.
Fortsetzung nachste Seite.
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Abb. 3.5: Selektion GFP-positiver DFI-Klone unter pH-Stress-Induktion. Histogramme:

x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl detektierter events (=Bakterien). GMean =

mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events in Gate M1 zu allen events. Diagramme A, B

und C: Anstieg der GFP-positiven Klone von 7% auf 43%. Diagramm D: Colony-PCR:

Fragmentlangen der inserts einzelner DFI-Klone nach pH-Induktion. Die Abnahme der

Heterogenitat der DFI-Klone ist schwacher als bei der Hitzestress-Induktion, dennoch finden

sich mehrere inserts gleicher Lange.

Tab. 3.3: Liste der

differentiell hochregulierten Gene unter pH-Stress-Induktion.

Einzelheiten siehe Kap. 3.6, Kap. 4.1 und Text. Klasseneinteilung: 1) Chemotaxis und Motilitat;

2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten Stress;

5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhiille; 7) Virulenz; 8) Nukleinsaure-Metabolismus; FUN)

Funktion unbekannt.

Gen |Kopien |Klasse Funktion/Bemerkung Referenz
(Garner
aroF 3 3 DAHP-Synthetase H and
errmann,
1985)
L e s o (Almiron-
cpsG 3 6 Phospr}omannomutase,_benot|gt fur Colansaure-Biosynthese der Roig et al.,
kapsularen Polysaccharide
2000)
ATP-abhéangiger Transport: Cytochrom bd Biosynthese, benétigt fiir (Goldman
cydC 12 4 ? etal,
Wachstum bei hohen Temperaturen
1996)
fadH 1 3 2,4-Dienoyl-CoA-Reduktase, Fettsdure-Oxidation (Y(z%g;)al"
fkpA 3 4 Peptidyl-Prolyl-Cis/Trans-Isomerase (PPlase) (AFZ'%S: )al.,
ispA 3 3 Farnesyl-Pyrophosphat-Synthetase (K;O%IS?I”
(Fredriksso
lon 5 4 Hitzeschock-K-Protein, gehort zum Hitzeschock-Regulon netal,
2005)
(Honeyma
) n and
mtlA 3 3 PTS-System, Kohlenhydrat-Kalabolismus Curtiss, IIl.
2000)
otsA 5 4 Trehalose-Synthetase: Antwort auf osmotischen Stress (I;|e|t1h g;f?(-;t
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(Pfeiffer
parC 1 8 DNA Topoisomerase IV, Untereinheit A and Hiasa,
2004)
(Zhu and
pflD 1 3 Pyruvat-Format-Lyase, Kohlenhydrat-Kalabolismus Shimizu,
2004)
(Zhang
rnd 1 8 RNAse D, Exoribonuklease D and
eutscher,
1989)
xasA 8 4 Glutamat-abhangige Saureresistenz (Hersh et
al., 1996)
yaeQ 1 FUN Funktion unbekannt
(Del
yciL 1 8 Pseudouridin-Synthetase Campo et
al., 2001)
(Christoffer
ybdA 3 FUN sen et al.,
2001)
yeaV 1 FUN Funktion unbekannt
(Hagiwara
yfhK 1 5 Histidin-Kinase etal.,
2004)
ygeQ 1 FUN Funktion unbekannt
yiaV 1 FUN Funktion unbekannt
yaqgF 3 FUN Funktion unbekannt

Beim Vergeich der unter Hitzestress-Bedingungen hochregulierten Gene mit
den unter pH-Stress hochregulierten Genen fallt auf, dass 12 der jeweils 21
identifizierten Gene identisch sind. Dies sind die Gene aroF, cpsG, cydC, fkpA,
ISpPA, lon, mtlA, otsA, pflD, xasA, yciL und ybdA.

3.5 Induktionen: Ko-Kultur mit B. vulgatus

Mit der GFP-negativen Subpopulation der DFI- promotor trap library wurden
drei in-vitro-Induktionen durchgefuhrt, die bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus mpk
vorhanden sind. Dies waren 1) Anaerobes Wachstum, 2) Ko-Kultur mit B.
vulgatus mpk und 3) Wachstum im zuvor gewonnenen Uberstand von B.

vulgatus mpk.

351 Induktion: Anaerobes Wachstum

Abb. 3.6 zeigt die im Laufe der Anreicherung GFP-positiver DFI-Klone
ermittelten Histogramme. Es konnte ein Anstieg der GFP-positiven Klone von

<1% auf >7% beobachtet werden.
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Abb. 3.6: Selektion GFP-positiver DFI-Klone unter anaeroben Wachstumshbedingungen

Fortsetzung nachste Seite.
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Abb. 3.6: Selektion GFP-positiver DFI-Klone unter anaeroben Wachstumsbedingungen.
Histogramme: x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl detektierter events (=Bakterien).
GMean = mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events in Gate M1 zu allen events.
Diagramme A, B und C: Anstieg der GFP-positiven Klone von <1% auf 7%. Diagramme D und

E: Colony-PCR: Fragmentlangen der inserts einzelner DFI-Klone nach Induktion.

Im Anschluss an die Amplifizierung GFP-positiver Klone wurden diese
sequenziert und mittels BLAST-Algorithmus analysiert (s.o0.). Die hierbei

hochregulierten Gene sind in Tab. 3.4 gelistet.

Tab. 3.4: Liste der (differentiell hochregulierten Gene unter anaeroben
Wachstumsbedingungen. Einzelheiten siehe Kap. 3.6, Kap. 4.2 und Text. Klasseneinteilung:
1) Chemotaxis und Motilitat; 2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung
an umweltbedingten Stress; 5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhdlle; 7) Virulenz; 8)

Nukleinsdure-Metabolismus; FUN) Funktion unbekannt.

Gen |Kopien |Klasse Funktion/Bemerkung Referenz
araJ 2 3 Arabinose-induzierbares Gen, Kohlenhydrat-Stoffwechsel éll_u;;gtg(;t)
. (Tauch et
brnQ 1 3 Leucin-Biosynthese al., 1998)
fumB 2 3 Fumarase B, anaerober Kohlenhydrat-Stoffwechsel gll'sezrg)%?;
hviR 1 5 Transkriptions-Aktivator flir Format-Dehydrogenase, anaerober (Selfetal.,
Y Stoffwechsel 2004)
(Gallardo-
nrdB 3 8 Ribonucleotid-Reduktase 1, B-Untereinheit Mzs:?m
1998)
oraA 1 5 Inhibitor der RecA-Aktivitit (RecA: DNA-Reparatur) g?rez%%i;
prsA 3 3 Phosphoribosyl-Pyrophosphat Synthetase, Purin-Biosynthese glilioqggg)t
uup 2 2 ABC (ATP-binding cassette)-Transportsystem (Lz;IO%t1€;1I.,
ybiT 2 FUN Funktion unbekannt
yejE 2 FUN Funktion unbekannt
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yhgA 1 FUN Funktion unbekannt
yjcQ 1 FUN Funktion unbekannt
yneE 1 FUN Funktion unbekannt
ypdG 2 FUN Funktion unbekannt
ypfG 5 FUN Funktion unbekannt
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3.5.2 Induktion: Ko-Kultur mit B. vulgatus mpk
Analog zu vorangegangenen Induktionen ist der Verlauf der Fluoreszenz der
promotor trap library wahrend dieser Induktion in Abb. 3.7 dargestellt. Die

Fraktion GFP-positiver Klone stieg von 2% auf >8% an.
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Abb. 3.7: Selektion GFP-positiver DFI-Klone wéhrend der Induktion ,Ko-Kultur®.
Histogramme: x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse: Anzahl detektierter events (=Bakterien).
GMean = mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der events in Gate M1 zu allen events.
Diagramme A, B und C: Anstieg der GFP-positven Klone von 2% auf 8%. Diagramm D: Colony-

PCR: Fragmentlangen der inserts einzelner DFI-Klone nach Induktion.

Im Anschluss an die Anreicherung GFP-positiver DFI-Klone wurden 90 DFI-
Klone sequenziert (s.0.) und verschiedene regulierte Gene bestimmt. Die Liste

dieser Gene findet sich in Tab. 3.5.
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Tab. 3.5: Liste der differentiell hochregulierten Gene wahrend der Induktion , Ko-Kultur”.

Einzelheiten siehe Kap. 3.6, Kap. 4.2 und Text. Klasseneinteilung: 1) Chemotaxis und Motilitat;

2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten Stress;

5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhiille; 7) Virulenz; 8) Nukleinsaure-Metabolismus; FUN)

Funktion unbekannt.

Gen |Kopien |Klasse |Funktion/Bemerkung Referenz
(Young
acrR 2 5 Regulator: Repressor des acrAB Operons and Miller,
1997)
amyA 1 3 Cytoplasmatische a-Amylase; Polysaccharid-Katabolismus ;Far Sggt)
(Weerasin
argD 1 3 Arginin-Synthetase ghe et al.,
2006)
(Deng and
asmA 2 6 Lipopolysaccharid (LPS)-Biosynthese Misra,
1996)
. . . e . . . (Trulzsch
cpdB 4 3und 8 B|fupkt|ona|e§ Enzym: 1) 2°-3" zyklische Phosphodiesterase; etal,
2) 3’-Nukleosidase
2001)
csiE 1 FUN Funktion unbekannt
(Kallipolitis
and
cytR 2 5 Repressor-Protein fiir Nukleosid- und Nukleotidstoffwechsel Valentin-
Hansen,
2004)
dacA 4 6 D-Alanyl-D-Alanin-Carboxypepdidase, involviert in Biosynthese von (Santos et
Penicillin-Bindeprotein 5; Mureinbiosynthese al., 2002)
(Maringanti
dapB 4 3 Dihydrodipicolinat-Reduktase; Aminoséaure-Biosynthese (Lysin) and Imlay,
1999)
(Wurgler
. . and
dgt 3 8 Desoxy-Guanosin-Triphosphat (dGTP) — Hydrolase Richardson
, 1993)
(Weiss and
dcd 10 8 Desoxy-Cytidin-Triphosphat (dCTP) — Deaminase Wang,
1994)
(Jekel and
endA 1 8 DNA-spezifische Endonuklease | Wackernag
el, 1994)
fdoH 1 3 B-Untereinheit der Format-Dehydrogenase; Nitrat-Stoffwechsel g’eq%‘;g
D-Erythro-7,8-Dihydroneopterin-Triphosphat-Epimerase; Tetrahydrofolat- (Haussma
folX 2 3 Biosvnthese nnetal,
Y 1998)
frwC 3 FUN Funktion unbekannt
- R, . s (Mercer
ftsw 2 6 g?argﬁirsz?git?:rtl;jég_;;?ngote|n, wird fur die Zellteilung benétigt and Weiss,
2002)
glcC 2 5 Transkriptionsfakor fiir glc-Operon, Kohlenhydrat-Stoffwechsel g\llurzu(e)éf)t
; . (Osorio et
gitB 1 3 Glutamat-Synthetase, grosse Untereinheit al., 2005)
groES 4 3 Chaperon-Aktivitat, Peptid- und Proteinfaltung (Zanfggsit
hcaT FUN Funktion unbekannt
hipA 4 4 vermittelt MDT (multidrug tolerance) (Iz_gégs)
(Atanassov
. a and
hypA 2 3 [NiFe]-Hydrogenase Zamble,
2005)
. B - . (Laursen et
infB 1 3 Initiationsfaktor IF2, bendtigt fir Translation al., 2002)
mscK 2 2 Mechanosensitiver Kanal, involviert in Osmoregulation (Lietal,

2002)
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. . - . (Esberg et
miaB 1 8 vermittelt Thiolierung von Adenin in tRNA al., 1999)
(Petrushen
mukB 3 8 Condensin, B-Untereinheit; benétigt fir Segregation ko et al.,
2006)
(El
periplasmatisches Enzym, benétigt fiir Peptidoglykan-Biosynthese Sherbeini
murD 5 6 -
(Murein) etal,
1998)
(Richardso
nusG 1 5 Transkriptionsfaktor; moduliert Elongation n and
’ Richardson
, 2005)
oraA 1 5 Inhibitor der RecA-Aktivitat (RecA: DNA-Reparatur) ;?%%%j;
paaF 2 3 Enoyl-CoA-Hydratase, Phenylacetat-Katabolismus glsrr;%lggg
A . (Park et
pepQ 3 3 Prolin Dipeptidase al., 2004)
(El Mansi
pta 2 3 Phosphat-Acetyltransferase, Intermediarstoffwechsel etal.,
2006)
PEP-protein phosphotransferase system enzyme I, involviert in Quorum (Ren et al.,
ptsA 4 3 Sensi 2004
ensing )
(ibB 2 3 FAD Synthetase (Sfrggg;t
. (Zhan et
rne 7 8 RNAse E, RNA Katabolismus al., 2004)
sdhB 3 3 Succinat-Dehydrogenase, katalytische Untereinheit ; (Nam et
Anaerober Energie-Metabolismus al., 2005)
sodC 3 4und 7 Superoxid Dismutase, involviert in Abwehrmachanismus gegen oxidativen | (Uzzau et
burst des Wirtes im Rahmen einer Infektion al,, 2002)
ssuB 3 2 ABC (ATP-binding cassette)-Transportsystem (;Ianaggge)t
tolc 3 4und 7 Bifunktionales membransténdiges Protein: 1) allgemeine Efflux-Pumpe fir | (Husain et
Antibiotika; 2) a-Hamolysin-Sekretion al., 2004)
ubiF 1 3 Ubichinon-Biosynthese ; Atmungsketten-Protein ;}ij;gogt)
uspE 4 4 universal stress protein E (g:.a,‘ c2r2)|85e)t
ybiw 2 FUN Funktion unbekannt
ycfD 3 FUN Funktion unbekannt
ycfvV 1 FUN Funktion unbekannt
ydgD 1 FUN Funktion unbekannt
ydgE 4 FUN Funktion unbekannt
ydiQ 1 FUN Funktion unbekannt
yeel 1 FUN Funktion unbekannt
yeiA 3 FUN Funktion unbekannt
yfgC 1 FUN Funktion unbekannt
ygaw 2 FUN Funktion unbekannt
ygbA 1 FUN Funktion unbekannt
yghJ 10 FUN Funktion unbekannt
yhbU 1 FUN Funktion unbekannt
(Van Dyk
yhcP 2 4und 7 | allgemeine Efflux-Pumpe flr Antibiotika etal.,
2004)
yhhwW 1 FUN Funktion unbekannt
yhjJ 2 FUN Funktion unbekannt
yigN 2 FUN Funktion unbekannt
yjfC 2 FUN Funktion unbekannt
ynbD 4 FUN Funktion unbekannt
3.5.3 Induktion: Wachstum im Uberstand von B. vulgatus mpk

Die dritte durchgeflihrte Induktion war das Wachstum der DFIl-promotor trap

library im zuvor gewonnenen Uberstand von B. vulgatus mpk. Die entstandenen
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FACS-Histogramme zeigen einen Anstieg der GFP-positiven Klone von <1%

auf >7%, die unterschiedlich langen Plasmid-inserts einzelner Klone sind in

Abb. 3.8 dargestellt.
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Abb. 3.8: Selektion GFP-positiver DFI-Klone wéhrend der Induktion ,Wachstum im
Uberstand von B. vulgatus mpk*“. Histogramme: x-Achse: Fluoreszenz (GFP), y-Achse:
Anzahl detektierter events (=Bakterien). GMean = mittlere Fluoreszenz, M1% = Verhaltnis der
events in Gate M1 zu allen events. Diagramme A, B und C: Anstieg der GFP-positiven Klone
von <1% auf 8%. Diagramme D und E: Colony-PCR: Fragmentlédngen der inserts einzelner DFI-

Klone nach Induktion.
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Auch nach dieser Induktion wurden GFP-positive Klone sequenziert und mittels

BLAST-Algorithmus
hochregulierte Gene identifiziert werden, die in Tab. 3.6 aufgelistet sind.

identifiziert. Dabei konnten verschiedene differentiell

Tab. 3.6: Liste der differentiell hochregulierten Gene wéhrend des Wachstums im

Uberstand von B. vulgatus mpk. Einzelheiten siehe Kap. 3.6, Kap. 4.2 und Text.

Klasseneinteilung: 1)

Chemotaxis und Motilitdt; 2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler

Metabolismus; 4) Anpassung an umweltbedingten Stress; 5) Regulation; 6) Zellwand und

Zellhillle; 7) Virulenz; 8) Nukleinsaure-Metabolismus; FUN) Funktion unbekannt.

Gen |Kopien |Klasse Funktion/Bemerkung Referenz
ATP-abhangiger Transport: Cytochrom bd Biosynthese, benétigt fir (Goldman
cydC 1 4 Wachstum bei hohen T t etal.,
achstum bei hohen Temperaturen 1996)
(Dippel
malT 1 5 Positiver Regulator des mal-Regulons; Maltose/Maltodextrin Transporter and Boos,
2005)
Mfd-Protein: transcription repair coupling factor; DNA-Reparatur v.a. nach (V\(rzesmsk
mfd 1 4 UV-Schaden ietal,
2005)

. (Golan et
nei 1 8 Endonuclease V al., 2005)
oraA 4 5 Inhibitor der RecA-Aktivitat (RecA: DNA-Reparatur) ;?re;%soig

N . (Park et
pepQ 1 3 Prolin Dipeptidase al., 2004)
sgaH 1 FUN Funktion unbekannt
treB 1 2 Trehalose-spezifischer Transporter (;?Igggoe)t
yabK 1 FUN Funktion unbekannt
yaiP 1 FUN Funktion unbekannt
(Gardner
ygaA 1 5 Transkriptions-Regulator; anaerobe NO-Reduktion etal,
2002)
yhfV 1 FUN Funktion unbekannt
yhgA 1 FUN Funktion unbekannt
yhhZ 1 FUN Funktion unbekannt
yidP 1 FUN Funktion unbekannt
yjcQ 1 FUN Funktion unbekannt
yneB 1 FUN Funktion unbekannt
yqeB 1 FUN Funktion unbekannt
3.6 Profile der Genexpression aller durchgefuhrten Induktionen

Abb. 3.9 zeigt die Einteilung der Gene aller durchgeflihrten Induktionen in die 9
Gruppen (Rediers et al., 2005).

Auffallig ist, dass bei jedem Versuch die Fraktion der Gene am grofiten war,

deren Funktion zur Erstellung dieser Arbeit noch unbekannt war (FUN-Gene).

Dieses Phanomen

ist auch von Rediers et al.

beschrieben, die ebenfalls bis zu 35% Gene der FUN-Klasse fanden.

(Rediers et al.,

2005)
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In den Stress-Induktionen stellen die Klasse-4-Gene (Stressantwort) die
zweitgroRte Fraktion dar. Es erfolgte ein Anstieg von 2% auf 29% (Hitzestress)
bzw. 24% (pH-Stress).

Bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus oder bei anaeroben Bedingungen bildete
jeweils die Klasse 3 (zentraler Metabolismus) die zahlenmalig zweitgrofite
Gruppe. Es wurde jeweils ein Anstieg von 21% auf 27% verzeichnet.

Weiterhin stieg der Anteil an Klasse-5-Gene (Regulation) in der Induktion
»+Anaerobes Wachstum® von 9% auf 13%. Wahrend der Induktion ,Wachstum im
Uberstand“ stieg dieser Anteil von 9% auf 17%. Diese Anstiege verdeutlichen
die Anpassung von E. coli an das Vorhandensein eines Konkurrenten und

veranderte metabolische Bedingungen.
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Abb. 3.9: Genexpressionsprofile aller durchgefiihrten DFI-Induktionen. Prozentuale
Verteilung der hochregulierten Gene im Kategoriensystem. Klasseneinteilung: 1) Chemotaxis
und Motilitat; 2) Nahrstoff-Aufnahme; 3) zentraler Metabolismus; 4) Anpassung an
umweltbedingten Stress; 5) Regulation; 6) Zellwand und Zellhiille; 7) Virulenz; 8) Nukleinsaure-
Metabolismus; FUN) Funktion unbekannt.

Diag. A: GFP-negative DFI-Subpopulation; 46 Gene wurden kategorisiert. Diag. B: Induktion
.Hitze-Stress®; 21 Gene wurden kategorisiert. Diag. C: ,pH-Stress®; 21 Gene wurden
kategorisiert. Beachte den hohen Anteil an Klasse-4-Genen in B und C (29% bzw. 24%) Diag.
D: GFP-negative DFI-Subpopulation; 46 Gene wurden kategorisiert. Diag. E: Induktion
~Anaerobes Wachstum®, 15 Gene wurden kategorisiert. Diag. F: Induktion ,Ko-Kultur, 60 Gene
wurden kategorisiert. Diag. G: Induktion ,Wachstum im Uberstand*; 18 Gene wurden

kategorisiert.
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4 Diskussion

Vor dem Hintergrund der bisher ungeklarten Atiologie chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen erscheint eine Intensivierung der Forschungsbemuhungen,
die sich mit der Entstehung dieser Krankheiten beschaftigen, sinnvoll. Da aus
Sicht der medizinischen Mikrobiologie der Mikroflora des Darmes eine
besondere Bedeutung bei der Krankheitsentstehung zukommt, sind
tiefergehende Einblicke in die genetische Regulation potentiell pathogener
Keime von besonderem Interesse. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
eine Methodik etabliert werden, die zum besseren Verstandnis der
Genregulation von E. coli mpk beitragen soll, einem im Modell der IL2"-Maus
kolitogenen Keim. Es handelte sich hierbei um Differentielle Fluoreszenz-
Induktion (DFIl), eine Methode, mit deren Hilfe sich in vivo differentiell
hochregulierte Gene identifizieren lassen.

Nach der Klonierung der DFI-promotor trap library wurden verschiedene in vitro-
Induktionen durchgefihrt, um die Anwendung der Methodik zu etablieren und
die Funktionsfahigkeit der promotor trap library zu validieren. Dabei wurden
zum einen Induktionen durchgefuhrt, die Stressbedingungen fur das Bakterium
darstellten und zum anderen Induktionen, die wahrend der Ko-Kultur mit B.

vulgatus auftreten.

4.1 Induktionen, die Stressbedingungen simulieren

Um zu Uberpriufen, ob definierte Umweltbedingungen (Hitze-/pH-Stress) auch
tatsachlich Gene induzieren, von denen bekannt ist, dass sie in die bakterielle
Anpassung an Stress involviert sind, wurde die promotor trap library
.Hitzeschock” und ,pH-Stress“ ausgesetzt. Diese Induktionen fuhrten zur
Hochregulation bekannter stress response-Gene wie z. B. cydC, fkpA und lon.
Im Vergleich zum Ausgangswert konnte eine Zunahme dieser stress response-
Gene um den Faktor 13 beobachtet werden (von 2% auf 24% bzw. 29%).
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Interessanterweise waren in diesen voneinander unabhangig durchgeflhrten
Versuchsreihen 12 der jeweils 21 Gene identisch. Dies waren aroF, cpsG,
cydC, fkpA, ispA, lon, mtlA, otsA, pflD, xasA, ybdA und yciL.

Diejenigen stress response-Gene, die bei der Hitzestress-Induktion
hochreguliert wurden, lauteten cydC, fkpA, lon, otsA, xasA und ynaF. Fur die
Induktion ,pH-Stress“ waren dies cydC, fkpA, lon, otsA, xasA. Nur das Stress-
Antwortgen ynaF wurde nicht bei ,pH-Stress” erfasst.

Die Gene aroF, cpsG, ispA, mtlA, pflD, ybdA und yciL wurden ebenfalls in
beiden Versuchsreihen hochreguliert, von diesen Genen ist jedoch bisher nicht
bekannt, dass sie direkt an einer Anpassung an Umweltstress-Bedingungen
beteiligt sind.

Im folgenden sollen diese oben genannten Gene noch einmal im einzelnen
besprochen werden, bevor eine zusammenfassende Beurteilung der Stress-
Induktionen erfolgt (vgl. Tab. 3.2 und Tab. 3.3).

Bekannte Stress-Antwort-Gene:

cydC kodiert flr einen ATP-abhangigen Transporter, der fur die Cytochrom-
Synthese bendtigt wird. Goldman et al. konnten zeigen, dass knockout-
Mutanten von E. coli K12, die nicht Uber dieses Gen verfugten, eine
Uberempfindlichkeit gegeniiber Wachstum bei hohen Temperaturen zeigten
(Goldman et al., 1996).

Das Genprodukt von fkpA ist eine periplasmatische Hitzeschock-Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-lsomerase mit bekannter Chaperon-Aktivitat, FkpA ist also an der
Proteinfaltung beteiligt (Arie et al., 2001).

lon kodiert fur eine Protease des heat shock regulons, das Protein Lon
vermittelt eine Abwehr von durch Karbonylierungsreaktionen entstehenden
Zellschaden (Fredriksson et al., 2005).

otsA ist das Gen fur die osmoregulatorische Trehalose Synthetase (ots), die an
der Anpassungsreaktion auf osmotischen Stress beteiligt ist (Heithoff et al.,
1997).
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Die Abklrzung des Gens xasA steht fur extreme acid sensitivity, das
Genprodukt von xasA verhindert die cytoplasmatische Acidifizierung von E. coli
(Hersh et al., 1996).

ynaF wurde nur bei der Hitzestress-Induktion gefunden, nicht jedoch bei der
pH-Stress-Induktion. ynaF wurde von Rediers et al. als universelles Hitzestress-
Protein klassifiziert (Rediers et al., 2005).

Fasst man die Ergebnisse der Differentiellen Fluoreszenz-Induktion unter

Stress-Bedingungen zusammen, so lassen sich folgende Aussagen treffen:

(i) In Anlehnung an das Kategoriensystem von Rediers et al. zur

Klassifizierung hochregulierter Gene wurden die in den Stress-
Induktionen identifizierten Gene in neun Klassen eingeteilt (Rediers et
al., 2005). Von besonderem Interesse war hierbei die Fraktion der
Klasse-4-Gene (stress response-Gene). Es zeigte sich, dass ihr Anteil
bei der Hitzestress-Induktion ca. 29% (6 von 21 Genen) und bei der pH-
Stress-Induktion ca. 24% (5 von 21 Genen) betrug (siehe Abb. 3.9), was
im Vergleich zum Ausgangswert (2%) einen Anstieg um den Faktor 13
bedeutet. Ein solch hoher Anteil an stress response-Genen wurde in
keiner anderen Versuchsanordnung beobachtet und wird als Erfolg
hinsichtlich der Durchfihrbarkeit von DFI gewertet.
Eine Ausbeute von ca. 30% richtig-positiver Ergebnisse scheint zwar auf
den ersten Blick wenig zu sein, im Vergleich zu anderen Autoren, die mit
DFI arbeiteten, liegt dies jedoch im ublichen Rahmen (Valdivia and
Falkow, 1996;Valdivia and Falkow, 1997;Bartilson et al., 2001;Marra et
al., 2002b;Schneider et al., 2002;Barker et al., 1998;Wilson et al., 2001).
Nicht zu vergessen ist, dass sich gerade unter den Genen der FUN-
Klasse noch einige interessante Gene befinden konnten (siehe Kap.
4.3).

(i) Von 21 hochregulierten Genen waren in den beiden Stress-
Induktionen 12 identisch. 5 dieser 12 identischen Gene sind

bekanntermassen in die bakterielle Adaptation an Stress involviert und
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wurden in beiden Versuchsreihen identifizert. Einige sind zwar nur im
Zusammenhang mit Saureresistenz beschrieben (xasA), werden jedoch
auch unter Hitzestress-Bedingungen hochreguliert. Andere Gene sind
eher assoziiert mit Hitzestress (cydC, lon), werden aber genauso unter
pH-Stress vermehrt exprimiert. Dies ist durchaus verstandlich, da eine
Adaptation an einen Stress-Stimulus oftmals ein ganzes set von Genen
aktiviert.

Auch die Tatsache, dass die 5 Stress-Gene, die jeweils in beiden
Versuchen hochreguliert wurden, identisch waren, unterstreicht die
Validitat der promotor trap library.

(iii) In beiden Versuchsansatzen wurden weitere Gene bestimmt, von
denen jedoch bisher nicht bekannt ist, dass sie im Rahmen einer Stress-
Adaptation hochreguliert werden. Die meisten dieser Gene gehéren zu
den Klasse-3-Genen, sind also im zentralen Metabolismus involviert. Es
ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass sich auch hinter diesen Genen
noch einige der bakteriellen Stressantwort befinden, dies konnte in
weitergehenden Experimenten untersucht werden.

(iv) Die jeweils grote Fraktion wurde in beiden Versuchsansatzen von
den Genen der Klasse FUN gestellt (33% bzw. 29%), ihre Funktion war
zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch unbekannt (siehe Abb.
3.9). Auch diese Beobachtung wurde von den oben genannten Autoren
gemacht. Gerade unter diesen Genen koénnen sich jedoch noch einige

Gene der Stress-Anpassung verbergen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die erfolgreiche Identifizierung
bekannter bakterieller stress response-Gene die Anwendbarkeit der Methodik

DFI und die Validitat der promotor trap library gezeigt werden konnte.

4.2 Induktionen, die unter Ko-Kultur mit B. vulgatus auftreten

Nach der ldentifizierung mehrerer Stress-Gene wurden mit der DFIl-promotor-

trap-library 3 in vitro-Induktionen durchgefihrt, die die Bedingungen bei Ko-
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Inkubation mit B. vulgatus darstellten. Dies waren i) anaerobes Wachstum, ii)
Ko-Kultur mit B. vulgatus und iii) Wachstum im Uberstand von B. vulgatus.
Diese Kolonisierungs-Induktionen orientierten sich an Bedingungen, die ein

Bakterium in Ko-Kultur, also z. B. bei der Besiedlung des Darmes vorfindet.
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Beim Vergleich der Genexpressionsprofile von E. coli mpk in Ko-Kultur mit B.
vulgatus mit den unter Umweltstress-Bedingungen induzierten Genen (siehe
Abb. 3.9) ist der grof3te Unterschied der geringere Anteil an Klasse-4-Genen
(Stress-Gene). Dies war zu erwarten, da der Kolonisierungsprozess im Darm
eine andere Adaptation erfordert als die Anpassung an Umweltstress. Dies wird
bestatigt durch die Aktivierung von Genen des zentralen Stoffwechsels, die fur
die Anpassung von E. coli mpk in Ko-Kultur mit B. vulgatus bendtigt werden.

Die Erwartung an die Induktion unter anaeroben Bedingungen war, dass Gene
erfasst wirden, die am aneroben Stoffwechsel beteiligt sind. Diese Erwartung
konnte leider nicht erfillt werden: Von den 15 identifizierten Genen waren nur 2
unmittelbar beschrieben als Gene mit Funktion im anaeroben Bereich (fumB
und hyfR, siehe Tab. 3.4). Ein ahnlich grol3er Anteil konnte wahrend allen im
Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Induktionen beobachtet werden. Der
Anteil an Genen mit bisher unbekannten Funktionen (FUN-Gene) betrug ca.
47% (7 von 15 Genen), war also relativ hoch. AulRerdem fiel wahrend der
Induktion ,anaerobes Wachstum® die Identifizierung des Gens oraA auf. Dieses
Gen wurde ebenfalls bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus bzw. Kultur im
Uberstand von B. vulgatus hochreguliert. OraA dient als Regulator der recA-
Aktivitat. Das bakterielle RecA-Protein tragt die Funktion, die Integritat des
Genoms aufrechtzuerhalten (Drees et al., 2004). Die Tatsache, dass die
Genaktivitat von oraA in allen 3 in vitro-Kolonisierungsversuchen vorgefunden
wurde, weist darauf hin, dass OraA bzw. RecA eine wichtige Rolle bei der

Adaptation von E. coli mpk bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus spielten konnte.

Beim Vergleich des Genexpressionsprofils der Induktion ,Ko-Kultur‘ mit dem
der Negativkontrolle fallt ebenso auf den ersten Blick kein bedeutender
Unterschied auf. Auch in diesem Versuch stellte die Gruppe der FUN-Gene den
groldten Anteil (ca. 33%), gefolgt von Genen der Klasse 3 (27%, zentraler
Metabolismus).

Neben dem oben genannten Gen oraA wurde noch ein zweites Gen identifiziert,
das in mehreren Versuchen hochreguliert wurde. Hierbei handelt es sich um

pepQ. Dieses Gen konnte sowohl bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus als auch bei
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Kultur im Uberstand von B. vulgatus erfasst werden. PepQ kodiert das Enzym
Prolin-Dipeptidase (Park et al., 2004), ist also am zentralen Stoffwechsel
beteiligt.

Ein weiteres interessantes hochreguliertes Gen wahrend der Ko-Inkubation mit
B. vulgatus ist ptsA. Sein Genprodukt ist das PEP-Protein-Phosphotransferase-
System-Enzym |, von dem bekannt ist, dass es in den Prozess des Quorum
Sensing involviert ist (Ren et al., 2004). Quorum Sensing beschreibt die
Fahigkeit von Bakterien, innerhalb einer Spezies miteinander zu
kommunizieren. Dies geschieht Uber hormon-ahnliche organische
Komponenten, die auch auto-inducers genannt werden (Reading and
Sperandio, 2006). Auch die Genaktivitdt von ptsA konnte bei der Besetzung

einer Wachstumsnische von Bedeutung sein.

Das Genexpressionsprofil der Kultivierung im Uberstand von B. vulgatus weist
mit 56% erneut einen sehr grollen Anteil bisher unbekannter Gene (FUN-Gene)

auf.

Fasst man die Ergebnisse der in vitro-Versuche zusammen, die die
Genregulation von E. coli mpk bei Ko-Inkubation mit B. vulgatus untersuchten,
so muss man feststellen, dass die Ergebnisse dieser Versuche nicht in dem
Malie richtungsweisend waren, wie es bei den Stress-Induktionen der Fall war.
Bei der Betrachtung der Genexpressionsprofile (9 Gen-Klassen) zeigte sich
jedoch eine Verschiebung hin zu Klasse-3-Genen (zentraler Metabolismus) und
zu Klasse-5-Genen (Regulation).

Es konnten auch wahrend der Ko-Inkubation mit B. vulgatus mehrere Gene von
grollem Interesse identifiziert werden (fumB, hyfR, oraA bzw. recA, pepQ und

insbesondere ptsA).

4.3 DFI: Vorteile und Nachteile

Vor dem Hintergrund der Notwendigkeit, die Genexpression von Bakterien nicht
nur unter definierten Laborbedingungen, sondern auch unter komplexen

Okologischen Nischen-Bedingungen zu analysieren, wurde die Methodik DFI
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entwickelt. Von Interesse dabei kann zum Beispiel die in vivo-Genexpression
bei bakterieller Kolonisierung eines Darmabschnittes sein, aber auch bei
Infektion anderer Organe (Lunge, Milz etc.). Somit existiert mit DFI nun eine
relativ neue genetische Technik, mit deren Hilfe Erkenntnisse auf dem Bereich

bakterieller funktioneller Genomik gewonnen werden kénnen.

Ein grosser Vorteil von DFI ist das sehr schnelle, mit dem FACS durchfuhrbare
screening grofer Bakterienpopulationen auf hochregulierte Gene unter
definierten Induktionsbedingungen (Strauss and Falkow, 1997). Das Festlegen
einer bestimmten Fluoreszenzschwelle am FACS ermdglicht aul’erdem die
Vermeidung von Beurteilungsfehlern durch den Experimentator, wie sie zum
Beispiel bei der Fluoreszenzmikroskopie stattfinden konnen (Rediers et al.,
2005).

Die grol3e Starke von DFI liegt zweifelsfrei in der Moglichkeit, diese Technologie
auch unter komplexesten in vivo-Bedingungen anwenden zu konnen. Gerade
die Infektion einzelner Organe im Mausmodell konnte einige bisher unbekannte
Virulenzgene aufzeigen (Valdivia and Falkow, 1996) (Valdivia and Falkow,
1997) (Bartilson et al., 2001) (Marra et al., 2002a) (Marra et al., 2002b) (Barker
et al., 1998) (Wilson et al., 2001).

In der Tatsache, dass DFI einige wenige potentielle Kandidaten-Gene liefert,
liegt sowohl eine Starke als auch eine Schwache. Vor allem im Vergleich mit
microarrays, die auf RNA-Ebene eine Hoch- bzw. Herunterregulation jedes
einzelnen Gens eines Organismus liefern, ist das Ergebnis eines DFI-
Versuches wesentlich Uberschaubarer. Gleichzeitig birgt diese hdhere
Ubersichtlichkeit jedoch das Risiko, dass einige hochregulierte Gene tibersehen

werden kdonnen (Rediers et al., 2005).

Ebenso werden herunterregulierte Gene nicht erfasst, das Reportermolekdl
GFP reagiert nur auf Hochregulation. Auch post-transkriptionale Regulationen

in der Genexpression werden von DFI nicht erkannt.
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Der hohe Anteil an Genen, deren Funktion bisher noch unbekannt ist, erscheint
ernichternd. Doch gerade in diesen Genen (Klasse FUN) steckt groles
Potential. Unter diesen Genen kdonnten sich bakterielle Faktoren befinden, die

bei der Adaptation an pH, Hitze etc. eine bisher unbekannte Rolle spielen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass DFI trotz einiger Nachteile grof3es
Potential zur Identifizierung differentiell regulierter Gene bietet, und zwar
insbesondere im in vivo-Bereich. Bisher konnten auf diese Weise bereits einige
Virulenzgene entdeckt werden. Die steigende Anzahl von Veroéffentlichungen,
die DFI anwenden, lasst hoffen, dass auf diese Weise das Verstandnis

bakterieller Pathogenitatsmechanismen weiter steigen wird.

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DFI eine einfach
anwendbare und funktionierende Methodik zur Analyse differentieller
Genexpression in E. coli mpk ist. Unter unterschiedlichen in vitro-Bedingungen
konnten zahlreiche differentiell hochregulierte bakterielle Gene identifiziert
werden.

Jedoch lassen sich die komplexen Bedingungen, denen Bakterien bei der
Besiedlung von Korperoberflachen bzw. bei der Infektion von Organen
ausgesetzt sind, mit Hilfe von in vitro-Versuchen, wie z. B. Zellkulturen, nur
unzureichend nachahmen. Genau hierin liegt die Starke von DFI, denn
prinzipiell ist diese Methodik ohne gréliere Modifikationen auch unter in vivo-
Bedingungen anwendbar.

Far die Forschung im Bereich der chronisch entziundlichen Darmerkrankungen
heillt dies konkret, dass die DFI-promotor trap library zur oralen Infektion von
Mausen verwendet werden kann. Die Induktion der promotor trap library durch
diese in vivo-Bedingungen kann zur ldentifizierung bakterieller Faktoren fuhren,
die zur Anpassung des Bakteriums an Umweltbedingungen bendtigt werden. Im
Anschluss an die Darmpassage koénnen die DFI-Klone aus den Faeces

wiedergewonnen und daraufhin im FACS analysiert und hinsichtlich GFP-
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positiver Subpopulationen amplifiziert werden, analog zu den in dieser Arbeit
durchgefihrten Induktionen. Diesbezigliche Vorarbeiten werden zum Zeitpunkt
der Erstellung dieser Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe bereits durchgefuhrt.

Diese Versuchsanordnung ist denkbar mit Mausen, die komplett unter
keimfreien Bedingungen gezlchtet werden und somit Uber keinerlei Darmflora
verfugen. Ferner ware auch denkbar, dass man mit B. vulgatus mpk
monokolonisierte Mause mit DFI-Bakterien oral infiziert. In dieser
Versuchsanordnung ware nicht nur die Besiedlung des Darmes abgedeckt,
sondern auch die kompetitiven Bedingungen, die sich aus der Ko-Existenz
mehrerer Bakterien im selben Lebensraum ergeben. In jedem Fall bietet sich
das in der Einleitung (Kap. 1.2) erwahnte IL2"-Mausmodell an, in dem die E.
coli mpk-vermittelte Kolitisinduktion gut erforscht ist (Waidmann et al., 2003).

Die in vivo-Induktion der DFI- promotor trap library im Mausmodell |asst hoffen,
dass sich unter den hochregulierten Genen einige befinden, die als an der
Kolitsentstehung beteiligt identifiziert werden konnen. Somit konnten neue
Einblicke in die Atiologie chronisch entziindlicher Darmerkrankungen gewonnen
werden. Eventuell lieBe sich sogar ein bakterieller Faktor identifizieren, der im

genetisch pradisponierten Individuum zur Induktion einer Kolitis beitragt.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Etablierung der Methodik DFI
(Differentielle Fluoreszenz-Induktion). Hierbei handelt es sich um eine Technik
der funktionellen Genomik, die Einblicke in die bakterielle Genregulation unter

jeweils definierten auflieren Bedingungen ermoglicht.

Im ersten Schritt wurde die DFI-promotor trap library kloniert, hierbei entstanden
15.000 DFI-Klone mit jeweils unterschiedlichen Promotor-Fusionen direkt
upstream des in dieser Technik verwendeten Reportermolekils GFP (green

fluorescent protein).

Bevor die eigentlichen Induktionen durchgefuhrt wurden, wurde mittels FACS
eine GFP-negative DFI-Subpopulation erstellt, um die konstitutionell GFP-
exprimierenden Klone gleich zu Beginn der Versuche auszusortieren und somit

die Rate der falsch-positiven Ergebnisse zu minimieren.

In samtlichen sich daran anschlielenden Induktionen wurden die GFP-positiven
DFI-Klone mittels FACS amplifiziert, insgesamt wurde die Kombination von
Induktion / Amplifikation pro Versuch dreimal wiederholt, um die GFP-positiven

Klone anzureichern.

Zur eigentlichen Uberpriifung der Methodik wurden zwei verschiedene Stress-
Induktionen gewahlt (Hitzestress und pH-Stress). Die Erwartung der
erfolgreichen |dentifizierung mehrerer bekannter Stress-Gene konnte hierbei
erfullt werden. Bei der Klassifizierung der identifizierten hochregulierten Gene
war ein deutlicher Anstieg der Gruppe von Genen zu beobachten, die in die
Anpassung an Umweltstress involviert sind (Klasse-4-Gene), und zwar von 2%
auf 24% bzw. 29%. Insbesondere konnten folgende Gene der bakteriellen
Stress-Antwort identifiziert werden: cydC, fkpA, lon, otsA, xasA und ynaF.
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In weiterfhrenden Versuchen wurden Umweltbedingungen wahrend der Ko-
Kultur mit B. vulgatus untersucht (anaerobes Wachstum, Ko-Kultur mit B.
vulgatus, Wachstum im Uberstand von B. vulgatus). Wahrend dieser Versuche
wurden folgende Gene erfolgreich identifiziert: fumB, hyfR, oraA bzw. recA,
pepQ und ptsA.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass DFI die Moglichkeit bietet, einen
Uberblick Giber die Genexpression eines Bakteriums unter definierten dufReren
Bedingungen zu gewinnen. Insbesondere die Anwendbarkeit der Methodik im in
vivo-Bereich  erscheint sehr vielversprechend, da die komplexen
Zusammenhange der Genregulation im Rahmen von Infektionen oder

Kolonisierungsprozessen nicht komplett im Labor nachgeahmt werden kdnnen.

FortfUhrende Forschungsbemihungen, die auf diese Arbeit aufbauen, sollen
zum besseren Verstandnis der bakteriellen Mechanismen fuhren, die zur
Kolitogenitat von Escherichia coli mpk beitragen und somit ein groReres

Verstandnis chronisch entziindlicher Darmerkrankungen ermdglichen.
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5-ASA 5-Aminosalicylsaure

Abb. Abbildung

ABC Alkanesulfonate transport protein-binding cassette
B. Bacteroides

BALB/c Mausstamm

BamH Bacillus amyloliquefaciens H

BHI Brain-Heart-Infusion (Medium)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CED Chronisch entzundliche Darmerkrankungen

CFU Colony forming units, koloniebildende Einheiten
chrom. chromosomal

cm Zentimeter

CoA Ko-Enzym A

CSP competence stimulatory peptide

CuU Colitis Ulcerosa

d.h. das heil3t

DAHP 3-Desoxy-D-Arabinoheptulosonat-7-Phosphat
dCTP Desoxy-Cytidin-Triphosphat

dest. (H,O) einfach destilliertes Wasser

DFlI Differentielle Fluoreszenz-Induktion

DNA desoxyribonucleic acid, DNS Desoxyribonucleinsaure
E. Escherichia

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure

et al. et alii (lateinisch: und andere)

E-Value Expect-Value, Rate an falsch-positiven Ergebnissen
F Farad

FACS fluorescence activated cell sorter, Durchflusszytometer

FSC forward scatter
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LPS

MC
MDT
mdt
mfd
min
mi
mol
mpk
pl
NCBI
NF-«kB
NK-Zellen
NOD2
oD
Omp
ORF
ori
PBS
PCR
PEP
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Erdbeschleunigung, g = 9,81 m/s?

Gramm

Green fluorescent protein

Interleukin

in vivo expression technology

kilo- (=10°)

Kanamycin-Resistenz

Kapitel

Luria-Bertani-Medium

Lipopolysaccharid

molar

Meter

Morbus Crohn

Multidrug Tolerance

multidrug tolerance

mutation frequency decline

Minute

Milliliter (107 Liter)

Sl-Basiseinheit der Stoffmenge n; 6,022 * 10?° Teilchen
Max von Pettenkofer

Mikroliter (10°® Liter)

National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA
nuclear factor kB

Naturliche Killer-Zellen

nucleotide-binding oligomerization domain 2
Optische Dichte

outer membrane porin

Open reading frame

Origin of replication

phosphate buffered saline
Polymerase-Chain-Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

Phosphoenolpyruvat
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PPlase
PTS
ROS
rpm

s

S.

S.0.
S.u.
sog.
SPF
SSC
Tab.
Taq
TBE
TH1, TH2
TNF-a
U

UN-Kultur
V
z.B.

77

Peptidyl-Prolyl-Cis/Trans-lsomerase
Phosphoenolpyruvat-abhangiges Phosphotransferasesystem
reaktive Sauerstoff-Spezies

rounds per minute

Sekunden

Streptococcus

siehe oben

siehe unten

sogenannt

specific pathogen free

side scatter

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer

T-Helferzellen, Klasse 1 bzw. 2

(Tumor necrosis factor)-a

Units, Einheit fir Enzymaktivitat: 1 U = 1 pymol
Substratumsatz/min

Uber-Nacht-Kultur

Volt

zum Beispiel
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