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Zusammenfassung

Vertreter des Genus Salmonella sind Verursacher der Salmonellose, einer Magen-Darm-Erkrankung,
die Gber kontaminierte Nahrungsmittel Gbertragen wird. Flr eine erfolgreiche Kolonisierung des
terminalen lleums und des Kolons miissen Salmonellen die residierenden Mikroorganismen
liberwachsen. Krankheit, die Einnahme von Antibiotikum oder ein Erndahrungswechsel kénnen zu
einer Anderung in der Zusammensetzung der Mikrobiota fiihren. Dies wiederum kann es enterischen
Pathogenen ermoglichen, die Kolonisierungsresistenz der Mikrobiota zu Gberwinden und dadurch
erfolgreich den Darm zu besiedeln. Uber die Substrate, deren spezifische Nutzung den Salmonellen
das Uberwinden der Kolonisierungsresistenz erlaubt, und die daraus resultierende transkriptionelle
Antwort des Pathogens ist noch wenig bekannt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Diat-
abhangige bakterielle Zusammensetzung des Mausedarms und die Auswirkungen der jeweiligen Diat
auf das Expressionsmuster des Stammes Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) ST4/74
untersucht. Fir die Transkriptomanalyse wurde eine neue Methode etabliert, die es ermoglichte, den
Stamm ST4/74 aus nicht keimfreien Mausen zu isolieren. So konnte erstmals das Transkriptom einer
Salmonelle in Anwesenheit einer Mikrobiota und in Abhangigkeit von der Wirtserndhrung analysiert
werden. Dabei zeigte sich mittels 16S rRNA Analyse, dass die Darm-Mikrobiota von pflanzlich
ernahrten Mausen eine hohere Diversitat aufwies als die Mikrobiota einer Gruppe, die eine zucker-
und fettreiche Western-Diat erhielt. Nach einer zweiwdchigen Flitterungsphase der beiden Didten
wurden die Mause mit S. Typhimurium ST4/74 infiziert, und 24 Stunden post infectionem erfolgte die
Keimzahlbestimmung der Salmonellen im Kot. Es stellte sich heraus, dass die Diaten keinen Einfluss
auf die Kolonisierungsfahigkeit von S. Typhimurium ST4/74 hatten. Allerdings konnte ein Effekt der
Diaten auf das Transkriptom von Salmonellen nachgewiesen werden. Insgesamt konnten 66 Gene
identifiziert werden, deren Expression abhidngig von der jeweiligen Didt war, wobei nach der
Infektion wvon pflanzlich erndhrten Mausen vor allem metabolisch aktive Gene in
S. Typhimurium ST4/74 hochreguliert waren. Zu diesen gehoérten auch vier Gene, die Teil eines
Genbereichs sind, welches fiir ein Galaktitol-spezifisches PTS kodiert und im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit im Detail charakterisiert wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass dieser
Genbereich fir die Aufnahme und Verstoffwechselung von Galaktitol und D-Tagatose verantwortlich
ist und einer Regulation durch das CRP-Protein und den GatR-Repressor unterliegt. Die
Bindungsaffinitaten des GatR- und CRP-Proteins zu drei identifizieren Promotoren innerhalb dieses
Genbereichs konnten mittels SPR-Spektroskopie quantifiziert werden. In dieser Arbeit wurde somit
erfolgreich das Salmonellen-Transkriptom sowohl in Anwesenheit einer residierenden Mikrobiota als
auch in Abhangigkeit verschiedener Erndhrungsweisen untersucht, wodurch sich neue Einblicke in
das komplexe Zusammenspiel zwischen der Mikrobiota, der Nahrstoffverfligbarkeit und der

Kolonisierungsfahigkeit von Salmonellen ergaben.
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Summary

Representatives of the genus Salmonella are the cause of salmonellosis, a gastrointestinal disease
transmitted through contaminated food. For a successful colonization of the terminal ileum and the
colon Salmonella needs to overgrow intestinal microorganisms. Diseases, antibiotic treatment or a
change in diet can lead to a change in the composition of the microbiota. Conversely, this may enable
enteric pathogens to overcome colonization resistance triggered by the microbiota and thus to
successfully colonize the gut. Little has been known about the substrates that are used by Salmonella
to overcome colonization resistance, and about the resulting transcriptional response of the
pathogen. In the first part of this work, the diet-dependent composition of the bacterial microbiota
and the impact of specific diets on the gene expression pattern of Salmonella Typhimurium
(S. Typhimurium) strain ST4/74 were analyzed. A new method was established that allowed the
isolation of strain ST4/74 from non-germ free mice. This new method allowed for the first time the
analysis of the Salmonella transcriptome in the presence of a residing microbiota and in dependency
of two different diets. 16S rRNA analysis revealed a higher microbiota diversity of the mice group
with a vegetarian diet in comparison with the group that was fed a Western diet rich in sugar and fat.
After a feeding period of two weeks, mice were infected with S. Typhimurium ST4/74, and microbial
counts in the feces were determined 24 hours post infection. At this time point neither of the diets
had influenced the ability of S. Typhimurium ST4/74 to colonize the gut. However, the diets had an
impact on the transcriptome of S. Typhimurium ST4/74. A total of 66 genes were identified to be
expressed in a diet-dependent way. Noticeable, infection of the mice group fed a vegetarian diet
specifically resulted in an expression of metabolically active genes in S. Typhimurium ST4/74. Four of
these genes are part of a galactitol-specific phosphotransferase system, which was characterized in
more detail in the second part of this thesis. It was demonstrated that the gat gene cluster is
responsible for the uptake and metabolization of galactitol and D-tagatose and that it is regulated by
the two regulator proteins CRP and GatR. Finally, the binding affinity of GatR and CRP to all three
identified promoters in the gene cluster was quantified via SPR-spectroscopy. In this work, the
transcriptome of Salmonella was analyzed in the presence of a resident microbiota as well as in
dependence of different diets, providing new insights into a complex interaction between the

microbiota, the nutrient availability and the colonization ability of Salmonella.
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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Salmonella

1.1.1 Hintergrund und Charakteristika
Eine erstmalige Beschreibung des Typhus-Erregers erfolgte im Jahr 1880 durch Karl Joseph Eberth, als

er stabchenformige Bakterien in histologischen Praparaten, u.a. den Lymphknoten, von an Typhus
abdominalis-erkrankten Patienten identifizieren konnte (Eberth, 1880). Dieser Befund wurde im Jahr
1881 von Robert Koch bestatigt (Koch, 1881), wobei eine erste Kultivierung dieser Bakterien erst drei
Jahre spater gelang (Gaffky, 1884). Infolge der erfolgreichen Isolation des Erregers der
Schweinecholera, welcher zunachst Salmonella choleraesuis benannt und schlieRlich in Salmonella
enterica umgedndert wurde, definierten Daniel ElImer Salmon und Theobald Smith die Salmonellen

erstmals als eine eigene Gattung (Schultz, 2008).

Bis etwa 1907 war man der Uberzeugung, dass Salmonellen iiber kontaminiertes Wasser iibertragen
werden. Diese Annahme erwies sich als falsch, da man im selben Jahr die erste gesunde,
asymptomatische Salmonellen-Tragerin identifizieren konnte. Es handelte sich dabei um die auf Long
Island-lebende Kéchin Mary Mallon, die als Typhus-Mary weltweit bekannt wurde (Marineli et al.,
2013). Da sie nicht bereit war ihre Arbeit als Kéchin aufzugeben, musste sie bis zu ihrem Tod im Jahr
1938 in Isolation im Riverside Hospital fiir Gbertragbare Krankheiten auf der North Brother Island
leben (Brooks, 1996). Sie gilt als Hauptverursacherin eines Krankheitsausbruchs im Jahr 1907 in New

York, bei dem etwa 3.000 Menschen an S. Typhi erkrankten (Marineli et al., 2013).

Bei der Gattung Salmonella handelt es sich um Gram negative, fakultativ anaerobe Bakterien, welche
eine stabchenférmige Form aufweisen und aufgrund ihrer flagellenartigen Fortsatze beweglich sind.
Sie zdhlen zur Familie der Enterobacteriaceae, haben einen Durchmesser von ca. 0,7-1,5 um und eine
Lange von 2-5 um (Murray and Microbiology, 1999). Der letzte gemeinsame Vorfahre mit dem E. coli-
Bakterium existierte vermutlich vor etwa 120-160 Millionen Jahren (Wray and Wray, 2000). Eines der
auffalligsten Merkmale, in denen sich die beiden Gattungen Salmonella und Escherichia
unterscheiden, ist eine nicht intakte 23S rRNA innerhalb der Salmonella-Gattung (Winkler, 1979). Die
durch intervenierende Sequenzen fragmentierte 23S rRNA kommt in allen Salmonella-Spezies und
Subspezies vor, sowie in den Gattungen Citrobacter, Klebsiella und Yersinia (Burgin et al., 1990, Pronk

and Sanderson, 2001).

Die Gattung Salmonella lasst sich in die zwei Spezies S. bongori und S. enterica unterteilen. Letztere
besteht wiederum aus sechs Subspezies: S. enterica subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (ll),
S. enterica subsp. arizonae (llla), S. enterica subsp. diarizonae (lllb), S. enterica subsp. houtenae (IV)

und S. enterica subsp. indica (V1). Die Subspezies von S. enterica werden mit Hilfe ihrer Antigene in
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Serovar-Typen differenziert, von denen heutzutage mehr als 2.500 bekannt sind. S. enterica subsp.
enterica ist dabei fur fast alle Salmonellen-Infektionen in endothermen Tieren, u.a. dem Menschen,

verantwortlich. (Agbaje et al., 2011, Su and Chiu, 2007, Tindall et al., 2005, Brenner et al., 2000).

1.1.2 Epidemiologie und Ubertragung

Lebensmittel gelten als eine der haufigsten Quellen fir schwere Erkrankungen. Alleine im Jahr 2010
gab es weltweit etwa 600 Millionen Krankheitsfalle, die durch kontaminierte Lebensmittel verursacht
wurden. Als dritthaufigster Erreger war dabei die Gattung Salmonella fir ca. 88 Millionen
Krankheitsfalle verantwortlich, die mit ca. 78 Millionen Erkrankungen und 59.000 Todesféillen die
Salmonellose als haufigstes Krankheitsbild hervorrief. Mit Ausnahme von S. Typhi und S. Paratyphi
bedingen alle Serovar-Typen des Bakteriums S. enterica subsp. enterica eine Salmonellose (Havelaar
et al., 2015). Die haufigsten Verursacher der Salmonellose sind jedoch die beiden Serovar-Typen
S. Enteritidis und S. Typhimurium. Innerhalb der Europdischen Union gab es im Jahr 2014 ca. 89.000
gemeldete Erkrankungen, wobei die Mortalitat dabei mit 65 bestatigten Todesfallen unter 1 % lag.
Von den weltweit erkrankten Patienten waren in Deutschland etwa 16.000 Menschen betroffen.
Obwohl in den letzten Jahren innerhalb der EU eine Abnahme der Krankheitsfdlle beobachtet werden
konnte, war die Gattung Salmonella im Jahr 2014 mit 20,0 % nach den Viren immer noch fir die
zweithochste Anzahl an lebensmittelbedingten Ausbriichen verantwortlich (European Food Safety
Authority, 2015). Dokumentierte Ausbriiche verschiedener Salmonella Serovar-Typen fanden im
Vereinigten Konigreich, Canada, Australien, Irland, USA oder Pakistan statt (O'Brien, 2013, Tighe et
al., 2012, Khan et al., 2012, Majowicz et al., 2010, Miller et al., 2008, Scallan et al., 2005). Der
herkémmliche Ubertragungsweg von Salmonellen erfolgt Ublicherweise durch kontaminierte
Nahrung, ist aber auch durch Kontakt zu infizierten Tieren moglich. Die durchschnittliche
Infektionsdosis liegt dabei bei etwa 10° Bakterien, wobei bei einem zeitgleichen Konsum von
Nahrungsmitteln auch geringere Mengen (< 100 Zellen) ausreichend sein konnen (Waterman and
Small, 1998). S. Typhimurium verursacht beim Menschen die sogenannte nicht-typhdse
Salmonellose, die von Symptomen wie Erbrechen, Durchfall und Abdominalschmerzen begleitet wird

(Layton and Galyov, 2007, Blaser and Newman, 1982, Mastroeni and Grant, 2011).

1.1.3 Salmonella-Pathogenitétsinseln (SPIs)

Pathogenitatsinseln sind 10-200 kb groRe Bereiche im Genom von Pathogenen, die fiir eine Vielzahl
von Virulenzgenen kodieren und meist im Genom stromabwarts eines tRNA-Gens liegen (Schmidt
and Hensel, 2004). In Salmonellen werden solche Genbereiche als Salmonella-Pathogenitatsinseln
(SPIs) bezeichnet. Bis heute konnten insgesamt 23 SPIs identifiziert werden (Tab. 1.1 und Anhang

Tabelle A 6). Fir die Virulenz von S. Typhimurium sind hauptsachlich fiinf SPIs (SPI-1 bis SPI-5) von
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Bedeutung (Fabrega and Vila, 2013). Eine Auflistung der ersten zehn SPIs der Gattung Salmonella und

deren Charakteristika findet sich in Tab. 1.1.

1.1.4 Weitere Virulenzfaktoren

Neben den chromosomal-kodierten Pathogenitatsinseln besitzen Salmonellen auch episomale
Elemente, die fiir die Virulenz entscheidend sind, z.B. das pST-Plasmid. Dieses Plasmid kommt
hauptsachlich in Serovar-Typen vor, die eine nicht-typhdse Erkrankung hervorrufen. In
S. Typhimurium ist es ca. 90 kb grofl und beinhaltet unter anderem das spv-Operon und die pef
(plasmid encoded fimbriae; Plasmid-kodierende Fimbrien) Gene (Rotger and Casadesus, 1999).
Letztere sind in der spaten Phase der Infektion bei der Adhasion an Epithelzellen ausschlaggebend.
Das spv-Operon kodiert fiinf Gene, unter anderem das Gen spvB. Dieses kodiert ein zytotoxisches
Protein, das Aktin modifizieren kann und dadurch dessen Polymerisierung blockiert. Ein auf diesem
Operon kodierender Effektor (SpvC) spielt eine Rolle bei der Verzogerung der Immunantwort
(Mazurkiewicz et al., 2008). Manche S. Typhimurium-Stdmme besitzen ein modifiziertes pST-Plasmid
(pUO-StVR2), welches zusatzlich noch Resistenzgene u.a. gegen die Antibiotika Ampicillin,
Chloramphenicol, Streptomycin, Spectinomycin, Sulfonamide und Tetrazyklin integriert hat (Herrero

et al., 2008).

Fir die Virulenz von Bedeutung sind zusatzlich verschiedene Adhéasine, wobei im S. Typhimurium-
Genom insgesamt 13 Fimbrien-Loci ausfindig gemacht werden konnten (McClelland et al., 2001).
Diese Fimbrien (z.B. Typ-I-Fimbrien oder Curli-Fimbrien) erlauben die Adhadsion von Salmonellen an
spezifische Epithelzellen, was eine Auswirkung auf die intestinale Flissigkeitsansammlung (Baumler
et al., 1996), die intestinale Persistenz von Salmonellen in der Maus (Weening et al., 2005) oder die
Ausbildung von Biofilmen hat (Austin et al., 1998). Des Weiteren besitzt S. Typhimurium noch
Flagellen, deren Funktion in der Beweglichkeit und Chemotaxis des Bakteriums liegt (Chilcott and

Hughes, 2000).
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Tab. 1.1: Charakteristika der Pathogenitatsinseln SPI-1 bis SPI-10 in Salmonella. Aufgelistet sind die ersten 10 Pathogenitatsinseln (SPI-1 bis SPI-10) innerhalb der Gattung Salmonella. Angegeben
ist jeweils die Lange der Pathogenitatsinsel in kb, der GC-Gehalt (%), der Insertionspunkt im Genom, die Verbreitung und (mdgliche) Virulenz-assoziierte Funktion in der Salmonella-Gattung. Eine
Ubersicht der SPI-Inseln kann aus folgenden Quellen entnommen werden: (Hensel, 2004, Amavisit et al., 2003, Fabrega and Vila, 2013). Tabelle modifiziert von (Hensel, 2004) mit Erlaubnis von
Elsevier.

GC-Gehalt

Lange [kb] (%]

Insertionspunkt Verbreitung Funktion Referenz

(Mills et al., 1995, Galan, 2001, Que et al., 2013,

SPI-1 39,8 47,0 fIhA-mutS Salmonella spp. Invasion in Epithelzellen Biumler, 1997)

(Shea et al., 1996, Hensel et al., 1999b, Galan,
SPI-2 39,7 44,6 tRNA valV S. enterica Uberleben in Makrophagen 2001, Abrahams and Hensel, 2006, Andrews-
Polymenis et al., 2010)

(Blanc-Potard and Groisman, 1997, McClelland et

SPI-3(l) 17,3 47,3 tRNA selC Salmonella spp. Mg2+-Aufnahme al., 2001, Retamal et al., 2009, Blanc-Potard et

al., 1999)

__ .. (Wong et al., 1998, Kiss et al., 2007, Morgan et

SPI-4 27,0 44,8 (tRNA &hnlich) Salmonella spp. TASS, siiE al., 2004, Morgan et al., 2007)

SPI-5 7,6 43,6 tRNA serT Salmonella spp. T3SS-Effektoren (Knodler et al., 2002)
.1, Teilein 11IB

SPI-6 59,0 51,5 tRNA gspy  SuPsP- 1, Teile 'R/ v T6SS, Fimbrien (Parkhill et al., 2001, Sana et al., 2016)

Vi-Antigen, sopE, Pilus  (Parkhill et al., 2001, Seth-Smith, 2008, Pickard et

SPI-7 1330 49,7 tRNA pheU subsp. | Serovare Assemblierung al., 2003, Faucher et al., 2005)

SPI-8 6,8 38,1 tRNA pheV subsp. | Serovare unbekannt (Parkhill et al., 2001, Faucher et al., 2005)

SPI-9 16,3 56,7 prophage subsp. | Serovare unbekannt (Parkhill et al., 2001, Velasquez et al., 2016)

SPI-10 32,8 46,6 tRNA JeuX subsp. | Serovare Sef Fimbrien (Parkhill et al., 2001, Shah et al., 2005, Saroj et

al., 2008)
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1.1.5 Salmonella Typhimurium als Krankheitserreger - Pathogenese und zelluldre
Grundlagen

Beim herkémmlichen Ubertragungsweg gelangen die Salmonellen mittels der Nahrung in ihren Wirt
und sind zundchst dem geringen pH-Wert im Magen ausgesetzt. Das Uberleben von S. Typhimurium
unter extrem sauren Bedingungen erfolgt durch die Induktion einer Sduren-Toleranz-Antwort (ATR;
acid tolerance response). Dabei werden pH Homdoostase-Systeme aktiviert, Sdureschockproteine
(ASP; acid shock proteins) synthetisiert und die Membranzusammensetzung modifiziert (Alvarez-
Ordonez, 2011, Audia et al., 2001, Rychlik and Barrow, 2005). Haben die pathogenen Bakterien
dieses Hindernis Gberwunden, gelangen sie in den Darm, wo sie weiteren Stressfaktoren, z.B. der
Gallenfliissigkeit, dem osmotischen Schock, den anaeroben Bedingungen, der Anwesenheit von
antimikrobiellen Peptiden und der kommensalen Mikrobiota (siehe Abschnitt 1.2.4), ausgesetzt sind.
S. Typhimurium hat verschiedene Strategien gegen diese Stressfaktoren entwickelt. So erreicht das
Bakterium eine Toleranz gegen Gallensdure durch das Einsetzen von Efflux-Pumpen (z.B. AcrAB),
Zweikomponentensystemen (z.B. PhoQP), Regulatoren (z.B. marRAB Operon), DNA-Reparatur-
Proteinen und das Synthetisieren von Proteinen, die fiir den Erhalt der Membranintegritat
verantwortlich sind (Baucheron et al., 2014, Prouty et al., 2004b, Prouty et al., 2004a, Antunes et al.,
2011a, Begley et al., 2005). Auf die hohen Salzkonzentrationen von ca. 0,3 M NaCl im Darm reagiert
S. Typhimurium mit einem biphasischen Verlauf, indem es zuerst Kaliumionen (K+) aufnimmt,
wodurch es dann in einer zweiten Phase zur Aufnahme von kompatiblen Soluten kommt, die einen
Schutz gegen den osmotischen Stress liefern (Sleator and Hill, 2002, Frymier et al., 1997). Durch den
extrem geringen durchschnittliches Sauerstoffgehalt im Darmlumen des Caecums (< 1 mmHg) sind
die Bakterien dazu gezwungen, auf den anaeroben Stoffwechsel umzuschalten (Albenberg et al.,
2014). In S. Typhimurium sind fiir den Wechsel vom aeroben zum anaeroben Metabolismus der
Regulator Fnr und das Zweikomponentensystem ArcAB zustdandig (Rychlik and Barrow, 2005, Bowden
et al., 2010). Das Protein ArcA zeigt unter anaeroben Bedingungen seine hochste Aktivitat (Sevcik et
al., 2001) und bewirkt dabei unter anderem die Expression der beiden Operons cob und pdu, die fir
die Synthese und Verstoffwechselung von Cobalamin und Propandiol zustandig sind (Ailion et al.,
1993, Chen et al.,, 1994). Unter Anwesenheit von Cobalamin, welches nur unter anaeroben
Bedingungen de novo gebildet werden kann, und dem Elektronenakzeptor Tetrathionat kann
Propandiol verstoffwechselt werden (Price-Carter et al., 2001). Die Gene, die fir die Tetrathionat-
Atmung zustandig sind, werden dabei von dem Fnr-Protein reguliert (Hensel et al., 1999a). ArcAB und
Fnr ermoglichen S. Typhimurium somit ein schnelles Umschalten auf die anaeroben Bedingungen
und die Nutzung neuer Energiequellen unter diesen veranderten Bedingungen. Die im Darm
vorkommenden antimikrobiellen Peptide sind Teil des angeborenen Immunsystems, die eine weitere

Barriere gegen eindringende Bakterien bilden. Fiir die Resistenz gegen antimikrobielle Peptide ist der
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alternative Sigmafaktor o* von Bedeutung, da er die Expression alternativer Elektrontransportwege

fordert, welche den Protonengradienten erhalten (Crouch et al., 2005).

Erreicht S. Typhimurium die intestinale Mucusschicht, so durchdringt es diese mit Hilfe von Effektor-
Proteinen und verschiedenen Fimbrien-Typen, z.B. Typ 1-Fimbrien und SPI-10-kodierenden Sef-
Fimbrien (Shah et al., 2005, Saroj et al., 2008). Danach kann S. Typhimurium an die Epithelzellen
adharieren, wobei es bevorzugt an M-Zellen, spezielle Epithelzellen, welche die Peyer-Plaques
Uberdecken, bindet. Die Adhasion erfolgt unter anderem mit Hilfe des SPI-4-kodierenden SiiE-
Adhésins (Morgan et al., 2007) oder eines Fibronektin-bindenden Autotransporters MisL, dessen Gen
misL auf der SPI-3 lokalisiert ist (Blanc-Potard and Groisman, 1997, Blanc-Potard et al., 1999). Durch
das gezielte Einschleusen von SPI-1- und SPI-5-Effektoren in die Wirtszelle Uber das Typ-3-
Sekretionssystem (T3SS-1) der SPI-1, erfolgt eine Umstrukturierung des Wirt-Cytoskeletts, wodurch
S. Typhimurium von der Epithelzelle aufgenommen wird. Dieser Invasionsprozess ist im Wesentlichen
abhédngig von der SPI-1. Diese Insel beinhaltet etwa 40 Gene und kodiert neben dem bereits
genannten T3SS-1 noch Regulatorproteine, Effektoren und Chaperone (Mills et al., 1995, Galan,
2001, Fabrega and Vila, 2013, Que et al., 2013). Da die SPI-1 in der gesamten Gattung Salmonella
vorzufinden ist, geht man davon aus, dass die Insel vor etwa 50-100 Mio. Jahren, und somit noch vor
der evolutionaren Aufspaltung von S. bongori und S. enterica, in das Genom integriert wurde

(Baumler, 1997).

In den Epithelzellen liegen die Salmonellen in Vesikeln (SCV, Salmonella-containing vacuoles) vor.
Mittels Effektoren, die Giber das T3SS-2 der SPI-2 ausgeschleust werden, wird eine Verschmelzung der
SCVs mit den Lysosomen des Wirts und eine Aufnahme von antimikrobiellen Wirtsfaktoren
verhindert und somit das Uberleben in der Wirtszelle erméglicht (Hensel et al., 1999b, Galan, 2001,
Hensel, 2004, Abrahams and Hensel, 2006, Andrews-Polymenis et al., 2010). Neben dem T3SS-2
beinhaltet die SPI-2 auch noch Gene, die fiir Chaperone, Regulatoren und Effektoren kodieren und
einem fir die Respiration von Tetrathionat zustandiges Gencluster (Details siehe 1.3.1). Die SPI-2 ist
ausschlieBlich in S. enterica zu finden, so dass deren Aufnahme mittels horizontalen Gentransfers
zeitlich spéter als die der SPI-1 stattgefunden hat (Hensel, 2000, Fabrega and Vila, 2013). Durch das
Verhindern einer Verschmelzung der SCVs mit den Lysosomen kann sich S. Typhimurium ungestort
innerhalb der Vakuolen vermehren. Einige Stunden nach der Aufnahme in die Epithelzellen kommt es
zur Polymerisierung des Aktins an den SCVs (VAP; vacuole-associated actin polymerization), das fir
den Erhalt und die Stabilitdat der SCV-Membran notwendig ist. AnschlieBend migrieren die SCVs durch
die Ausbildung von Filamenten (SIF; Salmonella induced filaments) in Richtung der Submukosa. Nach
der Freisetzung in diese Gewebsschicht wird S. Typhimurium von Phagozyten, in denen sie wie in den

Epithelzellen innerhalb von SCVs Uberleben und sich vermehren konnen, aufgenommen. Eine
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systemische Salmonellen-Infektion basiert auf diesen infizierten Phagozyten, die sich Uber die
Lymphfliissigkeit und den Blutstrom im Wirtskdrper verteilen (siehe Abb. 1.1; Ubersicht in folgenden
Publikationen: (Fabrega and Vila, 2013), (Mastroeni and Grant, 2011), (Andrews-Polymenis et al.,
2010) und (Santos et al., 2009)).

Intestinales Lumen

Submukosa

m Epithelzellen N\ Bakterienzelle - Phagozyten

O sev
ﬁ M-Zellen B Tightjunction ““‘{( oz

Abb. 1.1: Modell der Pathogenese von S. Typhimurium. (1) Das Bakterium adhériert mit Hilfe von Adhasinen, die unter
anderem auf der SPI-3 und der SPI-4 kodiert vorliegen, an das intestinale Epithelium. (2+3) Mit Hilfe von verschiedenen
Virulenzfaktoren der SPI-1 und SPI-5 wird S. Typhimurium im nachsten Schritt von den Epithelzellen mittels Phagozytose
aufgenommen. (5) In den Epithelzellen sind die Pathogene in der Lage in SCVs zu Uberleben und sich zu replizieren.
Wichtige Faktoren fiir diesen Prozess liegen dabei auf der SPI-5 und dem pSLT Plasmid. (6) In den SCVs wandern die
Bakterien Richtung basolaterale Membran und werden in die Submukosa freigesetzt. (4) Salmonellen konnen im Darm auch
direkt von Dendritischen Zellen phagozytiert werden, wodurch sie in die Submukosa gelangen. (7) In der unteren
Gewebsschicht, der Submukosa, wird S. Typhimurium von Phagozyten aufgenommen, in welchen es erneut in SCVs
Uberlebt. Wichtig sind hierfir die SPI-2, die SPI-3 und das pSLT Plasmid. Mit Hilfe der infizierten Phagozyten kénnen sich die
Bakterien (ber die Lymphflissigkeit und dem Blutstrom systemisch ausbreiten. Quelle: (Fabrega and Vila, 2013),
modifiziert, mit Erlaubnis der BMJ Publishing Group und ASM.
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1.2 Interaktion von Pathogenen mit der Mikrobiota

1.2.1 Intestinales Mikrobiom

Der Mensch beherbergt mit rund 100 Billionen Mikroorganismen, von denen sich anndherungsweise
70 Billionen im Gastrointestinal-Trakt befinden und die sogenannte Darm-Mikrobiota bilden, etwa
zehnmal mehr Mikroorganismen als eigene Korperzellen (Luckey, 1972, Whitman et al., 1998). Eine
aktuelle Publikation korrigiert allerdings die Anzahl der korpereigenen Bakterien auf etwa
39 Billionen, wodurch der Mensch nun in etwa so viele Bakterien wie eigene Korperzellen besitzt
(Sender et al., 2016). Vor der Geburt gilt der Gastrointestinal-Trakt des Fotus mit einer
vernachlassigbaren Menge an Bakterien als steril und wird bei der Geburt mit den ersten, meist
aerotoleranten, Kolonisierern besiedelt. Abhdngig von dem Geburtsvorgang stammen diese
entweder von der vaginalen Mikrobiota bei einer natirlichen Geburt oder im Falle eines
Kaiserschnitts von der Haut-Mikrobiota der Mutter ab (Huurre et al., 2008). Bei letzterem zeigte sich
in der Mikrobiota eine geringere Anzahl an Bifidobacteria und eine starkere humorale Immunantwort
des Babys, was auf einen Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems hindeuten kénnte (Huurre
et al., 2008). In den ersten Lebensjahren nimmt die bakterielle Vielfalt im Darm zu, wobei die
Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota abhdngig ist von der Erndhrungsweise des Kindes, der
Chemikalienbelastung und der Entwicklung des Immunsystems (Penders et al., 2006, Sjogren et al.,
2009). Im erwachsenen Menschen ist die Darm-Mikrobiota relativ stabil (Faith et al., 2013) und kann
in etwa 500-1000 Bakterienspezies unterteilt werden (Sekirov et al., 2010), wobei in einem gesunden
Menschen die beiden Phyla Bacteroidetes und Firmicutes dominieren (Backhed et al., 2005, Eckburg
et al., 2005, Human_Microbiome_Project Consortium, 2012). Die Darm-Mikrobiota weist in
Abhangigkeit des jeweiligen Darm-Abschnitts eine unterschiedliche Zusammensetzung auf (Abb. 1.2).
So findet sich im Caecum und dem hinterem Bereich des Dickdarms die héchste Dichte und grofite
Diversitat an Bakterien, wobei es sich hier hauptsachlich um fermentative, Polysaccharid-abbauende

Anaerobier handelt (siehe Abb. 1.2).
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Dominante Phyla im Darm

Bacteroidetes _ Actinobacteria _ Verrucomicrobia

vorherrschende Familien im:

Diinndarm Dickdarm

Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Rikenellaceae, Zwischenrdaume

Gallen-

gang \R‘l

Verdauungsbrei
‘Bacteroidaceae,
Prevotellaceae,
Rikenellaceae

N
Blinddarm

Caecum

Enddarm

104 cfug™

Bakterienlast chug“#
pH-Wert |
Antimikrobielle Substanzen [T
Sauerstoffmenge [T

Proximal Distal

Abb. 1.2: Mikrobielle Habitate im menschlichen Gastrointestinal-Trakt. Im Darm auftretende dominante Phyla sind
Bacteroidetes (griin), Firmicutes (lila), Actinobacteria (blau), Proteobacteria (rot) und Verrucomicrobia (orange). Zwischen
den einzelnen Bereichen des Darms (Diinndarm und Dickdarm) bestehen physiologische Unterschiede. So sinkt die
Sauerstoffmenge, der Gallensalzgehalt und die Konzentration an antimikrobiellen Substanzen zum distalen Darmende ab,
wohingegen der pH-Wert und die in cfu (colony-forming units)-angegebene Bakterienlast steigt. Diese Unterschiede tben
einen Einfluss auf die Anwesenheit spezieller Bakterienfamilien aus. So dominieren im Diinndarm die Bakterienfamilien
Lactobacillaceae und Enterobacteriaceae, im Dickdarm die Familien Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae,
Lachnospiraceae und Ruminococcaceae (die Farben entsprechen dem jeweils zugehorigen und Gbergeordneten Phylum). Im
Querschnitt des hinteren Dickdarms zeigt sich, dass Bakterienfamilien des Phylums Bacteroidetes im Verdauungsbrei
dominant vorliegen, und das Phylum Firmicutes in den Bereichen zwischen den Falten des Magen-Darm-Traktes
(Zwischenraume). Quelle: (Donaldson et al., 2016), modifiziert mit Erlaubnis der Nature Reviews Publishing Group.

Die Stabilitdit und Zusammensetzung der Mikrobiota im erwachsenen Menschen kann durch
verschiedenste Faktoren beeinflusst werden. Dazu zahlt neben der Antibiotikaeinnahme (Clemente
et al., 2012) und der Genetik des Wirts (Nicholson et al., 2012) auch das Alter und die Geographie
(Greenhalgh et al., 2016, Yatsunenko et al., 2012, Costello et al., 2009). Den gréRten Einfluss Gbt aber
die Erndhrungsweise auf die Zusammensetzung der Mikrobiota aus (Turnbaugh et al., 2009, Carlisle
et al., 2013, Scott et al., 2013, Brinkworth et al., 2009).

Um die Auswirkungen der Erndhrung auf die Mikrobiota detaillierter zu untersuchen, wurde in einer
Studie die Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota zweier Gruppen verglichen, die sich stark in ihrer
Erndhrungsweise unterschieden. Die erste Gruppe bestand aus Kindern, die aus einem Dorf in
Burkina Faso in Afrika stammten, und liberwiegend vegetarisch erndhrt wurden. Zum Vergleich
bildeten Kinder aus Italien, deren Erndhrungsweise gepragt war von einfachem Zucker und groRen

Mengen an Fleisch, die zweite Gruppe. Es konnte gezeigt werden, dass in der ersten Gruppe in der
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Darm-Mikrobiota das Phylum Bacteroidetes dominierte, wohingegen in der zweiten Gruppe das
Phylum Firmicutes die hochste Prdvalenz zeigte (De Filippo et al., 2010). Weitere Studien konnten
beweisen, dass eine fettreiche Erndahrung einen Einfluss auf die Mikrobiota und deren Diversitat in
der Maus hat (Daniel et al., 2014, Sonnenburg and Sonnenburg, 2014) und dadurch auch das
Wachstum von pathogenen Bakterien gefordert werden kann (Agus et al., 2016). Ebenso kdénnen
bereits einzelne Wirkstoffe oder Nahrungsmittel wie z.B. die Weizenkleie oder die Kiwi einen Einfluss
auf das Wachstum von speziellen Bakterien der Darm-Mikrobiota ausiiben (Duncan et al., 2016,
Parkar et al., 2012). Letztendlich kann es bei einer einseitigen Erndahrung iber mehrere Generationen
hinweg zu einem deutlichen Verlust in der Bakterienvielfalt kommen (Sonnenburg et al., 2016,
Sonnenburg and Sonnenburg, 2014). Eine verdanderte Zusammensetzung der Mikrobiota wird haufig
auch mit verschiedenen Krankheiten assoziiert (Sekirov et al., 2010), darunter die Fettleibigkeit
(Ohtani et al., 2014, Chen et al., 2014, Turnbaugh et al., 2008, Turnbaugh et al., 2006, Ley et al.,
2005), Allergien (Hormannsperger et al., 2012, Noverr and Huffnagle, 2005), Diabetes (Larsen et al.,

2010) und entziindliche Darmerkrankungen (Neuman and Nanau, 2012).

1.2.2 Funktion der Mikrobiota

Der Mikrobiota im Darm werden vier Hauptfunktionen zugeordnet, namlich eine metabolische, eine
trophische, eine immunologische und eine schiitzende Funktion (McKenney and Pamer, 2015). In
ihrer metabolischen Rolle fermentiert sie vom Wirt unverdauliche Kohlenhydrate wie komplexe
Polysaccharide oder Alkohole (Flint et al., 2012, Koropatkin et al., 2012). Da sich im menschlichen
Proteom nur etwa 17 Glykosid-Hydrolasen und keine Polysaccharid-Lyasen finden, verfugt der
Mensch Uber ein deutlich geringeres Repertoire an abbauenden Enzymen als eine Modell-Mikrobiota
aus etwa 160 Spezies, die Uber etwa 9000 Glykosid-Hydrolasen und 2000 Polysaccharid-Lyasen
besitzt (El Kaoutari et al., 2013). Insgesamt konnten bisher 130 Glykosid-Hydrolase-, 22
Polysaccharid-Lyase- und 16 Kohlenhydrat-Esterase-Familien identifiziert werden, von denen die
meisten in mikrobiellen Genomen kodiert vorliegen (Cantarel et al., 2009). Durch diese Vielfalt an
Kohlenhydrat-abbauenden Enzymen ist die Mikrobiota in der Lage, Polysaccharide wie Cellulose,
Xylan, Mannan oder Pectin abzubauen. Bei der Verstoffwechselung entstehen hierbei meist die
kurzkettigen Fettsduren Acetat, Butyrat und Propionat, die vom Wirt absorbiert werden kénnen
(Wong et al., 2006). Werden diese Endprodukte von dem Wirt nicht als eine zusatzliche
Energiezufuhr verwendet (Bergman, 1990), so kénnen sie ihre regulatorischen Funktionen ausiben,
z.B. in der Regulierung der Acetylierung der Histone (Davie, 2003), in Signalwegen lber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (Brown et al., 2003) oder in der Homodostase von regulatorischen T-Zellen
(Smith et al., 2013). Zusatzlich spielt die Mikrobiota eine wichtige Rolle bei der Vitaminsynthese, wie
z.B. By, (Krautler, 2005, Yatsunenko et al., 2012). Das Vitamin B,,, auch bekannt als Cobalamin, ist

essentiell fir den Menschen, kann aber nicht von diesem selbst synthetisiert werden (Nielsen et al.,
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2012). Die Fahigkeit der Mikrobiota dieses Vitamin herzustellen (Martens et al., 2002), kann daher
sehr nitzlich sein, ist jedoch ohne zusatzliche Aufnahme Uber die Nahrung nicht ausreichend, da
auch pathogene Bakterien Cobalamin nutzen (Ailion et al., 1993, Price-Carter et al., 2001, Srikumar
and Fuchs, 2011). Die Mikrobiota hat in ihrer trophischen Funktion einen Einfluss auf das
Zellwachstum und die Differenzierung der Epithelzellen, ebenso wie auf die Zusammensetzung des
mit dem Darm assoziierten Lymphgewebes, das Teil des Immunsystems ist (Guarner and Malagelada,
2003). So inhibiert das von der Mikrobiota-produzierte Butyrat beispielsweise die Zellprofileration
und stimuliert stattdessen die Zelldifferenzierung von Epithelzellen (Siavoshian et al., 2000, Kruh et
al., 1994). Ein weiterer Effekt der Darm-Mikrobiota ist die Stimulation des Immunsystems des Wirts.
CD4'-T-Zellen werden dabei durch ein Polysaccharid des Bakteriums Bacteroides fragilis aktiviert,
was zur Cytokin-Produktion und damit zur Reifung der Immunsystemzellen fihrt (Mazmanian et al.,
2005). Ebenso kénnen einige kommensale Bakterien die Entwicklung von anti-inflammatorischen
regulatorischen T-Zellen beeinflussen (Atarashi et al., 2013). Zu guter Letzt bieten residierende
Bakterien der Mikrobiota einen Schutz vor der Kolonisierung pathogener Bakterien
(Kolonisierungsresistenz, siehe 1.2.3) und kdénnen die Invasion von Pathogenen in Wirtszellen

verhindern (Stecher and Hardt, 2011).

1.2.3 Kolonisierungsresistenz

Bei der Kolonisierungsresistenz handelt es sich um die Fahigkeit der Darm-Mikrobiota den Wirt vor
einer von Pathogenen-verursachten Infektion zu schiitzen (Stecher et al., 2013a). Dieses Phanomen
wurde 1962 zum ersten Mal erwahnt, als gezeigt werden konnte, dass die Vorbehandlung der Maus
mit Streptomycin zu einer verringerten Infektionsdosis von S. Enteritidis filhrte (Bohnhoff and Miller,
1962). Einige Jahre spater konnte der Nachweis erbracht werden, dass anaerobe Bakterien im Darm
den Wirt vor der Kolonisierung von Pathogenen (u.a. Klebsiella pneumoniae, E. coli und
Pseudomonas aeruginosa) schiitzen und es wurde der Begriff Kolonisierungsresistenz eingefiihrt (van
der Waaij et al., 1971). Auch im Falle von S. Typhimurium fiihrt eine Antibiotikabehandlung zu einer
erhohten Sensitivitait des Wirts gegenliber dem Bakterium und dadurch zu einer verstarkten
Infektion (Sekirov et al., 2008). Insgesamt gibt es vier Faktoren, die mit zur Kolonisierungsresistenz
beitragen: (I) die direkte Bakterien-Inhibierung, (ll) den Erhalt der Mucus-Barriere, (lll) die
Stimulation des Immunsystems und (1V) die Verstoffwechselung von limitierenden N&hrstoffen (siehe
Abb. 1.3). Die direkte Inhibierung der Bakterien erfolgt hierbei (iber die Produktion von
antimikrobiellen Peptiden, z.B. Bacteriocinen, oder durch die Freisetzung von hemmenden
Metaboliten, z.B. Acetat und Butyrat, die das direkte Wachstum von Pathogenen verhindern kénnen
(Stecher and Hardt, 2011). Zusatzlich regulieren die kommensalen Bakterien im Darm die Dicke und

Festigkeit der Mucus-Schicht. Antibiotika-Behandlungen oder bereits eine Anderung der Wirts-
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Erndhrung kénnen zu einer Verdnderung in der Dicke der Mucus-Schicht fiihren (Wlodarska et al.,
2011, Earle et al., 2015). Es konnte gezeigt werden, dass bereits bakterielle Produkte ausreichend
sind, die Mucus-Synthese zu stimulieren (Johansson et al., 2015). Defekte Mucus-Schichten, die eine
erhohte Permeabilitdt aufweisen, flihren zu einer erhohten Anfalligkeit gegen Colitis (Johansson et
al.,, 2014). Indem kommensale Bakterien die Mucus-Produktion anregen, erschweren sie die
Kontaktbildung von den darunterliegenden Epithelzellen mit Pathogenen (McKenney and Pamer,
2015). Ein weiterer Nebeneffekt der Darm-Mikrobiota ist die natlrliche Stimulation des
Immunsystems des Wirts. So fordern z.B. Bakterien des Clostridia-Clusters XIVa die Entwicklung von
anti-inflammatorischen regulatorischen T-Zellen (Atarashi et al., 2013). Weitere kommensale
Bakterien kénnen CD4*-T-Zellen aktivieren und Cytokin-Produktion férdern (Mazmanian et al., 2005).
Indem Bakterien der Mikrobiota Rezeptoren des angeborenen Immunsystems stimulieren, kommt es
zu einer gesteigerten Expression von bakteriziden C-Typ-Lektinen durch Epithelzellen, wodurch das
Wachstum von Bakterien gehemmt werden kann (Vaishnava et al.,, 2011). Eine weitere auf
Kompetitivitat beruhende Schutzfunktion kann tber den Nahrstoffverbrauch erfolgen. Dabei fihrt
die Diversitat der normalen Mikrobiota zu einer fast vollstandigen Verwertung aller Ressourcen,
wodurch den aufgenommenen pathogenen Bakterien keine Nahrstoffquellen zu Verfligung stehen
und sich daher nicht vermehren konnen (McKenney and Pamer, 2015, Stecher and Hardt, 2011,

Kamada et al., 2013, Stecher et al., 2013a).

Direkte Inhibierung «f" / Restine
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Abb. 1.3: Mechanismen der Kolonisierungsresistenz. Die Mikrobiota des Darms verfiigt Gber vier verschiedene Funktionen,
die zur Kolonisierungsresistenz beitragen. (1) Die direkte Inhibierung erfolgt durch die Synthese von toxischen
Komponenten von benachbarten Bakterien. (2) Durch den Erhalt der als Barriere-dienenden Mucus-Schicht erschwert die
Mikrobiota invasive Bakterien, die dahinterliegenden Epithelzellen zu erreichen. (3) Durch die Regulierung der
Immunantwort, kdnnen Pathogene friihzeitig eliminiert werden. (4) Die effiziente Verringerung des Nahrstoffangebots in
der Umgebung, wie z.B. Polysaccharide, durch die Kommensalen limitiert die Ausbreitung von weniger gut angepassten
Bakterien. Quelle: (McKenney and Pamer, 2015), modifiziert, mit Erlaubnis von Elsevier.
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1.2.4 Kolonisierung von Pathogenen im Darm

Zur Uberwindung der Kolonisierungsresistenz und erfolgreichen Besiedelung des Darms haben
pathogene Bakterien verschiedene Strategien entwickelt. So findet in dem E. coli-Bakterium im Laufe
einer erfolgreichen Kolonisierung des Wirts ein Anhdufung von Mutationen statt, die es dem
Bakterium ermoglichen, alternative Kohlenstoffquellen zu erschlieBen und effizient neue Nischen zu
besetzen (Giraud et al.,, 2001). Ebenso besitzt S. Typhimurium innerhalb der SPI-6 ein Typ-6-
Sekretionssystem (T6SS), durch das eine antibakterielle Amidase in kommensale Bakterien
eingeschleust werden kann und diese zur Lyse bringt, wodurch sich die Salmonellen einen Vorteil in
der Kolonisierung des Darms verschaffen (Sana et al., 2016). Neben dieser antibakteriellen Amidase
produziert S. Typhimurium auch das toxische Colicin Ib, welches durch Porenbildung in der inneren
Membran nah verwandte Bakterien, wie z.B. kommensale E. coli-Stamme, abtotet (Nedialkova et al.,
2014). Eine weitere, jedoch gegensatzliche Strategie sich gegen andere Bakterien durchzusetzen ist
das gezielte Hervorrufen einer Immunreaktion (Stecher et al., 2013a, Stecher et al., 2013b). Durch
die erhohte Widerstandsfahigkeit vieler Pathogener gegeniiber der angeborenen Immunantwort,
kénnen sie sich unter diesen Bedingungen einen Wachstumsvorteil verschaffen. So weisen
Salmonellen im Gegensatz zu den kommensalen Bakterien eine Resistenz gegen das antimikrobiell-
wirkende Lektin RegllIB auf, welches bei einer Salmonellen-Infektion verstarkt vom Wirt produziert
und im Darm freigesetzt wird (Stelter et al., 2011). Eine Entziindungsreaktion im Darm kann auch zu
einem starken Anstieg an horizontalem Gentransfer innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae
fihren, was die Verbreitung von Fitness-, Virulenz- und Antibiotika-Resistenz-Genen unterstitzt
(Stecher et al., 2012). S.Typhimurium ist zusatzlich sogar in der Lage aufgrund einer
Entziindungsreaktion Tetrathionat als einen neuen Elektronenakzeptor zu nutzen (Winter et al.,
2010). Wie bereits erwdhnt, besitzt die Pathogenitatsinsel SPI-2 neben den T3SS-2 kodierenden noch
weitere, fir den Abbau von Tetrathionat zustdndige Gene (Hensel et al., 1999a). Aufgrund der
Abwesenheit von Tetrathionat im Darm wurde lange Zeit angenommen, dass dieser Genbereich
keine Rolle in der Virulenz von Salmonella spielt (Hensel et al., 1999b). Erst 2010 konnte ein
komplexer Mechanismus identifiziert werden, der eine Verbindung zur Virulenz herstellen konnte
Hierbei produziert die Mikrobiota Schwefelwasserstoff als Stoffwechselendprodukt, welches eine
toxische Substanz fiir den Wirt darstellt. Als GegenmalRnahme wandelt die intestinale Mucosa daher
diese Substanz in nicht-toxisches Thiosulfat um. Kommt es durch die Infektion von Salmonella zu
einer Entziindungsreaktion, so gelangen Phagozyten in den Darm und setzen zur Abwehr u.a.
reaktive Sauerstoffspezies frei. Diese wiederrum gehen mit dem Thiosulfat eine chemische Reaktion
ein, wodurch Tetrathionat als Endprodukt entsteht. Das Tetrathionat kann schliellich von den
Salmonellen als alternativer Elektronakzeptor verwendet werden, wodurch sich das Bakterium einen

Wachstumsvorteil gegentiber der restlichen Mikrobiota verschafft (Winter et al., 2010).
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1.3 Metabolismus als Virulenzfaktor

Die erfolgreiche Vermehrung von Bakterien im Wirt ist abhangig von der Verfligbarkeit notwendiger
Nahrstoffe. Das Beziehen dieser essentiellen Energiequellen stellt wahrend der Infektion fir
pathogene Bakterien allerdings eine Herausforderung dar, da die Abwehr des Wirts den Zugang zu
essentiellen Nahrstoffen, wie z.B. Eisen, einschrankt (Abu Kwaik and Bumann, 2013). Pathogene
haben daher hocheffiziente Strategien entwickelt, die dem Nahrstoffentzug entgegenwirken (Winter
et al., 2010, Steeb et al., 2013). So produziert beispielsweise Salmonella das Eisen-bindende
Siderophor Salmochelin, welches resistent gegen den Abbau durch Lipocalin-2 ist. Das vom Wirt
produzierte Lipocalin-2 inaktiviert wahrend einer Entziindungsreaktion die anderen bakteriellen
Siderophore. Dadurch verschafft sich Salmonella einen kompetitiven Vorteil gegeniiber der
Mikrobiota, da es einen effizienteren Zugang zum essentiellen Eisen besitzt (Raffatellu and Baumler,
2010). Die Fahigkeit, neue metabolische Nischen zu erschlieRen, verschafft den pathogenen
Bakterien ebenfalls einen Wachstumsvorteil. Diese neuen metabolischen Stoffwechselwege sind
meist, wie z.B. das Tetrathionat-Gencluster, auf Pathogenitatsinseln lokalisiert (Hensel et al., 1999a,
Schmidt and Hensel, 2004, Winter et al., 2010). Ebenso verschafft die Fahigkeit, Sialinsduren zu
verstoffwechseln, dem Bakterium Vibrio cholerae einen Vorteil in der Kolonisierung des Intestinal-
Trakts (McDonald et al., 2016). Ein weiterer, im Magen verfligbarer Nahrstoff ist Urea, der von dem
Bakterium Heliobacter pylori mittels einer Nickel-Transporter-abhangigen Urease in Ammoniak
umgewandelt werden kann. Diese Urease-Aktivitdt ermoglicht den Erhalt des Protonengradienten
und ist essentiell fir die Kolonisierung des Wirts (Nolan et al., 2002). Campylobacter jejuni, welches
aufgrund fehlender glykolytischer Phosphat-Fruktose-Kinasen keine Zucker als Kohlenstoffquellen
verwerten kann, bezieht seine Energie hauptsachlich Uber freie Amino- und Ketosduren. Bereits
durch minimale genetische Veranderungen im Genom des Pathogens kdnnen neue Substrate als
Kohlenstoffquellen verwendet werden, die eine Kolonisierung spezieller Wirts-Gewebe ermdéglichen

(Hofreuter et al., 2008).

1.3.1 Nutzung alternativer Kohlenstoffquellen als Uberlebensstrategie im Darm

Da im Darm eine hohe Nahrstoffkonkurrenz zwischen kommensalen und pathogenen Bakterien
herrscht, sind Pathogene dazu gezwungen, sich metabolische Nischen zu suchen, die ihnen geniigend
Energie zum Uberleben und Replizieren liefern (Fuchs et al., 2012). Dabei ist die zeitlich angepasste
und differenzierte Regulation der Expression von metabolischen und Virulenz-Genen notwendig,
damit das pathogene Bakterium die Mikrobiota lberwachsen kann. So konkurriert der pathogene
enterohamorrhagische E. coli EHEC O157:H7 im Darm in der Anwesenheit von kommensalen E. coli-
Stammen nicht um die reichlich vorkommende Kohlenstoffquelle Fucose, sondern verstoffwechselt

alternative Zucker, wie z.B. Mannose (Fabich et al., 2008). Durch die zeitgleiche niedrige Expression
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von Virulenzgenen ist es dem Pathogen moglich, sich in dieser Nische erfolgreich gegen die
Mikrobiota durchzusetzen. Erst beim Erreichen der Epithelzelloberflaiche werden die Virulenzgene in
einem Quorum Sensing-abhdngigem Prozess aktiviert und die Infektion kann voranschreiten
(Pacheco et al., 2012). Ebenso erfolgt die Nutzung alternativer Substrate durch Stoffwechselwege,
die in avirulenten Stammen haufig nicht vorkommen. So sind z.B. pathogene E. coli-Stamme in der
Lage, die Substanz Deoxyribose zu verstoffwechseln, was ihnen einen Wachstumsvorteil wahrend der
intestinalen Kolonisierung verschafft (Martinez-Jehanne et al., 2009). Des Weiteren sind Salmonellen
in der Lage das im Darm vorkommende myo-Inositol zu verstoffwechseln. Zustandig fiir den Abbau
von myo-Inositol sind die iol-Gene, die auf einer 22,6 kb genomischen Insel (GEI4417-4436) liegen
(Kroger and Fuchs, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die iol-Gene notwendig sind fir die Darm-

Kolonisierung von Huhn, Schwein, Rind und Maus (Chaudhuri et al., 2013).

Das in Lebensmitteln als Stabilisator, Fillstoff und Konservierungsmittel vorkommende Maltodextrin
fordert das Uberleben und die mukosale Kolonisierung von S. Typhimurium (Nickerson et al., 2014).
Im Gegensatz dazu vermittelt der Mineralstoff Calcium und dessen Salze eine erhohte intestinale
Resistenz  gegenliber S. Enteritidis-Infektionen (Ten Bruggencate et al, 2011). Die
Nahrstoffzusammensetzung im Darm hat somit maRgeblich Einfluss auf die Virulenz von pathogenen
Bakterien und deren Infektiositat. Auf genetischer Ebene zeigt sich eine Verbindung zwischen
Metabolismus und der Virulenz von pathogenen Bakterien darin, dass einige Virulenzgene, z.B. hapR
in Vibrio cholerae, der Kontrolle der Katabolitrepression unterliegen (Poncet et al., 2009, Gorke and
Stulke, 2008), bzw. metabolisch-aktive Regulatoren, wie z.B. das Cra-Protein in Shigella flexneri, die
Expression von Virulenzgenen beeinflussen kénnen (Dong and Schellhorn, 2010, Gore and Payne,
2010). Doch nicht nur ein breites Spektrum an alternativen Kohlenstoffquellen, auch die Wahl des
Elektronenakzeptors kann fir die Kolonisierung bedeutend sein. So fuhrt die Nutzung von Fumarat,
Nitrat und Tetrathionat (siehe 1.2.4) als alternative Elektronenakzeptoren zu einem
Wachstumsvorteil der pathogenen Bakterien (Guccione et al., 2010, Jones et al., 2011, Winter and

Baumler, 2011).

In den néachsten drei Abschnitten wird beispielhaft die Nutzung von drei alternativen
Kohlenstoffquellen und deren Auswirkung auf das Wachstum von Kommensalen und Pathogenen im

Darm detailliert beschrieben.

1.3.2 Der Mucus als Nahrstoffquelle

Der Gastrointestinal-Trakt ist mit einer Mucusschicht ummantelt, die im Magen und Dickdarm einen
zweischichtigen Aufbau aufweist. Die untere Schicht steht in direktem Kontakt zu den Epithelzellen
und hat eine Dicke von 50-200 um. Die darliber liegende Schicht hat eine lockerere Struktur und

dient als Nische fiir Bakterien (Hansson, 2012). Der Mucus besteht groRtenteils aus Wasser und
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Glykoproteinen, sogenannte Mucine. Insgesamt gibt es mehr als 100 verschiedene Mucin-
Oligosaccharide (Robbe et al., 2004), wobei Hexosamine wie N-Acetyl-Glucosamin und Zucker wie
Mannose, Galaktose, Fucose und Glukose in die Kohlenhydratkette des Mucins eingebaut sind. Ist ein
Bakterium in der Lage, diese Kohlenhydrate enzymatisch abzuspalten, so kann er diese Bausteine als
Nahrstoffquelle nutzen (Staib and Fuchs, 2014). Terminale Kohlenhydrate sind unter anderem der
Zucker L-Fucose und die Sialinsdure N-Acetyl-Neuraminsdure. Das pathogene Bakterium
Vibrio cholerae ist in der Lage diese Sialinsdure enzymatisch vom Mucin abzuspalten und zu
verstoffwechseln, wobei eine Mutation im Sialinsdure-spezifische Transporter zu einer attenuierten
Kolonisierung in der Maus fihrt (McDonald et al, 2016). Kommensale, wie z.B.
Bacteroides thetaiotaomicron spalten mit Hilfe von Sialidasen die fiir sie nicht verstoffwechselbaren
Sialinsduren ab, um an die restlichen Kohlenhydrate im Mucus zu gelangen. Enteropathogene wie
Clostridium difficile und S. Typhimurium machen sich dies zu Nutze, indem sie die so freigesetzten
Sialinsduren verwerten. S. Typhimurium selbst besitzt u.a. Gene fir die Verstoffwechselung von L-
Fucose zu 1,2-Propandiol, wobei deren Deletion ebenfalls zu einem attenuierten Phanotyp in der

Maus fihrt (Ng et al., 2013).

1.3.3 Verstoffwechselungsfahigkeit von 1,2-Propandiol

1,2-Propandiol ist ein Zwischenprodukt bei der Verstoffwechselung von L-Fucose oder L-Rhamnose.
E. coli exkretiert 1,2-Propandiol wahrend der Fucose-Fermentation aktiv aus der Zelle und liefert
dadurch anderen Bakterien im Darm eine alternative Energiequelle (Cocks et al., 1974). Fiur die
Metabolisierung dieser Substanz benétigt S. Typhimurium die im pdu-Operon kodierenden Proteine,
den Elektronenakzeptor Tetrathionat und den Cofaktor Cobalamin (Price-Carter et al., 2001). Die
Gene des pdu-Operons sind insofern essentiell flir die Kolonisierung, da deren Expression beim
Wachstum von S. Typhimurium in Makrophagen, Epithelzellen und im Darm von Hihnern
hochreguliert ist und eine Deletion dieser Gene zu einem attenuierten Wachstum in
Mausmakrophagen fiihrt (Staib and Fuchs, 2014, Klumpp and Fuchs, 2007). Da auch die pathogenen
Bakterien Listeria, Clostridium, Shigella und Yersinia in der Lage sind, 1,2-Propanedial zu verwerten,
scheint dieser anaerobe Abbauweg einen allgemeinen Wachstumsvorteil gegeniiber anderen

Bakterien, die nicht fahig sind solche Fermentationsendprodukte zu verstoffwechseln, zu schaffen.

1.3.4 Ethanolamin als Kohlenstoffquelle

Neben 1,2-Propandiol ist S. Typhimurium ebenso in der Lage Ethanolamin zu verstoffwechseln.
Ethanolamin kommt neben der Nahrung auch in Bakterien und Epithelzellen vor, da Ethanolamin die
polare Kopfgruppe im Phosphatidylethanolamin bildet. Letzteres ist ein Phospholipid, welches fir die
Bildung der Doppellipidschicht der Zellmembran zustandig ist. Ebenso wie bei 1,2-Propandiol ist fur

die Verstoffwechselung von Ethanolamin ein spezifisches Gencluster (eut Gene), der
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Elektronenakzeptor Tetrathionat und der Cofaktor Cobalamin notwendig (Staib and Fuchs, 2014,
Price-Carter et al.,, 2001, Khan, 2014). Der Abbau von Ethanolamin erlaubt die verbesserte
Proliferation der Bakterien im Darm, wobei die eut Gene in S. Typhimurium im Hihnerdarm
hochreguliert sind (Harvey et al., 2011). Deletionen in den eut Genen fiihren zu einer verminderten
Kolonisierung von S. Typhimurium in Nematoden (Srikumar and Fuchs, 2011) und zu einem
Wachstumsnachteil im Mé&usedarm (Thiennimitr et al., 2011). Interessanterweise kommt es im
Mausedarm nur im Zusammenhang mit einer entsprechenden Entzlindungsreaktion zu einem

Wachstumsvorteil durch die Ethanolamin-Verstoffwechselung.

1.3.5 Aufnahme von alternativen Kohlenstoffquellen durch Phosphotransferase-Systeme
(PTS)
Ungefdhr 3,2 % aller Gene im Genom eines einzelnen Bakteriums kodieren fiir Proteine, die
Komponenten in verschiedensten PTS darstellen (Saier et al., 2005). Erstmalig beschrieben wurden
PTS in E.coli im Jahr 1964 als eine Art neuartiges Zuckeraufnahmesystem, welches
Phosphoenolpyruvat (PEP) als Energiequelle fiir die Phosphorylierung der Zucker verwendete (Kundig
et al., 1964). Proteine, die wichtige Funktionen im PTS einnehmen, sind El, HPr, EllA, EIIB und EIIC,
wobei die drei letzteren (EIIA, B und C) entweder als Domanen oder einzelne Proteine vorliegen

(Postma et al., 1993).

Cytoplasma Mannitol-1-P Periplasma

umn— .
A Mannitol
—

PEPX El P-HPr
Pyruvat P-El X HPr

Glukose
ElCSe
~—~—n—

C ElCY > Mannose
— o>

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Aufnahme von Mannitol, Glukose und Mannose mittels PTS. Die zwei Proteine El
und HPr gelten als universelle Proteine aller PTS. Ausgehend von dem Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP) wird das Protein
EIIA Gber eine Phosphorylierungskaskade phosphoryliert. Das P~EIlA-Protein transferiert die Phosphatgruppe zum
verwandten ElIB-Protein, welches daraufhin das Phosphat auf das Substrat Gibertragt. Das Substrat ist hierbei an das
Membran-integrierte EIIC-Protein gebunden. Wahrend des Prozesses wird das Substrat aus dem Periplasma ins Zytoplasma
transportier. ElIA, EIIB und EIIC (und EIID) sind jeweils spezifisch fiir einen speziellen Kohlenstoff. Gezeigt sind hier drei
unterschiedliche Ell-Proteine spezifisch fur Mannitol (EIIA, EIIB, EIICMt'), Glukose (ElIA, EIIBCG'C) und Mannose (EIIAB,
EIICDMa"). Dabei besitzt das Mannitol-spezifische PTS ein Ell-Protein, das aus drei Dominen (EIIA, B und C)
zusammengesetzt ist, das Glukose-spezifische PTS zwei Ell-Proteine, EIIA und EIIBC (aus zwei Doménen), und das Mannose-
spezifische PTS die drei Ell-Proteine EIIAB (aus zwei Doméanen), EIIC und EIID. Die Abbildung wurde von (Postma et al., 1993)
bernommen und mit Erlaubnis von American Society for Microbiology (ASM) modifiziert.
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In Anwesenheit von zweiwertigen Kationen und PEP wird das dimerische Protein El phosphoryliert
und Ubertragt die Phosphatgruppe auf das HPr Protein. Beide Proteine zdhlen zu den universellen
PTS-Proteinen, da sie nicht substratspezifisch sind und speziell in E. coli und S. Typhimurium Teil
verschiedener PTS sind. Das HPr Protein Ubertragt die Phosphatgruppe auf das EIIA Enzym. Die
Enzyme EIIA, EIIB und EIIC sind spezifisch und kénnen entweder als einzelne Proteine oder Domanen
innerhalb eines Proteins vorliegen (Abb. 1.4). Eine Besonderheit stellt hierbei das Mannose-
spezifische PTS dar, da hier noch ein weiteres, in die Membran integriertes Protein EIID vorhanden ist

(Deutscher et al., 2014, Postma et al., 1993).

Die Hauptfunktion von PTS sind die Bindung, Aufnahme und die Phosphorylierung von
Kohlenhydraten. Allerdings werden den Systemen noch weitere Funktionen zugeordnet, unter
anderem (i) dem Transport von nicht PTS-Zucker (King and O'Brian, 2001), (ii) die Nettoproduktion
von Kohlenstoffen und Energiespeicherquellen (Pries et al, 1991), (iii) Wechsel zwischen
Fermentation und Atmung (Koo et al., 2004), (iv) in der Zellbeweglichkeit, (v) Pathogenitat, (vi)
Zellphysiologie, (vii) Zellteilung (Powell et al., 1995) und (viii) in der Genexpression (Barabote and

Saier, 2005, Deutscher et al., 2014).

1.3.6 Aufnahme und Verstoffwechselung von Galaktitol

Galaktitol zahlt neben Mannitol und Sorbitol zu einem der drei natirlich vorkommenden
Zuckeralkohole, der erstmalig von Laurent aus der Dulcit-Manna Pflanze in Madagaskar isoliert
wurde (Habermehl, 2008). Die Substanz ist Bestandteil von Algen, Pilzen und hoéheren Pflanzen
(Nowitzki-Grimm et al., 2015), wobei hier speziell in den Celastraceae (Spindelbaumgewachse),
Scrophulariaceae (Braunwurzgewdchse) und Orobanchaceae (Sommerwurzgewachse) (Lewis, 1984).
Galaktitol kann als Kohlenstoffquelle von Bakterien genutzt werden und wird durch ein spezifisches
PTS in die Zelle aufgenommen. Erstmalig wurde die Aufnahme von Galaktitol in E. coli K12
beschrieben, wobei nur wenige K12-Stamme in der Lage sind, Galaktitol zu verwerten (Wolff and
Kaplan, 1956, Lengeler, 1975a, Lengeler, 1975b). Zusatzlich zeigt sich in E. coli noch eine
temperatursensitive Galaktitolverwertung, die nur unter 35 °C erfolgt (Lengeler, 1977). In E. coli wird
Galaktitol Gber das EIIC®*-Protein in die Zelle transportiert, wobei es von EIIB phosphoryliert wird.
Nach der Aufnahme wird Galaktitol-1-Phosphat von der GatD-Dehydrogenase in Tagatose-6-
Phosphat umgewandelt (Nobelmann and Lengeler, 1995, Nobelmann and Lengeler, 1996). Durch
eine weitere Phosphorylierung durch die Phosphofructokinase PfkA entsteht in E. coli Tagatose-1,6-
Bisphosphat, das durch eine Aldolase in GAP und DHAP umgewandelt wird und in die Glykolyse

eingebracht werden kann (Brinkkotter et al., 2002).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Der Gastrointestinal-Trakt des Menschen beherbergt etwa 70 Billionen Mikroorganismen, die in etwa
500-1000 Bakterienspezies unterteilt werden kdnnen. Zusammen bilden die Bakterien ein
komplexes, dynamisches und hoch konkurrierendes Okosystem. In den letzten zehn Jahren
verbesserte sich aufgrund der Verwendungsmoglichkeit neuer Technologien, wie next generation
sequencing (NGS), das Verstandnis in den physiologischen und pathologischen Prozessen, die durch
die kommensale Mikrobiota beeinflusst werden. Zudem gibt es vermehrt Anzeichen fiir eine direkte
Korrelation zwischen einer verdnderten Mikrobiota-Zusammensetzung und verschiedenen
Erkrankungen, wie z.B. entziindliche Darmerkrankungen, Diabetes oder Fettleibigkeit. Weitere
Faktoren, die maligeblich Einfluss haben, sind das Alter, Immunsystem und die Erndhrung des Wirts.
So zeigt die Darm-Mikrobiota von Jagern und Sammlern, bzw. Populationen, die eine traditionelle
ackerbaugesellschaftliche Erndhrung zu sich nehmen, eine hohere Artenvielfalt als die der westlichen
Population. In einem gesunden Menschen bildet die Darmmikrobiota einen natirlichen Schutz gegen
eindringende pathogene Bakterien. Diese Kolonisierungsresistenz kann unter anderem durch die
Einnahme von Antibiotikum oder einem Erndhrungswechsel aufgehoben werden, was eine
Kolonisierung von enterischen Pathogenen, wie z.B. S.Typhimurium, beglinstigt. Da im
Gastrointestinal-Trakt eine starke Konkurrenz um Nahrstoffe zwischen kommensalen und
pathogenen Bakterien herrscht, sind letztere gezwungen sich metabolische Nischen zu suchen, in
denen sie Uberleben und replizieren kénnen. Diese Strategie wird durch die Nutzung von alternativen
Substraten als Kohlenstoffquelle erreicht, wodurch diese Keime meist {ber zuséatzliche
Stoffwechselwege, die in avirulenten Stimmen nicht vorkommen, verfligen. So sind unter anderem
die Lebensmittel-Pathogene S. Typhimurium, Clostridium difficile und Listeria monocytogenes in der
Lage, Substrate wie 1,2-Propandiol und Ethanolamin als Kohlenstoffquelle zu nutzen, wodurch sie
sich gegeniiber der nativen Mikrobiota einen Wachstumsvorteil verschaffen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Erndhrung des Wirtes auf die Pathogenitdt von
Salmonellen untersucht werden, da die komplexen Wechselwirkungen, die bei der Erndhrung
zwischen Wirt, Mikrobiota und Pathogenen stattfinden, noch weitestgehend unverstanden sind.
Dazu wurde zunachst der Einfluss zwei unterschiedlicher Didten auf die Zusammensetzung der
bakteriellen Mikrobiota in einem in vivo Mausversuch untersucht. Parallel dazu wurde Uberpriift,
inwiefern sich die Erndhrung der Mause auf eine Salmonellen-Infektion und deren Transkriptom
auswirkt.

Die Transkriptomanalyse trug dazu bei, Virulenzgene zu identifizieren, deren Expression in
Abhdngigkeit zu verabreichten Didten stehen. Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Galaktitol-
spezifisches Aufnahmesystem auf molekularer Ebene charakterisiert, wobei der Schwerpunkt auf der

proteinchemischen Analyse des Regulatorproteins lag.
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2 Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien (Anhang Tabelle A 1) werden gréBtenteils von den Unternehmen Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland) bezogen. Zusatzlich werden Verbrauchsmaterialien (Anhang Tabelle A 2) bei der Firma
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) erworben. Gerdte und Verbrauchsmaterialien
speziell fiir die Tierhaltung werden hauptsdchlich bei Tecniplast Deutschland GmbH
(HohenpeiRenberg, Deutschland) gekauft und sind im Anhang Tabelle A 2 aufgelistet. Weitere
eingesetzte Gerate und deren Herkunft kdnnen ebenfalls im Anhang Tabelle A 2 eingesehen werden.
Verwendete molekularbiologische Kits stammen von den Unternehmen Stratec Biomedical AG
(Birkenfeld, Deutschland) und Macherey-Nagel GmbH und Co. KG (Diiren, Deutschland). Die
Herstellung von Puffern und Medien erfolgt mit Reinstwasser aus einer Milli-Q-Anlage (Millipore,
Eschborn, Deutschland). Die so gewonnenen Losungen werden autoklaviert oder mittels

Membranfilter (Millipore, Eschborn, Deutschland) sterilfiltriert.
2.1 Mikrobiologische Techniken

2.1.1 Bakterienstimme

Die verwendeten und hergestellten Bakterienstamme sind im Anhang Tabelle A 3 beigefiigt.

2.1.2 Kulturbedingungen, Antibiotika und Medien

Die Bakterienstimme werden, soweit nicht anders angegeben, bei 37 °C entweder im
Komplexmedium (lysogeny broth; LB) oder im Minimalmedium (M9) angezogen. Bei Bedarf werden
Arabinose (Endkonzentration: 0,2 %) als Induktor oder Antibiotika (zur Selektion) zum Medium
hinzugegeben. In Tab. 2.1 sind die hier verwendeten Antibiotika mit den jeweils gewahlten

Konzentrationen zusammen gestellt.

Tab. 2.1: Verwendete Antibiotika

Stammldsung Endkonzentration
Antibiotikum Losungsmittel Hersteller
[mg/ml] [mg/ml]
Ampicillin Milli-Q 50 150 Roth
Chloramphenicol 100 % Ethanol 10 20 USB
Kanamycin Milli-Q 50 50 Roth
Nalidixin Milli-Q 10 20 Fluka
Streptomycin Milli-Q 50 50 Sigma-Aldrich
Tetrazyklin 70 % Ethanol 12 12 Sigma-Aldrich
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Als Kohlenstoffquelle im Minimalmedium dient entweder Glukose, Arabinose oder Galaktitol, wobei

die Anzucht von Zellen in Galaktitol-haltigem Medium unter sauerstoffarmen Bedingungen (nicht

geschittelt) erfolgt. Bakterienzellen mit temperaturempfindlichen Plasmiden werden bei 30 °C

schittelnd kultiviert. Die Zusammensetzung der einzelnen Medien ist wie folgt:

LB Medium
(Bertani, 1951)

M9 Medium - Standard
(Sambrook and Russell, 2001)

M9 Medium mit Galaktitol
(Sambrook and Russell, 2001)

10-fach M9 Salze
(Sambrook and Russell, 2001)

10g
5g
58

440 ml
50 ml
5ml

1ml

50 ul

280 ml
50 ml
167 ml
1 ml
50 ul

70g
30g

58
10g

Trypton aus Casein
Hefeextrakt

NaCl

ad 1000 ml Milli-Q-Wasser

autoklavieren (121 °C, 20 min)

Milli-Q-Wasser (steril)
10-fach M9 Salze

20 % (w/v) Glukose bzw.
20 % (w/v) Arabinose bzw.
20 % (w/v) Fruktose

1M MgSO,

1 M Cacl,

Milli-Q-Wasser (steril)
10-fach M9 Salze

3 % (w/v) Galaktitol
1M MgSO,

1 M Cacl,

Na,HPO,

KH,PO,

NaCl

NH,CI

ad 1000 ml Milli-Q-Wasser

sterilfiltrieren

Da Galaktitol als Zuckeralkohol nur eine maximale Loslichkeit von 31 g/l in Wasser besitzt (3,1 %),

wird eine 3 %ige Galaktitol-Stammldsung vorgefertigt. Zusatzlich muss man bei der Herstellung des

M9 Mediums beachten, dass alle Komponenten einzeln sterilfiltriert bzw. autoklaviert werden. Bei

der Herstellung von Agar wird dem Medium bzw. Milli-Q-Wasser vor dem Autoklavieren noch 1,5 %
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Agar-Agar beigesetzt. Das bendétigte Antibiotikum oder der Induktor kdnnen beigemischt werden,

sobald der fliissige Agar auf ca. 50 °C abgekuhlt ist.

2.1.3 Lagerung der Bakterien

Zur kurzfristigen Lagerung (max. 4 Wochen) kdnnen die auf LB- oder Selektiv-Platten gewachsenen
Bakterienstamme bei 4 °C gelagert werden. Fir eine dauerhafte Aufbewahrung der Stamme wird
eine Ubernachtkultur (UNK) im Verhiltnis 1:2 mit einer 50 %igen Glycerin-Lésung gemischt und

anschliefend bei -80 °C gelagert.

2.1.4 Wachstumsuntersuchungen in Komplex- und Minimalmedium

Fir Standard-Wachstumskurven werden 50 ml LB Medium oder Minimalmedium mit 500 pl
(Verhéltnis 1:100) einer UNK beimpft. Die Zellen werden, soweit nicht anders vermerkt, bei 37 °C
schittelnd, bzw. im Fall von M9 mit Galaktitol nicht schittelnd, inkubiert. Die optische Dichte der
Kultur wird dabei stlindlich bei einer Lichtwellenldnge von bei 600 nm (ODgy) bestimmt, bis die
Kultur in die stationare Phase eintritt und die Zellen kein Wachstum mehr zeigen. Fir durchgangige
Messungen Uber 24 h werden 400 ul des frisch angeimpften Mediums (soweit nicht anders
angegeben) im Verhéltnis 1:100 in eine Mikrotiterplatte pipettiert und die ODgy stlindlich im

Bioscreen C™ (Bioscreen, Piscataway, USA) bestimmt.

2.1.5 Kompetitiver Index

Zur Bestimmung der relativen Fitness einer Mutante im Vergleich zum Wildtyp werden die Stamme
in einem kompetitiven Experiment untersucht. Dazu werden die Bakterien separat in LB-Medium bei
37 °C und 150 UpM im Schittler auf eine ODgy von 0,5 angezogen. Die Kulturen werden in
unterschiedlichen Verhaltnissen zueinander gemischt und in frisches M9 Medium mit Galaktitol als
einzige Kohlenstoffquelle gemischt. Zur Unterscheidung der Mutante vom Wildtyp besitzen die
Deletionsmutanten noch eine Kanamycin-Resistenzkassette im deletierten Gen. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten werden die Kolonie-bildenden Einheiten pro ml (KbE/ml Kultur) bestimmt. Dazu werden
Proben der Bakterienkultur auf Kanamycin-haltigen LB-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C

inkubiert. Die relative Fitness wird durch das Verhéltnis der KbE/ml der einzelnen Stimme berechnet.

2.1.6 Phanotypische Charakterisierung von S. Typhimurium-Mutanten

Die Charakterisierung von Mutanten im Hinblick auf den Metabolismus erfolgt mit PM MicroPlates™
der Firma BIOLOG (Hayward, CA, USA), mit denen die Verwertung von Kohlenstoffquellen getestet
werden kann. Wildtyp und Mutante werden dazu lber Nacht in LB-Medium angezogen. Die Zellen
werden zweimal mit sterilem PBS gewaschen und in Minimalmedium (ohne Kohlenstoffquelle),

versetzt mit Tetrazoliumviolett, resuspendiert. Die Inokulationsdichte liegt bei einer ODggy von 0,06.
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Nach Beimpfung der Mikrotiterplatten PM1 und PM2 erfolgt eine Inkubation UGber 24 h bei 37 °C.
Kann dabei ein Kohlenstoff vom Stamm verstoffwechselt werden, erfolgt die Produktion von NADH,
wodurch Tetrazoliumviolett reduziert wird. Dies fiihrt zur Violettfarbung des sonst farblosen
Tetrazoliumvioletts und ermdglicht so eine visuelle Auswertung. Parallel dazu wird das quantitative
Wachstum der Stamme in den einzelnen Kohlenstoffquellen gemessen. Hierflir wird auf die Zugabe

von Tetrazoliumviolett verzichtet und die ODggy nach 24 h gemessen.
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2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 Oligonukleotide, Plasmide und Molekulargewichtsmarker

Eine Ubersicht der verwendeten Plasmide und Oligonukleotide (Primer) findet sich in den Anhdngen
Tabelle A 4 und Tabelle A 5. Zur Bestimmung der DNA-FragmentgroRen wird der
Molekulargewichtsmarker Gene Ruler DNA Ladder Mix und zur Identifizierung der GréBe von
Proteinen der Page-Ruler™ Prestained Protein Ladder verwendet, beide bezogen von der Firma

Thermo Fisher Scientific GmbH (Braunschweig, Deutschland).

2.2.2 Praparation von Nukleinsauren

2.2.2.1 Plasmidisolierung

Die Aufreinigung von Plasmiden mittels des Kits ,,Invisorb® Spin Plasmid Mini Two“ der Firma Stratec
Biomedical AG (Birkenfeld, Deutschland) basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse, die zur
Isolierung der Plasmid-DNA mit anschlieBender Bindung der Plasmid-DNA an einen Filter fihrt.
Hierfiir werden 2 ml einer Plasmid-haltigen UNK in einem Eppendorf-GefiaR abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 250 pl Lésung A gel®st. Zur Lyse der Zellen wird Lésung B
dazugegeben und vorsichtig invertiert. Nach Zugabe von Lésung C wird das Gemisch 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand kann nun auf die Siule (Spin-Filter) pipettiert und 1 min bei 11.000 g
zentrifugiert werden. Dabei bindet die Plasmid-DNA an die Spin-Filter Membran. Zum Waschen
werden 750 pl Waschlosung auf die Sdule gegeben und ebenfalls 1 min bei 11.000 g zentrifugiert.
Dem Waschschritt folgt eine dreiminiitige Zentrifugation, um die Sdule von RestflUssigkeiten zu
befreien. Abschliefend wird die Saule in ein 1,5 ml Eppendorf-GefaR liberfiihrt und die Plasmid-DNA

mittels ddH,0 eluiert.

2.2.2.2 Isolierung chromosomaler DNA aus S. Typhimurium

Zur Isolierung der genomischen DNA werden zuerst 1,5 ml einer UNK durch Zentrifugation pelletiert
(1 min, 13.000 g). Durch Zugabe von 100 pl Lysozym (10 mg/ml in Lyse-Puffer) und 15 min Inkubation
auf Eis werden die Bakterien lysiert. Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen folgt eine
Inkubation Uber Nacht bei 55 °C mit 10 ul 10 %iger SDS-Losung und 5 ul Proteinase K (10 mg/ml).
AnschlieBend wird zur Fallung der DNA 500 pl Isopropanol dazugegeben. Die DNA kann nun mit einer

Pipettenspitze entnommen werden. Es folgen noch zwei Waschschritte in 96 %igem Ethanol und
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70 %igem Ethanol, bevor die DNA bei 37 °C getrocknet werden kann. Zum Schluss wird sie in 150 pl

ddH,0 geldst und kann bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

2.2.2.3 RNA-Isolation aus S. Typhimurium

Ein wichtiger Aspekt bei der RNA-Isolation ist, den unkontrollierten Abbau durch RNAsen zu
verhindern. Diese sind praktisch in jedem biologischen Material vorhanden und missen daher
deaktiviert werden. Die RNA wird, abhangig vom Ausgangsmaterial, mittels zweier verschiedener

Methoden isoliert.

RNA-Isolation von S. Typhimurium ST4/74 aus dem Caecum von M&usen

Ausgangsmaterial ist hierbei eine 1 ml Bakteriensuspension, die zuvor mittels immunomagnetischer
Aufreinigung aus dem Darminhalt der Maus gewonnen werden kann (2.4.5.3). Wegen der
zwangslaufig geringen Menge an Ausgangsmaterial je Maus und der begrenzten Anzahl an Proben
wird die RNA mit Hilfe des Kits NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland) isoliert und aufgereinigt. Bei dieser Methode erfolgt die Deaktivierung vorhandener
RNAsen bereits im Lyse-Puffer, welcher groRe Mengen an chaotropischen lonen besitzt (Vonhippel
and Wong, 1964). Dabei wird gemaR Herstellerangaben wie folgt vorgegangen: Nach kurzem
Zentrifugieren wird das Bakterienpellet in 100 pl TE-Puffer (mit 1 mg/ml Lysozym) geldst und fur
10 min bei 37 °C inkubiert. Zum vollstandigen Aufbrechen der Zellen wird 350 ul RA1 Puffer und
3,5 ul Mercaptoethanol dazugeben und das Ganze mit dem Vortex gut gemischt. Die Probe wird zur
Filtrierung des Lysats auf eine lila-markierte Saule gegeben und 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Im
Fall einer Pelletbildung muss der Uberstand in ein neues Eppendorf-GefiR (iberfiihrt werden. Dazu
werden 350 ul vom 70 %igen Ethanol hinzugegeben und wie oben gemischt. Zur Bindung der
Nukleinsduren wird das Lysat auf eine weitere Saule (blau-markiert) gegeben und 30 s bei 11.000 g
abzentrifugiert. Es folgt ein Schritt zur Entsalzung der Silica-Membran, an welche die Nukleinsduren
gebunden haben. Dazu werden 350 ul MDB Puffer hinzugefligt und 1 min bei 11.000 g zentrifugiert.
Die Entfernung der Salze auf der Membran sorgt anschlieRend fiir einen effizienteren DNA Verdau,
der direkt im Anschluss folgt. Dazu missen vorbereitend 10 pl rDNAse mit 90 pl des entsprechenden
Reaktionspuffers gemischt werden. Von diesem Gemisch werden 95 ul auf die entsalzte Silica-
Membran pipettiert und das Ganze fiir 15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit folgen drei Waschschritte, beginnend mit dem Puffer RAW2 (200 ul fiir 30 s bei
11.000 g) und gefolgt von dem Puffer RA3 mit 600 pl (30s bei 11.000 g) und 250 pl (2 min bei
11.000 g). Die Saule wird anschlieBend in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefal Gberfihrt und die RNA
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in 60 ul RNAse-freiem H,0 eluiert. Zur Steigerung der RNA-Konzentration werden die 60 pl nach dem

Zentrifugieren erneut auf die Membran pipettiert und der Elutionsschritt wiederholt.

RNA-Isolation aus Bakterienkulturen

Kann die RNA, z. B. fiir Transkriptionsstudien, aus 50 ml Bakterienkulturen isoliert werden, erfolgt die
Isolation mittels einer einfachen Phenolextraktion. Zur Inaktivierung von RNAsen wird
Diethylpyrocarbonat (DEPC) verwendet, das an primare und sekundare Amine bindet und durch die
resultierende kovalente Bindung Nukleasen funktionsunfahig macht (Mihlhardt, 2009). Im Versuch
wird dazu bidestilliertes Wasser, das zur Herstellung der bendtigten Puffer verwendet wird, vorab

mit DEPC Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlieRend autoklaviert, um das DEPC zu deaktivieren.

50 ml einer Bakterienkultur werden abzentrifugiert (10 min, 6.500 g) und das Pellet in 1 ml Trizol
resuspendiert. Trizol ist ein Gemisch aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, in dessen wassriger
Phase sich die RNA sammelt und Proteine, Lipide und DNA in der organischen Phase verweilen. Die
Zellsuspension wird in ein vorgefertigtes 2 ml Eppendorf-GefaR, gefiillt mit einer kleinen Menge an
0,1 mm Zirkonia/Silica-Beads (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA), gegeben und mittels des
Ribolysers (FastPrep®-24, MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland) zerkleinert (dreimal 45 s bei
6.500 UpM). Zwischen den einzelnen Schritten wird das Eppendorf-GefdR immer 1 min auf Eis
gekiihlt. Nach dem Aufschluss der Zellen werden 400 pl Chloroform dazupipettiert und das Ganze
10 s lang stark geschittelt. Anschliefend wird das Eppendorf-Gefall fiir 2-5 min bei RT inkubiert,
bevor es 15 min bei 13.000 g und RT zentrifugiert wird. Die wassrige Phase wird abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt. Nach Zugabe von 450 ul Isopropanol wird das Gemisch fir
30 min bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgt eine 30-minltige Zentrifugation bei RT und 13.000 g.
Danach wird das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet. Abschliefend wird

die isolierte RNA in 25 pl RNAse-freiem H,0 geldst.

2.2.2.4 Entfernung der ribosomalen RNA aus RNA Proben

Die Gesamt-RNA einer Bakterienzelle besteht zu etwa 90-95 % aus ribosomaler RNA (rRNA). Fur die
Analyse eines kompletten Transkriptoms ist die rRNA nicht von Interesse und sollte daher aufgrund
ihres (iberproportionalen Anteils im Vorfeld entfernt werden. Dazu wird das Ribominus™
Transcriptome Isolation Kit (Yeast and Bacteria) der Firma Invitrogen verwendet. Hierbei erfolgt eine
Bindung der rRNA an spezifischen Biotin-markierten Oligonukleotidsonden. Biotin wiederum bindet
an Streptavidin, das an magnetische Kiigelchen gekoppelt ist, wodurch die rRNA mittels

magnetischer Krafte aus der Probe entfernt werden kann. Die Durchfiihrung erfolgt nach
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Herstellerangaben. Um die RNA im Anschluss aufzukonzentrieren, wird eine Ethanol-Fallung
(ebenfalls nach Herstellerangaben) durchgefiihrt. Die Proben werden dann entweder bei -20 °C

gelagert oder konnen sofort fiir die Fragmentierung (2.2.2.5) verwendet werden.

2.2.2.5 RNA-Fragmentierung

Zur Herstellung einer cDNA Bibliothek fiir eine Transkriptomsequenzierung muss die von rRNA
befreite RNA (2.2.2.4) mit dem Covaris E220 (Covaris, Woburn, MA, USA) fragmentiert werden.
Ausgangsmaterial sind dabei 300 ng RNA, gelost in 50 pul Nuklease-freiem H,0, die auf eine
Fragmentlange von ca. 150 bp zerkleinert werden. Dabei werden folgende Gerateeinstellungen
gewdhlt: 180 Sekunden, 10% Einschaltdauer, 175 Watt, 200 Zyklen/StoReinheit. Nach der
Fragmentierung werden die Proben mittels Ethanolfallung (2.2.2.9) auf ein Volumen von 25 pl

reduziert und im Anschluss dephosphoryliert (2.2.5.3).

2.2.2.6 DNAse Verdau

Nach der RNA-Phenolextraktion (2.2.2.3) wird im Normalfall ein DNAse Verdau durchgefiihrt, um
etwa vorhandene DNA-Verunreinigungen nach der RNA-Isolation zu entfernen. Dazu werden 80 pl
RNA mit 10 ul RQ1 RNAse-freie DNAse (1 U/ul) und 10 pl 10-fach RQ1 RNAse-freier DNAse-Puffer
(Promega, Fitchburg, Massachusetts, USA) gemischt und fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Zur
nachfolgenden Entfernung der DNAse werden 100 ul Chloroform hinzugegeben, das Ganze 15s
geschittelt und danach 15 min bei 4 °C und 13.200 g abzentrifugiert. Die obere wassrige Phase wird
in ein frisches Eppendorf-GefaR tberfihrt und es folgt eine einfache Ethanolfallung. Dabei wird die
RNA zweimal mit 100 bzw. 70 %igem -20 °C kaltem Ethanol gewaschen und anschlieBend bei RT
getrocknet. Sind alle Ethanolreste entfernt, wird die RNA in 80 pul RNAse-freiem Wasser gel6st. Die
RNA-Konzentration kann mittels des NanoDrops ND-1000 (Thermo Scientific) bestimmt werden. Zur
Verifizierung der erfolgreichen DNA-Entfernung wird eine DNA-spezifische Kontroll-PCR (2.2.4)
durchgefiihrt. Danach kann die RNA bei -80 °C gelagert werden.

2.2.2.7 Herstellung von cDNA mittels reverser Transkriptase

Die fiir die Transkriptionsanalyse bendtigte cDNA wird unter Verwendung von dem qScript’™” cDNA
SuperMix (Quanta Bioscience, Gaithersburg, MD, USA) hergestellt. Die Durchfiihrung erfolgt nach

Angaben des Herstellers. 1 ug RNA Template wird mit 4 pl gScript cDNA SuperMix (5-fach) gemischt
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und mit RNAse- und DNAse-freiem ddH,0 auf ein Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Der cDNA
SuperMix beinhaltet bereits alle Komponenten, die fiir eine cDNA-Synthese notwendig sind. Dazu
gehoren 2’'Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs), MgCl,, Puffer, Primer, ein RNAse Inhibitor, eine
reverse Transkriptase sowie Stabilisatoren. Bei den Primern handelt es sich um eine Mischung aus
zufallig gewdhlten Hexanukleotiden und Oligo-dT-Primer (komplementdr zum PolyA-Schwanz der
MRNA). Das Reaktionsgemisch wird 5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und zuletzt 5 min bei 85 °C
inkubiert. Die cDNA kann bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden. Zur Transkriptionsanalyse

wird eine PCR nach Standardverfahren (2.2.4.1) durchgefiihrt.

2.2.2.8 Herstellung einer cDNA-Bibliothek (cDNA Bibliothek)

Die Generierung einer cDNA Bibliothek zur Transkriptomsequenzierung erfolgt mit dem TruSeq Small
RNA Sample Preparation Kit (lllumina, Inc., Investor Relations, San Diego, CA, USA). Dabei wird die
fragmentierte und rephosphorylierte RNA (2.2.2.5 und 2.2.5.3) mittels einer reversen Transkriptase
in eine einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Der komplementare Strang wird durch die DNA-
Polymerase | und RNAse H synthetisiert. Nach erfolgter Adapterligation kann die cDNA Bibliothek fir

die Sequenzierung verwendet werden (2.2.8.2).

2.2.2.9 Aufreinigung von Nukleinsauren mittels Ethanolfallung

Mit Hilfe der Ethanolféllung lassen sich Nukleinsduren aufreinigen und aufkonzentrieren. Dabei wird
1 pl Glycogen (20 pg/ul) und 1 ml 100 %iger EtOH zur Probe dazugegeben und gut gemischt. Nach
einer Inkubation von mindestens 30 min bei -20°C wird die Probe fir 15 min bei 12.000g
abzentrifugiert, wodurch die Nukleinsduren ein Pellet ausbilden. Durch zwei Waschschritte mit 500 pl
70 %igem EtOH werden die Nukleinsdauren von Kontaminationen befreit. Im Anschluss wird das Pellet

getrocknet und in 25 pl RNAse- und DNAse-freiem Wasser resuspendiert.

2.2.2.10 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren

Die Bestimmung der Konzentration von RNA bzw. DNA erfolgt mittels des NanoDrops ND-1000
(Thermo Scientific). Es handelt sich um eine spektrophotometrische Messung, bei der bereits 1 pl
Probe fiir ein genaues und reproduzierbares Ergebnis ausreicht. Dabei wird zuerst reines
bidestilliertes Wasser (Blank) und anschlieBend die Probe gemessen. Die Konzentration errechnet

sich aus der Extinktion bei 260 nm (optimaler Absorptionsbereich fiir Nukleinsduren, E,g). Zuséatzlich



30 | Material und Methoden

werden die Extinktionen bei 230 nm (Absorptionsbereich fiir Salze, E,3;) und 280 nm
(Absorptionsbereich von Proteinen, E,g) gemessen. Aus den Quotienten E,go/Ezg0 UNd Exgo/Eoso ldsst
sich die Reinheit der Nukleinsduren abschatzen. Optimale Werte fir das Verhaltnis von Eyg/Ejso
liegen flir DNA bei ca. 1,8 und fiir RNA bei ungefahr 2,0. Kleinere Werte lassen auf Verunreinigungen
durch Proteine, Phenole oder andere Kontaminanten schlieRen. Der optimale Wert fiir das Verhaltnis
von E,eo/Easp liegt zwischen 1,8 und 2,2. Niedrigere Werte sind ein Hinweis auf die Anwesenheit von

verschiedenen Zuckerarten, Salzen oder organischen Lésungsmitteln.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wird verwendet, um geladene Molekiile (unter anderem DNA) anhand ihrer
unterschiedlichen GroRRe zu trennen. In einer Agarose-Gelelektrophorese werden DNA Proben auf ein
1 %iges Agarose-Gel aufgetragen. Das Gel liegt hierbei in einer Gelelektrophoresekammer, die mit
einer ionischen Pufferlosung (1-fach TAE-Puffer) gefillt ist. Von der Probe werden 5 pl, gemischt mit
1 ul 6-fach Loading Dye (Thermo Scientific), in eine Tasche des Gels pipettiert. Fir den
GroRenvergleich der Fragmente wird ein Standard (Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder) neben die DNA
Probe in eine freie Reihe auf das Gel aufgetragen. Ist die Gelelektrophoresekammer an den
Spannungsgeber angeschlossen, wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung im einwirkenden
elektrischen Feld in Richtung Anode (positiver Pol). Da groRere Fragmente durch die im Gel
vorhandenen Poren langsamer vorankommen, kommt es zu einer GroRenauftrennung. Die Laufzeit
der Gelelektrophorese betragt 30-60 min. Anschliefend wird das Gel fiir 15-20 min in einer GelRed-
Losung gefdrbt und durch UV-Transillumination bei 320 nm im ImageMaster® (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) visualisiert. Aus den Wegstrecken lasst sich die FragmentgroBe und aus der

Farbintensitat dessen Haufigkeit ablesen.

1 %iges Agarose-Gel 10g Agarose
100 ml 1-fach TAE Puffer
aufkochen
50-fach TAE-Puffer 2M Tris
50 mM EDTA

pH 8,0 (mittels Eisessig)
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2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

2.2.4.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) dient zur Vervielfaltigung von
spezifischen DNA-Fragmenten. Die Amplifikation wird dabei wie folgt durchgefiihrt: zunachst wird
das DNA-Template auf 95°C erhitzt, wodurch sich die Wasserstoffbriicken zwischen den
komplementdren Basen |6sen, was zur Ausbildung von einzelstrangiger DNA flihrt (Denaturierung).
Durch Absenken der Temperatur auf ca. 55 °C binden kurze, spezifische Oligonukleotide (Primer) an
die DNA (Annealing). Die Annealing-Temperatur muss individuell an die Primer angepasst werden
und errechnet sich aus der Basenzusammensetzung und der Liange der Primer. Die gebundenen
Primer dienen der Tag-Polymerase als Ausgangspunkt, um bei einer Temperatur von 72 °C
(Temperaturoptimum der Tag-Polymerase) aus der einzelstrdngigen wieder eine doppelstriangige
DNA zu synthetisieren (Elongation). Durch Wiederholung dieser drei Schritte (ca. 30- bis 35-mal)
kommt es zur Vervielfadltigung des spezifischen DNA-Fragments (Tab. 2.3). Bei der praktischen
Durchfiihrung wird zuerst ein Mastermix erstellt, der die in Tab. 2.2 aufgelisteten Komponenten

beinhaltet.

Tab. 2.2: PCR-Mastermix

Substanz Volumen [pl]

1-fach 10-fach Reaktionspuffer 5

25 mM MgCL, 3

20 mM dNTP Mix (5 mM pro dNTP) 2

10 pmol/ul Primer Forward 1

10 pmol/ul Primer Reverse 1

20-100 ng Template 1-10

5U/ul Tag DNA-Polymerase 0,5

ddH,0 ad 50 (Mmilli-Q)
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Tab. 2.3: PCR-Programm

Reaktion Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiale Denaturierung 95 5
Denaturierung 95 0,5
30-35 Zyklen Annealing 45-55 0,5
Elongation 72 0,5-3 (1000 bp/min)
Finale Elongation 72 8
Lagerung 8 unbegrenzt

Die verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang Tabelle A 5 aufgelistet. Sie werden von der Firma
Eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland) bezogen und auf eine Konzentration von 10 pmol/ul
eingestellt. Die Lange der Primer betragt im Schnitt 18-24 bp (mit Ausnahme von Deletionsprimern,
die eine Lange von ca. 50 bp haben). Die Schmelztemperatur T,, berechnet sich nach folgender
Formel:

Ty = 2°C* (Ny + Np) + 4°C * (No + Ng),

wobei N, fiir die Anzahl der Basen A, T, C oder G steht. Mit Hilfe der Schmelztemperatur kann die
Annealingtemperatur bestimmt werden, die optimaler Weise 0,5°C niedriger als die

Schmelztemperatur ist.

2.2.4.2 Kolonie-PCR

Eine Kolonie-PCR wird verwendet, um spezifische DNA-Fragmente auf Plasmiden oder genomischer
DNA zu identifizieren, ohne diese vorher speziell aufzureinigen. Die Reaktion erfolgt in einem
Endvolumen von 25 pl (alle Volumina laut Tab. 2.2 werden halbiert). Als Template-DNA dient 1 pl

einer in 100 pl H,0 geldsten Kolonie.

2.2.4.3 Reverse Transkriptase-PCR

Bei der Reversen Transkriptase (RT)-PCR wird als Template eine in cDNA umgeschriebene RNA

verwendet. Das Pipettierschema und das Protokoll entspricht der Standard-PCR (2.2.4.1).
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2.2.4.4 Aufreinigung von PCR-Fragmenten und linearisierten Plasmiden

Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten und linearisierten Plasmiden erfolgt mittels des Kits Invisorb®
Fragment Clean Up (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland). Sie wird durchgefiihrt, wenn
das Template fiir eine neue Reaktion in einem anderen Puffer vorliegen muss. Flir PCR-Reaktionen
mit einem Volumen von 50 ul werden diese mit 250 ul Bindepuffer gemischt. Bei groReren Volumen
wird die Menge an Bindepuffer entsprechend angepasst. Die Suspension wird auf einen Spin-Filter
aufgetragen und fir 2 min bei 11.000 g zentrifugiert. Dabei bindet die DNA an die Membran des Spin-
Filters und kann im Anschluss mit 30-50 pl ddH,0 in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefal} eluiert
werden. Dazu wird das ddH,0 auf die Membran pipettiert, fir 1 min bei RT inkubiert und zum Schluss

1 min bei 11.000 g abzentrifugiert. Die DNA kann anschlieRend bei -20 °C gelagert werden.

2.2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.5.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme sind Enzyme, die spezifische Nukleotid-Sequenzen erkennen und diese innerhalb
ihrer Sequenz schneiden. lhre natiirliche Funktion in Bakterien dient dem Schutz vor Phagenbefall
durch Abbau von Fremd-DNA. Allerdings finden Restriktionsenzyme in der Molekularbiologie haufig
Verwendung bei der Klonierung. Fiir einen praparativen Restriktionsverdau werden hierfir die
Enzyme von Thermo Scientific (Braunschweig, Deutschland) bezogen, wobei die Reaktion im jeweils
vom Unternehmen vorgegebenen Puffer stattfindet. Die Ausgangsmenge der zu verdauenden DNA
betragt bei PCR-Fragmenten 1 pg und bei Plasmiden 5-10 pg. Fiir einen optimalen Verdau missen
einige Aspekte beriicksichtigt werden, insbesondere die einzusetzende Menge an Enzyme (in Units)
und die zeitliche Dauer, um einen Uberverdau der DNA zu vermeiden. Bei Restriktionsenzymen ist
1 Unit definiert als die Reaktionsbedingung, bei der 1 pug genomischer lambda (A)-DNA in 60 min von

dem Enzym geschnitten wird. Unter Beriicksichtigung dieser einzelnen Aspekte ergibt sich folgende

Formel:
Gy Nspya Mpna
Ny = * * * (1 4+ myyp)
Gpnva  Nsy ts
mit
Ny = Anzahl einzusetzender Units [Units]
Gy = GroRe A-Genom [bp]
Gpna = GroRe DNA-Fragment [bp]

Nspna = Anzahl Schnittstellen im DNA-Fragment
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Nga = Anzahl Schnittstellen im A-Genom
mpna = DNA-Menge [pg]

t, = Dauer [h]

Mgvp = prozentualer Uberverdau

Daraus kann das einzusetzende Volumen (V,.,q) der Restriktionsenzyme (Tab. 2.4) berechnet werden:

1 Ny

end = 7
Cg]

mit

Ny = Anzahl einzusetzender Units [Units]

Ce = Konzentration der Enzyme [Units/pl]

Durch die oben beschriebene Formel kann die einzusetzende Menge an Enzym und die Dauer des
Verdaus in Abhangigkeit von der GroBe und Menge der DNA-Fragmente bestimmt werden (die
Inkubationszeit variiert zwischen 1-5h). Die Temperatur wahrend der Inkubation betragt 37 °C
(soweit nicht anders angegeben). Eine Inaktivierung der Enzyme erfolgt mittels Hitze (falls moglich)

oder durch Aufreinigung (2.2.4.4).

Tab. 2.4: In der Arbeit verwendete Restriktionsenzyme

Enzym Units Erkennungssequenz Puffer Hersteller

HindlIl 10 U/ul AAGCTT 1-fach R-Puffer Thermo Scientific

Kpnl 10 U/l GGTACC 1-fach Cfr9l-Puffer Thermo Scientific

Notl 10 U/l GCGGCCGC 1-fach Cfr9l-Puffer Thermo Scientific
1-fach Sacl-Puffer oder 1-

Pstl 10 U/ul CTGCAG Thermo Scientific
fach Tango-Puffer

Sacl 10 U/l GAGCTC 1-fach Cfr9l-Puffer Thermo Scientific

Scal 10 U/ul AGTACT 1-fach Scal-Puffer Thermo Scientific

Xhol 10 U/ul CTCGAG 1-fach R-Puffer Thermo Scientific

Cfral (Xmal) 10 U/l CCCGGG 1-fach Cfr9l-Puffer Thermo Scientific

2.2.5.2 Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung einer Religation, bei der ein bereits geschnittenes Plasmid ohne Aufnahme eines
Inserts ligiert, werden die Plasmide nach dem Restriktionsverdau dephosphoryliert. Dies erfolgt

mittels einer alkalischen Phosphatase (FastAP) und dem dazugehorigen FastAP-Puffer (Thermo
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Scientific). Hierfir muss nach Zugabe der Komponenten die DNA fir 15 min bei 37 °C inkubiert

werden. Die Inaktivierung der FastAP erfolgt fir 5 min bei 75 °C.

2.2.5.3 Phosphorylierung und Dephosphorylierung von RNA

Fragmentierte RNA (2.2.2.5) muss zur effizienten Adapterligierung bei Transkriptomsequenzierungen
dephosphoryliert und anschlieend wieder phosphoryliert werden. Die Dephosphorylierung erfolgt

nach folgendem Schema:

Dephosphorylierung 25 ul Fragmentierte RNA (300 ng)
3ul 10-fach antarktischer Phosphatase Puffer
2,0 ul Antarktische Phosphatase

Der Ansatz wird 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend mittels des Kits miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) aufgereinigt und in 30 ul RNAse-freiem ddH,O eluiert. Im Anschluss erfolgt die

Phosphorylierung der Probe nach folgendem Schema:

Phosphorylierung 30 ul Dephosphorylierte RNA
3,5 ul 10-fach T4 Polynukleotidkinase Puffer
2 ul T4 Polynukleotidkinase

Der Ansatz wird 1 h bei 37 °C inkubiert und ebenfalls mit dem miRNeasy Mini Kit aufgereinigt. Eluiert
wird die RNA in 30 pl RNAse-freiem ddH,0. Im Anschluss daran wird die Konzentration mit Hilfe des
NanoDrops bestimmt und 0,2-1 ug geléste RNA mittels der SpeedVac (Eppendorf) auf ein
Endvolumen von 5 ul aufkonzentriert. Die prozessierte Probe kann dann zur Herstellung einer cDNA

Bibliothek (2.2.2.8) weiter verwendet werden.

2.2.5.4 Ligation von DNA-Fragmenten und Plasmiden
Das Zusammenfligen einzelner DNA-Fragmente wird durch die T4 Ligase katalysiert, welche die

Phosphate am 5‘-Ende mit Hydroxylgruppen am 3’-Ende von DNA-Molekilen verknipfen kann. Fir
die Ligation werden Vektor und Insert im molaren Verhaltnis von 1:5 gemischt, wobei, soweit nicht

anders angegeben, 100 ng Insert eingesetzt werden. Die Inkubation erfolgt 1 h bei 16 °C.
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Ligationsansatz 100 ng Insert
1-15 pl Plasmid (1/5 der molaren Menge vom Insert)
1l T4 Ligase
2 ul 10-fach T4 Ligasen Puffer

ad 20 pl Milli-Q-Wasser
1 h bei 16 °Cinkubieren

2.2.6 DNA-Transfer

Der Austausch von DNA bietet den Bakterien einen evolutionaren Vorteil, da sie durch Aufnahme von
Fremd-DNA, z.B. Antibiotikaresistenzen, erwerben kénnen. Dabei gibt es drei im Labor verwendete
Hauptmechanismen, die Konjugation, die Transformation oder die Phagentransduktion, welche fiir
den Austausch verantwortlich sind und so fiir die kiinstliche DNA-Ubertragung gezielt eingesetzt

werden.

2.2.6.1 Konjugation

Das Prinzip der Konjugation besteht darin, dass der Trager der DNA (Donor) die DNA durch Zell-Zell-
Kontakt (Pili) in einen Empfanger (Akzeptor) Gibertragt. Verwendet wird diese Methode speziell fiir
die Vektoren pUTs-/ux(Cm) und pUTs-gfp(Cm) mit dem E. coli Stamm S17.1 Apir als Donor und dem
S. Typhimurium Wildtyp-Stamm ST4/74 als Akzeptor.

Festkonjugation

Zur Festkonjugation missen sowohl Donor als auch Akzeptor zur Ausbildung der Pili frisch auf Platte
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert werden. Anschliefend werden Kolonien vom Donor
abgenommen und auf einer frischen LB Platte (ohne Antibiotikum) in Form eines Kreises mit ca. 2 cm
Durchmesser (GroRRe einer 1 Euro-Miinze) verteilt. Die doppelte Menge des Akzeptorstammes wird
nachfolgend mit der Impfése abgenommen, mit dem Donor auf der LB Platte vermischt und fiir 6 h
bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss werden die Bakterien von der Platte abgenommen, in 1 ml LB
Medium resuspendiert und in verschiedenen Verdiinnungsstufen auf LB-Platten mit den

entsprechenden Antibiotika, die selektiv fir Plasmid und Akzeptor sind, ausgestrichen.

Flissigkonjugation

Fir die Flussigkonjugation werden UNK von Donor und Akzeptor in frisches LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum Gberimpft und zu einer ODgy von 0,5-0,55 bei 37 °C kultiviert. 2,5 ml

der Donorkultur werden mit 1,5 ml der Akzeptorkultur gemischt und sofort pelletiert (5 min bei
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7.500 UpM bei RT). Nach einem Waschschritt mit 10 ml LB-Medium wird das Bakteriengemisch in
0,5 ml LB Medium resuspendiert. Der gesamte Ansatz wird auf einen Membranfilter (MilliPore)
gegeben, der auf einer vorgewarmten LB-Platte (ohne Antibiotikum) liegt, und vorsichtig unter der
Cleanbench getrocknet. Nach einer zweistiindigen Inkubationszeit bei 37 °C werden die
Bakterienzellen vorsichtig von der Membran abgenommen und in 1 ml LB-Medium resuspendiert.
Davon werden 200 pl auf einer antibiotikahaltigen LB-Platte, die selektiv fir Plasmid und Akzeptor

ist, ausplattiert und im Brutschrank Gber Nacht angezogen.

2.2.6.2 Transformation

Fiir eine DNA-Ubertragung mittels Transformation miissen die Bakterienzellen im Vorfeld kiinstlich
kompetent, d.h. aufnahmefahig gemacht werden. Je nach Art der Transformation werden die Zellen
entsprechend vorbehandelt. Eine gangige Methode ist die Elektroporation, bei der die
Bakterienzellen durch einen elektrischen Impuls dazu gebracht werden, die Fremd-DNA
aufzunehmen. Bei der zweiten Methode wird ein Hitzeschock als Stimulus fiir die DNA-Aufnahme

verwendet (CaCl,-Methode).

Herstellung elektrokompetenter Zellen

50 ml vorgewidrmtes LB-Medium (bei Bedarf mit Antibiotikum) wird 1:100 mit einer UNK angeimpft.
Die Kultur wird bei 37 °C bis zu einer ODggo von 0.4-0.6 geschiittelt. AnschlieBend wird die Kultur fur
15 min auf Eis gestellt und in ein Zentrifugationsrohrchen (Falcon-Tube) Uberfihrt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (7 min bei 6.500 UpM und 4 °C) erfolgen drei Waschschritte mit 5 %igem
Glycerin (50 ml, 25 ml, 5 ml). Nach dem letzten Waschschritt wird das Pellet in 400 pl 10 %igem
Glycerin resuspendiert, daraus Aliquots & 40 ul hergestellt und die nun elektrokompetenten Zellen

bei -80 °C eingefroren.

Herstellung von Calciumchlorid-kompetenten Zellen

Von einer UNK werden 0,5 ml in 50 ml frisches LB-Medium (bei Bedarf mit Antibiotikum) tiberimpft
und bei 37 °C bis zu einer ODgg von ca. 0,5 inkubiert. Die Zellen werden dann 15 min auf Eis gekihlt
und im Anschluss 10 min bei 4.000 UpM und 4 °C pelletiert. Die Zellen werden in 10 ml eiskaltem
0,1 M CaCl, resuspendiert und nochmals 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem zweiten
Zentrifugationsschritt werden die Zellen in 5ml 0,1 M CaCl, aufgenommen, in vorgekihlte

Eppendorf-GefaRe aliquotiert (40 ul) und bei -80 °C gelagert.
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Transformation mittels Elektroporation

Zur Transformation mittels Elektroporation werden die elektrokompetenten Zellen langsam auf Eis
aufgetaut. 1-5 pl der zu transformierenden DNA-L6sung (die in die Bakterienzelle eingefiigt werden
soll) wird mit dem Aliquot und 40 pl sterilem Milli-Q-Wasser vermischt. Der gesamte Ansatz wird in
eine Elektroporationskiivette (Peqlab) pipettiert und dort ein elektrischer Impuls im Elektroporator
(Peglab) ausgelost (25 pF; 200 Ohm; 2,5kV). Der Ansatz wird sofort in 1ml SOC-Medium
resuspendiert und 45 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert. AnschlieRend kénnen 100 ul auf LB-Platten

mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert werden.

SOC-Medium 47 ml SOB
1ml 1 M MgCl,
1ml 1 M MgSO,
1ml 1 M Glukose

sterilfiltrieren

SOB-Medium 20g Trypton
5g Hefeextrakt
0,5¢g NaCl
02g KCl

ad 1000 ml Milli-Q-Wasser

autoklavieren (121 °C, 20 min)

Transformation mittels Hitzeschock

Fir die Transformation mittels Hitzeschock werden Calciumchlorid-kompetente Zellen auf Eis
aufgetaut und 1 pl der zu transformierenden DNA dazu pipettiert. Nachdem der Ansatz 30 min auf
Eis inkubiert worden ist, erfolgt der Hitzeschock. Dazu muss das Eppendorf-Gefall mit den Zellen 90 s
bei 42 °C inkubiert und anschlieRend 2 min auf Eis abgekihlt werden. Nach Zugabe von 800 pl SOC-
Medium werden die Zellen 45 min bei 37 °C inkubiert. Am Schluss werden 100 ul der Zellsuspension
auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C

gelagert.
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2.2.6.3 Phagentransduktion

Bei der Phagentransduktion wird DNA mittels des Phagen P22 (Maloy, 1990) lbertragen, wobei eine
Kanamycin-Resistenzkassette auf eine effiziente Art in einen neuen Stamm eingebracht werden kann.
Dazu erfolgt zuerst die Herstellung eines Phagenlysats, dem die Transduktion folgt. Verwendung
findet diese Methode bei der Herstellung von Deletionsmutanten (2.2.7.2), wenn im bakteriellen
Genom mittels homologer Rekombination ein Gen durch eine Resistenzkassette ersetzt werden soll.
Die Rekombinase, die fiir die Rekombination verantwortlich ist, besitzt eine hohe Aktivitat, die zu
ungewollten Schaden im Genom flihren kann. Durch die Phagentransduktion wird die Kanamycin-

Resistenzkassette in einen Rekombinase-unberiihrten Stamm eingebracht.

Herstellung des Phagenlysats

Als Ausgangspunkt des Phagenlysats dient eine UNK, welche die transduzierende Kanamycin-
Resistenzkassette im Genom besitzt. 10 ml frisches LB-Medium mit Kanamycin wird 1:100 mit der
UNK angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,15-0,2 kultiviert. AnschlieBend werden 5 ml in ein
Reagenzglas Uberfiihrt und 5 pl des P22-Phagenwildtyps (P22(WT)) dazugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 6 h bei 37 °C werden die Zellen in ein 15 ml Falcon-Tube uberfihrt und zum
Aufbrechen der Bakterienzelle mit 50 pl Chloroform gemischt. Nach Inkubation des Ansatzes fiir 2 h
bei 4 °C wird dieser 10 min bei 4 °C und 7.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die P22-
Phagen befinden, wird abgenommen und sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgt dann bei 4 °C im

Kihlschrank.

Phagentransduktion

Fir die Phagentransduktion wird eine UNK des Stammes bendtigt, welcher die Kanamycin-
Resistenzkassette erhalten soll (Rezipient). 200 pl der UNK werden in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-
Gefall Gberfihrt, mit 10 ul des hergestellten Phagenlysats gemischt und 1 h bei 37 °C stehend
inkubiert. AnschlieBend wird der gesamte Ansatz auf LB-Platten mit Kanamycin als Selektionsmittel
ausplattiert. Um eine Kontamination ausschlieRen zu kénnen, werden parallel dazu noch 100 pl der
UNK, sowie 50 pl des Phagenlysats ausplattiert. Am nichsten Tag werden gewachsene Kolonien auf
Green Plates (+ Kanamycin) ausgestrichen und erneut bei 37 °C inkubiert. Mittels Green Plates
kénnen Bakterien identifiziert werden, die zum einen das Antibiotikaresistenzgen aufgenommen
haben, zum anderen aber phagenfrei sind. Phageninduzierte Lyse fiihrt zu einem Absenken des pH-
Wertes, wodurch der in den Green Plates enthaltende pH-Indikator seine Farbe von griin (neutraler

pH-Wert) zu dunkelblau (saurer pH-Wert) wechselt. Blaue Kolonien deuten damit auf die
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Anwesenheit von Phagen hin, weiRe Kolonien bedeuten phagenfreie Zellen. Mehrfaches Passagieren
weiller Kolonien erméglicht eine sichere Selektion von phagenfreien Bakterien. Am Ende erfolgt ein
Ausstrich einer weilRen Kolonie auf LB-Platte mit Kanamycin. Die Transduktion wird mittels Kolonie-
PCR und eines Uberkreuzausstrichs verifiziert. Fiir den Uberkreuzausstrich wird der transduzierte
Stamm in Form eines waagrechten Striches auf eine Green Plate und im 90 ° Winkel dazu der
P22(WT) als Strich ausgestrichen. Ohne Kontakt mit P22(WT) sollten die Kolonien ein weiles
Erscheinungsbild haben, durch Kontakt mit dem Phagen jedoch eine blaue Koloniemorphologie

sichtbar sein.

Green Plates 8g Trypton
1lg Hefeextrakt
5g NaCl
15¢g Agar

ad 1000 ml Milli-Q-Wasser, autoklavieren
(121 °C, 20 min)

anschlieBend noch dazufiigen

21 ml 40 % (w/v) Glukose
25 ml 2,5 % (w/v) Alizaringelb G
3,3ml 2 % (w/v) Anilinblau

Fir die Herstellung der Green Plates werden die 40 %ige Glukose-Losung und das Alizaringelb G
vorher separat autoklaviert. Das Anilinblau wird mit einem 0,22 um Filter (Millipore) sterilfiltriert.
Alizaringelb G muss vor jeder Verwendung durch leichtes Erhitzen in der Mikrowelle gel6st werden,

bevor es zum Agar gegeben werden kann.

2.2.7 Konstruktion von Salmonella-Stammen

2.2.7.1 Herstellung von Reporterstaimmen in S. Typhimurium

Zur Verifizierung der bioinformatischen Promotoranalyse und quantitativen Bestimmung der
Transkriptionsaktivitat einzelner Gene werden die putativen Promotorbereiche mit verschiedenen
Reportergenen fusioniert. Verwendet werden hierbei die Vektoren pUTs-gfp und pUTs-luxCDABE
(kurz: pUTs-lux), die beide eine Chloramphenicol-Resistenzkassette besitzen (Vektorkarten s. Anhang
Abbildung A 1 und Abbildung A 2). Bei beiden Vektoren pUTs-/lux und pUTs-gfp handelt es sich um

Pir-abhangige Suizidvektoren (Starke et al., 2013), die sich nur in Bakterienstimmen, die ein Pir-
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Protein synthetisieren kbnnen (E. coli S17.1 Apir), erfolgreich replizieren kénnen. Der Vektor pUTs-gfp
verwendet gfp (green fluorescence protein, GFP) als Reportergen, welches fir ein griin
fluoreszierendes Protein, isoliert aus Aequoria victoria, kodiert (Chalfie et al., 1994). Die
Lumineszenzkassette (luxCDABE) kodiert fiir ein Luziferase-Enzymsystem, welches durch eine
katalytische Reaktion von Luziferin mit Sauerstoff Licht produziert. Fir eine chromosomale
Integration der Reportergene werden 300 bp groRe DNA-Fragmente stromaufwarts der Gene, vor
denen sich der putative Promotor befindet, aus dem S. Typhimurium ST4/74 Genom amplifiziert
(2.2.4.1). Die dazu verwendeten Primer sind im Anhang Tabelle A 5 angegeben. Mit den Enzymen
Sacl und Kpnl bzw. Sacl und Xmal (2.2.5.1) kbnnen die Fragmente in den Vektor pUTs-lux mittels
Restriktionsverdau (2.2.5.2) und Ligation (2.2.5.3) eingebracht werden. In den pUTs-gfp Vektor
erfolgt das Klonieren der DNA-Fragmente mit den Enyzmen Notl und Kpnl. Durch Elektroporation
(2.2.6.2) werden die Ligationsprodukte in den E. coli Stamm S17.1 eingebracht und die resultierenden
Klone durch Kolonie-PCR (2.2.4.2) auf eine korrekte Integration des PCR-Fragments in den Vektor
Uberpriift. Die Konjugation (2.2.6.1) erméglicht die Ubertragung der Plasmide in den Endstamm
S. Typhimurium ST4/74. Da diesem Stamm das Pir-Protein fehlt, sind die Plasmide gezwungen, sich
durch homologe Rekombination in das Genom von S. Typhimurium ST4/74 zu integrieren. Die
S. Typhimurium ST4/74 Exkonjuganten werden auf Nalidixin- und Chloramphenicol-haltigen LB-
Platten selektiert. Die Uberpriifung des korrekten Einbaus des Plasmids erfolgt mittels Kolonie-PCR

(2.2.4.2).

2.2.7.2 Herstellung von Deletionsmutanten

Die Herstellung der Deletionsmutanten wird gemal der Methode von Datsenko&Wanner (Datsenko
and Wanner, 2000) durchgefiihrt. Dabei erfolgt mittels homologer Rekombination ein Austausch des
Gens durch eine Kanamycin-Resistenzkassette und im folgenden Schritt entfernt eine weitere
Rekombinase die Kanamycin-Resistenzkassette mittels FRT-Stelle, wodurch eine markerfreie

Mutante resultiert.

Vorbereitend dazu missen zunachst elektrokompetente Zellen vom Wildtyp-Stamm hergestellt
werden, in die das Plasmid pKD46 transformiert (2.2.6.2) werden kann. Die Inkubation erfolgt hier
bei 30 °C, da es sich bei pKD46 um ein Plasmid mit temperatursensitivem Replikationsursprung
(origin of replication, ori) handelt. Parallel dazu wird ein spezifisches DNA-Fragment mittels PCR
(2.2.4.1) hergestellt. Die Primer (Tabelle A 5) haben eine Ldnge von 69 bzw. 70 Nukleotiden, von
denen 50 Basen homolog zu den flankierenden Bereichen des zu deletierenden Gens und die

restlichen 19 bzw. 20 Basen zu einem Teil der Kanamycin-Resistenzkassette des Vektors pKD4 sind.
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Als Template der PCR dient das Plasmid pKD4 (2.2.4.1). Das gewonnene PCR-Fragment besteht somit
aus einer Kanamycin-Resistenzkassette, die von homologen Bereichen des zu deletierenden Gens
flankiert ist. Nach der Aufreinigung des PCR-Fragmentes (2.2.4.4) und dessen
Konzentrationsbestimmung (2.2.2.10) wird es durch Elektroporation in den Wildtyp-Stamm, der das
Plasmid pKD46 besitzt, eingefligt (2.2.6.2). Die Integration des PCR-Fragmentes in das Genom des
Wildtyp-Stammes erfolgt durch homologe Rekombination, wobei das zu deletierende Gen ersetzt
wird. Fir den Austausch verantwortlich ist die Red Rekombinase, die auf dem Plasmid pKD46 kodiert
ist und durch Zugabe des Induktors L-Arabinose (1 mM) aktiviert wird. Nach der Transformation
werden die Zellen auf Kanamycin-haltigen LB-Platten ausgestrichen und bei 37 °C angezogen. Durch
mehrmaliges Passagieren auf Kanamycin-haltigen LB-Platten bei 37 °C kommt es aufgrund der
Temperatursensitivitdt zu einem Verlust des Plasmids pKD46. Kontrolliert wird dies durch einen
parallelen Kontrollausstrich auf Ampicillin-haltigen LB-Platten, da das Plasmid pKD46 eine Ampicillin-
Resistenzkassette aufweist. Im nachsten Schritt wird von diesem Stamm ein Phagenlysat hergestellt
und eine Phagentransduktion (2.2.6.3) in einen frischen S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp-Stamm
durchgefiihrt. Der Grund hierfir ist die starke Aktivitdt der Red Rekombinase, die zu weiteren, jedoch
ungezielten Mutationen im Genom fiihren und einen entsprechend unbeabsichtigten Phanotyp zur
Folge haben kann. Daher wird die Kanamycin-Resistenzkassette mittels des Phagen P22 in einen von
der Red Rekombinase unberihrten Wildtyp-Stamm eingefiigt. Nachdem der Stamm phagenfrei ist,
erfolgt eine Kontrolle mittels Kolonie-PCR (2.2.4.2). Daraufhin werden erneut kompetente Zellen
hergestellt und das Plasmid pCP20 hineintransformiert (2.2.6.2). Die Zellen werden lber Nacht auf
Chloramphenicol-haltigen LB-Platten bei 30 °C inkubiert. Das Plasmid pCP20 kodiert fiir eine FLP
Rekombinase, die die Kanamycin-Resistenzkassette durch homologe Rekombination an den FRT-
Stellen entfernt. Durch mehrmaliges Passagieren auf Nalidixin-haltigen Platten bei 37 °C wird das
Plasmid aufgrund seiner Temperatursensitivitdt entfernt. Kontrollausstriche erfolgen auf Kanamycin-
(Nachweis der Entfernung der Kan®-Resistenzkassette) und Chloramphenicol-haltigen Platten
(Nachweis der Entfernung des Plasmids pCP20). Zur Uberpriifung der Deletion wird eine Kontroll-PCR

angesetzt (2.2.4.2) und der Bereich sequenziert (2.2.8).

2.2.7.3 Herstellung von Komplementationsstammen

Die Herstellung von Komplementationsstimmen ist notwendig zum Nachweis, dass ein
phanotypischer Effekt einer Deletionsmutante auf die Abwesenheit des Gens zurlickzufiihren ist und
nicht auf Nebenmutationen basiert. Die Komplementationsmutante sollte in der Lage sein, diesen
phanotypischen Effekt zu kompensieren. Als Komplementationsplasmid dient der Vektor pBR322, bei

dem es sich um ein low-copy Plasmid, d.h. es liegt in geringer Kopienzahl (15-20-fach) in der Zelle vor,
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handelt. Fir die Herstellung des Komplementationsstammes werden das zu komplementierende Gen
durch eine Standard-PCR amplifiziert (2.2.4.1), mittels der Enzyme Pstl und Pvul verdaut (2.2.5.1) und
in den mit denselben Enzymen verdauten und dephosphorylierten (2.2.5.2) Vektor pBR322 ligiert
(2.2.5.3). Das Ligationsprodukt wird in E. coli Topl0 transformiert (2.2.6.2) und die erfolgreiche
Insertion mittels Kolonie-PCR (2.2.4.2) Uberprift. Ausgehend von positiven Klonen wird eine
Plasmidpraparation (2.2.2.1) durchgefiihrt und durch Sequenzierung auf die korrekte
Nukleotidsequenz hin UGberprift (2.2.8). Das Komplementationsplasmid kann anschlieBend in den

Deletionsstamm transformiert werden (2.2.6.2).

2.2.8 Sequenzierung von DNA

2.2.8.1 Kontroll-Sequenzierung zur Uberpriifung von DNA-Fragmenten und Plasmiden

Die Kontroll-Sequenzierung von Plasmiden oder PCR-Fragmenten wird vom Unternehmen GATC
Biotech AG (Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt. Dazu werden 20 pl des Primers (Konzentration:
10 pmol/ul) und 20ul des Plasmids (Konzentration: 30-100 ng/ul) oder PCR-Fragments
(Konzentration: 10-50 ng/pl) eingeschickt. Die Sequenzierung der Proben erfolgt dort mittels der
SUPREMERUN-Technik (Sanger-Sequenzierung). Die Sequenzen kénnen anschlieRend mit den in

silico konstruierten Sequenzen bei Clone Manager und BioEdit verglichen werden.

2.2.8.2 Sequenzierung Transkriptom

Die Sequenzierung der cDNA Bibliothek (2.2.2.8) erfolgt mittels des Gerates lllumina HiSeq2500
(Hlumina, Inc., Investor Relations, San Diego, CA, USA). Es handelt sich um einen multiplexed single-
indexed, single-read Lauf, bei dem ein Read 51 Zyklen lang ist. Als Programm nutzt der HiSeq2500 die
Software HiSeq Control 2.2.58. Mit Hilfe des Programmes CASAVA BCL2FASTQ Conversion Software

1.8.3 werden die Daten in fastg-Dateien umgewandelt.

2.2.8.3 Sequenzierung der Bakteriengemeinschaft im Mausedarm

Zur Bestimmung der bakteriellen Zusammensetzung im Darm, werden Kotproben von Mausen in
1 ml Stool DNA Stabilizer (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland) gelést und bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Isolierung der chromosomalen DNA und die
Amplifizierung der bakteriellen 16S rRNA Gene erfolgt in der ZIEL Core Facility: Mikrobiom / Next-

Generation-Sequencing (NGS) der TU Miinchen (Lagkouvardos et al., 2015). AbschlieRend werden die
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Proben in dieser ZIEL Core Facility mittels einer MiSeq (lllumina, Inc., Investor Relations, San Diego,

CA, USA) sequenziert.

2.2.9 Bioinformatische Methoden

Verschiedene Computerprogramme und Online-Plattformen werden zur genaueren Untersuchung
des genomischen Bereiches, der fir das putative Galaktitol-Aufnahmesystem kodiert, eingesetzt.
Dazu gehéren die Identifizierung bzw. Vorhersage putativer Promotoren und Terminatoren und
ebenso die phylogenetische Verbreitung der genomischen Insel und ihre genetische Organisation in
verschiedenen Salmonella-Stammen. Des Weiteren erfolgt die Analyse der bakteriellen
Zusammensetzung im Darm und des Salmonella-Transkriptoms aus in vivo Salmonella-

Infektionsstudien durch Sequenzauswertung mittels verschiedener Programme.

Zur in silico Klonierung wird das Programm Clone Manager Professional 9.4 verwendet, da es
passende Restriktionsschnittstellen finden, Molekiile schneiden und deren Enden nach Modifizierung
auch ligieren kann. Des Weiteren werden mit diesem Programm Primer und Sequenzalignments
erstellt. Das Programm arbeitet im cm5-Format, kann aber ebenfalls FASTA-Formate erstellen und
bearbeiten. Zusatzlich dazu wird zur Alignmentserstellung ClustalQ
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) verwendet, eine Nachfolger-Online-Plattform von
ClustalW, das vom European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) entwickelt wurde. Fir die
Translation von Nukleotidsequenzen in Aminosduresequenzen wird das Programm ExPASy
(http://web.expasy.org/translate/) verwendet. Das Programm BPROM von Softberry

(http://www.softberry.com/) wird zur Vorhersage von putativen Promotoren herangezogen.

2.2.9.1 Phylogenetische Stammbaumanalysen

Alle 10 Gene des genomischen Bereichs, der fiir das putative Galaktitol-Aufnahmesystem kodiert,
werden einzeln mittels des Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), welches vom National Center
for Biotechnology Information (NCBI, USA) entwickelt wurde, auf ihr Vorkommen in weiteren
Bakterienstimmen (berpruft (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Die Suche wird sowohl auf

Nukleotid- als auch auf Aminosdurenebene durchgefihrt.

Mit Hilfe des Programms Mega6 (http://www.megasoftware.net/) konnen Alignments auf Nukleotid-
oder Aminosdureebene durchgefiihrt werden und phylogenetische Verwandtschaftsbeziehungen
ermittelt werden. In diesem Programm erfolgt das Alignment mittels ClustalW oder MUSCLE. Fiir die
Darstellung der phylogenetischen Stammbdume werden die Algorithmen Neighbor-Joining und

Maximum Likelihood verwendet.
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2.2.9.2 Auswertung Bakterienzusammensetzung im Darm

Zur Analyse der bakteriellen Vielfalt im Mausedarm werden die fastg-Dateien der MiSeq (2.2.8.3) auf
den Internetserver IMNGS (integrated microbial NGS platform; https://www.imngs.org/)
hochgeladen (Lagkouvardos et al., 2016). Dort erfolgt die Zuordnung der 16S rRNA Sequenzen in
einzelne operational taxonomic units (OTUs). Die OTUs-Sequenzen werden mittels des Programmes

RStudio in folgenden 5 Schritten weiter bearbeitet:

Normalisierung der sequenzierten Read-Anzahlen

Bestimmung der a-Diversitat

1.

2

3. Bestimmung der B-Diversitat

4 Taxonomische Zuordnung der OTUs

5 Statistische Auswertung der einzelnen OTUs im Hinblick auf ihr Vorkommen

Die Vorlage der Auswertung liefert das ZIEL Core Facility: Mikrobiom / Next-Generation-Sequencing

(NGS) der TU Miinchen (Lagkouvardos et al., 2017).

2.2.9.3 Transkriptomdatenauswertung

Die fastg-Dateien (2.2.8.2) werden auf den Internetserver Galaxy (https://usegalaxy.org/)
hochgeladen. Auf diesem Server werden die Daten mittels Bowtie2 auf das Genom von
S. Typhimurium ST4/74 gemappt (Zuordnung einer Sequenz auf seine entsprechende Stelle im
Genom). Das Genom und die jeweils gemappten Sequenzen kdnnen in dem Programm Artemis
(http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis) dargestellt werden. Unter Umsténden ist im
Vorfeld eine Sortierung der Reads nach Koordinaten notwendig. Dies erfolgt (iber das IT-Werkzeug
Picard (http://sourceforge.net/projects/picard/files/picard-tools). In Artemis kann eine Datei erstellt
werden, welche die Anzahl der Reads pro Gen in Tabellenformat aufzeigt. Mittels des Programmes R

erfolgt die statistische Analyse der Sequenzdaten.

2.2.10 in vitro Quantifizierung der Biolumineszenz und Fluoreszenz

Zur Bestimmung der Promotoraktivitit werden verschiedene Reportergene, deren
Genproduktaktivitdt gemessen werden kann, verwendet (2.2.7.1). Die Starke des Reportersignals ist

abhangig von der Promotoraktivitdt und entspricht der Expression des zu untersuchenden Gens.
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2.2.10.1 Visualisierung der Genexpression mit dem Xenogen In Vivo Imaging System

Mit Hilfe des Xenogen In Vivo Imaging Systems (IVIS) der Firma Xenogen Corporation (Almeda,
Kalifornien, USA) kann die Expression der Gene bildlich dargestellt werden. Es handelt sich hierbei
um eine hoch sensitive, nicht invasive Methode die genetische Aktivitat von lebenden Organismen in
Echtzeit zu bestimmen. Dabei kénnen beide Reportersysteme, gfp und luxCDABE, verwendet
werden. Zur Messung werden die Reporterstimme auf LB-Platten oder selektiven M9-Platten
ausgestrichen und 24 bzw. 48 h bei 37 °C inkubiert. Zur Visualisierung werden die Platten in die
Detektionskammer gelegt. Das Emissionslicht wird durch eine cooled charge-coupled device (CCD)-
Kamera (C2400-75H, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) gemessen und anschlieBend mittels

des Programms Xenogen Controls and Analysis Software Living Image™ V. 4.01 ausgewertet.

2.2.10.2 Quantifizierung der Genexpression mit dem Wallac Victor3

Fir die Quantifizierung der Genexpression wird eine Bakterien-UNK in frisches Medium 1:100
Uberimpft und bei 37°C in Mikrotiterplatten inkubiert. Die stiindliche Messung erfolgt im
Mikrotiterplatten-Leser Wallac Victor’ 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer, Massachusetts, USA)
und wird als technisches Triplikat durchgefiihrt. Pro Messung wird dabei die ODgy (600 nm fiir 0,1 s)
und die Fluoreszenz- (Fluorescein, 485 nm fiir 0,1s) bzw. Lumineszenzstarke (490 nm fir 0,1s)
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgt mit Microsoft Excel. Die Biolumineszenzwerte werden
als relative Lichteinheiten (relative light units, RLU) angegeben, da sie mit den entsprechenden ODggq-
Werten normalisiert (RLU/ODgqo) werden. Bei den Fluoreszenzmessungen wird die Eigenfluoreszenz
des Wildtyp-Stammes (ohne Fluoreszenzkassette) abgezogen und ebenfalls mit den ODgy-Werten

normalisiert (Fluoreszenz/ODgq).

2.2.10.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht eine zeitliche und raumliche Lokalisierung eines
fluoreszenzmarkierten Proteins in der Bakterienzelle. Dabei werden 10 ul einer geeigneten
Bakterienkultur, die unter entsprechenden Bedingungen angezogen wird, zu verschiedenen
Zeitpunkten auf einen Objekttrager pipettiert und mikroskopiert. Das Praparat kann unter dem BX51-
Mikroskop (Olympus, Hamburg, D) betrachtet werden, in dem Hellfeld-Filter-Aufnahmen und
anschlieRend Fluoreszenzaufnahmen unter Anregung mit UV-Licht im geeigneten gfp-Filter

angefertigt werden. Die Bildaufnahmen erfolgen bei 100-facher VergréBerung mit einer
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Belichtungszeit von 1s (soweit nicht anders vermerkt). Die Digitalisierung der Ergebnisse erfolgt

mittels des Programms F-cell (Olympus, Hamburg, D).
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2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Praparation von Proteinen aus dem Gesamtzellextrakt von S. Typhimurium

Fiir eine schnelle und effiziente Optimierung der Uberexpressionsrate eines speziellen Gens, wird der
Gesamtzellextrakt auf ein SDS-Gel aufgetragen, da diese Methode schnell und effizient ist. Dazu
werden 50 ml LB-Medium 1:100 mit einer UNK angeimpft und bei 37 °C schiittelnd bis zur
gewlinschten ODgy inkubiert. Im Falle einer Untersuchung der Expressionskinetik werden bei einer
ODggo von 0,5 zur Induktion L-Arabinose (0,2 %) dazugegeben und anschliefend zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Proben genommen. Dabei werden 1,5 ml der Kultur abgenommen, in ein 2 ml
Eppendorf-Gefalk Giberfiihrt und 10 min bei 4 °C und 12.000 g abzentrifugiert. Das Pellet wird in 80 pl
Milli-Q-Wasser und 20 pl Laemmli-Puffer resuspendiert. Nach zehnminditiger Inkubation bei 100 °C
wird noch einmal 1 min bei 12.000 g abzentrifugiert und die Probe anschlieBend bei -20°C

eingefroren oder direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen (2.3.4).

5-fach Laemmli-Puffer 100 mg Bromphenolblau
(Laemmli, 1970) 3,5ml Glycerin (99 %)
1,5g SDS
3,2 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8)
2,5 ml 2-Mercaptoethanol

2.3.2 Uberexpression von Proteinen in S. Typhimurium

2.3.2.1 Herstellung der pBAD (AmpR)-Konstrukte

Fir die Uberexpression wird das zu liberexprimierende Gen in die beiden Vektoren pBAD-His und
pBAD-Myc/His (Invitrogen) kloniert. Nach der Standard-PCR (2.2.4.1) werden die amplifizierten DNA-
Fragmente mittels Hindlll und Xhol verdaut (2.2.5.1) und mit den verdauten und dephosphorylierten
(2.2.5.2) Vektoren pBAD-His und pBAD-Myc/His ligiert (2.2.5.3). Die Plasmide unterscheiden sich
darin, dass der pBAD-His Vektor ein Hisg-Tag stromaufwarts der multiple cloning site (MCS) besitzt,
wogegen sich beim pBAD-Myc/His Vektor der Hisgs-Tag downstream der MCS befindet. Daraus
resultiert, dass das translatierte Protein einen Hisgc-Tag am N-terminalen Ende (pBAD-His) bzw. am C-
terminalen Ende (pBAD-Myc/His) besitzt. Die Uberexpression des entsprechenden Gens kann mittels
Arabinose induziert werden, da dem klonierten Gen ein Arabinose-abhangiger Promotor
vorangeschaltet ist. Nachdem das Ligationsprodukt in E. coli Top10 transformiert ist (2.2.6.2), werden

die Konstrukte mit Hilfe einer Kolonie-PCR (2.2.4.2) und einer Sequenzierung (2.2.8.1) auf ihre
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Richtigkeit hin Uberpriift. Die korrekten Uberexpressionsvektoren werden zum Schluss mittels

Elektroporation (2.2.6.2) in den Bakterienstamm ST4/74 AaraA eingebracht.

2.3.2.2 Expression heterologer Proteine mit Hilfe von pBAD-Myc/His

Aufgrund der Fahigkeit von S. Typhimurium ST4/74, Arabinose unter natirlichen Bedingungen zu
metabolisieren, werden fiir die Uberexpression Stimme verwendet, die einen Defekt im Arabinose-
Stoffwechsel aufweisen. Fiir die Uberexpression werden 400 m| LB-Medium 1:100 mit einer UNK der
oben erwdhnten Stdamme angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,5 bei 37 °C inkubiert. Die
Uberexpression erfolgt durch Zugabe von 0,2 % Arabinose. Nach 4 h wird die Kultur abzentrifugiert

(7 min bei 6.500 g) und das Pellet bei -20 °C weggefroren.

2.3.2.3 Zellaufschluss mittels French Pressure Cell

Bei der French Pressure Cell erfolgt der Zellaufschluss durch einen starken Druckabfall und die dabei
entstehenden Scherkrafte. Hierbei wird im Vorfeld das Pellet aus 2.3.2.2 in 5 ml Lyse-Puffer gelost
und zusétzlich 0,5 mM Proteasehemmer (Pefablock), 12,5 ul Lysozym (10 mg/ml) und 12,5 ul DNAse |
(1 U/ul) dazugegeben. Im Anschluss werden die Zellen in die vorgekihlte Zelle der French Pressure
Cell (SLM Instruments, Inc., Rochester, New York, USA) Uberfiihrt. Dort werden die Bakterienzellen
einem hohen Druck zwischen 800 und 900 psi ausgesetzt. Indem sie anschlieRend durch eine
schmale Offnung in einem Bereich ohne Uberdruck gepresst werden, kommt es zu einem starken
Druckabfall, der die Zellen zum Platzen bringt. Dies wird so noch zweimal wiederholt und die Zellen
im Anschluss auf Eis gelagert. Nach dem Zellaufschluss durch die French Pressure Cell wird das
Zelllysat zweimal 30 min bei 6.500 UpM und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit den geldsten

Proteinen wird sterilfiltriert und fir die Affinitdtschromatographie weiter verwendet (2.3.2.4)

Lyse-Puffer 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
10 mM Imidazol
pH 8,0
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2.3.2.4 Isolierung von Proteinen aus S. Typhimurium mittels Nickel-
Affinitatschromatographie

Bei der Affinitatschromatographie erfolgt die Trennung von Biomolekiilen oder Proteinen durch eine
reversible Interaktion mit einem spezifischen Ligand, der an eine chromatographische Matrix
gebunden ist. Fir die Isolierung der Proteine aus S.Typhimurium wird der Aktapurifier’™ (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) verwendet. Hierbei erfolgt die Aufreinigung durch eine
sogenannte immobilisierte Metall-Affinitatschromatographie (IMAC). Die IMAC nutzt die Fahigkeit
der Aminosaure Histidin an Ubergangsmetalichelate (chelated transition metal ions), z.B Nickel (Ni**),
zu binden. Dazu muss das Zielprotein mit einem Hiss-Tag versehen sein, der mit Ni** einen Komplex
ausbilden kann. Der Hisg-Tag ist einer der am haufigsten genutzten Tags, da es sich hierbei um einen
kleinen Protein-Tag handelt, der selten mit der Funktion, Aktivitdt oder Struktur des Zielproteins
interferiert. Etwa vorhandene Oberflaichen-exponierte Histidinreste koénnen in Proteinen zu
unspezifischen Bindungen flihren. Da die Bindungsaffinitdt von diesen Proteinen aber oft geringer ist
als die eines mit einem Hisg-Tag versehenen Proteins, ist die Trennung unter stringenteren
Bedingungen moglich. In den meisten Fallen wird deswegen Imidazol als kompetitives Agens

hinzugenommen.

Fiir die Aufreinigung des Zielproteins mit dem Aktapurifier wird eine HisTrap-HP-1 ml Saule der Firma
GE Healthcare verwendet. Die HisTrap-HP-1 ml Saule besteht aus Polypropylen, das keine Interaktion
mit Biomolekilen aufweist. AuRerdem ist sie mit Ni** Sepharose High Performance bepackt, einer
stark quervernetzten Agarose mit einer Porengrofle von 34 um, durch die die Proteine laufen
missen. Durch die Verwendung dieser kleinen Porengrofle bilden sich klare Peaks mit hohen
Zielproteinkonzentrationen. Die Probe (2.3.2.3) wird auf die HisTrap-HP-1 ml Saule aufgetragen und
lauft im Lysepuffer iber die Saule. Das Zielprotein bindet dabei an den Liganden, wobei unspezifische
Proteine heraus gewaschen werden. Die Durchflussrate betragt dabei 1 ml pro Minute. Die Elution
des Zielproteins erfolgt mit einem Elutionspuffer, bei dem die Imidazol-Konzentration stufenweise
von 10 mM auf 500 mM ansteigt. Mit Hilfe des Fraktionierers (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
wird das Eluat in je 0,5 ml Volumen gesammelt. Der Teil des Aliquots mit dem Zielprotein wird zur
Uberpriifung der Reinheit auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das restliche Protein wird bei -80 °C
weggefroren, nachdem die Konzentration mittels der Methode nach Bradford (2.3.3) bestimmt

wurde. Zur kurzfristigen Lagerung kann das Protein bei 4 °C gelagert werden.

Lyse-Puffer 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
10 mM Imidazol
pH 8,0
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Elutions-Puffer 50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
500 mM Imidazol
pH 8,0

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Um die Konzentration von geldsten Proteinen zu bestimmen wird die Losung Roti®-Quant der Firma
Roth verwendet, deren Wirkmechanismus auf der Bradford-Methode basiert. Dabei bildet sich ein
Komplex zwischen dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250 und dem Protein, was zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm fiihrt. Die
Absorptionsdanderung ist dabei proportional zur vorhandenen Proteinmenge. Die Proteinbestimmung
erfolgt im Mikrotiterplattenformat. Hierzu wird eine Verdiinnungsreihe im Bereich 20-100 pg/ml mit
dem als Standard mitgefihrtem Protein BSA hergestellt und 50 pl jeder Verdiinnungsstufe mit je
200 pl der Bradford Arbeitslésung (2 Teile 5-fach Roti®-Quant mit 5,5 Teilen H,044) vermischt. Parallel
dazu werden Verdinnungen (1:20 und 1:40) von der zu messenden Probe aus 2.3.2.4 hergestellt und
ebenso mit der Bradford Arbeitslosung vermischt. Nach einer finfminltigen Inkubation bei

Raumtemperatur wird die ODgyo im Plattenleser Wallac Victor’ gemessen.

Mit Hilfe der bekannten BSA Proteinmengen und der dazugehdrigen optischen Dichte kann eine
Standardkurve ermittelt werden, mit der die Proteinkonzentration der unbekannten Probe errechnet

werden kann.

2.3.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die GroRRenauftrennung von Proteinen erfolgt in einem Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel (SDS-
Gel). Das Gel wird aus Acrylamid hergestellt, welches nach Zugabe des Radikalenspenders
Ammoniumpersulfat (APS) und dem Katalysator TEMED polymerisiert und ein gleichmaliges Gel
bildet. Da es sich bei Acrylamid um ein starkes Nervengift handelt, das hauptsachlich tGber die Haut,
aber auch Gber Atemwege und Gesichtsschleimh&ute, aufgenommen werden kann, wird die weniger
gefahrliche Rotiphorese-Fertiglosung verwendet. Durch die Zugabe von SDS und dessen Bindung wird
die Eigenladung der Proteine maskiert (ca. 1,4 g SDS pro 1 g Protein). Dadurch reduziert sich die
Trennung der Proteine im Gel schlielRlich auf die Kettenlange und Molekilmasse. Als GréRenstandard

dient der Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).
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12,5 %iges Trenngel 6,25 ml Rotiphorese® 30 % (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)
(fur 2 Gele) 3,75 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)

1,42 ml 99 % Glycerin

100 pl 15 % (w/v) SDS

3,32 ml Milli-Q-Wasser

10 pl TEMED

150 pl 10 % (w/v) APS
6 %iges Sammelgel 1,1 ml Rotiphorese® 30 % (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)
(far 2 Gele) 0,6 ml 0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)

50 ul 15 % (w/v) SDS

3,2 ml Milli-Q-Wasser

3ul TEMED

50 ul 10 % (w/v) APS
10-fach SDS-Laufpuffer 250 mM Tris-Base

1920 mM Glycin
1% (w/v) SDS
ad 1000 ml Milli-Q-Wasser

2.3.5 Gelmobilitdtsstudien

Gelmobilitatsstudien (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) sind eine geeignete Methode, um
Protein-DNA-Interaktionen zu untersuchen. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass ungebundene
DNA in einem nativen Gel eine hohere elektrophoretische Mobilitdt besitzt als DNA-Protein-
Komplexe. Mit zunehmender Menge an Protein ist daher im nativen Gel ein Shift der DNA-Fragmente
zu erkennen. In jedem Ansatz wird zusatzlich ein DNA-Kontrollfragment mitgefiihrt zum Nachweis,
dass keine unspezifischen Bindungen zwischen DNA und Protein vorliegen. Verwendet wird hierbei
ein Abschnitt aus dem argS Gen, welches fiir eine Arginin-tRNA-Synthetase kodiert. Bei der
experimentellen Durchfiihrung muss zuerst der gewliinschte Genombereich, hier die
Promotorbereiche Pyay, Pgarzund Pger, amplifiziert (2.2.4.1) und aufgereinigt (2.2.4.4) werden. In
einem Ansatz werden jeweils 50 ng des DNA-Kontrollfragmentes und 50 ng des zu untersuchenden
DNA-Fragmentes mit 4 pl 5-fach TBE-Puffer vermischt. Das Protein wird in aufsteigender
Konzentration beigemischt. Die Proben werden mit Milli-Q-Wasser auf ein Endvolumen von 20 pl
gebracht. Nach 45 min Inkubation bei RT kdnnen die Proben auf ein nicht-denaturierendes Gel
aufgetragen werden. Zuvor werden sie mit 4 ul 6-fach Orange Loading Dye gemischt. Als Marker
dient der Gene Ruler DNA Ladder Mix der Firma Thermo Scientific (Braunschweig, D). Die Proben

werden im elektrischen Feld bei 120 V und 4 °C aufgetrennt. AnschlieRend kénnen die Banden nach
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Farbung im Gel-Red-Bad mittels UV-Transillumination bei 320 nm im ImageMaster® (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) sichtbar gemacht werden. Bei Verwendung des CRP-Proteins wird zur
besseren Auftrennung sowohl im Proben-Ansatz als auch im nativen Polyacrylamid-Gel und dem 1-

fach TBE Laufpuffer noch als Cofaktor das zyklische Adenosin-Monophosphat (cAMP; 20 uM)

zugefigt.
10-fach TBE Puffer 108 g Tris
55¢g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml Milli-Q-Wasser
5-fach TBE Puffer 54 ¢g Tris
27,58 Borsaure
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml Milli-Q-Wasser
12 %iges natives PAGE-Gel 4,8 ml Rotiphorese® 30 % (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1)
(far 2 Gele) 3 ml 5-fach TBE Puffer
7 ml Milli-Q-Wasser
15 pl TEMED
150 pl 10 % (w/v) APS
1-fach TBE-Laufpuffer 20 ml 10-fach TBE Puffer
980 ml Milli-Q-Wasser

2.3.6 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis eines Proteins werden beim Western Blot Proteine aus einem SDS-Gel
auf eine Membran (bertragen und mittels Antikorper detektiert. Die Auftrennung der Proteinproben
erfolgt mittels SDS-PAGE (2.3.4). Zur Vorbereitung des Western Blots werden zum einen die
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) auf die GroRe des SDS-Gels (ca. 8 cm*10 cm) und
zum anderen Whatmanpapiere auf eine GroRRe von 10 cm*11 cm zurecht geschnitten. Nachdem die
Proteine im SDS-Gel aufgetrennt worden sind, werden drei Whatmanpapiere, die zuvor mit

Blotpuffer getrankt worden sind, luftblasenfrei auf eine Blotapperatur eines Semi-Dry-Blotters gelegt.
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Die PVDF-Membran wird zuerst 10 s in 100 %igem Methanol getrdankt und anschliefend 5 min in
bidestilliertem Wasser gewaschen, um dann 10 min im Blotpuffer dqulibriert zu werden. Das SDS-Gel
wird parallel dazu 10 min im Blotbuffer dquilibriert und kann dann auf die drei Whatmanpapiere
gelegt werden. Die PVDF-Membran wird auf das SDS-Gel Uberfiihrt. Beim Schichten muss beachtet
werden, dass keine Luftblasen entstehen. Nachdem drei weitere Whatmanpapiere die Membran
bedecken, kann die Apparatur an den Spannungsregler angeschlossen und 30 min bei 12 V betrieben
werden. Im Anschluss wird die Membran Uber Nacht bei 4 °C in TBS-T Puffer mit 5% (g/v)
Magermilchpulver unter Schwenken inkubiert. Am nachsten Tag wird die PVDF-Membran zweimal
fir jeweils 10 min in TBS-T Puffer gewaschen. Wahrenddessen wird der 1. Antikérper (Anti-Hisg-Tag-
Antikorper aus der Maus) 1:2000 mit 1-fach TBS-T, versetzt mit 10 % (v/v) FCS, verdlinnt. Die PVDF-
Membran wird 1 h schittelnd bei Raumtemperatur mit dem 1. Antikérper inkubiert. Im Anschluss
erfolgen zwei Waschschritte mit TBS-T, bevor der 2. Antikérper (1:10000 verdiinnt mit TBS-T und
10 % FCS) dazugegeben wird und das Ganze 1 h bei RT schiittelnd inkubiert wird. Nach zwei weiteren
zehnmintigen Waschschritten mit TBS-T Puffer wird die Membran in AP-Puffer 2 min aquilibriert
und die Membran anschlieBend in der Detektionslosung gefarbt. Zum Beenden der Detektion wird
eine 3 %ige TCA-Losung dazugegeben. Die Membran kann jetzt zwischen zwei Whatmanpapieren

getrocknet und im Dunkeln gelagert werden.

10-fach Blotpuffer 143 g Glycin
30g Tris-HCI
10g SDS

ad 1000 ml Milli-Q-Wasser

1-fach Blotpuffer 100 ml 10-fach Blotpuffer
200 ml Methanol
700 ml Milli-Q-Wasser
10-fach TBS 100 mM Tris (pH 8,0)
1,5M NaCl
TBS-T 100 ml 10-fach TBS
1ml Tween20

899 ml Milli-Q-Wasser



AP-Puffer

Detektionslosung

100 mM
150 mM
5mM

132 ul
66 ul

Tris-HCI (pH 9,5)
NaCl
MgCl,

BCIP (50 mg/ml in DMF)
NBT (50 mg/ml in 70%igem DMF)
ad 10 ml AP-Puffer
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2.4 invivo - Mausversuche

Die Tierversuche wurden mit Erlaubnis der Regierung von Oberbayern unter der

Genehmigungsnummer 55.2-1-54-2532-214-2014 durchgefihrt.

2.4.1 Mausstamm

Fur die durchgefihrten Tierversuche werden Mause des Stammes C57/BL6 verwendet, die von der
SPF-Haltung des Kleintierforschungszentrums Weihenstephan, Gregor-Mendel-Str. 2, 85350 Freising
stammen. Ort der Versuchstierhaltung sind die Rdume: U/3.07 und U/3.03 im Gebaude Nr. 4124,

ZIEL, Abteilung Mikrobiologie, Weihenstephaner Berg 3, Freising.

2.4.2 Haltungsbedingungen

2.4.2.1 Tierhaltung

Die Tiere haben nach dem Transport aus der specific pathogen free (SPF) — Haltung der Gregor-
Mendel-Str. 2 in den Raum U/3.07 der Abteilung Mikrobiologie (ZIEL, Weihenstephaner Berg 3) eine
Woche Zeit, sich an die neuen Haltungsbedingungen zu akklimatisieren. Die Unterbringung erfolgt in
Individually Ventilated Cages (IVCs; Sealsafe Plus®, Tecniplast), die nach heutigem Stand der Technik
fiir hygienisch optimale Bedingungen sorgt. Zur Gewahrleistung einer durchgehenden Belliftung sind
die Kafige mit einem Rettungsfilter versehen. Pro Kafig werden 2-6 Mause in einer Gruppe gehalten.
Die Umsetzung der Tiere in frisch autoklavierte Kafige mit frischem Einstreu erfolgt einmal
wochentlich. Zur Verbesserung der Haltungsbedingungen wird neben dem Einstreu noch
Nestmaterial und ein fir Ma&use lichtundurchlassiges Hauschen, das als Unterschlupf dient,

bereitgestellt.

2.4.2.2 Reinigung benutzter Kafige

Benutzte Kafige werden fiir die Sterilisierung in Autoklaviersdcke eingepackt. Die verschlossenen
Sacke werden in den Autoklavierraum gebracht und dort 20 min bei 121 °C autoklaviert. Die sterilen
Kafige werden gemall den Angaben der Firma Tecniplast getrocknet, gewaschen und in sauberem
Zustand wieder mit Einstreu und Nestmaterial befillt. Nach einem weiteren finalen
Autoklavierschritt werden die Kafige bis zur Nutzung direkt in den Gestellen des Tierhaltungsraumes

in der sogenannten Service-Stellung (2.4.2.4) gelagert.
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2.4.2.3 Futter und Wasser

Als Trinkwasser wird sogenanntes , Weichwasser” verwendet. Durch den Austausch der lonen im
Weichwasser, welche die Wasserharte ausmachen (Carbonat, Sulfat), sollen Funktionsstérungen der
Wasserspender vermieden werden. Die Trinkwasserbehalter werden nach Angaben der Firma
Tecniplast befillt und autoklaviert. Das Futter wird von der Firma Ssniff (Soest, D) bezogen und ist

durch Bestrahlung sterilisiert. Futter und Trinkwasser sind fiir die Mause ad libitum.

2.4.2.4 Lagerung sauberer Kafige

Die Kafige werden direkt im IVC-Gestell im Tierraum gelagert. Dazu werden sie etwa 2 cm nach vorne
gezogen (Service-Stellung). In dieser Position sind sie von der Liftungseinheit abgetrennt, was

Energie einspart.

2.4.2.5 Raume

Die Rdaume sind vollklimatisiert und werden konstant auf 22 °C und ca. 55 % Luftfeuchtigkeit

gehalten. Die Beleuchtung folgt einem zwolfstlindigen Tag-Nacht-Rhythmus.

2.4.2.6 Wartungen

Die Filter der Klimaanlage werden regelmaRig Uberpriift und bei Bedarf ausgewechselt. Ebenso wird
die gesamte IVC-Anlage in einem von der Betriebsdauer bestimmten Turnus von Technikern der

Herstellerfirma Tecniplast kontrolliert und dabei die Filter der IVC-K&fige bei Bedarf ausgetauscht.

2.4.2.7 Hygienemanagement

Alle Rdume, die in der Tierhaltung oder zu Tierversuchszwecken Verwendung finden, werden
regelmaRig gereinigt und auf dufere Kontaminationsquellen kontrolliert. Die aus der SPF-Haltung
bezogenen Mause sind speziell pathogenfrei bezlglich der Erreger, die in dem Artikel
,Recommendations for the health monitoring of rodent and rabbit colonies in breeding and
experimental units” von Werner Nicklas (Nicklas et al., 2002) aufgelistet sind. Zusatzlich sind sie frei
von Noroviren. Da die Mause in IVC-Kifigen gehalten werden, sind sie nur erwartbaren

Umweltkeimen ausgesetzt. Zur Vermeidung von Kontaminationen werden die Tiere nur fir einen
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moglichst kurzen Zeitraum und nur fir den Zweck des Versuches in den Raumen der Abteilung
Mikrobiologie untergebracht (maximal 28 Tage). Nach dem Tod der Tiere erfolgt eine griindliche

Reinigung und Desinfektion der Haltung.

2.4.3 Experimentelle Didten

In der Eingewohnungsphase wird den Tieren ein Standardfutter (V1124-733) der Firma Ssniff
verabreicht. Nach einer Woche erfolgt ein Wechsel zu den experimentellen Didten. Die erste
experimentelle Diat ist als Western-Didt (Bestellnummer: TD88137) deklariert und wird von der
Firma Ssniff bezogen. Es handelt sich hierbei um eine an die westliche Erndhrung angelehnte Diat, die
hohe Mengen an einfachem Zucker, sowie Proteine und Fette tierischen Ursprungs (Casein, Butter,
etc.) enthalt. Die zweite experimentelle Diat ist speziell an eine vegetarische Erndhrungsweise
angelehnt. Diese Didt beinhaltet Proteine und Fette aus pflanzlichen Produkten (Soja), sowie als
Kohlenhydratquelle Polysaccharide statt einfache Zucker. Ebenso ist sie reich an Ballaststoffen. Die

genaue Zusammensetzung der einzelnen Didten ist in Tab. 2.5 aufgelistet.

Tab. 2.5: Zusammensetzung der experimentellen Didten

TD88137 - Western- S5745-E750 -

Diat pflanzliche Diat
Casein % 19,5 -
Cholesterol % 0,21 -
Sojaproteinisolat % - 5
Sojaproteinkonzentrat % - 20
Sucrose % 33,44 5
Maisstarke % - 41,79
Cellulose % 5 7
Lignocellulose % - 3
FOS /Chicorée Inulin % - 2
Apfeltrester % - 4
DL-Methionine % 0,3 0,2
Mineral- und Spurenelemente Mix % 4,3 3,5
Vitamin - Mix % 1 1
Calcium % 0,76 -
Calcium Carbonat % - 0,3
Cholin CI % 0,2 0,2
Ascorbinsdure % 0,1 -
Butylhydroxytoluol % 0,01 0,01
Butterfett % 21 -
Sojabohnendl % - 7
Anndhernde Nahrstoffzusammensetzung
Protein % 17,5 17,5
Fett % 21,2 7,3
Ballaststoffe % 5 12,7

Mineralelemente % 4,5 4,9
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Starke % 14,6 40,8
Zucker % 33,2 7,2
Calcium % 0,76 0,73
Phosphor % 0,46 0,51
Natrium % 0,37 0,25
Magnesium % 0,1 -
Kalium % 0,54 -
Fettsauren

C4:0 % 0,8 -
C6:0 % 0,53 -
C8:0 % 0,29 -
C10:0 % 0,63 -
Cc12:0 % 0,72 -
C14:.0 % 2,21 -
C16:0 % 5,74 0,84
C17:0 % 0,13 0,01
C18:0 % 2,04 0,25
C20:0 % 0,04 0,03
c16:1 % 0,38 0,01
c1s8:1 % 4,63 1,8
Cc18:2 % 0,38 3,8
c18:3 % 0,11 0,42
C20:1 % 0,02 -
Metabolisierungsfahige Energie MJ/kg 19,2 14,6
Protein k1% 15 20
Fett k)% 42 19
Kohlenhydrate kJ% 43 61

2.4.4 Spezifitatstest von Salmonellen-Antikorpern

2.4.4.1 Antikorper-Spezifitatstest mit Bakterienkulturen

Die UNKen von jeweils ST4/74 Wildtyp und E. coli DH5a/pBR322 werden ihrer ODgqo nach angepasst
und im Verhaltnis 1:1 vermischt. AnschlieBend erfolgt eine immunomagnetische Aufreinigung
(2.4.5.3) und eine Bestimmung der Zellzahl (Koloniebildende Einheiten; KbE) vor und nach der
Aufreinigung. Dazu werden die Proben auf Nalidixin-haltigen (Wachstum von ST4/74 Wildtyp) und
Tetrazyklin-haltigen Platten (Wachstum von E. coli durch pBR322 Plasmid) ausplattiert. Im weiteren
Verlauf werden die Stdmme zusatzlich auch 1:100 und 1:1000 zu Gunsten des E. coli-Stammes
vermischt. Ebenso werden verschiedene Verdinnungsstufen der Antikorper ViroStat bzw. BacTrace

getestet (unverdiinnt, 1:10, 1:100).
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2.4.4.2 Antikorper-Spezifitatstest mit Darminhalt als Medium

Die Mause, von denen der Darminhalt isoliert wurde, wurden vom Kleintierforschungszentrum
bezogen (Totung zu wissenschaftlichen Zwecken). Dabei wurde der Darminhalt in verschiedene 2 ml
Reaktionsgefdle verteilt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Der Darminhalt wird
mit 10’-10® S. Typhimurium-Bakterien beimpft. Die Darminhaltsprobe wird mittels Zirkonia/Silica-
Beads im Ribolyser zerkleinert und anschlieBend mittels der Filter MACS® Smart Strainers (Miltenyi
Biotech GmbH; Bergisch Gladbach, Deutschland) filtriert. Die Probe wird vor und nach der
Auftrennung auf Salmonella-spezifischen Platten (Salmonella-Shigella-Agar von der Firma Carl Roth)
ausplattiert und jeweils die KbE bestimmt. Weiter wird der Darminhalt mit einem Gemisch aus
S. Typhimurium und E. coli DH5a/pBR322 inokuliert und die Bindefdhigkeit des Antikorpers

Gberprift.

2.4.5 Experimenteller Aufbau des Versuches - in vivo Experimente

2.4.5.1 Toten der Tiere

Die Totung der Tiere erfolgt durch einen Genickbruch. Fiir die zervikale Dislokation wird ein gerader,
fester Gegenstand (Schere) hinter den Ohren der Maus an der Schadelbasis positioniert, wahrend die
andere Hand den Schwanz an der Schwanzbasis festhalt. Mit einer schnellen, ruckartigen Bewegung
driickt man die Schere fest nach unten und zieht gleichzeitig den Schwanz weg vom Kdrper. Durch

diesen Vorgang werden der Schadel und die Wirbelsdule gegeneinander verschoben.

2.4.5.2 Isolierung des Darminhalts aus der Maus

Nachdem die Maus durch einen Genickbruch getétet wurde, wird die Bauchdecke mit einer spitzen
Schere gedffnet und der Darm vom After her isoliert. Der Diinndarm wird in drei Teile unterteilt: das
Duodenum, das Jejunum und das lleum. Dem lleum folgt das Caecum. S. Typhimurium vermehrt sich
hauptsachlich im Caecum und hinteren lleum. Daher werden diese Bereiche vom Rest abgetrennt
und deren Inhalt in ein Eppendorf-GefaR tGberflihrt. Das GefaR ist zuvor mit 1 ml RNA/ater und 1 mm
Zirkonia/Silica-Beads (BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA) gefillt worden. Bis zur weiteren

Verwendung werden die Proben in flissigen Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.4.5.3 Isolierung von S. Typhimurium aus dem Darminhalt

Die Isolierung von S.Typhimurium erfolgt mittels immunomagnetischer Auftrennung
(immunomagnetic separation; IMS). Bei dieser Methode wird S. Typhimurium an biotinylierte
Antikorper gebunden und so mit Hilfe von an magnetische Partikel gebundenem Streptavidin aus
dem Darminhalt isoliert. Vor der IMS ist es notwendig, die Probe von groben Partikeln zu befreien.
Dazu wird zur aufgetauten Darminhalt-Probe (2.4.5.2) 100 ul TritonX-100 hinzugegeben.
AnschlieBend wird der Darminhalt mit dem Ribolyser (FastPrep®-24, MP Biomedicals, Eschwege,
Deutschland) zerkleinert (dreimal 45 s bei 6.500 UpM). Um grobe Partikel zu entfernen folgt ein
Filtrationsschritt, bei dem der Darminhalt durch 3 Filter (MACS® Smart Strainers) der Firma Miltenyi
Biotech GmbH (Bergisch Gladbach, Deutschland) lauft. Die Filter haben eine PorengrofRe von 100 um,
70 um und 30 um. Damit der Darminhalt schneller durchlauft, wird dieser mit 5 ml einer sterilen
PBS/BSA-LOsung, versetzt mit 10 % RNAlater, vermischt. AnschlieBend wird das Ganze 5 min bei
6.500 g pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 1 ml PBS/BSA mit 10 % RNAlater
resuspendiert. Fir die IMS werden nun 10 ul Salmonella-spezifische Antikorper der Firma ViroStat
Inc. (Portland, ME, USA) bzw. der Firma BacTrace (KPL, Inc., Maryland, USA) in einer 1:10 Verdlinnung
zur Probe gegeben und 10 min bei 4°C schittelnd inkubiert. Nach einer zweiminitigen
Zentrifugation bei 9.600 g wird das Pellet mit gekiihltem Separation Puffer, versetzt mit 10 %
RNAl/ater, gewaschen. Danach wird das Pellet in 100 ul Separation Puffer (+ 10 % RNAlater)
aufgenommen und mit 10 pl Streptavidin-gekoppelten magnetischen Partikeln 15 min im Dunkeln
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit Separation Puffer (+ 10 % RNAlater) kann das Pellet
in 500 ul Separation Puffer (+ 10% RNAlater) resuspendiert werden. Die Aufreinigung von
S. Typhimurium erfolgt in einem MidiMACS™ Separator (Miltenyi Biotec GmbH) Uber eine LS
Coloumn-Saule (Miltenyi Biotec GmbH), welche mit Separation Puffer (+ 10 % RNAlater) dquilibriert
worden ist. Nachdem die Probe auf die Sdule gegeben wurde, erfolgen 4 Waschschritte mit
Separation Puffer (+ 10 % RNAlater). Danach wird die LS Sdule vom Magneten getrennt. Nun wird
1 ml RNAlater auf die Saule gegeben und S. Typhimurium kann mit Hilfe des vorhandenen
Spritzenstopsels in ein frisches Eppendorf-GefaR gedriickt werden. S. Typhimurium befindet sich nun

im RNA/ater und kdnnen fir die RNA-Isolation (2.2.2.3) weiter verwendet werden.

PBS/BSA + 10 % RNAlater 250 ml 1-fach PBS, pH 7,2
0,5% BSA (Biotin-frei)
Sterilfiltrieren

10% RNAlater
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Separation Puffer + 10 % RNAlater 250 ml

0,5%
2 mM

10 %

1-fach PBS, pH 7,2
BSA (Biotin-frei)
EDTA

auf pH 7,4 einstellen
Sterilfiltrieren

RNAlater

2.4.5.4 Bestimmung der Anzahl an S. Typhimurium im Kot

Vor dem Toten der Tiere werden jedem Tier 1-2 Kotpellets entnommen und in ein Reaktionsgefall
mit Schraubverschluss Uberfiihrt. Das Gewicht der Kotpellets wird bestimmt und jeweils die
zehnfache Menge an sterilem PBS dazugegeben (10 pl PBS bei 1 mg). Mittels 1 mm Zirkonia/Silica-
Beads werden die Kotproben im Ribolyser zerkleinert (3x 45 s bei 6.500 UpM). Danach wird mit
sterilem PBS eine Verdinnungsreihe erstellt und jede einzelne Verdinnungsreihe wird im

Dreifachansatz auf Salmonella-spezifischen Agarplatten (Salmonella-Shigella-Agar von der Firma Carl

Roth) ausplattiert und die KbE nach Inkubation bestimmt.



Ergebnisse | 63

3 Ergebnisse

3.1 Verifizierung der erfolgreichen Etablierung der Methode
»Isolation von Salmonellen-RNA aus dem Mdusedarm®
Studien zu Transkriptomanalysen eines spezifischen Bakteriums in einer komplexen Mikrobiota
stellen bis heute eine Herausforderung dar. Grund dafiir ist, dass es durch die Isolation der Gesamt-
RNA aller im Darm enthaltenen Bakterien in einem Tiermodell bei der Sequenzierung zu
Kreuzhybridisierungen kommen kann, die eine exakte Zuordnung des jeweiligen Transkripts zum
zugehorigen Bakterium erschweren bzw. unmoglich machen kann. Ebenso ist die
Bakterienkonzentration haufig zu gering, um die erforderliche Menge an RNA zu erhalten, die fir
eine statistisch aussagekraftige Auswertung notwendig ist. Um die notwendige Mindestmenge an
einer spezifischen Bakterien-RNA zu isoliert zu bekommen, wurden solche Versuche mit
gnotobiotischen Mausen durchgefihrt (Toledo-Arana et al., 2009). In dieser Arbeit sollte aus
Salmonellen-infizierten SPF-Mausen die Salmonellen-spezifische RNA zu
Transkriptomanalysezwecken isoliert werden. Dazu wurde folgende neue Methode entwickelt und
optimiert (Abb. 3.1). Nach Auslésen einer kiinstlichen S. Typhimurium-Infektion erfolgte die Tétung
der Tiere durch eine zervikale Dislokation. Da S. Typhimurium sich vorwiegend im Caecum und
hinteren lleum ansiedelt, wurde die Bauchdecke der Maus mit einer spitzen Schere gedffnet, der
Darm prapariert und der Inhalt der beiden Darmabschnitte in einer RNAlater-Lésung bei -80 °C
gelagert. Im weiteren Vorgehen erwies sich die grobe und suspensionsartige Zusammensetzung der
Probe als problematisch, da diese ohne weitere Aufbereitung zur Verstopfung der IMS-Saule flhrte.
Um einen kontinuierlichen Fluss durch die IMS-Sdule zu gewahrleisten, wurden verschiedene
Methoden zur Entfernung der groben Partikel getestet. Hierbei erwies sich die Zentrifugation als
nicht erfolgreich, da es bei dieser Prozedur zu einem groRRen Verlust an Salmonellen kam. Alternativ
zur Zentrifugation sollten die groben Partikel mit dem Ribolyser zerkleinert werden. Durch die
Verwendung von 0,1 mm Zirkonia/Silica-Beads wurde eine fir die Bakterien schonende Bedingung
gewahlt, die eine Lyse verhinderte. Die Zerkleinerung war erfolgreich, jedoch nicht effektiv genug, da
die Probe immer noch fir die IMS-Saule zu heterogen war. Daher wurde die ribolysierte Probe durch
den Gebrauch von verschiedenen Filtern weiter prapariert. Die effektivste Herangehensweise ergab
sich durch die Nutzung von drei Filtern mit abnehmender PorengroRe, so dass sich am Ende der
Aufreinigung nur Partikel < 30 um in der Probe befanden. Die Isolierung von S. Typhimurium aus der
homogenisierten Probe erfolgte mittels immunomagnetischer Auftrennung (IMS). Bei dieser
Methode wird S. Typhimurium an einen biotinylierten Antikérper gebunden und mit Hilfe von an
magnetische Partikel gebundenem Streptavidin aus dem Darminhalt isoliert. Die Wahl des

Antikorpers und Optimierung der IMS erfolgte in den Abschnitten 3.1.1 und 3.1.2.
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Vom Darmbakterium hin zum Salmonellen-Transkriptom

Toten der Mause per Genickbruch und Praparation des Darminhaltes

|

Zerkleinerung (Ribolyser) der Darminhaltprobe

|

filtern (PorengrofRe: 100/70/30 um) der zerkleinerten Probe

|

immunomagnetische Auftrennung der Salmonellen (IMS) aus dem Gemisch

|

RNA-Isolation aus Salmonellen

|

rRNA Entfernung

|

Fragmentierung der mRNA

|

Dephosphorylierung und Phosphorylierung

|

Herstellung cDNA-Bibliothek

Abb. 3.1: Vom Darmbakterium hin zum Salmonellen-Transkriptom. Das Toéten der Maus erfolgte mittels zervikaler
Dislokation. Der Inhalt des Caecums und hinteren lleums wurde isoliert und mit RNA/ater versetzt. Die heterogene
Suspension wurde mit 0,1 mm Zirkonia/Silica-Beads im Ribolyser zerkleinert und anschlieRend mittels drei Filter mit den
PorengrofRen 100 um, 70 um und 30 um von groben Partikeln befreit. Die Aufreinigung von S. Typhimurium aus diesem
Gemisch erfolgte mittels immunomagnetischer Auftrennung (IMS) unter Verwendung eines Salmonellen-spezifischen
Antikorpers. Daraufhin konnte die RNA aus diesen Salmonellen isoliert werden. Da fir eine Transkriptom-Analyse die rRNA
nicht von Interesse ist, wurde diese mittels Sonden entfernt. Im Anschluss wurde die RNA auf eine GroRe von etwa 150 bp
zerkleinert und nach einer Dephosphorylierung erneut phosphoryliert. Diese Schritte sind fiir die Herstellung der cDNA und
fir eine effiziente Adapterligierung bei Transkriptomsequenzierungen notwendig. Nach der Herstellung der cDNA-
Bibliothek mit dem TrueSeq Small RNA Sample Preparation Kit konnte diese nach einer Qualitatsiiberpriifung sequenziert
werden.

3.1.1 Validierung unterschiedlicher Salmonellen-Antikorper beziiglich ihrer Spezifitat fir
S. Typhimurium ST4/74

Die Isolierung der Salmonellen aus der Mikrobiota in der Maus erfolgte mittels IMS, bei der durch die
Bindung spezifischer Antikérper an die Salmonellen diese aus dem restlichen Bakterienpool
herausgetrennt wurden. Da Antikorper haufig unterschiedliche Affinitdten bzw. Spezifitaten
gegeniber ihrer Zielstrukturen aufweisen, wurden zwei verschiedene Salmonellen-Antikérper von
unterschiedlichen Herstellern auf ihre Effektivitdt hin getestet, Salmonellen aus einem

Bakteriengemisch aufzureinigen.
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Fir diesen Versuch wurde der Wildtyp-Stamm S. Typhimurium ST4/74 mit E. coli DH50,/pBR322 in
verschiedenen Verhéltnissen gemischt (Mix) und nachfolgend die Salmonellen mittels IMS wieder
isoliert. Dabei wurden jeweils vor und nach der IMS die koloniebildenden Einheiten (KbE) pro
Milliliter bestimmt. Vergleicht man die Mengenverhiltnisse ST4/74 zu DH5a unter Verwendung des
Antikorpers der Firma ViroStat (Tab. 3.1, AK-VS) so zeigt sich, dass die IMS-Aufreinigungen zu einer
leichten Verschiebung zu Gunsten der E. coli-Bakterien fihrten (keine Signifikanz: p-Wert > 0,1) und
keine Anreicherung der Salmonellen erfolgte. Die erste Auftrennung (IMS-1) ergab eine Reduktion
der KbE beider Stamme auf ca. ein Zehntel der Ausgangskeimzahl, die sich bei der zweiten
Auftrennung (IMS-2) zusatzlich in etwa halbierte.

Tab. 3.1: Bakterienanzahl vor und nach der immunomagnetischen Auftrennung mit verschiedenen Antikorpern. Der Mix
entsprach hierbei dem Gemisch aus E. coli DH5a/pBR322 und S. Typhimurium ST4/74 vor einer Aufreinigung. Aufgetragen
sind jeweils die koloniebildenden Einheiten pro Milliliter der Stdamme E. coli DH5a/pBR322 (DH5a [KbE]) und
S. Typhimurium ST4/74 (ST4/74 [KbE]). Die immunomagnetischen Auftrennungen erfolgten zeitlich hintereinander (IMS-1
und IMS-2) unter Verwendung des Antikorpers der Firma ViroStat (AK-VS) bzw. des Antikérpers der Firma BacTrace (AK-BT-

1 und AK-BT-2). Die Aufreinigung mit Hilfe des BacTrace Antikérpers wurde mit unterschiedlichen Mischverhaltnissen der
Bakterienstammen (Verhaltnis ST4/74 : DH5a) getestet: = 4,1 (AK-BT-1), 1:100 (AK-BT-2) und 1:10000 (AK-BT-3).

Mix IMS-1 IMS-2
Versuch DH5a ST4/74 Verhaltnis DH5a ST4/74 Verhiltnis DH5a ST4/74 Verhaltnis
[KbE] [KbE]  ST4/74:DH50.  [KbE] [KbE]  ST4/74 :DH5a  [KbE] [KbE]  ST4/74 : DH5a
AK-VS 3,09-10°  1,45-10° 4,69 6,58-10" 2,13-10° 3,24 3,23-100 1,06-10° 3,28
AK-BT-1  1,15-10° 4,82-10° 4,19 4,88-10° 1,36-10° 278,69 7,85:10°  4,77-10" 607,64
AK-BT-2B  5,73:10"  5,91-10° 0,01 1,22-10°  2,46-10° 0,02 514-10° 1,78-10" 0,35
AK-BT-3B  2,6:10"°  3,51-10° 0,0001 5,41-10°  6,07-10° 11,12

Der Antikorper der Firma BacTrace (AK-BT-1) ermdglichte bereits nach der ersten IMS (IMS-1) eine
Anreicherung des Stammes ST4/74, die durch eine deutliche Verschiebung des Verhiltnisses zu
Gunsten des ST4/74 Wildtyp-Stammes erkennbar ist (Tab. 3.1). Die Menge an koloniebildenden
E. coli Zellen nach der ersten IMS konnte signifikant um 99,5 % (p-Wert < 0,005) reduziert werden.
Eine zweite Auftrennung (IMS-2) verstarkte diesen Effekt (600-fache Menge an ST4/74) und fihrte zu
einer weiteren Reduktion der E. coli-Zellen auf ca. 99,93 %. Allerdings war der Verlust von ST4/74-
Zellen (ca. 65 %) hoher als die Anreicherung, die sich von 280-fach auf etwa 600-fach nur
verdoppelte. Bei einem Mischverhéltnis von 1:100 (AK-BT-2) konnte ebenfalls eine etwa 35-fache
Anreicherung festgestellt werden. Weiter konnte bei einer 10°-fachen Menge an
E. coli DH5a/pBR322 im Vergleich zu ST4/74 in der Ausgangsmischung eine deutliche Anreicherung
der Salmonellen erreicht werden (AK-BT-3). Aufgrund der besseren Bindeeffizienz des Antikérpers

der Firma BacTrace wurde dieser bei den weiteren Vorversuchen verwendet.
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3.1.2 Bestimmung der Bindungseffizienz des BacTrace-Antikorpers an S. Typhimurium
ST4/74 aus dem Darminhalt von Mausen

Im nachsten Schritt wurde analysiert, mit welcher Effizienz der Antikorper das Bakterium
S. Typhimurium ST4/4 aus dem Inhalt des Mausedarms gewinnen konnte. Dazu wurde der
Darminhalt von toten Mausen prapariert, gewogen und mit einer unterschiedlich hohen Zahl an
S. Typhimurium ST4/4 beimpft. Der maximale Inokulums-Wert orientierte sich dabei an der
Bakterienzahl, die sich 20 h nach einer Salmonellen-Infektion typischerweise im Darm befinden
(Stecher et al., 2005). Zur Vermeidung einer verstopften IMS-Saule durch grobe Partikel in einer nicht
aufbereiteten Darminhaltsprobe, wurde diese zuvor mittels Zirkonia/Silica-Beads im Ribolyser
zerkleinert und anschlieRend filtriert. Die Menge der aus dem Darminhalt gewonnenen Salmonellen
konnte so auf etwa 20-40 % der Ausgangszahl optimiert werden (siehe Tab. 3.2). Zu erkennen ist,
dass sich mit steigender Salmonellenausgangsmenge im Darminhalt auch die Ausbeute der
Salmonellen nach der IMS erhéhte. Eine hohere Ausbeute als 40 % konnte nicht erreicht werden.

Tab. 3.2: Absolute und relative Anzahl der gewonnenen Salmonellen aus dem Darminhalt der Maus. Der Darminhalt der
Maus wurde mit unterschiedlichen Mengen S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (#1.-3.) beimpft und durch Ausplattieren und
Koloniezdhlung die Ausgangsmenge an lebenden Salmonellen bestimmt (KbE/ml im Darminhalt). Nach Zerkleinerung,
Filtration und Abzentrifugation erfolgte im Anschluss die IMS, wobei auch hier die Lebendzellzahl bestimmt wurde (KbE/ml

nach IMS). Daraus errechnete sich die Prozentzahl der Salmonellen, die ausgehend von der initialen Ausgangsmenge mittels
IMS aufgereinigt werden konnten (Anzahl isolierter Salmonellen [%]).

# KbE/mlim Darminhalt  KbE/ml nach IMS  Anzahlisolierter Salmonellen [%]

1. 1,57-10° 3,23-10° 20,57
2. 5,36:10’ 1,75-10 32,65
3. 9,14-10° 3,78.10° 41,36

Des Weiteren wurde der Darminhalt der Maus mit einem Gemisch aus E. coli DH50/pBR322 und
S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp beimpft und erneut die Ausbeute an Salmonellen bestimmt. Die
Ausgangsmenge (Mix im Caecum) an E. coli-Bakterien im beimpften Gemisch betrug 60 %, wobei sich
deren Anteil nach der ersten IMS-Aufreinigung auf nur noch ca. 10 % der Gesamtmenge reduzierte
(Abb. 3.2). Durch einen zweiten IMS-Lauf konnten deren Anteil auf 3 % der Gesamtzellzahl weiter

gesenkt werden.
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Abb. 3.2: Aufreinigung von ST4/74 aus einem Bakteriengemisch im Darminhalt einer Maus. Der Darminhalt einer Maus
wurde mit einem Gemisch aus E.coli DH5a/pBR322 (60 %; hellgraue Balken) und S. Typhimurium ST4/74 (40 %;
dunkelgraue Balken) beimpft. Die koloniebildenden Einheiten pro ml im Darminhalt (Mix in Caecum) wurden jeweils nach
dem ersten IMS-Lauf (IMS 1) und dem zweiten IMS-Lauf (IMS 2) bestimmt. Aufgetragen ist der prozentuale Anteil der
beiden Stdmme in Bezug auf die Gesamtkeimzahl (in %).

3.1.3 Wachstumseigenschaften von S. Typhimurium ST4/74 AinvA in spezifischen Didten

Die in der Studie verwendeten Didten unterscheiden sich stark in ihren Inhaltsstoffen und deren
Zusammensetzung, so dass deren moglicher Einfluss auf das allgemeine Verhalten von
S. Typhimurium AinvA getestet werden sollte. Dazu wurden die Futterpellets in sterilem Wasser
gelost, anschlieBend 1:100 mit S. Typhimurium AinvA angeimpft und die koloniebildenden Einheiten
zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Wie in Abb. 3.3 zu erkennen ist, zeigte der Stamm
ST4/74 AinvA keinen signifikanten Didt-abhangigen Wachstumsunterschied. Nach einer 24 stiindigen
Inkubation erreichte ST4/74 AinvA bei der pflanzlichen Diat eine Konzentration von 2-10° KbE/ml
(von urspriinglich 1,02-10°) und bei der Western-Diat eine Zellzahl von 8,37-10% KbE/ml (von
urspriinglich 1,79-10).
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Abb. 3.3: Wachstumsverhalten von S. Typhimurium AinvA in Abhangigkeit unterschiedlicher Didten. Aufgetragen sind die
koloniebildenden Einheiten (KbE/ml) von S. Typhimurium AinvA in Abhéngigkeit von der Zeit (in Stunden) in Medium mit
gelosten Futterpellets der pflanzlichen Didt (graue Linie mit Rauten) oder bei der Western-Didt (schwarze Linie mit
Vierecken). Die Messung erfolge in drei biologischen Replikaten, wobei jede Probe im Dreifachansatz ausplattiert wurde.
Die Standardabweichungen sind als schwarze Linien an den Punkten aufgetragen.

3.2 Experimentelles Design der in vivo Mausversuche

Im in vivo Mausversuch sollte der Einfluss unterschiedlicher Erndhrungsweisen der Maus (Didten) auf
das Salmonellen-Transkriptom und die bakterielle Vielfalt im Mausedarm untersucht werden. Fir
diese Fragestellung wurde folgender Versuchsaufbau entwickelt (Abb. 3.4): Uber einen Zeitraum von
insgesamt 15 Tagen erhielten die Mause zwei unterschiedliche Didten, wobei diese Zeitspanne
basierend auf externe Untersuchungen gewdhlt wurde (Nickerson, Homer et al. 2014). Die als
Western-Didt bezeichnete Didt 1 beinhaltete Proteine und Fette tierischen Ursprungs, wobei die
Kohlenhydrate grofRtenteils aus Saccharose gewonnen wurden. Die Proteine und Fette in der Diat 2,
die als pflanzliche Diat bezeichnet wurden, hingegen waren pflanzlichen Ursprungs, wobei
Polysaccharide als Hauptkohlenstoffquelle dienten (exakte Zusammensetzung der Didten siehe Tab.
2.5). Mit dem Beginn der Fitterung der jeweiligen Didaten wurde taglich das Gewicht der Mause
bestimmt, sowie deren Gesundheitszustand kontrolliert. Die Mause bekamen bis zur Beendigung des

Versuches die Spezialdiaten.
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Abb. 3.4: Experimentelles Design des in vivo Mausversuches. Aufgezeichnet ist der zeitliche Ablauf des Mausversuches.
Insgesamt wurden 36 Mause fir den Versuch verwendet. Ab dem Beginn der Fiitterung der jeweiligen Didt (gelber Pfeil)
wurde taglich das Korpergewicht der Mause kontrolliert (blaue Zylinder). Nach 13 Tagen wurde den Mdausen 20 mg
Streptomycin mittels einer Schlundsonde verabreicht (griner Pfeil). Einen Tag nach der Streptomycinbehandlung, an Tag
14, wurden die Mause mit S. Typhimurium ST4/74 AinvA (Menge: 5.10 KbE) infiziert (lila Pfeil). 24 h nach der Infektion
wurden die Mause mittels Genickbruch getétet und das Caecum fiir die Transkriptomanalyse isoliert (orangenes Viereck).
Zusétzlich wurden zu drei Zeitpunkten (vor der Streptomycinbehandlung, vor der Infektion mit Salmonellen und vor der
Totung) Kotproben der Mause entnommen, um die bakterielle Zusammensetzung im Darm zu bestimmen (dunkelbraune
Vierecke). Ebenso wurde vor der Tétung der Mause eine weitere Kotprobe genommen, um die Anzahl der Salmonellen in
dem Fazes zu bestimmen.

Die Behandlung der Mause mit 20 mg Streptomycin mittels Schlundsonde 24 h vor der
Salmonelleninfektion ruft das Krankheitsbild der Gastroenteritis hervor und verzogert eine
systemische Infektion. Es ist bereits seit langerem bekannt, dass Mause bei einer Behandlung mit
Streptomycin eine erhohte Anfalligkeit gegeniiber Salmonellen aufweisen (Bohnhoff et al., 1964).
Dieses Wissen wurde zu einem Salmonellen-Gastroenteritis-Modell in Mdusen weiterentwickelt
(Barthel et al., 2003), welches nun weite Verwendung findet (Stecher et al., 2005, Endt et al., 2010,
Stecher et al., 2010, Nickerson et al., 2014). 24 h nach der Streptomycinzugabe erfolgte die
Inokulation mit einer Uber-Nacht-Kultur von Salmonella enterica serovar Typhimurium ST4/74 AinvA
(Abb. 3.4). Fir jede Diatgruppe gab es eine Kontrollgruppe, bei der PBS (Phosphat-buffered Saline)
anstatt der Bakterien verabreicht wurde.

Da das Transkriptom der Salmonellen in Abhangigkeit von der Didt und nicht von der Immunantwort
analysiert werden sollte, wurde die AinvA-Mutante verwendet. Diese Mutante ist nicht mehr in der
Lage in Epithelzellen einzudringen (Galan and Curtiss, 1991, Galan et al., 1992, Everest et al., 1999,
Forbester et al., 2015), wodurch eine Immunantwort in der Maus verzogert wird. Fir die
Bestimmung der bakteriellen Vielfalt im Darm wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (vor der
Streptomycinbehandlung, vor der Infektion mit Salmonellen, vor der Totung) Kotproben

entnommen. Da bereits 24 h nach der Salmonelleninfektion erste Entziindungsreaktionen im Darm
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der Maus auftreten, wurden die Mause an Tag 15 (24 h nach der Salmonelleninfektion) mittels
Genickbruch getotet. Zuvor wurde noch eine weitere Kotprobe entnommen, um die Anzahl der

Salmonellen im Kot zu bestimmen.

3.3 Einfluss von Diadten auf das Korpergewicht der Mause

Nach einer einwdchigen Akklimatisierung der Mause an die neuen Umgebungsbedingungen, wurde
ihnen fir 2 Wochen eine spezielle Didt zugefiihrt. Die erste Gruppe aus insgesamt 18 Mausen (n = 18)
wurde eine typische Western-Diat zugefiihrt, die reich an einfachen Zuckern und tierischen Fetten
war. Der zweiten Gruppe mit ebenfalls 18 Mausen (n = 18) wurde eine pflanzliche Diat verabreicht,
die viele Ballaststoffe und ausschlieRlich pflanzliche Fette enthielt. Im Verlauf der zwei Wochen
wurde taglich das Gewicht der Maduse gemessen. In beiden Didtgruppen wurden von den 18 Mausen
12 mit S. Typhimurium ST4/74 AinvA an Tag 14 infiziert (Versuchsgruppe), die restlichen 6 Mause

dienten als Kontrolle.
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Abb. 3.5: Gewicht der Mduse in Abhdngigkeit von der Zeit und der Didt. Nach einer einwdchigen Eingewdhnung erhielten
die Mause entweder eine Western-Diat (Linie mit Kreisen) oder eine pflanzliche Diat (Linie mit Dreiecken). Jede Diatgruppe
wurde unterteilt in eine Kontrollgruppe (Western-Diat: weil’ geflllte Kreise; pflanzliche Diat: weill gefiillte Dreiecke; n = 6),
die nicht mit Salmonellen infiziert wurden, und eine Versuchsgruppe (Western-Didt: schwarz gefiillte Kreise; pflanzliche
Diat: schwarz gefillte Dreiecke; n = 12), die an Tag 14 mit S. Typhimurium ST4/74 AinvA infiziert wurden. Das Gewicht
wurde ab Didtbeginn taglich bis zum Tod der M&use gemessen und ist in Gramm angegeben (Kérpergewicht [g]).

Das Gewicht der Mause schwankte innerhalb des Beobachtungszeitraumes zwischen 16 und 20 g.
Vom Trend her gab es eine leichte Gewichtszunahme in beiden Didtengruppen. Innerhalb der zwei
Wochen konnte kein signifikanter Unterschied im Koérpergewicht der Mause zwischen den Gruppen
festgestellt werden (Abb. 3.5). Aufgrund der kurzen Fitterungsphase war dies auch nicht zu

erwarten.
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3.4 Einfluss der unterschiedlichen Didten auf die
Kolonisierungsfahigkeit, die Mikrobiota und das Transkriptom
von S. Typhimurium ST4/74 AinvA in der Maus

3.4.1 Einfluss der unterschiedlichen Diiten auf die S. Typhimurium ST4/74 AinvA-
Konzentration im Mausekot

Am Tag 13 erhielten die fiir eine Salmonelleninfektion vorgesehenen Mause mittels Schlundsonde
eine einmalige Dosis an Streptomycin. Am Tag 14 wurden die Mause mit einer vorgegebenen Menge
an S. Typhimurium AinvA beimpft. Dazu wurde die Zellzahl einer ST4/74 AinvA-Kultur auf etwa 1-10°
KbE pro ml eingestellt und den Mausen jeweils 50 ul dieser Kultur verabreicht. Um die tatsachlich
Inokulationszahl zu bestimmen, wurden zusatzlich die KbE/ml der einzelnen ST4/74 AinvA-Kulturen
ermittelt (Abb. 3.6), die letztlich zwischen 5-10” und 8-10” Zellen lag, was den in der Literatur

empfohlenen Werten entspricht (Endt et al., 2010, Hapfelmeier et al., 2005, Stecher et al., 2005).
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Abb. 3.6: Infektionsdosis von ST4/74 AinvA in der Maus. Aufgetragen ist die Menge an lebenden Bakterienzellen von
ST4/74 AinvA, mit denen die Mause infiziert wurden. Die vier Punkte entsprechen den jeweiligen Infektionsdosen, welche
den Méausen 1-6 (Western-Diat; Kreis), den Mausen 7-12 (Western-Diat; Viereck), den Mausen 13-18 (pflanzliche Diat;
Dreieck mit Spitze nach oben) und den Mausen 19-24 (pflanzliche Diat, Dreieck mit Spitze nach unten) verabreicht wurden.
Angegeben ist die Infektionsdosis in koloniebildenden Einheiten (KbE).

Die Bestimmung des Salmonellenlevels im Darm jeder Maus erfolgte 24 h nach der Infektion, indem
Kotproben auf Salmonellen-spezifischen Selektionsplatten in verschiedenen Verdinnungsstufen
ausplattiert wurden. Wie in Abb. 3.7 zu erkennen ist, waren in den Kontrollgruppen der Western-
und pflanzlichen Didt keine Salmonellen im Kot vorhanden. Dies war zu erwarten, da hier keine
Salmonelleninfektion erfolgte. Vergleicht man die Menge der Salmonellen zwischen den
Versuchsgruppen, so kann kein signifikanter Unterschied (p-Wert > 0,1) in der Salmonellenlast in
Abhangigkeit von der verabreichten Diat festgestellt werden. Die Salmonellenbelastung des Kots lag
bei beiden Diiten zwischen 10°und 10" KbE pro Gramm Kot. Damit konnte 24 h nach der Infektion
kein signifikanter Unterschied in der Besiedelung von S. Typhimurium AinvA bei unterschiedlichen

Diaten detektiert werden.
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Abb. 3.7: Salmonellenbelastung in vivo 24 h nach der Infektion. 24 h nach der Infektion der M&use mit S. Typhimurium
AinvA, erfolgte eine Kotprobenentnahme zur Bestimmung der KbE pro Gramm Kot. Im Kot der Kontrollméduse (Kontrolle
Western-Diat: WD-K und Kontrolle pflanzliche Diat: pD-K), denen keine Salmonellen per Schlundsonde injiziert wurden,
konnten erwartungsgemaR keine Salmonellen nachgewiesen werden. Jede Maus, die eine Western-Diat erhielt und mit
Salmonellen infiziert wurde, ist als Kreis (WD) im Diagramm eingezeichnet. Mause, denen eine pflanzliche Diat gefuttert
wurde, sind als Dreiecke dargestellt. Zwischen beiden Gruppen gibt es keinen signifikanten Unterschied (n.s.). n entspricht
der Anzahl an Mausen pro jeweilige Gruppe.

Die Bakterienzusammensetzung im Mausedarm wurde zunachst vor der Streptomycinbehandlung
analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Didten einen Einfluss auf die bakterielle Vielfalt im
Mausedarm ausiben. Bei der Analyse der OTUs (operational taxonomic units) wiesen die pflanzlich
erndhrten Mause eine héhere Vielfaltigkeit in der Bakteriengemeinschaft des Mausedarms auf (Abb.

3.8).
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Abb. 3.8: Vielfiltigkeit der bakteriellen Mikrobiota bei Mausen in Abhdngigkeit von der Mausediat. Die Vielfaltigkeit gibt
an, wie viele OTUs unter einer bestimmten Bedingung prasent sind. Gezdhlt wurden OTUs, die nach Normalisierung eine
Read-Anzahl > 0,5 aufwiesen. Die Vielfalt der bakteriellen Gemeinschaft wurde von Mausen, die entweder eine pflanzliche
oder eine Western-Diat erhielten, bestimmt. Zwischen den beiden Bedingungen konnte ein signifikanter Unterschied (p-
Wert 0,00003) ermittelt werden.

Die unterschiedliche Diat-abhangige Vielfalt der Bakterienarten im Darm wurde durch die
Berechnung der a-Diversitat bestétigt, die als ein Mal$ fiir die Artendiversitat eines Lebensraumes
gilt. Fiir die Beschreibung der a-Diversitat werden die mathematischen GréRen Shannon- und
Simspon-Index als hdufigste Indizes verwendet. Bei Fiitterung der pflanzlichen Diat ergab sich ein
Shannon-Index von 3,44 mit der Standardabweichung (SD) von 0,1546 und ein Simpson-Index von
0,0584 (SD 0,0161). Der Shannon-Index betrug bei Futterung der Mause mit einer Western-Diat 3,72
(SD 0,2536) und der Simpson-Index 0,0561 (SD 0,0234). Zwischen der pflanzlichen und der Western-
Diat zeigte der Shannon-Index einen signifikanten Unterschied mit einem Signifikanzwert (p-Wert

von 0,01531).

Bei genauerer Betrachtung der Bakterienzusammensetzung konnten sieben verschiedene Phyla
detektiert werden: Actinobacteria, Bacteroidetes, candidatus Saccharibacteria, Deferribacteres,
Firmicutes, Proteobacteria und Tenericutes. In Abb. 3.9 ist zu erkennen, dass bei beiden Didten die
Bakterienphyla Bacteroidetes (ca. 60-65 %) und Firmicutes (ca. 25-32 %) dominierten. Auffallend war,
dass das Phylum Tenericutes nur bei Mausen, die eine pflanzliche Diat erhielten, auftrat (2,32 %).
Weitere signifikante Unterschiede gab es im Vorkommen der Bakterienphyla Deferribacteres (p-Wert
0,00224) und Proteobacteria (p-Wert 0,00003). Das Bakterienphylum Deferribacteres war nur in 5
von 12 Méusen, denen eine pflanzliche Diat zugefiihrt wurde, vorhanden, wogegen dieses Phylum in
allen 12 Mausen der Western-Diat starker prasent war. Das Phylum Proteobacteria zeigte ein

hoheres Vorkommen bei den mit Western-Diat gefiitterten Mausen.
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Abb. 3.9: Zusammensetzung der Bakterienphyla im Mausedarm abhidngig von der Diat. Dargestellt ist die prozentuale
Zusammensetzung der Bakterienphyla der Mausemikrobiota. Die Mause erhielten entweder eine Western-Didt oder eine
pflanzliche Diat. Es konnten dabei folgende Bakterienphyla detektiert werden: Actinobacteria (blau), Bacteroidetes (griin),
candidatus Saccharibacteria (orange), Deferribacteres (lila), Firmicutes (rot), Proteobacteria (grau) und Tenericutes (gelb).
OTUs, die keinem benannten Phylum zugeordnet werden konnten, sind als unbekanntes Phylum eingezeichnet (hellrosa).

Eine hierarchische Rangstufe tiefer in der Taxonomie, den Bakterienklassen, differenzierten sich die
Unterschiede (Abb. 3.10). So konnte die nur in pflanzlich erndhrten Méausen detektierte Klasse
Mollicutes als Einzige dem Phylum Tenericutes zugeordnet werden. Auch bei der Klasse der
Deferribacteres, die als einzige das gleichnamige Phylum vertrat, war zwischen den beiden
Fltterungsarten ein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,00224) erkennbar. Betrachtete man das
Phylum Proteobacteria, so wiesen zwei Klassen einen signifikanten Unterschied auf, namlich die
Betaproteobacteria (p-Wert 0,01586) und die Deltaproteobacteria (p-Wert 0,00021; WD: 4,65 %, pD:
1,02 %). Auffallend war hierbei, dass die Betaproteobacteria bei Fiitterung einer Western-Didt nur in
6 von 12 Mausen vorkam (0,48 %), wohingegen die Klasse bei pflanzlich erndhrten Mausen in 11 von
12 prasent war (1,25 %). Bei der Analyse der verschiedenen Klassen des Phylums Firmicutes war
erkennbar, dass die Klasse Clostridia unabhangig von der Didt dominierte (ca. 22-28 %) und es einen
signifikanten Unterschied im Vorhandensein der Klasse Bacilli (p-Wert 0,03887) gab. Letztere war nur
in 3 von 12 Mausen der Western-Diat-Gruppe (0,34 %) prasent, trat aber verstarkt bei Fitterung der
pflanzlichen Diat auf, bei der die Halfte der Méause innerhalb dieser Gruppe die Klasse beherbergte

(1,99 %).
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Abb. 3.10: Zusammensetzung der Bakterienklassen im Mausedarm abhangig von der Didt. Dargestellt sind die
Bakterienklassen (in Prozent), die in der Mikrobiota der Mause vorkommen. Die Mduse erhielten entweder eine Western-
Diat oder eine pflanzliche Didt. Die zugeordneten Farben wurden gemaR der Bakterienphylazugehorigkeit gewahlt: Klasse
Actinobacteria gehort zum Stamm Actinobacteria (blau), Klasse Bacteroidia zum Phylum Bacteroidetes (griin), Klasse
candidatus Saccharibacteria zum Phylum candidatus Saccharibacteria (orange), Klasse Deferribacteres zum Phylum
Deferribacteres (lila), die Klassen Bacilli, Clostridia und Erysipelotrichia sind Teil des Phylums Firmicutes (Rottone), die
Klassen Alpha-, Beta-, Delta- und Gammaproteobacteria gehoren zum Phylum Proteobacteria (Grautone) und die Klasse
Mollicutes (0 % bei Western-Diat) wird dem Phylum Tenericutes (gelb) zugeordnet.

Auf der Familienebene der Bakterien zeigte das Phylum Bacteroidetes, neben den bereits
behandelten Phyla Deferribacteres, Firmicutes, Proteobacteria und Tenericutes, nun ebenfalls einen
Diat-abhangigen und signifikanten Unterschied auf. So ist in Tab. 3.3 erkennbar, dass die Familie
Rikenellaceae (Klasse: Bacteroidia) bei Fiitterung mit einer Western-Diat (p-Wert 0,0377) abundanter
war, wogegen die Familie Prevotellaceae (Klasse: Bacteroidia) und eine unbekannte Bakterienfamilie
der Ordnung Bacteroidales (Klasse: Bacteroidia) eine héhere Abundanz bei Fitterung mit einer
pflanzlichen Didt zeigten. Als einzige Familien reprasentierten die beiden Bakterienfamilien
Deferribacteraceae und Anaeroplasmataceae (Klasse Mollicutes) die Phyla Deferribacteres und
Tenericutes. In dem Phylum Firmicutes zeigten neben der Familie Lactobacillaceae (Klasse Bacilli)
auch die Familien Lachnospiraceae und Ruminococcaceae, beide zugehorig zur Bakterienklasse der
Clostridia, einen signifikanten Unterschied in ihrer Abundanz zwischen beiden Fiitterungsarten.
Starker prasent bei Fltterung einer Western-Didt war hier die Bakterienfamilie Ruminococcaceae
und eine unbekannte Familie der Ordnung Clostridiales (Klasse: Clostridia), wogegen die Familien
Lachnospiraceae und Lactobacillaceae eine héhere Abundanz bei der pflanzlichen Didt zeigten. Die

Bakterienfamilie Desulfovibrionaceae (Klasse Deltaproteobacteria) schien bevorzugt bei einer
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Western-Diat vorzukommen. Bei der Klasse Betaproteobacteria trat die Familie Sutterellaceae

haufiger bei Futterung einer pflanzlichen Diat auf.

Tab. 3.3: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakterienfamilien. Aufgelistet sind die Bakterienfamilien, bei denen ein
signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz zwischen den beiden unterschiedlichen Mausdiaten festgestellt
werden konnte. Zudem sind die Phylazugehorigkeit der jeweiligen Familie, der p-Wert und die gemittelte Abundanz der
Bakterienfamilie aus allen Mausen in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschieden
wird dabei zwischen den Mausen die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten. In Klammer steht jeweils die Anzahl
der Méuse, in denen die spezielle Bakterienfamilie gefunden wurde.

Phylum Familie p-Wert Western-Diat pflanzliche Diat
MW [%] SD [%] MW [%] SD [%]

Prevotellaceae 0,0102 1,03 (10) 0,53 1,72 (10) 0,86
Bacteroidetes Rikenellaceae 0,0377 15,02 (12) 6,95 9,92 (12) 2,54

unbek. Bacteroidales 0,0282 1,83 (12) 0,92 2,96 (12) 1,43
Deferribacteres Deferribacteraceae 0,0022 2,71 (12) 1,32 0,38 (5) 0,33

Lachnospiraceae 0,0179 12,44 (12) 5,54 22,08 (12) 10,37

Lactobacillaceae 0,0389 0,34 (3) 0,36 1,99 (6) 3,64
Firmicutes

Ruminococcaceae 0,0047 8,79 (12) 3,37 4,51 (12) 2,58

unbek. Clostridiales 0,0071 1,13 (9) 0,82 0,65 (9) 0,25

Desulfovibrionaceae 0,0018 3,97 (12) 1,91 0,7 (7) 0,58
Proteobacteria

Sutterellaceae 0,0159 0,48 (6) 0,37 1,25 (11) 0,65
Tenericutes Anaeroplasmataceae (0) 2,32 (10) 2,48

Die Analyse der Bakteriengattungen bestatigte die Ergebnisse der Untersuchung auf Familienebene.
Sie fiel jedoch deutlich weniger prazise aus, da von den insgesamt 150 identifizierten OTUs bei der
Sequenzierung nur 51 OTUs einer spezifischen Gattung zugeordnet werden konnten. Auf der
Familienebene war noch eine Eingruppierung von 135 OTUs mdglich. Fiir die Phyla Deferribacteres
und Tenericutes konnten den jeweiligen Bakterienfamilien eine Gattung zugeordnet werden
(Mucispirillum und Anaeroplasma). Unterschiede im Phylum Bacteroidetes zeigten sich bei den
Gattungen Alistipes (Familie: Rikenellaceae), Parabacteroides (Familie Porphyromonadaceae),
Prevotella (Familie: Bacteroidales), einer unbekannten Gattung der Familie Bacteroidales und einer
unbekannten Gattung der Familie Porphyromonadaceae (Tab. 3.4). Erkennbar ist, dass zu den bereits
in Tab. 3.3 genannten Bakterienfamilien des Phylums Bacteroidetes nun auch Gattungen der Familien
Porphyromonadaceae und Bacteroidales signifikante Unterschiede in der Abundanz bei
unterschiedlicher Erndhrung der Maus aufwiesen. Bei Betrachtung des Phylums Firmicutes konnte

festgestellt werden, dass die Diat einen Einfluss auf das Vorkommen der Gattungen Clostridium XIVa
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(Familie Lachnospiraceae), Lactobacillus (Familie Lactobacillaceae) und Allobaculum (Familie
Erysipelotrichaceae) auslibte. Bei den Proteobacteria zeigten die Gattungen Parasutterella (Familie:
Sutterellaceae) und eine unbekannte Gattung der Familie Desulfovibrionaceae ebenfalls eine Diat-

abhéangige Prasenz.

Tab. 3.4: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakteriengattungen. Aufgelistet sind jeweils die Bakteriengattungen, bei
denen ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz zwischen den beiden unterschiedlichen Mausdidten
festgestellt werden konnte. Zudem sind die Phylazugehorigkeit der jeweiligen Gattung, der p-Wert und die gemittelte
Abundanz der Bakteriengattung aus allen Mausen in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD)
angegeben. Unterschieden wird dabei zwischen den Md&usen die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten. In
Klammer steht jeweils die Anzahl der Mause, in denen die spezielle Bakteriengattung gefunden wurde.

Phylum Gattung p-Wert Western-Diat pflanzliche Diat
MW [%] SD[%] MW [%] SD [%]
Alistipes 0,0377 15,02 (12) 6,66 9,92 (12) 2,43
Parabacteroides 0,0285 11,96 (12) 9,50 0,32 (2) 0,23
Bacteroidetes Prevotella (0) 1,18 (10) 0,63
unbek. Bacteroidales 0,0282 1,83 (12) 0,88 2,96 (12) 1,37
unbek. Porphyromonadaceae 0,0056 26,94 (12) 4,13 36,72 (12) 10,62
Deferribacteres Mucispirillum 0,0022 2,71 (12) 1,26 0,38 (5) 0,31
Allobaculum 0,0349 2,80 (12) 2,02 1,12  (10) 0,48
Firmicutes Clostridium XIVa (0) 4,65 (10) 6,32
Lactobacillus 0,0389 0,34 (3) 0,35 1,99 (6) 3,49
unbek. Clostridiales 0,0071 1,13 (9) 0,78 0,65 (9) 0,24
Parasutterella 0,0159 0,48 (6) 0,35 1,25 (11) 0,62
Proteobacteria
unbek. Desulfovibrionaceae 0,0018 3,97 (12) 1,83 0,70 (7) 0,55
Tenericutes Anaeroplasma (0) 2,32 (1) 2,38

3.4.2 Einfluss der Streptomycinbehandlung auf die intestinale bakterielle Mikrobiota

Bei der Analyse der OTUs (Abb. 3.11) vor und nach Streptomycinbehandlung war erkennbar, dass
24 h nach der Streptomycinzugabe die Anzahl der OTUs um etwa 50-80 OTUs gesunken war (vgl.
Abb. 3.8), was auf eine durch Streptomycin verursachte verringerte Vielfalt hindeutet. Der Vergleich
der Shannon-Indizes vor und nach der Antibiotikabehandlung bestatigte diese Vermutung (Western-

Diat: p-Wert 0,0002; pflanzliche Diat: p-Wert 0,0017).

Verglich man die Anzahl der OTUs nach der Streptomycinbehandlung aus beiden Diatgruppen
miteinander, so konnte kein signifikanter Unterschied mehr in der Bakterienvielfalt detektiert
werden (Abb. 3.11). Auch beim Shannon-Index konnte zwischen der pflanzlichen und Western-Diat
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (pflanzliche Diat: 1,73 + 0,9376; Western-Diat: 1,62
+0,4152).



78 | Ergebnisse

70
60 -

[

40 -

30 4

20 - I

10 -

Anzahl OTUs

pflanzliche Diat Western-Diat

Abb. 3.11: Vielfaltigkeit der Mikrobiota bei Madusen 24 h nach der Streptomycinbehandlung. Aufgetragen ist die Vielfalt
(Anzahl der OTUs, die nach Normalisierung eine Read-Anzahl > 0,5 aufwiesen) der Bakterien im Mausedarm 24 h nach
Behandlung mit Streptomycin. Die Vielfaltigkeit der bakteriellen Gemeinschaft wurde von zwei Gruppen bestimmt: 1)
Mause, die eine pflanzliche Diat erhielten (pflanzliche Diat) und 2) Mause, denen eine Western-Diat gefiittert wurde
(Western-Diat). Zwischen den beiden Bedingungen konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Insgesamt konnten nach der Streptomycinbehandlung nur 21 von 24 Proben sequenziert werden, da
die DNA-Isolation aus den Kotproben der Mause 17, 18 und 24 nicht erfolgreich war. Anzumerken ist,
dass die Qualitat der Sequenzierung bei einigen Proben nicht ganz den Erwartungen entsprach. So
lag nach Sequenzierung die Read-Anzahl bei 14 Proben unter dem Ublichen Schwellenwert von
10.000 Sequenzstiicken. Von diesen Proben erreichten 6 Stiick keine Read-Anzahl von 3000 (Tab.
3.,5). Da die Proben mit der niedrigen Anzahl an Reads jedoch eine &hnliche
Bakterienzusammensetzung im Vergleich zu den restlichen Proben zeigten, wurden alle Proben in
der Auswertung berticksichtigt.

Tab. 3.5: Anzahl der sequenzierten Reads bei den streptomycinbehandelten Proben. Aufgelistet sind die Mause, aus

denen die jeweilige Probe genommen wurde, welche Didt diesen Mausen gefiittert wurde und die Anzahl der
sequenzierten Reads der jeweiligen Probe.

Western-Diat Pflanzliche Diat

Mausnr. Anzahl Reads Mausnr. Anzahl Reads

1 17.344 13 3.174

2 5.593 14 12.144

3 8.746 15 2.473

4 16.544 16 2.522

5 2.416 19 59.181

6 1.466 20 44.184

7 8.672 21 9.538

8 2.175 22 34.221

9 1.672 23 18.076
10 4.601
11 8.350

=
N

6.405
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Die Streptomycinbehandlung fiihrte zu einer starken Veranderung in der Zusammensetzung auf
Phylaebene. So ist bei Fiitterung einer Western-Didt erkennbar, dass die beiden Phylen
Actinobacteria (p-Wert 0,001) und Deferribacteres (p-Wert 0,0006) weniger sensitiv auf das
Antibiotikum reagieren als das Phylum Bacteroidetes (p-Wert 0,0002). Auch die Phylen Firmicutes (p-
Wert 0,0066) und Proteobacteria (p-Wert 0,0536) reagierten sensitiv auf die
Streptomycinbehandlung (Abb. 3.12).

Actinobacteria Bacteroidetes Deferribacteres
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Abb. 3.12: Unterschiede im Vorkommen einzelner Phyla vor und nach Streptomycinbehandlung (Western-Diat).
Aufgetragen sind Phyla, die einen signifikanten Unterschied in ihrem Vorkommen (in Prozent) in der Mikrobiota beim
Vergleich der Zeitpunkte vor (Didt) und nach der (Streptomycin) Streptomycinbehandlung aufwiesen. Es wurden dabei nur
die Mause bericksichtigt, die eine Western-Diat erhielten. Unterschiede waren dabei in den Phylen Actinobacteria,
Bacteroidetes, Deferribacteres, Firmicutes und Proteobacteria zu erkennen.

Auch bei Fitterung einer pflanzlichen Diat fiihrte Streptomycin zu Auswirkungen in der bakteriellen
Zusammensetzung. So reagierten die Phyla Bacteroidetes (p-Wert 0,0046) und Firmicutes (p-Wert
0,0634) ebenso sehr sensitiv auf die Antibiotika-Behandlung (Abb. 3.13). Demgegeniber konnte sich

das Phylum Actinobacteria nur mausespezifisch proliferieren (Maus Nr. 14, 16, 21, 22 und 23).
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Abb. 3.13: Unterschiede im Vorkommen einzelner Phyla vor und nach Streptomycinbehandlung (pflanzliche Diat).
Aufgetragen sind Phylen, die einen signifikanten Unterschied in ihrem Vorkommen (in Prozent) in der Mikrobiota beim
Vergleich der Zeitpunkte vor (Didt) und nach der (Streptomycin) Streptomycinbehandlung aufwiesen. Es wurden dabei nur

die Mause beriicksichtigt, die eine pflanzliche Diat erhielten. Unterschiede waren dabei in den Phylen Bacteroidetes und
Firmicutes zu erkennen.

In der streptomycinbehandelten Mause-Mikrobiota konnten insgesamt neun verschiedene Phyla
detektiert werden, namlich Actinobacteria, Bacteroidetes, candidatus Saccharibacteria,
Deferribacteres, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia und Tenericutes (Abb.
3.14). Dabei wurde die Mause-Mikrobiota in beiden Diatgruppen groRtenteils von dem
Bakterienphylum Actinobacteria (Western-Diat: ca. 74 % + 4,74; pflanzliche Diat: ca. 59 % + 37,14)
dominiert. Die hohe Standardabweichung in der Gruppe der pflanzlichen Diat ergab sich durch eine
starke Varianz in der Ansiedelungsfahigkeit der Actinobacteria in den einzelnen Mausen. Vergleicht
man die bakterielle Zusammensetzung der streptomycinbehandelten Mause-Mikrobiota im Hinblick
auf die beiden Ernahrungsweisen, so trat das Phylum Deferribacteres verstarkt in der Western-Diat-
Gruppe auf (p-Wert 0,0722). Die beiden Phyla Tenericutes und candidatus Saccharibacteria konnten

dagegen nur in pflanzlich erndhrten Mausen detektiert werden (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Streptomycinabhdngige Zusammensetzung der Bakterienphyla im Mausedarm. Aufgetragen ist die
Zusammensetzung der Bakterienphyla (in Prozent) der Mausemikrobiota nach einer Streptomycinbehandlung. Die Mause
erhielten alternativ eine Western- bzw. eine pflanzliche Didt. Es wurden hierbei die Mittelwerte der Proben berechnet, bei
denen die Anzahl der sequenzierten Reads groRer als 7.000 war (s. Tab. 3.5). Es konnten dabei folgende Bakterienphyla
detektiert werden: Actinobacteria (hellblau), Bacteroidetes (griin), candidatus Saccharibacteria (orange), Deferribacteres
(lila), Firmicutes (rot), Proteobacteria (grau), Tenericutes (gelb), Fusobacteria (dunkelblau) und Verrucomicrobia (tirkis).
Diejenigen OTUs, die keinem benannten Phylum zugeordnet werden konnten, sind als unbekanntes Phylum eingezeichnet
(hellrosa).

Bei Betrachtung der Bakterienklassen konnten signifikante und Didt-abhangige Unterschiede in der
Zusammensetzung der Mikrobiota weiter prazisiert werden (Abb. 3.15). Wie bereits in der Diét-
abhangigen Bakterienzusammensetzung war auch hier die Klasse Mollicutes (Phylum Tenericutes) nur
in Mausen mit einer pflanzlichen Diat nachweisbar. Bei der Klasse der Deferribacteres, die als einzige
das gleichnamige Phylum vertrat, war zwischen den beiden Fitterungsarten ein signifikanter
Unterschied (p-Wert 0,0722) in der Abundanz (WD: 10,95 % +6,84; pD: 0,31 % +0,31) erkennbar.
Zusatzlich konnte in mit Western-Diat gefiitterten Mausen die Klasse Betaproteobacteria nicht mehr

detektiert werden.
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Abb. 3.15: Streptomycinabhdngige Zusammensetzung der Bakterienklassen im Mausedarm. Dargestellt sind die
Bakterienklassen (in Prozent), die in der Mausemikrobiota nach einer Streptomycinbehandlung nachgewiesen wurden.
Dabei wurden die Mause alternativ mit einer Western- bzw. einer pflanzlichen Diat gefuttert. Es wurden hierbei die
Mittelwerte von den Proben berechnet, bei denen die Anzahl der sequenzierten Reads groRer als 7.000 war. Die
zugeordneten Farben wurden gemaR der Bakterienphylazugehérigkeit gewahlt: Klasse Actinobacteria gehdrt zum Stamm
Actinobacteria (blau), Klasse Bacteroidia zum Phylum Bacteroidetes (grin), Klasse candidatus Saccharibacteria zum Phylum
candidatus Saccharibacteria (orange), Klasse Deferribacteres zum Phylum Deferribacteres (lila), die Klassen Bacilli, Clostridia
und Erysipelotrichia sind Teil des Phylums Firmicutes (Rottone), die Klassen Alpha-, Beta-, Delta- und Gammaproteobacteria
gehdren zum Phylum Proteobacteria (Grautone) und die Klasse Mollicutes (0 % bei Western-Didt) wird dem Phylum
Tenericutes (gelb) zugeordnet. Ebenso eingezeichnet sind die Klassen Fusobacteria (dunkelblau) und Verrucomicrobia
(tirkis). OTUs, die keiner Klasse bzw. Phylum zugeordnet werden konnten, sind als unbekanntes Phylum eingezeichnet
(hellrosa).

Auf Familienebene zeigten nur funf Bakterienfamilien 24 h nach der Streptomycinbehandlung
signifikante Unterschiede in ihrem Vorkommen in Abhdngigkeit von der Diat (Tab. 3.6). Darunter
fielen die Familien Bacteroidaceae (Phylum Bacteroidetes), Deferribacteraceae (Phylum
Deferribacteres), candidatus Saccharibacteria, Sutterellaceae (Phylum Proteobacteria) und
Anaeroplasmataceae (Phylum Tenericutes). Die drei letzteren konnten dabei nicht mehr in mit
Western-Diat geflitterten Mausen nachgewiesen werden. Die Familie Deferribacteraceae zeigte ein
hoheres Vorkommen bei Mausen mit einer Western-Diat als Nahrung, was bereits auf Phylumebene
ersichtlich war. Auffallend ist ebenso, dass die einzelnen Familien oft nur in 3-5 Mausen (vor allem
bei Futterung der pflanzlichen Diat) detektiert werden konnten (Tab. 3.6). Dieses Fehlen der Familien
in einzelnen Mausen konnte allerdings auch auf die zu geringe Anzahl der sequenzierten Reads

zurtckzufihren sein.
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Tab. 3.6: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakterienfamilien nach Streptomycinbehandlung. Aufgelistet sind
jeweils die Bakterienfamilien, bei denen ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz bei
unterschiedlichen Didten der Mause 24 h nach der Streptomycinbehandlung festgestellt werden konnte. Zudem sind die
Phylazugehorigkeit der jeweiligen Familie, der p-Wert und die gemittelte Abundanz der Bakterienfamilie aus allen Mausen
in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Fiir die Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden nur Proben, bei denen die Anzahl der sequenzierten Reads groRer als 7.000 war, miteinbezogen (Tab. 3.5). In der
Tabelle wird zwischen den Mausen, die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten, unterschieden. In Klammer steht
jeweils die Anzahl der Méause, in denen die spezielle Bakterienfamilie gefunden wurde. Die Gesamtanzahl der Mduse, in
denen die Anwesenheit einer Familie Uberprift wurde, betrug in der Western-Didt-Gruppe 12 Mause und in der Gruppe der
pflanzlichen Didt 9 Mause.

Phylum Familie p-Wert Western-Diat pflanzliche Diat

MW [%] SD [%] MW [%] SD [%]
Bacteroidetes Bacteroidaceae 0,0862 0,30 (4) 0,15 8,99 (5) 18,79
;::S;):i;::cteria ;?Jrc]j:clrar;z;cteria (0) 010 (3) 0,09
Deferribacteres Deferribacteraceae 0,0209 10,95 (12) 6,84 0,31 (3) 0,31
Proteobacteria  Sutterellaceae (0) 0,27 (4) 0,39
Tenericutes Anaeroplasmataceae (0) 1,02 (3) 1,94

Die Betrachtung der Bakteriengattungen bestatigte, dass in den Familien Anaeroplasmataceae,
candidatus Saccharibacteria, Sutterellaceae und Deferribacteraceae jeweils eine spezielle Gattung fir
den signifikanten und Diat-abhangigen Unterschied in deren Abundanz verantwortlich war, namlich
Anaeroplasma (Familie Anaeroplasmataceae), candidatus Saccharibacteria, Parasutterella (Familie
Sutterellaceae) und Mucispirillum (Familie Deferribacteraceae). Zusatzlich traten zwei Gattungen
(Bacteroides und Odoribacter) des Phylums Bacteroidetes signifikant haufiger und starker in

pflanzlich erndhrten Mausen auf (Tab. 3.7).

Tab. 3.7: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakteriengattungen nach einer Streptomycinbehandlung. Aufgelistet
sind jeweils die Bakteriengattungen, bei denen ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz bei
unterschiedlichen Didten der Mduse 24 h nach Streptomycinbehandlung festgestellt werden konnte. Zudem sind die
Phylazugehorigkeit der jeweiligen Gattung, der p-Wert und die gemittelte Abundanz der Bakteriengattung aus allen Mdusen
in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Fiir die Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden nur Proben, bei denen die Anzahl der sequenzierten Reads groRer als 7.000 war, miteinbezogen (Tab. 3.5). In der
Tabelle wird zwischen den Mausen, die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten, unterschieden. In Klammer steht
jeweils die Anzahl der Mause, in denen die spezielle Bakteriengattung gefunden wurde. Die Gesamtanzahl der Mause, in
denen die Anwesenheit einer Gattung Uberpriift wurde, betrug in der Western-Didt-Gruppe 12 Mause und in der Gruppe
der pflanzlichen Diat 9 Mause.

Phylum Gattung p-Wert Western-Diat pflanzliche Diat
MW [%] SD [%] MW [%] SD [%]
. Bacteroides 0,0275 0,30 (4) 0,15 8,99 (5) 18,79

Bacteroidetes

Odoribacter (0) 0,23 (4) 0,27
candidatus candidatus
Saccharibacteria Saccharibacteria (0) 010 (3) 0,09
Deferribacteres  Mucispirillum 0,0209 10,95 (12) 6,84 0,31 (3) 0,31
Proteobacteria  Parasutterella (0) 0,27 (4) 0,39

Tenericutes Anaeroplasma (0) 1,02 (3) 1,94
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3.4.3 Einfluss von S. Typhimurium ST4/74 AinvA auf die intestinale bakterielle Mikrobiota
Nachdem die Mause durch eine Streptomycinbehandlung fiir eine Infektion mit Salmonellen
sensibilisiert und mit S. Typhimurium AinvA infiziert wurden, konnte die Bakterienzusammensetzung
im Mausedarm 24 h nach der Infektion analysiert werden. Auch hier konnte, wie bereits nach der
Streptomycinbehandlung, kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der OTUs zwischen beiden
Diaten detektiert werden. Allerdings verringerte sich die Anzahl der OTUs noch einmal signifikant im
Vergleich zum Zeitpunkt nach der Streptomycinbehandlung (WD: p-Wert 0,0002; pD: p-Wert 0,018).
Der Median der OTUs, bei Mé&usen mit einer Western-Didt, sank von etwa 41,5 vor der
Salmonelleninfektion auf 31,5 nach der Infektion und bei pflanzlicher Didt von 36 vor der Infektion
auf 28 danach (Abb. 3.11 und Abb. 3.16). Die Mikrobiota von Mausen der Western-Didt-Gruppe wies
eine signifikant verringerte a-Diversitat auf (Shannon-Index: p-Wert 0,0156; Simpson-Index: p-Wert
0,0268). Die Anzahl der sequenzierten Reads lag bei diesen Proben bei Gber 10.000 (WD: 10 Méuse;
pD: 11 Mause).

70 A

L T

40 -

30 -

Anzahl OTUs

20 - I

10 A

pflanzliche Diat Western-Diat

Abb. 3.16: Vielfaltigkeit der intestinalen bakteriellen Mikrobiota bei Mausen 24 h nach einer Salmonelleninfektion.
Aufgetragen ist die Vielfalt (Anzahl der OTUs, die nach Normalisierung eine Read-Anzahl > 0,5 aufwiesen) der Bakterien im
Mdausedarm 24 h nach der Infektion mit S. Typhimurium AinvA. Die Vielféltigkeit der bakteriellen Gemeinschaft wurde fir
beide Gruppen bestimmt: 1) Mause, die eine pflanzliche Diat erhielten insgesamt 11 Mause) und 2) Mause, denen eine
Western-Diat geflttert wurde (insgesamt 10 Mause). Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied
ermittelt werden.

Wie in Abb. 3.17 zu erkennen ist, erfolgte in beiden Didt-Gruppen eine Kolonisierung von Bakterien,
die dem Phylum Proteobacteria zugeordnet wurden, welches nach der Infektion signifikant starker
prasent war als vor der Infektion (WD: p-Wert 0,0006; pD: p-Wert 0,0866). Die Besiedelungseffizienz
variierte dabei relativ stark zwischen den Mausen und schwankte bei der mit der Western-Diat-
geflitterten Gruppe zwischen 31 % und 99 %, bzw. bei der pflanzlich erndhrten Gruppe zwischen
1,59 % und 97 %. Aufgrund dieser individuellen Schankwungen sind auch die stark unterschiedlichen

Mittelwerte der Proteobacteria in der pflanzlichen bzw. Western-Diat-Gruppe nicht signifikant. Das
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Phylum Bacteroidetes wies einen signifikanten und Didt-abhangigen Unterschied in seiner Abundanz
auf (p-Wert 0,0192), wobei es verstarkt in der Mikrobiota von pflanzlich erndhrten Mausen auftrat.
Dagegen zeigte das Phylum Actinobacteria eine signifikant stirkere Prasenz in der Western-Diat-

Gruppe (p-Wert 0,0159).

Western-Diat pflanzliche Diat
0,001

032,004 591

49,71

B Actinobacteria B Deferribacteres Tenericutes
B Bacteroidetes B Firmicutes unbekanntes Phylum
B candidatus Saccharibacteria B proteobacteria

Abb. 3.17: Zusammensetzung der Bakterienphyla im Mdusedarm nach einer Salmonelleninfektion. Dargestellt ist die
Zusammensetzung der Bakterienphyla (in Prozent) der Mdusemikrobiota 24 h nach der Infektion mit S. Typhimurium AinvA.
Die Méduse erhielten entweder eine Western-Didt oder eine pflanzliche Didt. Es konnten dabei folgende Bakterienphyla
detektiert werden: Actinobacteria (hellblau), Bacteroidetes (grin), candidatus Saccharibacteria (orange), Deferribacteres
(lila), Firmicutes (rot), Proteobacteria (grau) und Tenericutes (gelb). Diejenigen OTUs, die keinem benannten Phylum
zugeordnet werden konnten, sind als unbekanntes Phylum eingezeichnet (hellrosa).

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Klassen im Phylum Proteobacteria fiel auf, dass die Klasse
der Gammaproteobacteria hier unabhingig von der zugefiihrten Diat dominierte (Abb. 3.18). Wie
bereits vor der Zugabe von Streptomycin, waren neben den Proteobacteria die gleichen Vertreter der
einzelnen Klassen vorhanden: Actinobacteria (Phylum Actinobacteria), Bacteroidia (Phylum
Bacteroidetes), Deferribacteres (Phylum Deferribacteres), Mollicutes (Phylum Tenericutes) und aus

dem Phylum Firmicutes die Klassen Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia, sowie eine unbekannte Klasse.
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Western-Diit pflanzliche Diadt

0,001
0

0,04

0,32

49,56

" Actinobacteria = Bacilli ® Alphaproteobacteria Mollicutes

® Bacteroidia = Clostridia ® Betaproteobacteria unbekanntes Phylum
® candidatus Saccharibacteria ® Frysipelotrichia ® Deltaproteobacteria ® Fusobacteria

® Deferribacteres unbekannter Firmicutes " Gammaproteobacteria = Verrucomicrobia

Abb. 3.18: Zusammensetzung der Bakterienklassen im Mausedarm nach einer Salmonelleninfektion. Dargestellt sind die
Bakterienklassen (in Prozent) in der Mausemikrobiota 24 h nach der Infektion mit S. Typhimurium AinvA. Die Mause
erhielten entweder eine Western-Didt oder eine pflanzliche Diit. Die zugeordneten Farben wurden geméR der
Bakterienphylazugehorigkeit gewahlt: Klasse Actinobacteria gehort zum Stamm Actinobacteria (blau), Klasse Bacteroidia
zum Phylum Bacteroidetes (griin), Klasse candidatus Saccharibacteria zum Phylum candidatus Saccharibacteria (orange),
Klasse Deferribacteres zum Phylum Deferribacteres (lila), die Klassen Bacilli, Clostridia und Erysipelotrichia sind Teil des
Phylums Firmicutes (Rottone), die Klassen Alpha-, Beta-, Delta- und Gammaproteobacteria gehdéren zum Phylum
Proteobacteria (Grauténe) und die Klasse Mollicutes (0% bei Western-Didt) wird dem Phylum Tenericutes (gelb)
zugeordnet. Diejenigen OTUs, die keiner Klasse bzw. keinem Phylum zugeordnet werden konnten, sind als unbekanntes
Phylum eingezeichnet (hellrosa).

Die Diat-abhangigen Unterschiede in der bakteriellen Vielfalt von der Salmonellen-infizierten
Mikrobiota sind auf Familien- und Gattungsebene deutlich geringer im Vergleich zu denen vor der
Streptomycinbehandlung. Insgesamt reagierten nur drei Bakterienfamilien unterschiedlich auf die
Fitterungsform der Mause (Tab. 3.8). Dazu zahlten die Familie Porphyromonadaceae des Phylums
Bacteroidetes und die Familie Enterococcaceae des Phylums Firmicutes, die beide signifikant starker
prasent waren in der Mikrobiota von pflanzlich ernahrten Mausen. Letztere konnte zudem nicht in
der Western-Diat-Gruppe nachgewiesen werden. Bei der dritten Bakterienfamilie handelte es sich
um die Coriobacteriaceae, die dem Phylum Actinobacteria zugeordnet werden und hauptsachlich in

Mausen, die eine pflanzliche Diat erhielten, nachgewiesen werden konnten.
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Tab. 3.8: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakterienfamilien nach einer Salmonelleninfektion. Aufgelistet sind
jeweils die Bakterienfamilien, bei denen ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz bei
unterschiedlichen Didten der Mause 24 h nach der Infektion mit S. Typhimurium AinvA festgestellt werden konnte. Zudem
sind die Phylazugehorigkeit der jeweiligen Familie, der p-Wert und die gemittelte Abundanz der Bakterienfamilie aus allen
Madusen in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschieden wird dabei zwischen den
Mausen die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten. In Klammer steht jeweils die Anzahl der Mause, in denen die
spezielle Bakterienfamilie gefunden wurde. Die Gesamtanzahl der Mause, in denen die Anwesenheit einer Familie
Uberprift wurde, betrug in der Gruppe der Western-Didt 12 und in der Gruppe der pflanzlichen Diat 11 Méause.

Phylum Familie p-Wert Western-Diat pflanzliche Diat

MW [%] SD [%] MW [%] SD [%]
Actinobacteria  Coriobacteriaceae 0,0263 25,13 (11) 17,30 8,21 (9) 5,88
Bacteroidetes Porphyromonadaceae  0,0566 0,511 (3) 0,816 19,03 (8) 20,77
Firmicutes Enterococcaceae (0) 12,89 (7) 16,74

Die Gattung Olsenella, die zur Familie der Coriobacteriaceae gehort, zeigte ein signifikant hoheres
Vorkommen bei Fitterung einer Western-Diat (Tab. 3.9). Zusétzlich konnte die Gattung Allobaculum,
die Teil des Phylums Firmicutes ist, nur in dieser Didtgruppe nachgewiesen werden. Dagegen konnten
zwei andere Gattungen, Barnesiella (Phylum Bacteroidetes) und Enterococcus (Phylum Firmicutes),

nur in Mausen detektiert werden, die eine pflanzliche Diat erhielten.

Tab. 3.9: Einfluss der Didten auf unterschiedliche Bakteriengattungen nach einer Salmonelleninfektion. Aufgelistet sind
jeweils die Bakteriengattungen, bei denen ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05) in der Abundanz bei
unterschiedlichen Didten der Mause 24 h nach Infektion mit Salmonellen festgestellt werden konnte. Zudem sind die
Phylazugehorigkeit der jeweiligen Familie, der p-Wert und die gemittelte Abundanz der Bakterienfamilie aus allen Mausen
in Prozent (MW) mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschieden wird dabei zwischen den Mausen
die eine Western- bzw. eine pflanzliche Diat erhielten. In Klammer steht jeweils die Anzahl der Méause, in denen die
spezielle Bakteriengattung gefunden wurde. Die Gesamtanzahl der Mause, in denen die Anwesenheit einer Gattung
Uberprift wurde, betrug in der Gruppe der Western-Diat 12 und in der Gruppe der pflanzlichen Diat 11 Mause.

Phylum Gattung p-Wert Western-Diit pflanzliche Diat
MW [%] SD [%] MW [%] SD [%]
Actinobacteria Olsenella 0,0263 25,13 (11) 17,30 8,21 (9) 5,88
Bacteroidetes Barnesiella (0) 8,32 (5) 12,30
o Allobaculum 2,25 (9) 1,70 (0)
Firmicutes
Enterococcus (0) 12,89 (7) 16,74

Zusammenfassend ist erkennbar, dass durch die Antibiotikabehandlung und Salmonelleninfektion die
Diversitat in der Mikrobiota jedes Mal signifikant abnahm. Ebenso vertrat zu allen drei Zeitpunkten
jeweils nur eine einzige Gattung, namlich Olsenella, Mucispirillum und Anaeroplasma, die drei Phyla
Actinobacteria, Deferribacteres und Tenericutes. Nach der Streptomycinbehandlung konnte noch im
Phylum Actinobacteria eine weitere Gattung, namlich Enterorhabdus, detektiert werden, die

allerdings nur in vergleichbar geringer Abundanz auftrat. Da das Phylum candidatus Saccharibacteria
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noch nicht ndaher beschrieben wurde, erfolgte hier keine prazisere Unterteilung. Es konnte allerdings
nur ein OTU identifiziert werden, welches von seiner Sequenz her diesem neuen Phylum zugeordnet
wird. Dies spricht dafiir, dass auch dieses Phylum nur durch eine Gattung reprasentiert wurde. Der
Einfluss der Didten auf die Bakterienzusammensetzung der Mikrobiota war vor jeglicher Behandlung
am deutlichsten zu erkennen. So zeigte z.B. die Mikrobiota von pflanzlich erndhrten Mausen eine
signifikant hohere Diversitat als die Mikrobiota der Mause aus der Western-Diat-Gruppe. Die
Streptomycinbehandlung fiihrte zu einem starken Anstieg an Actinobacteria und zum Verlust vieler
anderer Bakterienarten im Darm. Nach der Salmonellen-Infektion konnte ein starker Anstieg im
Vorkommen der Gammaproteobacteria beobachtet werden und eine erneute Verringerung der

Diversitat.

3.4.4 Sequenzanalyse des aus dem Mausedarm isolierten Salmonellen-Transkriptoms

3.4.4.1 Schrittweise Synthese der cDNA-Bibliotheken

Die fiir die Herstellung der cDNA bend6tigte RNA wurde aus Salmonellen isoliert, die zuvor mittels IMS
aus dem Mausedarm aufgereinigt wurden. Fir die Konstruktion einer cDNA-Bibliothek wurden
jeweils 4-10 ug RNA als Ausgangsmaterial benotigt. Die RNA-Isolation aus Mausen der Western-Diat-
Gruppe ergab eine Gesamtausbeute von tber 30 pg, wobei sich die RNA-Mengen zwischen 0,77 ug
und 5,6 pug bewegten (Tab. 3.10). Aus den Mausen Nummer 7 und 25, die in Tab. 3.10 grin markiert
sind, konnte aufgrund der hohen RNA-Menge jeweils eine eigene cDNA-Bibliothek erstellt werden.
Die RNA-Isolation aus Madausen, die eine pflanzlichen Diadt erhielten, lieferte insgesamt deutlich
geringere Mengen (Tab. 3.10). Eine genauere Priifung ergab, dass bei den Proben Nr. 13-19 keine
Bindung der Salmonellen an den BacTrace-Antikdrper erfolgt war. Daher wurden fiir die Maus-
Proben Nr. 20-24 der Salmonellen-Antikorper der Firma ViroStat verwendet und vor der IMS jeweils
0,1 % TritonX zur Probe hinzugegeben. Trotz einer verbesserten Salmonellen-Ausbeute konnte nur
eine RNA-Gesamtmenge von 9 pg erreicht werden. Allgemein wurden Proben, bei denen die
Konzentration unter 6 ng/ul lag, verworfen. Zusatzlich wurde als ein weiterer Parameter das
Verhialtnis E,e/E2g0 beriicksichtigt, da dieses erste Hinweise auf die Qualitidt der RNA liefert. Hierbei

wurden nur solche Proben weiter verwendet, bei denen das Verhaltnis tiber 1,7 lag.
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Tab. 3.10: RNA-Menge der einzelnen Darminhaltsproben. Die gewonnenen RNA-Mengen aus den Darmproben der Mause
Nr. 1-24 sind in Abhangigkeit von der jeweils verabreichten Didt (Western-Diat oder pflanzliche Diat) aufgelistet. Die RNA-
Konzentration ist in ng/ul angegeben und lag in einem Gesamtvolumen von 55 pl vor, woraus sich die Gesamtmenge [ng]
errechnete. Ebenso sind die Verhéltnisse E,go/Eog0 Und Eygo/Ezg0 der RNA-Proben in der Tabelle eingetragen. Griin unterlegt
sind die Proben mit der héchsten RNA-Konzentration und grau diejenigen, deren Konzentration < 6 ng/ul war. Aufgrund der
geringen RNA-Ausbeute wurde aus dem Darminhalt der Mause Nr. 13 und 14 die RNA noch ein zweites Mal isoliert (13.2
und 14.2).

RNA-Konzentration Verhaltnis Verhaltnis  RNA-Gesamtmenge

Mausr. [ng/ul] Ez60/E2s0 Ez60/E230 [ng]
Western-Diat

1 83,1 2,11 1,74 4.570,5

2 24,2 2,04 1,13 1.331,0

3 39,1 2,10 1,12 2.150,5

25 102,1 2,10 1,98 5.615,5

5 19,6 2,04 0,35 1.078,0

6 14,0 2,07 0,56 770,0

7 93,3 2,08 1,79 5.131,5

8 70,8 2,16 1,61 3.894,0

9 55,1 2,06 1,61 3.030,5

10 69,5 2,15 1,65 3.822,5

11 23,4 2,02 0,26 1.287,0

12 29,2 2,10 0,95 1.606,0

34.287,0
pflanzliche Diat

13.1 2,3 1,30 0,56 126,5

13.2 8,6 2,03 0,19 473,0

14.1 9,5 1,74 0,54 522,5

14.2 111 2,05 0,39 610,5

15 19,6 2,05 1,79 1.078,0

16 6,5 2,12 0,11 357,5

17 15,5 1,88 0,42 852,5

18 2,9 1,72 0,16 159,5

19 2,3 126,5

20 15,5 1,87 1,42 852,5

21 20,0 2,19 0,66 1.100,0

22 11,8 1,80 0,84 649,0

23 21,3 2,13 1,21 1.171,5

24 23,6 2,09 1,83 1.298,0

8.965,0
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Um die erforderliche RNA-Ausgangsmenge von 4-10 ug zu erreichen, wurden die Proben vor der

Anfertigung der cDNA-Bibliotheken wie folgt zusammengefihrt:

cDNA-Bibliothek Nr. RNA-Proben

Maus-Nr. 25
Maus-Nr. 7
Mause-Nr. 1-3, 5-6

1
2
3
4 Maduse-Nr. 8-12
5 Mause-Nr. 13-20
6

Mause-Nr. 21-24

Nach Fertigstellung der cDNA-Bibliotheken, die 150 bis 200 bp groRe cDNA-Fragmente enthielten,
wurden diese mittels des Bioanalyzers auf ihre Integritat hin iberprift. Die cDNA-Bibliotheken Nr. 1-
4, die aus den Mausen mit der Western-Diat isoliert wurden, zeigten klare und starke Banden auf
Hohe der 150 und 200 bp-Markerbanden (Abb. 3.19). Die Proben, die aus Mausen mit der
pflanzlichen Diat isoliert wurden, wiesen etwas schwéachere Banden auf. Bei der cDNA-Bibliothek Nr.
5 lag die GroRe der cDNA-Fragmente bei etwa 170-250 bp. Das Elektropherogramm bestatigte die
etwas niedrigere Qualitat der cDNA-Bibliotheken Nr. 5 und 6, da hier die Peaks kleiner und breiter

waren als bei den cDNA-Bibliotheken Nr. 1-4.

cDNA-Bibliothek

cDNA-Bibliothek 1 cDNA-Bibliothek 2 cDNA-Bibliothek 3

j T T T T T T TTITT TT7T } T T T T TITT TTIT T TTT T T TTTT IT1T
35 150 300 500 10380 [op) 35 150 300 500 10380  [bp] 35 150 300 500 10380 [bp)

cDNA-Bibliothek 4 cDNA-Bibliothek 5 cDNA-Bibliothek &

__?

T T T T T T TTTT T T T T T T 17T T T T T T Tt
35 150 300 500 10380 [br) 35 150 300 500 10380 [oe] 35 150 300 500 10380 [br)

Abb. 3.19: FragmentgroBenbestimmung der cDNA-Bibliotheken. Mittels des Bioanalysers wurden die FragmentgroRen der
aufgenommenen cDNA-Bibliotheken und deren Qualitdt bestimmt. Im oberen Bild ist ein erstelltes Gelbild mit der
FragmentgroRe der jeweiligen cDNA gezeigt, welches einen Marker (links) mit den benannten FragmentgréRen beinhaltet.
Die Proben 1-6 stehen fir die cDNA-Bibliotheken Nr. 1-6. Im unteren Bildabschnitt sind Elektropherogramme der einzelnen
cDNA-Bibliotheken dargestellt. Dabei sind als x-Achse die FragmentgroRe der DNA und als y-Achse deren Fluoreszenz
Einheiten (fluorescence units; FU) aufgetragen.
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3.4.4.2 Einfluss der Didten auf das Transkriptom von S. Typhimurium ST4/74 AinvA
Die Sequenzierung der cDNA-Bibliothek mittels der lllumina HiSeq2500 ergab nach Filterung der

rRNA eine Anzahl von ca. 1,2 Mio. Reads pro Didtgruppe. Mittels einer statistischen Auswertung
konnten 66 Gene identifiziert werden, die in Bezug auf die jeweilige Mausdidt unterschiedlich
exprimiert wurden (FDR < 0,1). Die Zuordnung zum jeweiligen physiologischen Prozess erfolgte liber

die COG Datenbank.

Von den 66 identifizierten Genen (Tab. 3.11) waren 38 Gene in den pflanzlich erndhrten Mausen
hochreguliert und 28 Gene zeigten bei Fltterung einer Western-Didt eine hohere Expression.
Auffallend ist, dass von den 38 Genen, die bei einer pflanzlichen Erndhrung starker exprimiert
wurden, 21 Gene dem Transport und der Metabolisierung von Kohlenhydraten zugeordnet werden
konnten. Hierzu zdhlen Gene, die bei der Verstoffwechselung von Arabinose, Rhamnose und
Melibiose eine Rolle spielen, sowie fiir verschiedene Substrat-spezifische PTS kodieren, wie z.B.
Fruktose-, Sorbitol- und Galaktitol/Tagatose-spezifische PTS. Die in der Western-Diat hochregulierten
Gene spielen selten eine Rolle beim Transport und der Metabolisierung von Kohlenstoffen.
Stattdessen wird hierbei z.B. die Expression des marRAB Operons induziert, welches
mitverantwortlich ist fir die Entwicklung von Multiresistenzen. Eine erhohte Transkription zeigen
ebenso Phagenschockgene (pspA-D und pspG), die eine Rolle beim Erhalt der Membranintegritat
spielen und nach Infektion von Makrophagen starker exprimiert werden. Ebenso sind zwei in der
Fimbrienproduktion mitwirkenden Gene hochreguliert. Somit zeigten bei pflanzlich erndhrten
Mdusen die Salmonellen (iberwiegend eine verstiarkte Expression von verschiedenen
Stoffwechselgenen, wogegen sie in einer Western-Didt grofStenteils Virulenzgene und fir die

Fortbewegung zustdandigen Gene verstarkt transkribieren.
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Tab. 3.11: Gene, die einen Diat-abhangigen Unterschied in ihrer Expressionsstirke aufwiesen. Die Gene sind dem
jeweiligen physiologischen Prozess untergeordnet, dem sie zugehorig sind. Die Genbezeichnung entspricht der Bezeichnung
von S. Typhimurium ST4/74. Angegeben ist die Read-Anzahl dieser Gene bei Fltterung der M&use mit einer pflanzlichen
(Reads pD) bzw. Western-Diat (Reads WD). Der Log,FC gibt an, wie stark die Verdanderung zwischen beiden Bedingungen
war. Negative Werte weisen eine hohere Transkription des Gens in pflanzlich-gefiitterten Mausen und positive Werte
sprechen fiir eine verstarkte Expression des Gens in Madusen der Western-Didt-Gruppe. Der FDR-Wert (false discovery rate)
gibt ein korrigiertes Signifikanzniveaus an. Ebenso angegeben sind die (hypothetischen) Funktionen der Proteine, welche
die jeweiligen Gene kodieren. Die Zuordnung des physiologischen Prozesses erfolgte Giber die COG-Datenbank.

physiologischer . Reads  Reads .
Prozess Genbezeichnung oD WD Log,FC FDR Funktion
STM474_RS02895 6 43 2,80 886107 | roteinmiteiner
Isomerasen-Domane
Biogenese von STMA474_RS05555 45 4 3,46  1,81-102 E'?;Z:‘;'::“rammat'
Zellwand / -membran GT Fruktose6
und -hiille STMA474_RS23290 49 427 311 267107  ucosamin:rruktose
Phosphat-Aminotransferase
STM474_RS23295 140 809 252 285102  Clucosamin:Fruktose-6-
Phosphat-Aminotransferase
STM474 _RS01290 2  2,5-Didehydrogluconat-
(dkgB) >89 96 2,63 192710 Reduktase B
STM474_RS02685 124 19 2,71 3,02-102 mog:Che Acyl-Coh-
Energieproduktion Synthetase
und -umwandlung STM474 RS07645 116 1056 3,17 1,52:10°  Hydrogenase
Flavin-abhdngiges a-
STM474 RS19035 23 128 2,46 6,92:10° Hydroxycarbonsaure-
oxidierendes Enzym IldD
posttranslationale
m:’::‘:';ftl:‘:; Protein- <1 \1474 Rs19605 353 1702 2,26  6,96:102  Hitzeschockprotein IbpB
Chaperone
STM474_RS07555 51 425 304 33810° Lranskriptioneller Regulator
- ’ ’ (Aktivator; mar-Gene)
STM474_RS07560 30 202 273 200102 transkriptioneller Regulator
Transkription - ’ ’ (Repressor; mar-Gene)
1q2 transkriptioneller Regulator
STM474 _RS13105 87 406 2,21 9,96-10 CadC (cadBA-Operon)
1q2 transkriptioneller Regulator
STM474 _RS16770 286 1469 2,35 5,23-10 (tdcABCDEFG-Operon)
Transkription, Signal- .
transduktions- STMA474_RS08435 184 3098 4,06 2,26:10° (P;‘Sag:)”“hoc"pmte'” A
mechanismus P
STM474 RS17250 1191 104 -3,53 2,85-10™ N-Acetylneuraminat-Lyase
>TM474_R518510 99 553 2,47 3,64-10'2 MFS-Transporter
Transport und (tppB)
Metabolisierungvon  gTn\1474 RS20375 546 24 451  6,64-10° Membranprotein
Aminosauren
STM474_RS20765 O 11 6,47 6,70-10’2 Aminosdurentransporter
STM474 _RS22905 250 6 -5,37 9,39-10” Ornithin-
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Carbamoyltransferase
(Arginin-Stoffwechsel)

Carbamat-Kinase (Arginin-

STM474 _RS22910 224 16 -3,81 2,85-10"
- Stoffwechsel)
STM474_RS22915 299 6 5,62 236107 Areinin-Deiminase (Arginin-
- ’ ’ Stoffwechsel)
L-Ribulose-5-Phosphat-4-
STM474_RS00510 485 47 -3,38 7,67-10’4 Epimerase (Arabinose-
Stoffwechsel)
STM474_RS00515 1953 148 3,73 1,0510° |Arabinose-lsomerase
(Arabinose-Stoffwechsel)
STM474_RS00520 2107 153 3,80 7,77-10° pulokinase [Arabinose-
Stoffwechsel)
STM474 _RS02630 90 15 -2,59 6,28-102  Glyoxylat-Carboligase
STM474 _RS02635 34 1 -4,94 2,73-10° Hydroxypyruvat-lsomerase
STM474_RS11320 966 118 305 267.10° | uktose-spezifische EIIBC-
Komponente (PTS)
STM474 RS11325 2 1-Phosphofructokinase
(fruk) 407 >9 2,80 1,0310 (Fruktose-Stoffwechsel)
phosphattransportierendes
STM474 RS11330 1100 107 -3,37 5,49-10" Protein HPr (Fruktose-
Stoffwechsel)
STM474 _RS14665 2 Sorbitol-spezifische EIIC-
(srlA) 97 12 302 15210 Komponente (PTS)
STM474_RS14670 155 19 303 7 82.10° Sorbitol -spezifische EIIB-
T « und (srlE) ’ ’ Komponente (PTS)
ransport un - o
Metabolisierung von  STM474_RS14675 131 8 4,03 31710 Sorbitol-spezifische ElIA
Kohlenhydraten Komponente (PTS)
STM474 RS14680 280 46 2,62  2,66:10%  Sorbitol-6-Dehydrogenase
STM474_RS16805 i 4l Tagatose-1,6-Bisphosphat
(gatY/kbay) 383 3 6,97 9,04-10 Aldolase
(SSTT'\:A4;;5—4R)516810 379 1 -8,41  6,15:10™  1-Phosphofruktokinase
TM474 _RS1681 iy
(SSTM325_5)S 6815 257 13 -431  3,89-10°  ElIC-Komponente (PTS)
(SSTT'\:A4;;5—6R)516820 124 5 -4,61  7,5110°  EllA-Komponente (PTS)
STM474_RS16825 144 %6 248 620102 Tagatose-1,6-Bisphosphat-
(gatz) ! ! Aldolase
STM474 _RS20795 184 29 -2,67 2,66-10'2 L-Rhamnose-lsomerase
STM474 RS20800 146 27 -2,44 6,70-102 Rhamnulokinase
o-Glucosidase/a-
STM474_RS22070 13588 1586 -3,11 1,56-10° Galaktosidase (Melibiose-
Stoffwechsel)
STM474_RS22075 2431 325 2,92 39410° Melibiose-transportierendes
Protein
STM474 _RS23275 42 213 2,33 8,16-10'2 PTS-Zuckertransporter
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Mannose-spezifische EIID-

-3
STM474_RS23285 45 360 2,98 4,77-10 Komponente (PTS)
Transport und
Metabolisierung von STM474 _RS02655 122 24 2,35  9,96:10%  zyklische Amidohydrolase
Nukleotiden
STM474 _RS02690 70 3 -4,50 4,52-10™ hypothetisches Protein
STM474 _RS05990 47 654 3,78 1,23-10"  AuBenmembranprotein
STM474 _RS07520 149 26 -2,53 5,18-107 hypothetisches Protein
multiples
STM474_RS07550 10 62 2,60 8,86-10'2 Antibiotikaresistenzprotein
MarB
STM474_RS07920 218 1741 2,08  3,0210° \ADP-abhangige
Oxidoreduktase
STM474_RS08420 18 207 350 9,67-10% " nagenschockprotein D
(PspD)
DNA-bindender
STM474 RS08425 64 1087 4,07 2,74-10°  tra nskriptioneller Aktivator
PspC
STM474_RS08430 40 777 426  1,54-10° F;‘Sag;”“h“kpmte'” B
Unbekannte Funktion " P
/ keine Zuordnung STM474 RS08640 112 6 -4,21 2,85-10° hypothetisches Protein
STM474 RS08645 140 13 3,43 2,16:10°  hypothetisches Protein
STM474 _RS09370 55 475 3,09 2,67-10°  hypothetisches Protein
STM474_RS16440 627 59 342 s54910% NADPH:Chinon-Reduktase
MdaB
STM474 RS16445 514 105 2,30 6,79:-10%  Chinol-Monooxygenase
STM474 RS17360 21 139 2,71 2,91-102 AulRenmembranprotein
STM474 _RS17365 53 317 2,56 2,93-10'2 Membranprotein
STM474_RS18960 227 48 -2,25 9,96:10 hypothetisches Protein
STM474_RS21645 O 31 7,95 4,52-10'4 Membranprotein
STM474_RS21785 9 160 4,12 1,75-10*  Phagenschockprotein (pspG)
STM474_RS22900 140 24 255 502102 Dicarbonsdure-spezifischer
- ’ ’ ABC-Transporter
iz:::::;ﬁgl;::rkelt’ (Sf-;—r'\::)M—RSONSS 163 1100 2,74 1,03-:10%  fimbriales Protein A (Typ 1)
Transport, Sekretion
und vesikularer >TM474_RS02765 21 125 2,55 5,31-102 Chaperon-Protein FimC

Transport

(fimC)
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3.5 Charakterisierung eines Galaktitol-spezifischen PTS

Gene eines Galaktitol-spezifischen PTS zeigten in S. Typhimurium ausschlieflich in Kombination mit
der pflanzlichen Didt eine erhohte Expression (Tab. 3.11). Dieses PTS sollte daher sowohl
bioinformatisch als auch molekularbiologisch analysiert werden, wobei hierfiir zunachst der Aufbau
des Genbereichs im Stamm ST4/74 genauer betrachtet wurde. AnschlieBend erfolgte eine
Uberpriifung der Anwesenheit und des Aufbaus dieses Genbereichs in 69 weiteren Serovar-Typen

und Subspezies in silico.

3.5.1 Genomischer Aufbau des Galaktitol-spezifischen PTS in S. Typhimurium ST4/74 und
anderen Salmonella Stammen

In S. Typhimurium ST4/74 ist der fur Galaktitol-Aufnahme und -Verstoffwechselung zustindige
Genbereich 9,6 kb groR und kodiert fiir insgesamt 10 Gene. Mittels der Online-Plattform Bprom
konnten drei putative Promotoren identifiziert werden, ndamlich Pguy, Pgaz Und Pyur. Insgesamt

wurden noch 69 weitere Stimme auf die Anwesenheit dieses Genbereichs Uberprift (siehe Abb.

3.20).
garD STM3251 agaR gatY STM3254 STM3255 STM325(5;’|_b gatZ gatA gatB  gatC
ST4/74 '""l" N T ; E
Agona I - SSSSSS\ ) e
fhaB gatY gatZ gatA gatB gatC gatD gatR yegsS
E coliK12 - S ) ) ) E—

gatY STM3254  STM3255 gatD gatR

4, [5],12:i:- strain CVM23701

garD STM3251 agaR gatY STM3254 gatC' gatD yoatR yral
14028S k\\\\\\\\\\ R e

STM3255

Abb. 3.20: Schematischer Aufbau des genomischen Bereichs gatY-gatR. In der obersten Zeile ist der genomische Aufbau
des Bereichs aus S. Typhimurium ST4/74 dargestellt, der fur die Aufnahme und Metabolisierung von Galaktitol zustandig ist
(gatY-gatR), sowie dessen flankierende Gene garD, STM3251, agaR und yral. Dieser Aufbau findet sich auch in den
Stammen, die alle zehn Gene des Bereichs besitzen. Eine weitere Variante des Genbereichs gatY-gatR zeigt unter anderem
der Stamm S. Agona, dem die Gene STM3254-STM3256 fehlen. Dieser Aufbau ist identisch mit der genomischen
Organisation des Galaktitol-spezifischen PTS in E. coli K12. Der Genbereich der Stamme S. 4,[5]12:i:- und S. Typhimurium
14028S ist separat aufgelistet, da diese eine gesonderte genomische Organisation aufweisen.

Bei der Untersuchung von 63 Salmonella-Genomen wurden zwei verschiedene gat-Gencluster
ermittelt, die sich durch die Anzahl ihrer Gene unterscheiden (Abb. 3.20). Dabei zeigten 32 Stamme
den gleichen Aufbau wie ST4/74 mit insgesamt zehn Genen und einer 91-100 %igen
Ubereinstimmung auf der Aminosidurenebene, wobei es sechs Ausnahmen gab, bei der einzelne
Gene eine deutlich geringere Ubereinstimmung aufwiesen. Bei 31 weiteren Stimmen fehlten die drei

Gene STM3254-STM3256, wobei die restlichen Gene vorhanden waren und auf Aminosdurenebene
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zu 90-100 % mit ST4/74 Ubereinstimmten. Hier gab es funf Ausnahmen, bei der die prozentuale
Ubereinstimmung von bestimmten Genen aus einzelnen Stimmen geringer war. Interessanterweise
zeigte in dieser Gruppe das Protein GatY auf Aminosdurenebene nur eine Ubereinstimmung von 80-
81 % zum GatY aus ST4/74. Anzumerken ist, dass die drei fehlenden Gene STM3254-STM3257 in

S. Typhimurium ST4/74 in der Maus bei einer pflanzlichen Erndhrung hochreguliert sind.

Folgende Stamme besitzen alle zehn Gene des Bereichs: S. Abony 14, S. Aqua NVSL2001, S. Bareilly
CFSANO001591, S. Bovismorbificans 3114, S. Breanderup ATCC BAA-664 (Protein STM3254 nur zu 28 %
identisch zu STM3254 aus ST4/74), S. Cerro CFSAN001669, S. Give S5-487, S. Hadar RI_05P066,
S. Hartford CFSANOO01075 (Protein GatD: 28 % identisch zu Protein GatD aus ST4/74), S. Hvittingfoss
A4-620, S. Inverness R8-3668, S.Javiana CFSAN001992, S. Manhattan CFSAN001992, S. Mississippi
A4-633, S. Montevideo S5-403, S. Muenchen RKS4129 (Protein GatC: 40 % identisch zu Protein GatC
aus ST4/74), S. Muenster 660, S. Namur 05-2929, S. Norwich CFSAN001077 (Protein GatD: 32 %
identisch zu Protein GatD aus ST4/74 und Protein GatR: 37 % identisch zu Protein GatR aus ST4/74),
S. Ohio CFSAN001079, S. Paratyphi A ATCC 9150 (Protein GatR: 37 % identisch zu Protein GatR aus
ST4/74), S. Paratyphi B SPB7, S. Pomona ATCC 10729, S. Poona ATCC BAA-1673, S. Rubislaw A4-653,
S. Saintpaul SARA23, S. Thompson RM6836, S. Typhi CT18 (Protein STM3254: 33 % identisch zu
Protein STM3254 aus ST4/74 und Protein GatR: 37 % identisch zu Protein GatR aus ST4/74),
S. Typhimurium LT2, S. Typhimurium var. Copenhagen 84, S. Uganda R8-3404 und S. Wandsworth A4-
580.

Zu den Salmonella-Stammen, welche nur sieben der zehn Gene kodieren, zahlen folgende: S. bongori
NCTC12419, S. Agona SL483, S. Alachua R6-377, S. Albany ATCC 51960 (Protein GatR: 37 % identisch
zu Protein GatR aus ST4/74), S. Baildon R6-199, S. Bredeney CFSAN001080, S. Chester ATCC 11997,
S. Choleraesuis ATCC 10708, S. Cubana CFSAN001083, S. Derby 626 (Protein GatB: 35 % identisch zu
Protein GatB aus ST4/74), S. Dublin SL1438, S. Enteritidis CDC_2010K_0968, S. Gallinarum 287/91,
S. Gallinarum/Pullorum RKS5078, S. Havana CFSAN001082, S. Heidelberg RI-11-013988, S. Indiana
ATCC 51959, S. Infantis 335-3 (Protein GatR: 37 % identisch zu Protein GatR aus ST4/74), S. Kentucky
CVM29188, S. Mbandaka ATCC 51958, S. Meleagridis 47, S. Nchanga CFSAN001092 (Protein GatR:
37 % identisch zu Protein GatR aus ST4/74), S. Newport CVM19536, S. Rissen 150, S. Schwarzengrund
CVM19633, S.Senftenberg SS209 (Protein GatR: 37 % identisch zu Protein GatR aus ST4/74),
S. Tennessee 4535, S. Virchow ATCC 51955, S. Weltevreden HI_NO05-537 und S. Worthington ATCC
9607.

Ausnahmen von diesen zwei Gruppen bildeten alle untersuchten Subspezies-Stamme: S. enterica ssp.
houtenae serovar 16:z4,z32:-, S. enterica ssp. indica serovar 6,14,25:210:1,(2),7, S. enterica ssp.

arizonae serovar 62:z4,z23:- und S. enterica ssp. diarizonae serovar 60:r:e,n,x,z15. Diese Stamme
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besalRen das Gen gatY, welches auf Aminosdurenebene mit GatY aus ST4/74 nur eine geringe
Ubereinstimmung von ca. 60 %aufwies. Weitere Galaktitol-spezifischen Gene konnten mittels BLAST-
Analyse nicht ermittelt werden. Eine weitere Ausnahme bildete das Genom von S. enterica ssp.
houtenae serovar 16:z4,z32:-, in dem zwei Gene eine Ubereinstimmung auf Aminosdurenebene mit
GatZ (54 %) und GatR (37 %) aufwiesen. Gene aus dem Serovar-Typ S. enterica ssp. enterica serovar
4,[5],12:i- CVM23701 zeigten eine hohe Ubereinstimmung auf Aminosiurenebene mit den Proteinen
GatY (100 %), STM3254 (99 %), STM3255 (95 %), GatD (100 %) und GatR (100 %) aus ST4/74 und eine
geringere Ubereinstimmungen mit den Proteinen GatA (24 %), GatB (37 %) und GatC (41 %). Fiir die
restlichen Gene des Genclusters (STM3256 und gatZ) konnten keine Ubereinstimmungen durch eine
BLAST-Suche gefunden werden und scheinen in dem Genabschnitt nicht vorhanden zu sein (siehe
Abb. 3.20). Der Genomvergleich mit dem Stamm S. enterica ssp. enterica serovar Typhimurium
14028S, der nicht fahig ist, Galaktitol als Kohlenstoffquelle zu nutzen, identifizierte eine Deletion in
diesem Bereich, die von dem Gen STM3255 bis gatC reicht. Die restlichen Gene wiesen auf
Aminosiurenebene eine 100 %ige Ubereinstimmung mit den Proteinen aus ST4/74 auf (Abb. 3.20).
Zur funktionellen Charakterisierung der einzelnen Gene wurden die entsprechenden
Nukleotidsequenzen in Aminosiduresequenzen umgewandelt und auf Ahnlichkeiten zu anderen
Proteinen verglichen (Tab. 3.12).

Tab. 3.12: Genbezeichnungen und hypothetische Funktionen der kodierenden Proteine. Angegeben sind die
Bezeichnungen der Gene, die zum untersuchenden Genbereich zahlen und die hypothetischen Funktionen der

dazugehorigen Proteine. Zusatzlich wird die GroRe des Gens in Basenpaaren [bp], sowie der GC-Gehalt in Prozent
angegeben.

GroRe des Gens

Genbezeichnung [bp] GC-Gehalt [%] hypothetische Funktion des Proteins

gaty 855 51,3 Tagatose-1,6-Bisphosphat-Aldolase
STM3254 915 43,3 hypothetische Tagatose-1-Phosphatkinase
STM3255 1428 47,4 hypothetische EIIBC-Komponente

STM3256 807 53,4 hypothetische ElIA-Komponente/HPr-Protein
gatZ 1272 51,6 Tagatose-1,6-Bisphosphat-Aldolase

gatA 465 54,2 Galaktitol-spezifische ElIA-Komponente (PTS)
gatB 285 49,1 Galaktitol-spezifische EIIB-Komponente (PTS)
gatC 1374 55,4 Galaktitol-spezifische EIIC-Komponente (PTS)
gatD 1044 55,0 Galaktitol-1-Phosphat-Dehydrogenase

gatR 774 50,4 Regulatorprotein (Repressor)
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Die BLAST-Analyse ergab, dass in dem Gencluster gatY-gatR von S. Typhimurium ST4/74 alle Gene,
die fur eine Verstoffwechselung von Galaktitol notwendig sind, vorhanden sind (Tab. 3.12). Dies
deutet darauf hin, dass es sich bei diesem Genbereich um ein Galaktitol-spezifisches PTS handelt. Im
Gegensatz zu E. coli ist die Verstoffwechselung von Galaktitol in S. Typhimurium noch nicht naher
genetisch charakterisiert. Basierend auf dem E. coli-System wird Galaktitol vermutlich von GatA, GatB
und GatC aufgenommen, phosphoryliert und anschlieRend durch die Dehydrogenase GatD in
Tagatose-1-Phosphat umgewandelt. Nach einer weiteren Phosphorylierung kann das Substrat durch
die Aldolase, die aus zwei Untereinheiten GatY und GatZ besteht, in Glycerinaldehyd-3-Phosphat
(GAP) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt und in die Glykolyse eingespeist werden

(Nobelmann and Lengeler, 1996).

3.5.2 Wachstumsverhalten verschiedener Serovar-Typen und Spezies der Gattung
Salmonella in Galaktitol- und Tagatose-haltigem M9-Medium

Basierend auf Unterschieden im genomischen Aufbau des Genclusters gatY-gatR wurden die Stdmme
S. bongori NCTC 12419, S. Newport, S. Enteritidis und S. 4,[5],12:i- ausgewahlt und diese auf ihre
Fahigkeit zum Wachstum in M9-Medium mit Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle getestet. Eine
exakte Stammbezeichnung der Serovar-Typen S. Newport und S. Enteritidis war nicht moglich, da
diese in der Weihenstephaner-Sammlung nicht genauer beschrieben waren. S. bongori und
S. Enteritidis zahlen laut BLAST-Analyse zur zweiten Gruppe, die nur 7 Gene besitzt. Der Serovar-Typ
S. Newport kann nicht eindeutig einer der beiden Gruppen zugeordnet werden, da es Stamme
sowohl mit sieben als auch mit zehn Genen gibt. In Abb. 3.21 ist zu erkennen, dass S. bongori und
S. Enteritidis eine verkirzte Lag-Phase (3 h) zeigen, wohingegen S. Newport und ST4/74 WT einen
dhnlichen Wachstumsverlauf mit einer Lag-Phase von 6-8 h aufweisen. Der Stamm S. 4,[5],12:i-
konnte erwartungsgemaR nicht in der Galaktitolumgebung wachsen, da ihm die Gene STM3256,

gatZ, gatA, gatB und gatC fehlen.
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Abb. 3.21: Wachstum von S. bongori, S. Newport, S. Enteritidis und S. 4,[5],12:i- in M9+Galaktitol. Minimalmedium mit
Galaktitol (1 %) als Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Stimmen angeimpft und die ODgqy stlindlich Uber
20 h gemessen. Als Vergleichsstamm diente hierbei S. Typhimurium ST4/74 (Linie mit schwarzen Kreisen). Getestet wurden
die Stamme S. bongori NCTC 12415 (Linie mit weien Vierecken), S. Newport (Linie mit weiBen Dreiecken), S. Enteritidis
(Linie mit weilen Rauten) und S. 4,[5],12:i- (Linie mit weiRBen Kreisen).

In Klebsiella oxytoca beinhaltet der fiir die Aufnahme und Metabolisierung von Galaktitol zustandige
Genbereich noch ein weiteres Tagatose-spezifisches PTS (Shakeri-Garakani et al., 2004). Da die
genomische Organisation von K. oxytoca eine hohe Ahnlichkeit zum ST4/74 Galaktitol-spezifischen
PTS aufweist, wurden die einzelnen Salmonella-Stamme zusatzlich auf das Wachstum mit D-Tagatose

als einzige Kohlenstoffquelle getestet.

Hierbei wurden die Stamme S. bongori NCTC 12419, S. Newport und S. Enteritidis auf ihre
Wachstumsfahigkeit in D-Tagatose-haltigem Medium Gberprift. Wie in Abb. 3.22 dargestellt, sind die
Stamme S. bongori NCTC 12419 und S. Enteritidis nicht in der Lage, D-Tagatose als Kohlenstoffquelle

ZU nutzen.
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Abb. 3.22: Wachstum von S. bongori und S. Enteritidis in M9+Tagatose. Minimalmedium mit D-Tagatose (1 %) als
Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Stammen angeimpft und die ODgyq stiindlich Gber 26 h gemessen. Als
Kontrollstamm diente hierbei S. Typhimurium ST4/74 (Linie mit schwarzen Kreisen). Getestet wurden die Stimme
S. bongori NCTC 12415 (Linie mit weilRen Vierecken) und S. Enteritidis (Linie mit weiRen Rauten).

3.5.3 Phanotypische Charakterisierung von Deletionsmutanten des Genbereichs gatY-
gatR

Der bisher beschriebene Genombereich wurde aufgrund bioinformatischer Analysen als ein
Galaktitol-spezifisches PTS annotiert. Um dies zu verifizieren wurden verschiedene
Deletionsmutanten hergestellt und auf ihr Wachstum im Minimalmedium mit Galaktitol als einzige
Kohlenstoffquelle getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Gene STM3254, gatC und gatR bei
der Aufnahme und Verstoffwechselung von Galaktitol eine essentielle Rolle spielen (Abb. 3.23). So
flhrten die Deletionen der ersten beiden Gene jeweils zu einem vélligen Wachstumsverlust, welcher
jedoch durch Komplementierung mittels der Plasmide pBR-STM3254 bzw. pBR-gatC wieder
kompensiert werden konnte. Dabei zeigte die gatC Komplementationsmutante ein besseres
Wachstum als der ST4/74-Wildtyp. Der Stamm ASTM3254/pBR-STM3254 zeigte hingegen ein
verzogertes Wachstum mit einer Lag-Phase von etwa 15 h im Gegensatz zur zehnstiindigen Lag-
Phase des ST4/74-Wildtyps. Teildeletionen in der DNA-Bindedoméne bzw. Substrat-Bindedoméane im
Regulatorgen gatR verursachten eine verkirzte Lag-Phase (max. 2-3 h). Das Einbringen des Plasmids
pBR-gatR in die Teildeletionsmutanten hatte einen kompletten Wachstumsverlust in diesem Medium
zur Folge. Wie erwartet bewirkte auch die Deletion des gesamten genomischen Bereichs einen
Wachstumsverlust (Anhang Abbildung A 9). Eine Deletion des Gens STM3255 fiihrte ebenfalls zu
einem Wachstumsverlust, welcher jedoch durch das Plasmid pBR-STM3255 nicht wieder hergestellt
werden konnte (Anhang Abbildung A 9).
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Abb. 3.23: Wachstumsstudien verschiedener ST4/74-Deletionsmutanten in M9 mit 1 % Galaktitol. Minimalmedium mit
Galaktitol (1 %) als einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Deletions- und Komplementationsmutanten
von S. Typhimurium ST4/74 angeimpft und daraufhin die ODggq stlindlich Giber insgesamt 25 h bestimmt. Getestete Stimme
waren S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (gepunktete Linie mit Kreuz), ASTM3254 (durchgezogene Linie mit Sternen),
ASTM3254/pBR-STM3254 (gestrichelte Linie mit Sternen), AgatC (durchgezogene Linie mit schwarzen Dreiecken),
AgatC/pBR-gatC (gestrichelte Linie mit weiRen Dreiecken), AgatR-HTH (durchgezogene Linie mit schwarzen Vierecken),
AgatR-HTH/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weilen Vierecken), AgatR-DeoR (durchgezogene Linie mit schwarzen Kreisen)
und AgatR-DeoR/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weilen Kreisen).

Die einzelnen Mutanten wurden ebenfalls auf das Wachstum in D-Tagatose als einzige
Kohlenstoffquelle getestet (Abb. 3.24). Die Mutanten AgatC, AgatR-HTH und AgatR-DeoR zeigten das
gleiche Wachstumsverhalten wie der Wildtyp in diesem Medium mit einer kurzen Lag-Phase von
etwa 4-5h und dem Eintritt in die stationdre Phase nach 15h. Interessanterweise wies die
Komplementationsmutante von AgatC (AgatC/pBR-gatC) ein deutlich schlechteres Wachstum auf als
die Deletionsmutante AgatC mit einer verlangerten Lag-Phase von ca. 11 h und einem verlangsamten
Wachstum (flachere Kurve). Eventuell sorgt hier die Expression des Galaktitol-spezifischen EIIC
Proteins fiir einen zusatzlichen Energieverbrauch, der sich auf das Wachstum auswirkt. Die
Deletionsmutante ASTM3254 war nicht in der Lage D-Tagatose zu verwerten, wobei dieser Effekt
durch das Einbringen des Plasmids pBR-STM3254 kompensiert werden konnte. Die Expression von
gatR mittels des Plasmids pBR-gatR in den beiden Deletionsmutanten AgatR-HTH und AgatR-DeoR
flhrte, wie bereits im Galaktitol-haltigen Medium, zu einem Verlust der Verstoffwechselung der C-
Quelle. Die Mutante ASTM3255 war ebenfalls nicht in der Lage D-Tagatose als Kohlenstoffquelle zu
nutzen, wobei hier dieser Effekt nicht durch das Plasmid pBR-STM3255 aufgehoben werden konnte
(Anhang Abbildung A 10).
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Abb. 3.24: Wachstumsstudien verschiedener ST4/74-Deletionsmutanten in M9-Medium mit 1% D-Tagatose.
Minimalmedium mit D-Tagatose (1 %) als einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Deletions- und
Komplementationsmutanten von S. Typhimurium ST4/74 angeimpft und daraufhin die ODgq, stiindlich Gber insgesamt 40 h
bestimmt. Getestete Stdmme waren S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (gepunktete Linie mit Kreuz), ASTM3254
(durchgezogene Linie mit Sternen), ASTM3254/pBR-STM3254 (gestrichelte Linie mit Sternen), AgatC (durchgezogene Linie
mit schwarzen Dreiecken), AgatC/pBR-gatC (gestrichelte Linie mit weiBen Dreiecken), AgatR-HTH (durchgezogene Linie mit
schwarzen Vierecken), AgatR-HTH/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weiRen Vierecken), AgatR-DeoR (durchgezogene Linie
mit schwarzen Kreisen) und AgatR-DeoR/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weiken Kreisen).

Zusatzlich wurden alle ST4/74-Mutanten in M9-Medium mit Glukose als einzige Kohlenstoffquelle
getestet, wobei hier kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutanten nachgewiesen werden konnte
(Anhang Abbildung A 11). Dies lasst auf einen Galaktitol- und Tagatose-spezifischen Phanotyp der
jeweiligen Mutanten schlieBen. Zur weiteren Bestdtigung dieser Hypothese wurden
Transkriptionsstudien durchgefihrt, bei denen die Promotoraktivitdten in verschiedenen Medien

analysiert wurden.

3.5.4 Transkriptionsaktivitit der drei putativen Promotoren Pyaty, Pgatz Und Pyair

Transkriptionsstudien mit dem Reporterprotein GFP zeigten, dass es sich bei den drei putativen
Promotoren um aktive Promotoren handelt. In Abb. 3.25 ist zu erkennen, dass alle drei Promotoren
eine unterschiedlich starke Aktivitdt aufwiesen, beginnend mit Py, nach 24 h mit der héchsten
Aktivitat (ca. 1,2:10° RLU/ODgq), gefolgt von Poatz (ca. 7-10* RLU/ODgy) und Poatr (cCa. 3.10*
RLU/ODgq). Ein erstes Fluoreszenzsignal konnte nach etwa 7 h zeitgleich mit dem Wachstumsbeginn
der Stamme (siehe ODgy, Werte) detektiert werden. In der stationdren Phase stagnierte die
Fluoreszenzintensitdt der einzelnen Promotoren. Im Minimalmedium mit Glukose als einzige
Kohlenstoffquelle zeigten alle drei Promotoren Py, Pgatz Und Pyarr, im Gegensatz zur Positivkontrolle

Prosm, keine Aktivitat (Anhang Abbildung A 12).
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Abb. 3.25: gfp-basierte Promotoraktivitdt von P,uy, Pyarz und Pg,e in M9 mit Galaktitol (Fluoreszenz). Aufgezeichnet ist
die Fluoreszenzaktivitdit der einzelnen Promotoren in relativen Lichteinheiten (relative light unit = RLU) pro ODggp.
Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde die RLU/ODgq stiindlich
fur die Stdmme ST4/74 Pqy::gfp (grauer Balken, jeweils links), ST4/74 Pgy..7::gfp (hellgrauer Balken, zweiter von links) und
ST4/74 Pyuri:gfp (dunkelgrauer Balken, zweiter von rechts). Als Positivkontrolle diente der Stamm ST4/74 P, q::9fp
(schwarzer Balken), der hinter dem Promotor des Gens rpsM, welches das 30S ribosomale Untereinheitsprotein S13
kodiert, das Gen gfp integriert hat. Dieser Promotor ist in ST4/74 konstitutiv aktiv. Parallel dazu ist die optische Dichte
(ODggp) der jeweiligen Stamme aufgetragen: ST4/74 Pyqy::gfp (graue Linie mit Vierecken), ST4/74 Pyq,z::gfp (hellgraue Linie
mit Dreiecken), ST4/74 Pyuz::gfp (dunkelgraue Linie mit Rauten), ST4/74 P,,q::gfp (schwarze Linie mit Kreisen) und ST4/74
Wildtyp (gestrichelte Linie mit Kreuzen). Zwischen den Zeitpunkten t=15 h und t=24 h erfolgte keine Messung.

Zusatzlich wurden die drei Promotoren noch mit den /[ux-Genen fusioniert und die
Lumineszenzintensitat als Grad der Promotoraktivitat hinzugezogen. Die Ergebnisse hierbei stimmten
mit den Fluoreszenzdaten lberein, wonach P,y der aktivste Promotor ist, gefolgt von Py und Pggeq
(Abb. 3.26). Nach 24 h lagen die RLU-Werte bei den /ux-Promotorfusionen deutlich hoher als bei den
gfp-Promotorfusionen: fiir Pygy::/ux ca. 8-10° RLU/ODgqq, fiir Pgazi:lux ca. 2,5-10° RLU/ODgyo und fiir
Pgatr::lux ca. 2,5-10° RLU/ODsgp.
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Abb. 3.26: lux-basierte Promotoraktivitdt von Pyuy, Pgez und Py, in M9 mit Galaktitol (Lumineszenz). Aufgezeichnet ist
die Lumineszenzaktivitat der einzelnen Promotoren in relativen Lichteinheiten (relative light unit = RLU) pro ODggq.
Gemessen wurde die RLU/ODgq alle 2-3 h fiir die Stamme ST4/74 Py,y::lux (grauer Balken, jeweils links), ST4/74 Pyqz::lux
(hellgrauer Balken, mittig) und ST4/74 Pgu::lux (dunkelgrauer Balken, rechts). Parallel dazu ist die optische Dichte (ODggo)
von den jeweiligen Stdmmen aufgetragen: ST4/74 Pqy::lux (graue Linie mit Vierecken), ST4/74 Pyqz::lux (hellgraue Linie mit
Dreiecken) und ST4/74 Pyu::lux (dunkelgraue Linie mit Rauten). Zwischen den Zeitpunkten t=16 h und t=24 h erfolgte keine
Messung.

Fur alle drei Promotoren Pgy.y, Pguz und Pgur konnte eine Galaktitol-spezifische Aktivitdt
nachgewiesen werden, wobei sich die Promotoren in ihrer Starke voneinander unterschieden. Zum
Nachweis, dass alle Promotoren ihre jeweiligen Genabschnitte transkribieren, wurde eine RT-PCR

durchgefihrt.

3.5.5 Transkriptionsprofil des Genbereichs gatY-gatR

Zu Bestimmung des Transkriptionsporfils wurde der Wildtyp-Stamm ST4/74 in Galaktitol-haltigem
Medium angezogen und die RNA in der spaten exponentiellen Phase isoliert. AnschlieBend wurde die
RNA in cDNA umgeschrieben und mittels PCR Uberpriift, welche Genabschnitte transkribiert worden
sind. Aufgrund der Promotoranzahl wurden 3 Transkripte erwartet, wobei das erste die Gene gatY
bis STM3256 umfassen sollte, das zweite gatZ bis gatD und das letzte sollte das Gen gatR
transkribieren. In Abb. 3.27 ist zu erkennen, dass alle Gene bis auf gatC transkribiert werden, wobei
die Fragmente fir die Gene STM3255 und gatD kaum zu erkennen waren. Die Abwesenheit des PCR-
Fragmentes von gatC koénnte sich damit erklaren lassen, dass die RNA aus ST4/74 in der spaten
exponentiellen Phase aus M9-Medium mit Galaktitol isoliert wurde. Da das Protein GatC fiir die
Aufnahme zustdandig und in der Membran integriert ist, konnte es sein, dass diese RNA friihzeitig
wieder abgebaut wird. Zusatzlich ist das PCR-Fragment (iber 1.200 bp groR, was bei der Amplifikation
von der cDNA ebenfalls zu Problemen fiihren kdnnte. Um festzustellen, welche Gene als
zusammenhangende Operons transkribiert werden, wurden die Fragmente 11-19 getestet. Es ist zu

erkennen, dass hier in allen Fallen ein Transkript vorhanden war, was daflir spricht, dass das
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Gencluster als ein Transkript exprimiert wird. Dies war aufgrund der vorhandenen drei Promotoren

nicht zu erwarten.
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Abb. 3.27: Transkriptionsprofil des genomischen Bereichs gatY-gatR in ST4/74. Die Gesamt-RNA wurde aus dem in M9-
Medium mit Galaktitol-angezogenem Wildtyp-Stamm ST4/74 isoliert und in cDNA umgeschrieben. Im oberen Abschnitt ist
schematisch der genomische Bereich gatY-gatR aufgezeigt mit den jeweiligen PCR-Fragmenten (1-19), auf welche die cDNA
getestet werden sollte. Als Negativkontrolle wurde die PCR mit DNA-Primern und der RNA als Template durchgefiihrt, um
sicherzustellen, dass keine genomische DNA mehr in der cDNA-Probe vorhanden ist. Als Positivkontrolle diente genomische
DNA (gDNA) des ST4/74 Wildtyp-Stammes. Die Anwesenheit der DNA-Fragmente in der cDNA bedeutet, dass dieser Bereich
transkribiert wird: das Gen gatY (1), STM3254 (2), STM3255 (3), STM3256 (4), STM3257/gatZ (5), gatA (6), gatB (7), gatC
(8), gatD (9), gatR (10), der Bereich zwischen gatY und STM3254 (11), zw. STM3254 und STM3255 (12), zw. STM3255 und
STM3256 (13), zw. STM3256 und STM3257/gatZ (14), zw. STM3257/gatZ und gatA (15), zw. gatA und gatB (16), zw. gatB
und gatC (17), zw. gatC und gatD (18) und zw. gatD und gatR (19). An beiden Seiten und in der Mitte ist, zur besseren
Bewertung der FragmentgréRen, jeweils der Marker (M) aufgetragen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der RT-PCR auf eine polycistronische mRNA
hindeuten, die Anwesenheit von drei Promotoren und einem Rho-unabhangigen Terminator
stromabwarts des Gens STM3256 jedoch gegen ein einziges Transkript sprechen. Es konnte sich
hierbei um einen speziellen Fall handeln, bei dem von einem Operon mehrere, sich lGberlappende
Transkripte gebildet werden, wie es bereits fir das sigB-Operon gezeigt werden konnte (Donegan

and Cheung, 2009). Diese Hypothese ware mit Hilfe von quantitativer Echtzeit-PCR und Northern

Blots Uberprifbar.
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Um die Regulierung des Genbereichs gatY-gatR noch detaillierter zu untersuchen, wurden die
Promotorenbereiche zusdtzlich nach moglichen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
untersucht. Bei genauerer Betrachtung konnte mittels bioinformatischer Analysen innerhalb der drei
Promotorbereiche Pgqiz, Pgarz Und Pyerg jeweils eine putative CRP-Bindungsstelle entdeckt werden. Da
es sich bei dem CRP-Protein um ein globales Regulatorprotein handelt, wurde dieses auf eine

mogliche Beteiligung bei der Regulierung des Galaktitol-spezifischen PTS untersucht.

3.5.6 Einfluss des CRP-Proteins auf die Regulation des Galaktitol-spezifischen PTS

Zur Klarung, ob das CRP-Protein eine Rolle in der Verstoffwechselung von Galaktitol bei
S. Typhimurium ST4/74 spielt, wurde zuerst eine crp-Deletionsmutante erstellt. Dabei zeigte diese
einen vollstandigen Wachstumsverlust in M9 mit Galaktitol, welcher durch das Einfligen des Plasmids
pBAD-crp wieder teilweise aufgehoben werden konnte (Abb. 3.28). Somit scheint das Protein CRP als
Aktivator eine wichtige Rolle in bei der Aufnahme und Verstoffwechselung von Galaktitol

S. Typhimurium ST4/74 zu spielen.

5,00 -
0,50 -
[=]
3
)
o
0,05 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [h]

Abb. 3.28: Einfluss von CRP auf das Wachstum von ST4/74 in M9 + Galaktitol. Minimalmedium mit 1 % Galaktitol als
einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit dem Wildtyp-Stamm ST4/74 (Linie mit Rauten), ST4/74 Acrp (Linie mit schwarzen
Dreiecken) und ST4/74 Acrp/pBAD-crp (Linie mit weiRen Dreiecken) angeimpft und die ODgq, stiindlich tiber 35 h gemessen.
In allen Fallen wurde kein Antibiotikum hinzugegeben.

Zum Nachweis, dass das CRP-Protein an die Promotoren Pggy, Pgaz Und Pger bindet, wurden EMSAs
durchgefiihrt. Da innerhalb der Promotoren Pg.y, Pguz und Pgr eine Bindungsstelle in silico
identifiziert werden konnte, wurden alle drei Promotorbereiche getestet. Eine Bindung des CRP-
Proteins konnte in allen Fallen beobachtet werden, da ein DNA/CRP-Komplexes entstand, was mit
einer Positionsverschiebung des jeweiligen DNA-Fragmentes aufgrund der Bindung an CRP

einhergeht (Abb. 3.29). Dabei war fiir alle drei Promotoren bereits ein geringer molarer Uberschuss
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fur die Komplexbildung ausreichend (Pgqaey: 31, Pyarz: 46 und Pyeir: 33). Zusadtzlich wurde in silico eine
putative CRP-Bindungsstelle stromaufwarts des Gens gatB detektiert und auf dessen Richtigkeit
Uberpruft. Erwartungsgemald konnte hier keine Bindung des Proteins CRP an die DNA festgestellt
werden, woraus sich schlielen lasst, dass das CRP-Protein nur spezifisch innerhalb der drei

Promotoren Pgyay, Pgaz Und Pyqir bindet.
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Abb. 3.29: Bindungsfahigkeit des CRP-Proteins an die Promotoren Py, Py, und Pyge. Zu erkennen sind vier EMSAs, bei
denen jeweils die Bindungsfahigkeit des CRP-Proteins an vier verschiedene DNA-Fragmente getestet wurde. Aufgetragen ist
jeweils der molare Uberschuss (Protein zu DNA) und der Marker (links). Als Negativkontrolle diente das DNA-Fragment
args, (keine Bindung von CRP). Getestet wurden die DNA-Fragmente P, (oben links), Pgqz (0ben rechts), Pyqq (unten links)
und ein DNA-Fragment, welches stromaufwarts des Gens gatB liegt (unten rechts). Bei einer Bindung des Proteins CRP an
das jeweilige DNA-Fragment bildete sich ein DNA/CRP-Komplex.

Mit Hilfe der bereits bekannten Consensus-Sequenz des CRP-Proteins (5-TGTGA-Ng-TCACA-3‘) und
dem Durchfuhren eines virtuellen Footprintings (http://www.prodoric.de/vfp/) konnten mégliche
CRP-Bindungssequenzen innerhalb der drei Promotorbereiche identifiziert werden (Shimada et al.,
2011). Dabei konnte in jedem Promotorbereich jeweils eine Sequenz ausfindig gemacht werden, die
stark mit der CRP-Consensus-Sequenz Ubereinstimmende: Py, (TGTGITGATGATCACA), Pgyur
(TCAGATCAAAATCACA) und Py (CCTGCGCTGGCTCACA). Die Sequenz innerhalb des Pgy-
Promotorbereichs zeigte nur eine Nichtiibereinstimmung, die mégliche CRP-Bindungsstelle im Pgq.-
Promotorbereichs wich an zwei Positionen von der Consensus-Sequenz ab und in der Sequenz

innerhalb des Pyqz-Promotorbereichs gab es an drei Positionen eine Diskrepanz zur Consensus-
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Sequenz. Die Positionen dieser moglichen CRP-Bindungssequenzen innerhalb der Promotorbereiche

sind in Abb. 3.30 aufgezeigt.

C
p -35 -10 gaty
—|—|ﬁ ' | ——
[ I
-111 -90 -62 -37 0
Crp
-35 -10 ggtz
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Abb. 3.30: Positionen der CRP-Bindungssequenzen. Aufgetragen sind die drei moglichen CRP-Bindungsstellen (in griin)
innerhalb der drei Promotorbereiche Py, Pyarz Und Pygep. Zusétzlich sind jeweils die -35- und -10-Regionen (in rot), die mit
Hilfe des Bprom-Programms identifiziert wurden, eingezeichnet. Die erste Base des Startkodons wird als Position 0
definiert, woraus sich die Positionszahlen der stromaufwarts liegenden Regionen ergeben.

Dieser CRP-regulierte Genbereich kodiert unter anderem fiir das Gen gatR, das als ein hypothetischer
Repressor annotiert ist (Tab. 3.12). Im Folgenden sollte nun getestet werden, ob dieses Gen ein
Genprodukt bildet und inwieweit dieses mogliche Protein in der Lage ist, seinen eigenen Genbereich

zu regulieren.

3.6 Charakterisierung des Regulatorproteins GatR

3.6.1 Insilico Analyse der GatR-Doménen

Das Protein GatR zdhlt mit seinen 257 Aminosdauren zur DeoR-dhnlichen Familie von
transkriptionellen Regulatoren und ist aus zwei Hauptdomanen aufgebaut, der DNA-Bindedomane
(Helix-turn-Helix (HTH) Doméane) und der Substratbindedomaéne. Die Substratbindedomane ist in den
meisten Féallen auch eine Oligomerisierungsdoméane (Abb. 3.31). Regulatoren der DeoR-Familie
(Deoxyribose-Nucleosid-Repressor) sind weit verbreitet in Bakterien und hauptsachlich als

Repressoren in Zucker- und Nukleosid-Metabolismen aktiv.

Abb. 3.31: Domdnenstruktur des GatR-Proteins. Zu erkennen ist der Doméanenaufbau des GatR-Proteins. Dabei befindet
sich am N-terminalen Ende eine DNA-Bindedomane in Form eines Helix-turn-Helix-Motivs (HTH). Am C-terminalen Ende
findet sich die Substrat- und/oder Oligomerisierungsdomane (DeoRC).
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Mit Hilfe von Promotorfusionen und Uberexpression des Regulatorproteins sollte nachgepriift

werden, ob es sich tatsachlich um einen Repressor handelt.

3.6.2 Einfluss von GatR auf die Aktivitdt der Promotoren Pgqy, Pgarz Und Pgaer

Um die repressorische Wirkung des GatR-Proteins auf die Promotoren nachzuweisen, wurden in die
Stamme ST4/74 Paryi:lux, STA/74 Pyyzi:lux und ST4/74 Pyae::lux die Plasmide pBAD, pBAD-reiD oder
pBAD-gatR eingefiigt. Nach 5 h in M9-Medium mit Galaktitol wurde Arabinose zur Uberexpression
des jeweiligen Proteins hinzugegeben. Die beiden Plasmide pBAD und pBAD-reiD dienten hierbei als
Negativkontrollen. Allgemein war zu beobachten, dass bei Uberexpression von GatR die Stimme ein
schlechteres Wachstum zeigten als bei Uberexpression von ReiD oder des Leerplasmids.

Tab. 3.13: : Quantifizierung der Promotoraktivitdten von P,uy, Py, und Py in Abhdngigkeit von GatR. Die Lumineszenz
wurde in der spdten exponentiellen Phase bestimmt (Zeitpunkt t=16 h). Angegeben ist die relative Lichteinheit pro ODgqyg
(RLU/ODgqg) und deren Standardabweichung (SD) in Prozent. Die Werte stammen von drei unabhangigen Experimenten. Die
Stdmme ST4/74 Pyoy::lux/pBAD, ST4/74 Pyypyi:lux/pBAD-gatR, STA/74 Pyupyilux/pBAD-reiD, STA/74 P,.::lux/pBAD, ST4/74
Pgatz::lux/pBAD-gatR, ST4/74 Pgez::lux/pBAD-reiD, STA/74 Pyqp::lux/pBAD, ST4/74 Pggpgi:lux/pBAD-gatR und ST4/74
Pgatr::lux/pBAD-reiD wurden in M9 mit Galaktitol angezogen. Arabinose wurde zum Zeitpunkt t = 5 h dazugegeben, um die

Expression der Proteine (GatR bzw. ReiD) zu induzieren. Zur Bestimmung des p-Wertes wurden die Stamme mit dem
Leervektor als Referenz verwendet. p-Werte kleiner als 0,0005 sind mit drei Sternen (***) markiert.

Genotyp Plasmid RLU/ODggo SD [%] p-Wert
gatY

Pgaty::lux pBAD 1559.216 11,29 Referenz

Pgatvi:lux pBAD-gatR 259.972 9,23 0,00012%***

Pgaty::lux pBAD-reiD 2239.118 0,43 0,41
gatZ

Pgatz::lux pBAD 449.647 4,04 Referenz

Pgatz::lux pBAD-gatR 4.557 4,95 9,17*10 7 ***

Pgatz::lux pBAD-reiD 479.851 9,24 0,63
gatR

Pgatr::lux pBAD 402.563 7,26 Referenz

Pgatr::lux pBAD-gatR 27.506 7,72 3,77*105%**

Pgatr::lux pBAD-reiD 316.429 1,83 0,032

Bei allen drei Promotoren ist erkennbar, dass GatR fiir eine signifikante Reduktion der
Promotoraktivitdt sorgte (Tab. 3.13). Auch hier zeigte der Promotor Py, die héchste Aktivitat,
wodurch die Ergebnisse aus Abb. 3.25 und Abb. 3.26 bestatigt wurden. Die Standardabweichungen
der einzelnen Messdaten liegen in einem Bereich zwischen 0,4 und 11,3 %. Wurde GatR im Stamm
ST4/74 Pgyay::lux Uberexprimiert, so betrug die Aktivitdt dieses Promotors nach 16 h nur noch ein
Sechstel derjenigen des Stammes ST4/74 P yy::lux/pBAD. Die Uberexpression des Proteins ReiD hatte
dagegen keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat. Ein dhnliches Bild zeigte sich fiir den Promotor

Pgatz- Hier betrug die Promotoraktivitdt nach GatR-Expression nur noch 1 %, so dass die Repression
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des Promotors Py, deutlich starker war als die von Pg,y. Auch hier lbte die Expression von ReiD
keinen negativen Einfluss auf die Aktivitdit des Promoters aus. Wurde GatR im Stamm ST4/74
Pgatr::lux exprimiert, so zeigte der Promotor nur noch eine Aktivitdt von 6,83 %. Die Expression von

ReiD sorgte hier fiir eine etwas niedrigere Promotoraktivitat, die allerdings nicht signifikant war.

Die Ergebnisse konnten mit den Stammen ST4/74 Pguy::gfp, STA/74 Pyazi:gfp und ST4/74 Pyuri:gfp
weiter bestatigt werden (Anhang Abbildung A 13, Abbildung A 14 und Abbildung A 15). Auch hier
zeigte sich, dass GatR einen hemmenden Einfluss auf alle drei Promotoren ausibte. Zuséatzlich wurde
hier noch der Kontrollstamm ST4/74 P,,qv::gfp verwendet (Abb. 3.32). Die Expression der Proteine
GatR bzw. ReiD als Kontrolle hatten keinen Einfluss auf die Aktivitdt des Promotors P,,s. Wie bereits
im Experiment mit den /ux-Promotorfusionen, war auch hier deutlich zu erkennen, dass eine
Expression des GatR-Proteins diese Stamme im Vergleich zu den Stammen ohne GatR-

Uberexpression schlechter in M9-Medium mit Galaktitol wachsen lieRen.
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Abb. 3.32: Promotoraktivitdt von P, in M9-Medium mit Galaktitol (Fluoreszenz) in Abhangigkeit der Proteine GatR
bzw. ReiD. Dargestellt ist die Fluoreszenzaktivitdt des Promotors P,,,::gfp in relativen Lichteinheiten (relative light unit =
RLU) pro ODgy. Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde die
RLU/ODgyo zu Beginn (t=0 h), nach Zugabe von Arabinose (t=5h) und nach 18 h stiindlich fir die Stamme ST4/74
Prosnii:gfp/PBAD (schwarzer Balken, links), ST4/74 P,,q::9fp/pBAD-gatR (gestreifter hellgrauer Balken, mittig) und ST4/74
Prosni:gf/pBAD-reiD (dunkelgrauer Balken, rechts). Parallel dazu ist die optische Dichte (ODgg) von den jeweiligen
Stammen aufgetragen: ST4/74 P,,::gfp/pBAD (Linie mit schwarzen Kreisen), ST4/74 P,,,::gfp/pBAD-gatR (Linie mit
weien Kreisen), ST4/74 P, q::9fp/pBAD-reiD (gestrichelte Linie mit weiRen Kreisen) und ST4/74 Wildtyp (Linie mit
Kreuzen).
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Abb. 3.33: GatR-Einfluss auf die Promotoraktivitdt von P, in der stationdren Phase. Die Stdmme ST4/74 P gz::/ux/pBAD
(schwarzer Balken, links), ST4/74 Pgup::lux/pBAD-gatR (gestreifter hellgrauer Balken, mittig) und ST4/74 Pyqp::lux/pBAD-
reiD (dunkelgrauer Balken, rechts) wurden in M9-Medium mit 1 % Galaktitol angezogen. Nach 20 h wurde 0,02 % Arabinose
hinzugefiigt, um die Expression der Proteine GatR und ReiD zu induzieren. Sowohl die ODgy der Stamme ST4/74
Pgatr::lux/pBAD (hellgraue Linie mit schwarzen Dreiecken), ST4/74 Pgug::lux/pBAD-gatR (hellgraue Linie mit weiRen
Dreiecken) und Pyqz::/lux/pBAD-reiD (gestrichelte Linie mit weiBen Dreiecken) als auch die relative Lichteinheit pro ODgp
(RLU/ODgoe) wurde daraufhin stindlich bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen den Lumineszenzaktivititen der
einzelnen Stamme sind wie folgt angegeben: p-Werte <0,05 (*), <0,005 (**) oder <0,0005 (***)

In einem weiteren Versuch wurde der direkte Einfluss der GatR-Uberexpression auf die
Promotoraktivitdt von Py getestet. Dazu wurden die gatR-Reporterkonstrukte vorab in M9 mit
Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle liber 20 h angezogen und anschlieBend die Produktion von
GatR bzw. ReiD mit 0,02 % Arabinose induziert. Wie in Abb. 3.33 zu erkennen ist, konnte bereits 2 h
nach Arabinose-Zugabe eine signifikante Reduktion der Lumineszenzaktivitdit bei GatR-
Uberexpression gemessen werden, was bedeutet, dass der Promotor Pgatri:lux von GatR aktiv in
seiner Aktivitdt gehemmt wird. Diese Ergebnisse lieferten erste Hinweise, dass GatR auf alle drei
Promotoren eine regulatorische Funktion auslibt. Mittels Gelmobilitdtsstudien sollte daher eine

direkte Bindung des GatR-Proteins an die DNA-Promotorbereiche nachgewiesen werden.

3.6.3 Bindeaffinitdt des GatR-Proteins zu den Promotoren Py,ty, Pgatz und Pgger

Als Promotorbereiche wurden die Genbereiche definiert, die jeweils 300 bp stromaufwarts der Gene
gatY, gatZ und gatR lagen. Wurden diese Bereiche mit dem GatR-Protein zusammengebracht, so
bildeten sich in allen drei Fallen DNA-Protein-Komplexe aus (Abb. 3.34). Das Protein GatR schien
hierbei am effektivsten an den Promotor Py, zu binden, da hier bereits nach einem molaren
Uberschuss von 52 kein Pgatz DNA-Fragment mehr zu erkennen war. Es folgte der Promotorbereich
Pgatr, den das GatR-Protein bei einem molaren Uberschuss von 72 fast vollstandig gebunden hatte.
Die Bindungsfahigkeit an den Promotor P,y schien bei diesen EMSAs am ineffektivsten zu sein, da

fiir eine Bindung ein héherer molarer Uberschuss von etwa 268 notwendig war. Das Medium, in dem
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das Protein GatR Uberexprimiert und anschlieBend isoliert wurde (LB-Medium bzw.
M9+1% Galaktitol), Gbte keinen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit aus. Gezeigt ist dies in Abb. 3.34
fir den Promotor Py.z. Gleiches galt fiir die beiden Promotoren P,y und Pyez (Anhang Abbildung A
16). Zusatzlich wurden zur Kontrolle die stromaufwarts liegenden 300 bp-Fragmente von allen
weiteren Genen in diesem genomischen Bereich (STM3254-gatD) auf eine Bindungsfahigkeit des
Proteins GatR getestet, wobei jedoch keine Bindung mehr festgestellt werden konnte (Anhang

Abbildung A 17 und Abbildung A 18).
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Abb. 3.34: Bindungsfihigkeit des GatR-Proteins an die Promotoren Py, Py, und Pg.e. Dargestellt sind vier EMSAs, bei
der jeweils die Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an drei verschiedenen DNA-Fragmenten getestet wurde. Aufgetragen
sind jeweils der molare Uberschuss (Protein zu DNA-Menge) und der Marker (links). Als Negativkontrolle diente das DNA-
Fragment arg$, (keine Bindung von GatR). Getestet wurden die DNA-Fragmente Py, (oben rechts), P,q (unten links) und
Pgaty (unten rechts). Das Protein wurde dabei in M9 mit Galaktitol Giberexprimiert. Gezeigt ist ebenso noch die Bindung von
aus LB-Medium isoliertem GatR an Py, (oben links). Bei Bindung des Proteins GatR an das jeweilige DNA-Fragment bildet
sich ein DNA/GatR-Komplex.

Nachdem die Bindung des GatR-Proteins an die drei Promotorenbereiche nachgewiesen werden
konnte, sollte der Bindebereich des GatR-Proteins weiter eingegrenzt werden. Dazu wurden die
300 bp-Promotorbereiche jeweils in drei kiirzere, sich liberlappende Fragmente aufgeteilt und erneut
die Bindung von GatR an diese Bereiche uberprift. Dabei konnte die Bindung an die
Promotorbereiche Pyqy, Pgarz Und Pyair auf 150 bp eingegrenzt werden. In allen Féllen lagen mégliche -
35- und -10-Regionen in diesen 150 bp (Details siehe (Fritschle, 2016)). Diese Eingrenzung des
Promotorbereichs ermdoglichte eine Quantifizierung der Bindungsfahigkeit von GatR an die DNA-

Fragmente mittels SPR.
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3.6.4 Quantifizierung der Bindung von GatR und CRP an Promotorbereiche mittels SPR-
Spektroskopie

Die SPR-Versuche wurden in Kooperation mit Ralf Heermann von der LMU Miinchen durchgefiihrt.
Diese Versuche erméglichten eine Quantifizierung der Assoziations- und Dissoziationskonstante der
Proteine CRP und GatR an die Promotorbereiche Pgay, Pgez Und Pggr. Dazu wurden die DNA-
Fragmente an einen SPR-Sensorchip gebunden und verschiedene Konzentrationen an GatR bzw. CRP
(+ 20 uM cAMP Cofaktor) injiziert und auf den Chip gegeben. Das Sensorgramm zeigte eine hohe
Affinitat des Proteins GatR zu allen drei Promotoren (Abb. 3.35 A-C). Als Negativkontrolle wurde GatR
in Kombination mit dem Promotor des Gens pcf aus P. luminescens getestet, bei dem keine Bindung
festgestellt werden konnte. GatR zeigte die hochste Affinitdat zu dem Promotor Py, (Ko = 3,2 nM),
gefolgt von dem Promotor Pyqy (Kp = 6,6 NnM) und Pyuz (Kp = 18,8 nM). Die hochste maximale Antwort
(Rmax) zeigte ebenso Pyaz (Rmax €a. 1.300 RU), gefolgt von Pgur (Rmax €a. 700 RU) und Pyary (Rmax Ca.
300 RU). Die maximale Antwort bei einer 1:1-Interaktion (d.h. ein GatR-Proteinmolekil bindet an ein
DNA-Fragment) liegt etwa bei 150 RU. Der deutlich hdhere R,,,-Wert des Promotors P, kann daher
rihren, dass GatR hier als ein hoheres Oligomer bindet oder dass in den 150 bp langen DNA-
Fragmenten mehr als eine Bindungsstelle fiir GatR vorhanden ist. Die Bindung von GatR an den
Promotor Py zeigte eine langsame An/Aus-Kinetik (k,=2,4*10* M™s™; k4=1,6*10"s™), wohingegen
die Dissoziationskonstanten der anderen beiden Promotoren anndaherungsweise 10fach héher waren
(Pgaiz: ka=3,7*10° M s k4=1,2*107s™%; und Pyos: k,=2,1*10* M™ s; k4=3,9*107s™). Das Substrat
Galaktitol Ubte dabei keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitit von GatR zu allen drei

Promotorbereichen aus (Anhang Abbildung A 19).

Das Protein CRP zeigte eine Bindung an alle drei Promotoren (Abb. 3.35 D-F) mit dhnlich hoher
Affinitat (Pgaev: Rmax=36,0 NM; Pyaezt Rimax=37,6 NM; Pyarg: Rpmax=22,8 nM). Da fiir das Protein CRP auch
die R, fur alle drei Promotoren &hnlich waren, ebenso wie die Assoziations- und
Dissoziationskonstanten, lasst sich hierauf einen gleichen molekularen Bindungsmechanismus von

CRP an die drei Promotoren schlieRen.
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Abb. 3.35: Quantifizierung der DNA-Bindungsfahigkeit von GatR und CRP mittels SPR-Spektroskopie. Die biotinmarkierten
DNA-Fragmente Pgqy (A, D), Pgyz (B, E) und Pgue (C, F) wurden auf einem Streptavidin-haltigen Sensorchip befestigt.
AnschlieBend wurde aufgereinigtes GatR-Protein (A, B, C) oder CRP-Protein (D, E, F) Gber den Chip mit einer Flussrate von
30 pl/min und bei 25 °C (in folgenden Konzentrationen: 0 nM, 0,5 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 15 nM, 20 nM, 25 nM, 2mal
50 nM, 125 nM, 250 nM und 500 nM fir GatR; und 0 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 50 nM, 2mal 100 nM, 250 nM,
500 nM und 1000 nM fiir CRP) gefiihrt. Die Kontaktzeit (Assoziation) betrug dabei 180 s, gefolgt von einer 300 s langen
Dissoziationsphase. Unterhalb der Sensorgramme sind die Assiziations- (k,) und Dissoziationsraten (ky), sowie die Affinitat
(Kp) angegeben unter der Annahme eines 1:1-Bindealgorithmus.

3.6.5 Ausbildung von GatR-Oligomeren

Die SPR-Daten ergaben erste Hinweise hinsichtlich einer moglichen Oligomerisierung des Proteins
GatR. Ebenso kann die vorhandene DeoR-Domaéne, die als Substratbindungsdomane charakterisiert
ist, in manchen Proteinen als eine Oligomerisierungsdomane fungieren. Daher sollte Uberpruft
werden, ob GatR Oligomere ausbilden kann, was in Abb. 3.36 bestatigt werden konnte. Das
Monomer wanderte dabei auf einer Hohe von ca. 35-37 kDa, weitere Banden waren bei ca. 70 kDa
(Dimer), ca. 100 kDa (Trimer) und ca. 140 kDa (Tetramer) zu erkennen. Zusatzlich war eine leichte
Bande auf einer Hohe von lber 180 kDa erkennbar, was flr eine hohere Komplexbildung spricht. Die
Zugabe von Formaldehyd, ein Crosslinker, verstarkte die Oligomerisierung. Einen Einfluss von

Galaktitol auf die Komplexbildung konnte nicht nachgewiesen werden.



Ergebnisse | 115

Formaldehyd

M 0% 06% 1% M

180 kDa = |

35kDa >

Abb. 3.36: Western Blot mit aufgereinigtem GatR-Protein. Sowohl rechts als auch links ist der Proteinmarker (M)
aufgetragen, wobei die Grofen der Banden links in kDa angegeben sind. Das Protein GatR wurde in dem Stamm
S. Typhimurium AaraA pBAD-gatR tiberexprimiert und mit Hilfe des Aktapurifier-Gerits isoliert. Das aufgereinigte Protein
wurde in einem Puffer, welcher kein (0 %), 0,6 % oder 1 % Formaldehyd enthielt fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Detektion erfolgte mit dem Anti-Hisg-Tag-Antikorper aus der Maus.

3.7 SPI3(III)-Insel

Im Genom von S. Typhimurium ST4/74 konnte noch ein weiteres Galaktitol-spezifisches PTS

(STM3779-STM3785) identifiziert werden, welches im Folgenden charakterisiert werden soll.

3.7.1 SPI3(lll)-Region kodiert fiir ein putatives Zuckeraufnahmesystem

Fir die genetische Charakterisierung eines unbekannten Genbereichs ist der genomische Aufbau die
erste Moglichkeit, Hinweise auf mogliche Funktionen der einzelnen Proteine abzuleiten, die in
diesem Genbereich kodiert vorliegen. Mit einer Lange von 5,9 kb kodiert der Genbereich STM3779-
STM3785 sieben Gene. Seit 2001 wird dieser Genbereich als Bestandteil der Pathogenitatsinsel SPI3
angesehen und als SPI3(lll) bezeichnet (McClelland et al., 2001). SPI3(lll) wurde bis heute nur
unvollstdndig charakterisiert, wobei die Herleitung der hypothetischen Funktionen der Genprodukte
bisher durch Homologie in ihrer Aminosdurensequenz zu anderen Proteinen erfolgte (BLAST-
Analyse). Der GC-Gehalt von jedem der sieben Gene ist deutlich niedriger (Tab. 3.14) als der
durchschnittliche GC-Gehalt des kompletten Genoms von S. Typhimurium, der bei 52,2 % liegt.
Aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit zu anderen Proteinen wurde dieser Genomabschnitt als ein
Zuckeraufnahmesystem-kodierender Bereich deklariert. Abb. 3.37 zeigt dazu ein hypothetisches
Zusammenspiel dieser Proteine. Das Modell basiert auf dem Glukose-spezifischen Aufnahmesystem
und ist entsprechend modifiziert worden. Der Substrattransport Uber die Membran erfolgt
vermutlich Giber das putative EIIC-Komponentensystem (STM3782), wobei es durch EIIB (STM3783)
phosphoryliert wird. Das Ubertragene Phosphat stammt vom Phosphoenolpyruvat und wird Gber
eine Enzymkette (STM3779 und STM3784) zum EIIB-Protein transportiert. Die putative Kinase
(STM3781) und Aldolase (STM3780) spielen vermutlich bei der Verstoffwechselung des Substrates
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eine wichtige Rolle. Einen Hinweis, welches Substrat durch dieses putative PTS aufgenommen wird,
lieferte die Annotierung des EIIC-Proteins (STM3783) als ein Galaktitol-spezifisches 1IC-Protein.

Tab. 3.14: Organisation und Eigenschaften der Gene des SP13(ll1)-Lokus aus ST4/74.Der Lokalisierungsbereich bezieht sich
auf das Genom von ST4/74 bei NCBI. Die GroRe der Nukleotidsequenz ist in Basenpaaren (bp) angegeben, wobei das

Stoppcodon nicht mitgezahlt wird. Die GréRe der putativen Proteine wird in Aminosduren (AS) angegeben, der GC-Gehalt
der DNA in Prozent (%). Die hypothetische Funktion des zu kodierenden Proteins ist von NCBI Gbernommen worden.

Gen Lokalisierung  GrofRRe GroRe GC-Gehalt  hypothetische Funktion
Gen [bp] Protein [AS] [%]

STM3779 400865- 267 89 39,6 hypothetisches Phosphocarrier-
4001134 Protein eines PTS

STM3780 4001144- 858 286 43,3 hypothetische Fruktose-1,6-
4002004 Bisphosphat-Aldolase (Klasse Il)

STM3781 4002067- 1482 494 49,0 hypothetische Zuckerkinase
4003551 (Pentulose und Hexulose)

STM3782 4003544- 1356 452 46,8 hypothetisches Galaktitol-spezifische
4004902 IIC-Komponente eines PTS

STM3783 4004978- 285 95 38,9 hypothetische 1IB-Komponente eines
4005265 PTS

STM3784  4005262- 471 157 44,1 hypothetisches PEP-abhingiges
4005735 Zucker-PTS, Ella 2

STM3785 4005753- 741 247 40,9 hypothetischer GntR-Regulator
4006496

El ’. ElIIA EllB ElC

X 5(

®-Substrat— ® < Substrat- ®

STM3781

Substrat

STM3780

DHAP + GAP

Abb. 3.37: Hypothetisches Model der Funktion des Genbereichs STM3779-3785. Mit Hilfe der putativen
Funktionsannotationen wurde ein Modell, basierend auf dem Glukose-spezifischen Aufnahmesystem, erstellt. Dabei wird
das Substrat durch das Protein STM3782 aufgenommen und mittels STM3783 phosphoryliert. Das Phosphat wird vom
Phosphoenolpyruvat (PEP) Uber eine Enzymkette zum Protein STM3783 lbertragen. Nach Prozessierung durch die Proteine
STM3781 und STM3780 kann das Substrat in den Glykolyse-Stoffwechsel eingespeist werden.
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BLAST-Analysen ergaben eine hohe Ahnlichkeit der Aminosdurensequenz des putativen Proteins
STM3782 mit einer Galaktitol-spezifischen ElIC-Komponente. Ein Vergleich des ElIC-Proteins (GatC)
aus E. coli K12 str. EC3132 mit dem Protein STM3782 ergab, dass beide Proteine zu 37,5 % identisch
sind und eine Ahnlichkeit von 66,4 % aufweisen. Zur Verifizierung der Beteiligung des Genbereichs in
der Aufnahme und Metabolisierung von Galaktitol wurde der gesamte Genbereich, bzw. die
einzelnen Gene STM3782 oder STM3785, nach der Datsenko & Wanner-Methode deletiert. Wie in
Abb. 3.38 zu erkennen ist, zeigten alle drei Mutanten keinen Wachstumsnachteil in Minimalmedium
mit Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle. Auch auf Festmedium war deutlich zu erkennen, dass die
Mutanten trotz Deletion Kolonienbildung aufwiesen. Eine Funktion des SPI3(lIl)-Genbereichs bei der

Galaktitolaufnahme und -verstoffwechselung konnte nicht gezeigt werden.
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Abb. 3.38: Wachstumsverhalten der Mutanten im M9-Medium mit Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle. Die optische
Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODgy) der einzelnen Stamme ist in Abhangigkeit von der Zeit (in Stunden)
aufgetragen. Die Stamme wurden im Verhdltnis 1:100 in Minimalmedium mit Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle
Uberimpft und fiir 45 h bei 37 °C stehend inkubiert. Die ODgy, wurde alle 3 h gemessen. Gemessen wurden der Wildtyp
ST4/74 (schwarze durchgangige Linie mit Rauten), die SPI3(Ill)-Mutante (schwarze durchgédngige Linie mit Vierecken), die
STM3782-Mutante (schwarze gestrichelte Linie mit Dreiecken) und die STM3785-Mutante (schwarze gestrichelte Linie mit
Kreisen). Zuséatzlich wurden die Stamme auf einer Platte mit M9 + Galaktitol ausgestrichen und fiir 2 Tage bei 37 °C
inkubiert (separates Bild-rechts).

3.7.2 Phanotypische Charakterisierung des Wildtyps und der SPI3(lll)-Deletionsmutanten
Zur |dentifizierung des Substrates, welches durch das PTS aufgenommen wird, wurde ein Substrat-
Screening durchgefiihrt. Dazu wurden Mikrotiterplatten (PM1 und PM2A) der Firma Biolog (Hayward
CA, USA) verwendet, die je Kavitadt ein anderes Substrat, das als Kohlenstoffquelle (C-Quelle) dienen
konnte, beinhaltete. Mit Hilfe dieses Screening-Systems konnten insgesamt 190 verschiedene
Substrate im Hinblick auf die C-Quellen-Verwertung getestet werden. Eine Auflistung der Substrate

befindet sich im Anhang Tabelle A 9.
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Unter aeroben Bedingungen war S. Typhimurium ST4/74-Wildtyp in der Lage von den 190 getesteten
Substraten 84 metabolisch zu verstoffwechseln (Abb. 3.41), wobei die Farbbildung stark zwischen
den einzelnen Substraten variierte. So zeigte der WT-Stamm z.B. in Anwesenheit von Galaktitol (A12)
eine starke Atmung, erkennbar durch eine kraftige Violett-Farbung, wahrend die Farbung in
Anwesenheit von L-Arabinose (A2) deutlich schwacher ausfiel. Vergleicht man die
Verstoffwechselung dieser Substrate durch S. Typhimurium ST4/74 mit der
Verstoffwechselungsfahigkeit von S. Typhimurium LT2 aus der Literatur, so finden sich einige
Ubereinstimmungen (Abb. 3.39). S. Typhimurium LT2 zeigte bei 97 der insgesamt 190 Substrate eine
metabolische Aktivitdt (AbuOun et al., 2009). Von den 84 verstoffwechselbaren Substraten durch
S. Typhimurium ST4/74 (s. Anhang Tabelle A 10), entsprachen 77 denen bei S. Typhimurium LT2. Die
restlichen sieben Substrate, bei denen nur S. Typhimurium ST4/74 eine Aktivitat zeigte, waren D-
Raffinose, Succinamic Acid, L-Tartaric-Acid, L-Alaninamide, L-Arginine, Glycine und L-Histidine. Zu den
Gbrigen 20 Substraten, die laut Literatur nur S. Typhimurium LT2 als Kohlenstoffquelle nutzen

konnte, gehorten unter anderem myo-Inositol, D-Xylose, L-Rhamnose und 1,2-Propanediol.

Gesamt: 190 Substrate

LT2 ST4/74

20 77 7

nicht metabolisiert: 86 Substrate

Abb. 3.39: Venn-Diagramm der Verstoffwechselungsfahigkeit unterschiedlicher Kohlenstoffquellen von S. Typhimurium
LT2 und ST4/74. Insgesamt konnten 190 verschiedene Kohlenstoffquellen auf ihre Verwertbarkeit von den Stammen
S. Typhimurium LT2 und ST4/74 getestet werden. Von den 190 Substraten konnten 86 nicht als C-Quelle von beiden
Stammen genutzt werden. 77 Substrate konnten von beiden verwertet werden. AuBerdem konnte S. Typhimurium LT2
noch 20 weitere und S. Typhimurium ST4/74 noch 7 jeweils unterschiedliche Substrate verwerten.

Zur ldentifizierung des unbekannten Substrates, welches durch das putative PTS aufgenommen und
metabolisert wird, wurden S. Typhimurium ST4/74 WT und die SP3(lll)-Mutante auf ihre
Verstoffwechselung der einzelnen Substate unter aeroben und anaeroben Bedingungen hin getestet.
Unter anaeroben Bedingungen konnte kein Unterschied in der Verstoffwechselung der einzelnen

Substanzen festgestellt werden (Abb. 3.40). Auffillig war, dass unter Sauerstoffausschluss deutlich
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weniger Substrate verstoffwechselt werden konnten (vgl. Abb. 3.40 und Abb. 3.41). Dazu zahlten
einige proteinogene Aminosduren, wie L-Asparaginsdure (PM1-A7), L-Prolin (PM1-A8) oder L-
Glutamin (PM1-E1), sowie einige (Di-) Carbonsduren, wie Bernsteinsdure (Succinic Acid; PM1-A5)
oder Citronensdure (Citric Acid; PM1-F2). L-Rhamnose (PM1-C6) schien nur unter
Sauerstoffausschluss von S. Typhimurium ST4/74 WT verstoffwechselbar zu sein, da nur unter

anaeroben Bedingungen eine deutliche Farbung des Mediums erkennbar war.
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Abb. 3.40: Metabolische Aktivitdt von Wildtyp und SP13(lll)-Mutante unter anaeroben Bedingungen.

UNK des Wildtyps (ST4/74 WT) und der SPI3(Ill)-Mutante (ST4/74 ASPI3(11)) wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS in
Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle 1:100 Gberimpft. 200 ul dieser Suspension wurden in jede Kavitadt pipettiert und
fir 24 h bei 37°C unter Sauerstoffausschluss stehend inkubiert. Jede Kavitdt der Platte beinhaltet eine andere
Kohlenstoffquelle und die Verstoffwechselung dieses Substrates wird durch eine Farbung aufgezeigt.
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Abb. 3.41: Metabolische Aktivitdt von Wildtyp und SPI3(lll)-Mutante unter aeroben Bedingung.

UNK des Wildtyps (ST4/74 WT) und der SPI3(lll)-Mutante (ST4/74 ASPI3(lI1)) wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS in
Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle 1:100 Gberimpft. 200 pl dieser Suspension wurden in jede Kavitat pipettiert und
fir 24 h bei 37°C stehend inkubiert. Jede Kavitdt der Platte beinhaltet eine andere Kohlenstoffquelle und eine
Verstoffwechselung dieses Substrates wird durch eine Farbung aufgezeigt. Rot umkreist sind die Kavitaten, bei der sich ein
Unterschied in der Verstoffwechselung eines speziellen Substrates zwischen Wildtyp und Mutante zeigte.

Unter aeroben Bedingungen konnte keine Verstoffwechselung durch die SPI3(lll)-Mutante bei der
Platte PM2A in den Kavitdten B9 und E5 nachgewiesen werden (Abb. 3.41), wogegen S. Typhimurium
ST4/74 WT dazu in der Lage war. Es handelte sich dabei um die Substrate Desoxyribose (2-Deoxy-D-

Ribose) und D-Glucosamin.

3.7.3 Verstoffwechselungsfahigkeit von Desoxyribose und D-Glucosamin durch die
SPI3(lll)-Mutante

Unter aeroben Bedingungen zeigte die SPI3(lll)-Mutante im Gegensatz zum Wildtyp bei zwei
Subtraten in den Biolog-Platten keine Verstoffwechselung. Es handelte sich dabei um die zwei C-
Quellen Desoxyribose und D-Glucosamin. Das Wachstum der SP13(lll)-Mutante wurde daraufhin zum
einen in M9-Medium mit Desoxyribose und zum anderen in M9-Medium mit D-Glucosamin als
einzige Kohlenstoffquelle getestet. Hierflir wurde die ODgy des Wildtyp-Stammes und drei
unterschiedlicher Mutanten der SPI3(lll)-Insel (ASPI3(lll), A3782 und A3785) in Anwesenheit dieser
Kohlenstoffquellen gepriift. Wie in Abb. 3.42 erkennbar ist, wiesen alle drei Mutanten ein Wachstum

in Anwesenheit von Desoxyribose als einzige Kohlenstoffquelle auf. Kein Wachstum erfolgte, wenn
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keine Kohlenstoffquelle vorhanden war (Negativkontrolle) und klares Wachstum war erkennbar bei

der Positivkontrolle (Glukose als Kohlenstoffquelle).
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Abb. 3.42: Optische Dichte verschiedener Stamme bei Anwesenheit von Desoxyribose.

Das Wachstum des ST4/74-Wildtyps und von drei SPI3(lll)-Mutanten (ASPI3(Ill), A3782 und A3785) wurde in drei
verschiedenen Medien getestet: Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle als Negativkontrolle (M9), Minimalmedium mit
Glukose als Positivkontrolle (M9 + Glukose) und Minimalmedium mit Desoxyribose (M9 + Desoxyribose). Das Wachstum
wurde zu Versuchsbeginn zum Zeitpunkt t = 0 (schwarze Balken) und nach t = 19 h (graue Balken) gemessen.

Beim zweiten getesteten Substrat, handelte es sich um D-Glucosamin. Auch hier war kein
Unterschied im Wachstumsverhalten zwischen dem Wildtyp und den SPI3(lll)-Mutanten erkennbar
(Abb. 3.43). Es konnte somit nicht bestatigt werden, dass der SPI3(lll)-Genbereich fiir die Aufnahme

und Metabolisierung von einem dieser zwei Substrate zustandig ist.

ASPI3(111)

ASPI3(111)

M9 M9 + Glukose M9 + D-Glucosamine

Abb. 3.43: Optische Dichte verschiedener Stamme bei Anwesenheit von D-Glucosamin.

Das Wachstum des ST4/74-Wildtyps und von drei SPI3(lll)-Mutanten (ASPI3(Ill), A3782 und A3785) wurde in drei
verschiedenen Medien getestet: Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle als Negativkontrolle (M9), Minimalmedium mit
Glukose als Positivkontrolle (M9 + Glukose) und Minimalmedium mit D-Glucosamin (M9 + D-Glucosamin). Das Wachstum
wurde zu Versuchsbeginn zum Zeitpunkt t = 0 (schwarze Balken) und nach t = 19 h (graue Balken) gemessen.
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3.7.4 Kompetitiver Index

Zur phanotypischen Charakterisierung des Wildtyps und der SPI3(lll)-Mutante wurden jeweils
separate BIOLOG-Platten verwendet, die keinen direkten Wachstumsvergleich in Konkurrenz
ermoglichten. Daher wurde ein kompetitiver Index mit den Substraten der PM1-Platte durchgefiihrt.
Dazu wurden Wildtyp und SPI3(lll)-Mutante im Verhaltnis 1:2 vermischt und nach 24 h die relative
Fitness, d.h. die Ratio der KbE/ml| der Mutante zu KbE/ml| des Wildtyps, bestimmt. Blieb das
Verhaltnis stabil, so lag die relative Fitness bei 1 und bei einem Wachstumsnachteil der Mutante
musste dieser Wert gegen 0 gehen. Von den insgesamt 68 verwertbaren Substanzen der PM1-Platte
wurden Propionsaure (F7), Propan-1,2,3-Tricarbonsdure (G2), L-Threonin (G4), L-Alanin (G5) und
Polysorbat 20 (C5) nicht aufgefiihrt, da sie kein Wachstum zeigten. Einen Widerspruch zu den Biolog-
Platten stellte dies nicht dar, da die BIOLOG-Platten oft sensitiver reagieren (Nachweis von NADH-
Produktion, nicht direktes Wachstum). L-Rhamnose zeigte keine Verfarbung in der Biolog-Platte bei
WT und Mutante, allerdings starkes Wachstum bei der ODggo-Messung. Wie in Abb. 3.44 zu erkennen
ist, zeigte bei keinem der Substrate der Wildtyp einen klaren Wachstumsvorteil und bestatigte damit

die Ergebnisse der phanotypischen Charakterisierung.
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Abb. 3.44: Kompetitiver Index von ST4/74 WT und ASPI3(ll1).

Die relative Fitness gibt das Verhéltnis der KbE/ml von ST4/74 WT zu ASPI3(lll) an. Es sind nur die Substrate aufgezeigt, mit
denen ein Wachstum erfolgte. Folgende Substrate wurden getestet: kein Substrat als Negativkontrolle (1), L-Arabinose (2),
N-Acetylglucosamin (3), D-Glucarsdure (4), Bernsteinsdure (5), D-Galaktose (6), L-Asparaginsaure (7), L-Prolin (8), D-Alanin
(9), D-Trehalose (10), D-Mannose (11), Galaktitol (12), D-Serin (13), D-Sorbitol (14), Glycerin (15), L-Fucose (16), D-
Glucuronsaure (17), D-Gluconsaure (18), Glycerin-3-Phosphat (19), L-Milchsaure(20), D-Mannitol (21), L-Glutaminsaure (22),
D-Glukose-6-Phosphat (23), D-Galactonsaure-y-Lacton (24), D,L-Apfelsdure (25), D-Ribose (26), L-Rhamnose (27), D-Fruktose
(28), Essigsaure (29), a-D-Glukose (30), Maltose (31), D-Melibiose (32), Thymidin (33), L-Asparagin (34), D-Asparaginsaure
(35), D-Glucosaminsaure (36), Polysorbat 40 (37), a-Methyl-D-Galactosid (38), Uridin (39), L-Glutamin (40), D-Glukose-1-
Phosphat (41), D-Fruktose-6-Phosphat (42), Polysorbat 80 (43), Maltotriose (44), 2-Deoxyadenosin (45), Adenosin (46),
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Glycyl-L-Asparaginsdure (47), Citronensdure (48), Fumarsaure (49), Brom-Bernsteinsdure (50), Schleimsdure (51), Inosin
(52), Glycyl-L-Glutaminsaure (53), L-Serin (54), L-Alanyl-Glycin (55), N-Acetylmannosamin (56), Mono-Methyl-Succinat (57),
methyl-Pyruvat (58), L-Apfelsaure (59), Glycyl-L-Prolin (60), p-Hydroxy-Phenyl-Essigsdure (61), m-Hydroxy-Phenyl-Essigsaure
(62), Tyramin (63), Glucuronamid (64), Brenztraubensaure (65)

3.7.5 Wachstumseigenschaften in verbrauchtem Schweinedarminhalt

Da einige Gene aus dem SPI3(lll)-Genbereich im Huhn, Schwein und Kalb eine Rolle in der
Kolonisierung zu spielen scheinen (Chaudhuri et al., 2013), wurde das Wachstumsverhalten der
SP13(lll)-Mutante im Vergleich zum Wildtyp im Schweinedarminhalt analysiert. Dazu wurde der
Schweinedarminhalt mit der SPI3(lll)-Mutante 24 h vorbeimpft, um alle von der Mutante
verwertbaren Kohlenstoffquellen zu depletieren. Das sterilfiltrierte und verbrauchte Medium
(SPENT-Medium) wurde dann als Ausgangsmaterial fiir die Wachstumsanalysen verwendet. In Abb.
3.45 ist erkennbar, dass der Wildtyp keinen Wachstumsvorteil gegentiber der SPI3(lll)-Mutante
zeigte. Auch ein direkter kompetitiver Vergleich (Abb. 3.46) konnte keinen Vorteil fir den Wildtyp

erkennen lassen.
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Abb. 3.45: Wachstum der Mutante und des Wildtyps in SPENT-Medium.

Fur die Herstellung des SPENT-Mediums wurde Schweinedarminhalt mit dem ASPI3(lII)-Stamm beimpft und fiir 24 h bei
37 °C angezogen. Anschliefend wurde die Kultur sterilfiltriert und als SPENT-Medium weiter verwendet. Aufgetragen sind
die koloniebildenden Einheiten pro ml in Abhangigkeit von der Zeit in Stunden. Getestet wurden der Wildtyp (schwarze
Linie mit Rauten) und die SPI3(Ill)-Mutante (graue Linie mit Vierecken) in diesem SPENT-Medium.
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Abb. 3.46: Wachstumsrate unter kompetitiven Bedingungen im SPENT-Medium.

SPENT-Medium wurde mit dem Wildtyp (hellgrauer Balken) und der ASPI3(lll)::kanR -Mutante (dunkelgrauer Balken) im
Verhéltnis 1:2 angeimpft und bei 37 °C stehend inkubiert. Fir die Zeitpunkte t = 24 h, t = 48 h und t = 72h wurden die
koloniebildenden Einheiten pro ml (KbE/ml) beider Stamme bestimmt und deren relative Verteilung (%) aufgetragen.

Im Jahr 2013 publizierte Kroger et al. (Kréger et al., 2013) Transkriptomdaten von S. Typhimurium,
kultiviert bei unterschiedlichen Bedingungen. Daraus war erkennbar, dass durch Zugabe von
Gallensalzen die Transkription der Gene STM3783-STM3785 aktiviert wurde. Daher sollte getestet
werden, ob der SPI3(llIl)-Genbereich eine Rolle bei der Gallensalzverwertung einnimmt. Auch hier

zeigte sich kein Wachstumsunterschied zwischen dem Wildtyp und der SPI3(lll)-Mutante (Abb. 3.47).
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Abb. 3.47: Wachstumsanalyse des Wildtyps und der SPI3(lll)-Mutante im mit Gallensalzen versetzten Darminhalt. Der
Darminhalt vom Schwein wurde auf eine Verdiinnungsstufe von 10* verdiinnt und mit 3 % Gallensalzen (Sodiumcholeate)
versetzt. Aufgetragen sind der Wildtyp (schwarze, gestrichelte Balken) und die SPI3(l1l)-Mutante (graue Balken). Die KbE/ml
wurde zu Versuchsbeginn bei 0 h und nach 48 h bzw. 72 h bestimmt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass dem SPI3(lll)-Genbereich keine Funktion in vitro

nachgewiesen werden konnte. Bioinformatische Analysen ergaben, dass es sich bei dem Genbereich

STM3779-STM3785 um ein putatives PTS handelt. Obwohl 190 verschiedene Substrate unter
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aeroben und anaeroben Bedingungen getestet wurden, konnte in der vorliegenden Arbeit kein
Substrat identifiziert werden, welches von diesem PTS aufgenommen und verstoffwechselt wird. Da
allerdings bekannt ist, dass der Genbereich STM3779-STM3785 eine Rolle in vivo bei der
Kolonisierung von Schwein, Rind, Huhn und Maus spielt (Chaudhuri et al., 2013), benétigt dieser

moglicherweise zur Ausiibung seiner Funktion einen weiteren nur in vivo vorkommenden Faktor.
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3.8 Schlussfolgerungen: Einfluss des Metabolismus auf die Virulenz
von S. Typhimurium

Der Gastrointestinal-Trakt des Menschen beherbergt etwa 70 Billionen Mikroorganismen, wobei in

diesem Milieu eine standige Konkurrenz um Nahrstoffe herrscht. Die Bakterien sind dabei abhangig

von der Erndhrung des Wirts, da diese einen groRRen Einfluss auf die Nahrstoffverfligbarkeit im Darm

ausibt. Die Fahigkeit, auRergewohnliche Substanzen als Kohlenstoffquellen zu nutzen, kann daher

fir pathogene Bakterien im Hinblick auf eine erfolgreiche Besiedelung von Vorteil sein.

Im ersten Teil der Arbeit wurde dabei die Diat-abhangige bakterielle Zusammensetzung des
Mausedarms und die Auswirkungen der jeweiligen Diat auf das Transkriptom von S. Typhimurium
ST4/74 untersucht. In diesem in vivo-Versuch erhielten die Mause entweder eine pflanzliche oder
eine Western-Diat. Dabei war erkennbar, dass die Darm-Mikrobiota von pflanzlich erndhrten Mausen
eine hohere Diversitdt aufwies als die Mikrobiota der Western-Diat-Gruppe. Wahrend das Phylum
Tenericutes nur bei einer pflanzlichen Erndhrung auftrat, zeigten die Phyla Deferribacteres und
Proteobacteria in der Western-Didt-Gruppe eine hohere Prasenz. Nach einer zweiwo6chigen
Fitterungsphase der beiden Didten, wurden die M&use mit S. Typhimurium ST4/74 infiziert und
24 Stunden spater die Menge an Salmonellen im Kot bestimmt. Dabei war erkennbar, dass die Diaten
keinen Einfluss auf die Kolonisierungsfahigkeit von S. Typhimurium ST4/74 ausibten. Allerdings
konnte ein Effekt der Didten auf das Transkriptom von S. Typhimurium ST4/74 beobachtet werden.
Insgesamt konnten 66 Gene identifiziert werden, deren Expression abhdngig war von der jeweiligen
Diat. Auffallend war, dass nach einer Infektion von pflanzlich erndhrten Mausen vor allem
metabolisch aktive Gene in S. Typhimurium ST4/74 hochreguliert waren. Zu diesen gehdrten auch
vier Gene, die Teil eines Genbereichs sind, welches fiir ein Galaktitol-spezifisches PTS kodiert und im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit im Detail charakterisiert wurde. Dabei konnte gezeigt werden,
dass dieser Genbereich verantwortlich fir die Aufnahme und Verstoffwechselung von Galaktitol und
D-Tagatose ist. Er unterliegt dabei der Regulation des CRP-Proteins und des GatR-Repressors.
Insgesamt konnten drei Promotoren innerhalb dieses Genbereichs identifiziert werden, deren
Aktivitat in Galaktitol-haltigem Medium nachgewiesen werden konnte. Die Bindungsaffinitdat des
GatR-Proteins zu den drei Promotoren konnte mittels SPR-Spektroskopie quantifiziert werden. Im
Genom von S. Typhimurium ST4/74 konnte noch ein weiteres Galaktitol-spezifisches PTS detektiert
werden (STM3779-3785). Es stellte sich allerdings heraus, dass dieses nicht fiir die Aufnahme und
Verstoffwechselung von Galaktitol verantwortlich ist. Diesem Genbereich konnte keine eindeutige

Funktion nachgewiesen werden.
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4 Diskussion und Ausblick

Magen-Darm-Erkrankungen zahlen zu den Hauptursachen von globalen Krankheits- und Todesfallen,
wobei Salmonella spp. als einer der haufigsten bakteriellen Verursacher gilt (Kosek et al., 2003,
Majowicz et al., 2010, Scallan et al., 2005). Bei den Salmonellen handelt es sich um Gram-negative
und stdabchenférmige Bakterien, welche das terminale lleum und das Kolon besiedeln, und weltweit
jahrlich mehrere zehn Millionen Krankheitsfédlle und mehr als 50.000 Todesfélle verursachen (Sleigh
and Duguid, 1989, World Health Organization, 2013).

Fir eine erfolgreiche Kolonisierung des Darms missen pathogene Bakterien residierende
Mikroorganismen Uberwachsen. Anndherungsweise 70 Billionen solcher kommensaler Bakterien
finden sich im Gastrointestinal-Trakt und bilden die sogenannte Darm-Mikrobiota (Whitman et al.,
1998, Clemente et al., 2012). Diese kann in etwa 500-1.000 Bakterienspezies unterteilt werden
(Sekirov et al., 2010), wobei im gesunden Menschen die beiden Phyla Bacteroidetes und Firmicutes
dominieren (Backhed et al., 2005, Eckburg et al., 2005). Krankheit, die Einnahme von Antibiotikum
oder Erndhrungswechsel kdnnen zu einer Anderung sowohl in der Zusammensetzung der Mikrobiota
als auch in der Konzentration ihrer Stoffwechsel-Endprodukte im Darm fiihren (Brinkworth et al.,
2009, Turnbaugh et al., 2009, De Filippo et al., 2010, Sekirov et al., 2010, Carlisle et al., 2013, Scott et
al., 2013). Dies wiederum kann es schadlichen Bakterien ermdglichen, die Kolonisierungsresistenz
der Mikrobiota zu (iberwinden und dadurch erfolgreich den Darm zu besiedeln.

In vorliegender Arbeit wurde im ersten Teil die Bedeutung der Erndhrung des Wirts auf die
Pathogenitdt von Salmonellen untersucht. Im zweiten Teil erfolgte die Charakterisierung eines

Galaktitol-spezifisches PTS auf molekularer Ebene.

4.1 Zusammenspiel zwischen Ernahrung, der Darm-Mikrobiota und
S. Typhimurium

4.1.1 Einfluss der Ernahrung auf die Mikrobiota

Die bakterielle Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota korreliert stark mit der Erndhrungsweise des
Wirts, was auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. So fiihrte die Konsumierung von
Polysaccharid-reichen Nahrungsmitteln zu einer erhéhten Diversitdt der Mikrobiota, wohingegen
eine fett- und zuckerhaltige Erndhrung eine Verringerung in der Artenvielfalt zur Folge hatte (Abb.
3.8). Dies steht zusatzlich in Einklang mit bereits vorangegangenen Studien (Yatsunenko et al., 2012,

Schnorr et al., 2014, Clemente et al., 2015, Sonnenburg et al., 2016).

Die Mikrobiota-Kompositionen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten C57/BL6-Mause wiesen
ebenso hohe Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen von De Filippo auf (De Filippo et al., 2010). In

dieser Studie wurde die Mikrobiota von europdischen und afrikanischen Kindern miteinander
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verglichen. Die Erndhrungsweise von europdischen Kindern (EU) entsprach hierbei einer sogenannten
Western-Diat, bestehend aus viel Zucker, Fett, Proteine tierischen Ursprungs und wenigen
Ballaststoffen. Kinder aus einem Dorf im afrikanischen Burkina Faso (BF) erndhrten sich Gberwiegend
vegetarisch mit reichlich Starke, Ballaststoffen und Pflanzenpolysacchariden. Die bereits erwdhnte
hohere Diversitat innerhalb der pflanzlich erndhrten Gruppe (Abb. 3.8) konnte auch in den pflanzlich
erndhrten Individuen in der De Filippo-Studie nachgewiesen werden (De Filippo et al., 2010). Ebenso
entsprach der prozentuale Anteil der vier pravalenten Phyla innerhalb der Mause-Mikrobiota mit
kleinen Abweichungen der Mikrobiota-Zusammensetzung der BF-Kinder, bei denen das Phylum
Bacteroidetes mit einem prozentualen Anteil von 57,7 % dominierte (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Prozentualer Anteil der vier dominierende Phyla in der Mikrobiota. Angegeben ist der prozentuale Anteil der vier
dominierenden Phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes und Proteobacteria in der Mikrobiota von Burkina-Faso-

Kindern (BF), europdischen Kindern (EU), pflanzlich erndhrten C57/BL6-Mausen (pD) und C57/BL6-Mause, die eine Western-
Diat erhielten (WD). (De Filippo et al., 2010)

BF [%] EU [%] pD [%] WD [%]
Actinobacteria 10,1 6,7 2,34 1,22
Bacteroidetes 57,7 22,4 60,41 64,52
Firmicutes 27,3 63,7 31,62 28,82
Proteobacteria 0,8 6,7 2,58 5,71

Auffallend war, dass die Western-Didt-Gruppe der C57/BL6-Mause in ihrer Mikrobiota-
Zusammensetzung eher der BF-Gruppe dhnelte und im Vergleich zur EU-Gruppe einen deutlich
geringeren prozentualen Firmicutes-Anteil aufwies (Tab. 4.1). Diese erhohte Firmicutes-Prasenz
innerhalb der Mikrobiota bei Fltterung einer Western- oder fettreichen Diat (high fat diet; HF-Diat)
konnte auch in anderen Méause-Studien nachgewiesen werden (Daniel et al., 2014, Agus et al., 2016).
Einen Widerspruch zu den eigenen Ergebnissen stellt dies aber nicht dar, da in diesen Studien die
konsumierten Western-Didten einen hoheren Energiegehalt als die in der vorliegenden Arbeit
verwendete Western-Diat innehatten und sich eine gesteigerte Energieeinnahme stark auf den
Firmicutes-Anteil in der Mikrobiota auswirkt (Jumpertz et al., 2011). Ebenso wurde in beiden Studien
den Mausen die jeweilige Diat lber einen Zeitraum von 12 bzw. 18 Wochen anstatt des in der
vorliegenden Arbeit gewahlten Zeitraums von zwei Wochen verabreicht. Daher ist es moglich, dass
die Gesamtenergiemenge und Flitterungsdauer der Western-Diat-Gruppe zu gering bzw. zu kurz war,
um einen Anstieg des Firmicutes-Anteils hervorzurufen. Die fehlende Gewichtszunahme, die unter
anderem in der HF-Diat-Gruppe bei Daniel et al. beobachtet werden konnte (Daniel et al., 2014),

verstarkt die Vermutung einer zu geringen Energieeinnahme und Fitterungsdauer.
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Bei genauerer Analyse der Mikrobiota-Zusammensetzungen zeigte sich, dass die nur in der
Mikrobiota von BF-Kindern vorkommende Gattung Prevotella ebenfalls ausschlieRlich in den
pflanzlich erndhrten C57/BL6-Mé&usen detektiert werden konnte (De Filippo et al., 2010). Diese zum
Phylum Bacteroidetes zugehorige Gattung ist in der Lage, diverse pflanzliche Zellwand-
Polysaccharide, z.B. Xylane, zu kurzkettigen Fettsduren abzubauen (Flint et al., 2008, Flint et al.,
2012). Solche Stoffwechsel-Endprodukte kdnnen unter anderem Entziindungsreaktionen im Darm
verhindern (Topping and Clifton, 2001). Zusatzlich kam die dem Phylum Firmicutes zugeordnete
Familie Lachnospiraceae in pflanzlich erndhrten Mausen signifikant haufiger vor. Bakterien dieser
Familie, wie z.B. Roseburia spp. und Eubacterium rectale, besitzen die Fahigkeit, Starke zu
kurzkettigen Fettsduren wie Butyrat zu verstoffwechseln (Aminov et al., 2006). Beide Butyrat-
produzierenden Bakterien treten unter anderem verstarkt in der Darm-Mikrobiota von Menschen
auf, die eine Didt mit einem hohen Starke-Anteil zu sich nehmen (Duncan et al., 2007). Eine weitere
Gattung dieser Familie, namlich Butyrivibrio, ist ebenfalls ausschlieBlich nur in der Mikrobiota von BF-
Kindern zu finden (De Filippo et al., 2010). Die Gattung Clostridium XIVa (Familie Lachnospiraceae)
trat nur in pflanzlich erndhrten C57/BL6-Madusen auf, ist mit der Entwicklung von anti-
inflammatorischen regulatorischen T-Zellen assoziiert und fordert damit die adaptive Immunabwehr

(Atarashi et al., 2013, Van den Abbeele et al., 2013).

In der Mikrobiota der Western-Diat-Gruppe zeigten innerhalb des Phylums Bacteroidetes die
Gattungen Alistipes (Familie Rikenellaceae) und Parabacteroides (Familie Porphyromonadaceae) eine
signifikant héhere Prdsenz im Vergleich zur Mikrobiota der pflanzlich erndhrten Gruppe. Da beide
Gattungen auch in der Mikrobiota von an Typ-2-Diabetes erkrankten Menschen verstarkt auftreten,
lasst dies die Vermutung zu, dass eine westlich-gepragte Erndhrung spezielle
Stoffwechselkrankheiten wie Diabetes hervorrufen kann (Qin et al., 2012). Ein Anstieg im
Vorkommen der Gattung Alistipes konnte auch nach Fiitterung von HF-Didten beobachtet werden
(Daniel et al., 2014, Zhang et al., 2012). Innerhalb des Phylums Proteobacteria, die keine komplexen
Polysaccharide verwerten kénnen (Kamada et al.,, 2013) und in der pflanzlichen-Didt-Gruppe
signifikant geringer vorhanden waren, zeigte die Familie Desulfovibrionaceae ein verstarktes
Auftreten bei Fltterung einer Western-Didt. Dies konnte ebenso in Mausen, denen eine HF-Diat
zugefiihrt wurde, gezeigt werden (Zhang et al., 2012). Wie auch die Gattungen Alistipes und
Parabacteroides des Phylums Bacteroidetes ist die Gattung Desulfovibrionaceae mit Typ-2-Diabetes-
Patienten assoziiert (Qin et al., 2012). Die Familie Ruminococcaceae (Phylum Bacteroidetes), die
bekannt ist fiir die Fahigkeit Starke zu spalten und abzubauen, zeigte ebenfalls eine héhere Abundanz
in der Western-Diat-Gruppe der C57/BL6-Méause. Auch in einer Studie, bei der Mduse mit einer Diat
mit erhohtem Fett- und geringem Kohlenhydratanteil gefiittert wurden, konnte diese Familie

verstarkt in der Mikrobiota nachgewiesen werden (Zhang et al., 2012). Dagegen zeigte diese Familie
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in einer anderen Studie eine geringere Prasenz in der Mikrobiota von HF-Diat-geflitterten Mausen
(Daniel et al., 2014). Eine weitere, in der Western-Diat-Gruppe starker vorkommende Gattung ist
Mucispirillum, die dem Phylum Deferribacteres zugeordnet wird. Mucispirillen sind in der Lage, die
Affinitat der mukosalen Oberflache zu beeinflussen und die Mucusschicht zu kolonisieren (Robertson
et al., 2005). Diese Gattung ist ebenfalls in HF-Diat-geflitterten Mausen starker vertreten (Ravussin et

al., 2012).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die in der vorliegenden Arbeit analysierten Didt-abhangigen
Mikrobiome der C57/BL6-Ma&use den bereits in anderen Studien beobachteten Diversitatsverlust
innerhalb der Mikrobiota durch Fiitterung einer Western-Diat bestatigten (De Filippo et al., 2010,
Sonnenburg et al., 2016, Turnbaugh et al., 2008). Pflanzlich erndhrte Mause wurden haufiger von
Bakterien kolonisiert, die in der Lage sind, komplexe Polysaccharide zu verstoffwechseln und einen
Schutz gegeniiber Entziindungsreaktionen bieten. Detektierte Bakterien in der Western-Didt-Gruppe
waren mit westlichen Krankheiten, wie z.B. Typ-2-Diabetes, assoziiert (Qin et al.,, 2012). Der
Firmicutes-Anteil innerhalb der Western-Diat-Gruppe war geringer als in bereits veroffentlichten
Mausstudien (Daniel et al., 2014, Agus et al., 2016) und verdeutlicht die Problematik, die bei der
Interpretation von Mikrobiota-Analysen herrscht. Eine vergleichende Analyse von Mikrobiom-Daten
ist aufgrund vieler verschiedener Variablen, die einen Einfluss auf die Mikrobiota-Zusammensetzung
haben, wie z.B. den Ort der Tierhaltung (Rausch et al., 2016), die Zusammensetzung der Didt oder die

Fltterungsdauer oft erschwert.

4.1.2 Diversitatsverlust der Mikrobiota als Folge einer Streptomycin-Behandlung

Bohnhoff und Miller konnten bereits im Jahr 1962 in einem Mausmodell zeigen, dass eine vorherige
Streptomycin-Behandlung die Kolonisierungsfahigkeit von Salmonellen fordert (Bohnhoff and Miller,
1962), was spater von Que und Hentges bestdtigt wurde (Que and Hentges, 1985). Diese
Streptomycin-verursachte Salmonellen-Anfalligkeit der Maduse ermoglichte die Entwicklung eines
kiinstlich induzierten Salmonellen-Gastroenteritis-Modells (Barthel et al., 2003). Dabei werden die
Mause 24 h vor der S. Typhimurium-Infektion mit einer einmaligen Dosis von 20 mg Streptomycin
behandelt, um dadurch eine Gastroenteritis hervorzurufen und eine sofortige systemische Infektion
zu vermeiden. Dieses Modell stellt eine gute Alternative zum Rindermodell dar, da zahlreiche
Inzucht-, Knockout- und transgene Méausestamme heutzutage verfligbar sind und die Maoglichkeit
besteht, das angeborene und adaptierte Immunsystem zu untersuchen (Hapfelmeier and Hardt,
2005). Das Salmonellen-Gastroenteritis-Mausmodell wurde in verschiedenen Studien erfolgreich
getestet (Stecher et al., 2005, Endt et al., 2010, Stecher et al., 2008, Loetscher et al., 2012) und lasst
sich auch fiir andere Serovar-Typen, z.B. S. Enteritidis, S. Gallinarum und S. Pullorum, verwenden

(Suar et al.,, 2006). Die erhohte Anfilligkeit der Mause gegeniliber Salmonellen nach einer
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Streptomycin-Behandlung basiert auf der Tatsache, dass die Mikrobiota durch das Antibiotikum in
ihrer Zusammensetzung verandert und um mehr als 90 % in ihrer Dichte reduziert wird, wodurch die
Kolonisierungsresistenz nicht mehr vorhanden ist (Stecher et al., 2007, Endt et al., 2010). Nach ca.
finf Tagen hat sich die Mikrobiota wieder in ihrer Dichte und Zusammensetzung normalisiert
(Antunes et al, 2011c). Zusatzlich kdnnen gewisse Bakterien als Indikatoren fiir die
Kolonisierungsresistenz dienen, wie z.B. die Anwesenheit von y-Proteobacteria bei Salmonellen-
Infektionen (Stecher et al., 2010). Da Menschen beziglich ihrer Mikrobiota-Zusammensetzung in
unterschiedliche Enterotypen aufgeteilt werden kdnnen, namlich in den Bacteroides-, Prevotella-
oder Ruminococcus-Enterotyp (Arumugam et al., 2011), wirft dies die Frage auf, ob diese
Enterotypen eventuell auch eine unterschiedliche Anfilligkeit gegeniiber Salmonella-Infektionen

besitzen (Kaiser et al., 2012).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Mikrobiomanalyse bestatigte, dass eine Streptomycin-
Behandlung zu einer veranderten Mikrobiota-Zusammensetzung mit signifikant verringerter
Diversitat fihrt. Eine reduzierte Diversitat durch Streptomycin-Behandlung konnte bereits in
vorangegangenen Studien gezeigt worden (Langdon et al., 2016, Lichtman et al., 2016). Ebenso sank
die OTU-Anzahl signifikant nach Streptomycin-Behandlung ab. Betroffen waren vor allem OTUs, die
den Ordnungen Bacteroidales, Clostridiales und Desulfovibrionales zugeordnet werden konnten.
Diese Ordnungen zeigten auch in Hiihnern nach einer Streptomycin-Behandlung ein signifikant
verringertes Vorkommen (Videnska et al., 2013). Zusatzlich konnte fur die beiden Ordnungen
Bacteroidales und Clostridiales die Sensitivitdt gegenlber Streptomycin bereits in der Maus
nachgewiesen werden (Lichtman et al., 2016). Dagegen stieg die Anzahl an Bakterien der Gattung
Olsenella (Phylum Actinobacteria) sowohl in der Western-Diat- als auch der pflanzlich erndhrten
Gruppe signifikant an. Dies ldsst sich durch die Resistenz der Actinobacteria gegeniiber
Aminoglykosiden, wie z.B. Streptomycin, erklaren (Ferrer et al., 2016). Die Ordnung Enterobacteriales
wies sowohl in der Maus als auch im Huhn nach Streptomycin-Behandlung einen Anstieg auf
(Videnska et al., 2013). In einer Studie von Stecher et al. wurde die Zusammensetzung der Mikrobiota
ebenfalls nach Streptomycin-Behandlung analysiert (Stecher et al., 2007). Die urspriingliche
Mikrobiota-Zusammensetzung dieser Mduse entsprach dabei in etwa der Zusammensetzung der
Mikrobiota von den pflanzlich erndhrten Mausen. In der Studie fiihrte eine Streptomycin-Behandlung
zu starken, mausspezifischen Unterschieden, die sich in den hohen Standardabweichungen
bemerkbar machte (Stecher et al., 2007). Diese individuellen Reaktionen der Mause auf die
Antibiotika-Behandlung konnte auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden und erschwerte
eine Auswertung der Mikrobiom-Daten zu diesem Zeitpunkt. Daher konnten beim Vergleich der
Mikrobiota-Zusammensetzung zwischen den beiden Diat-Gruppen nach der Streptomycin-

Behandlung auch nur wenige signifikante Unterschiede beobachtet werden. So zeigte die Gattung
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Bacteroides keine Veranderung in ihrer Abundanz bei Fitterung einer pflanzlichen Diat. In der
Western-Diat-Gruppe hingegen war das Vorkommen dieser Gattung nach einer Streptomycin-
Behandlung im Vergleich zur pflanzlich erndhrten Gruppe signifikant geringer. Bakterien der Gattung
Bacteroides, wie z.B. B.thetaiotaomicron, besitzen ein groBes Repertoire an Kohlenhydrat-
abbauenden Enzymen, die essentiell sind fiir den Abbau komplexer Polysaccharide (Xu et al., 2003,
Flint et al., 2008). Eine verringerte Abundanz in der Western-Diat-Gruppe ist aufgrund der fehlenden
Polysaccharide zu erwarten gewesen. Die Deferribacteres, die in der Mikrobiota von mit
Streptomycin-behandelten Mausen starker vertreten waren (Stecher et al., 2007), zeigten nur in der
Western-Diat-Gruppe eine stdrkere Prdsenz. Insgesamt konnte bestdtigt werden, dass eine
Streptomycin-Behandlung zu einem Diversitatsverlust der Mikrobiota fiihrt und deren
Zusammensetzung signifikant verandert. Insgesamt wirkte sich das Antibiotikum positiv auf das

Wachstum der beiden Phyla Actinobacteria und Deferribacteres aus.

4.1.3 Interpendenz zwischen der Darm-Mikrobiota und S. Typhimurium

Nach erfolgter Streptomycin-Behandlung konnten die C57/BL6-Md&use erfolgreich mit Salmonellen
infiziert werden. Da das Salmonellen-Transkriptom durch erste Entziindungsreaktionen, die selbst bei
einer SPI-1-Mutante schon 48 h nach Infektion auftreten (Hapfelmeier et al., 2005), beeinflusst wird,
wurden die Méause bereits 24 h nach Infektion getétet. Dadurch wurde gewahrleistet, dass es sich um
ein Diat-abhangiges Transkriptom handelte. Allerdings hatte der verkilrzte Kolonisierungszeitraum
zur Folge, dass zwischen beiden Didt-Gruppen 24 h nach der Infektion kein signifikanter Unterschied
in der Salmonellen-Anzahl im Kot nachgewiesen werden konnte. Zur Uberpriifung, ob die Diit
tatsachlich einen Einfluss auf die Kolonisierung von S. Typhimurium austbt, hatten die infizierten
Mause (iber einen langeren Zeitraum beobachtet werden missen. Bestatigt wird diese Vermutung
unter anderem von einer Studie, in der erst 48 h nach einer S. Typhimurium-Infektion ein
Wachstumsvorteil in Anwesenheit von Maltodextrin nachgewiesen werden konnte (Nickerson et al.,

2014).

Obwohl nach der S. Typhimurium-Infektion kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der OTUs
zwischen beiden Diat-Gruppen festgestellt werden konnte, zeigten die pflanzlich erndhrten Mause in
ihrer Mikrobiota eine erhohte a-Diversitat im Vergleich zur Western-Diat-Gruppe. Bei genauerer
Betrachtung fallt auf, dass in der pflanzlich erndhrten Méausegruppe die Actinobacteria-Anzahl
deutlich niedriger ist, die Bacteroidetes-Anzahl dafir signifikant hoher im Vergleich zur Western-Diét-
Gruppe. Die beiden Gattungen Enterococcus (Phylum Firmicutes) und Barnesiella (Phylum
Bacteroidetes, Familie Porphyromonadaceae) konnten ausschlieBlich in der pflanzlich erndhrten
Gruppe nachgewiesen werden. Interessanterweise korreliert das Vorkommen der Gattung

Barnesiella mit der Eliminierung des klinischen Vancomycin-resistenten Enterococcus im Menschen
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(Ubeda et al., 2013). Die Gattung Barnesiella wird der Familie Porphyromonadaceae zugeordnet, die
ebenfalls nach Salmonellen-Infektion in der pflanzlich erndhrten Mausegruppe im Vergleich zur
Western-Diat-Gruppe signifikant starker auftrat. Diese Familie ist Teil einer Bakteriengruppe
innerhalb der Mikrobiota, die einen Wirt vor einer Salmonellen-induzierten Colitis schiitzen kann,
wobei sie keinen Einfluss auf die Kolonisierungsfahigkeit der Salmonellen hat (Ferreira et al., 2011).
Die Gattung Allobaculum (Phylum Firmicutes), die in der Western-Diat-Gruppe eine hohere Abundanz
aufwies, war auch in Ubergewichtigen HF-Diat-gefiitterten C57/BL6-Mausen signifikant starker
vertreten. In diesen libergewichtigen Mdausen fiihrte eine Einnahme verschiedener Teesorten zu
einem Gewichtsverlust, der mit einem Absinken in der Abundanz dieser Gattung assoziiert war (Liu et
al., 2016). Somit scheint die Gattung Allobaculum bei Ubergewicht, das bei einer Western-Diat

gehauft auftritt, eine Rolle zu spielen.

Nach einer Salmonellen-Infektion wiesen das Mikrobiom der Mause-Gruppen abhéangig von ihrer
jeweiligen Diat signifikante Unterschiede auf. Trotzdem konnte zwischen beiden Didt-Gruppen kein
Unterschied in der Salmonellen-Anzahl im Kot detektiert werden. Die pflanzlich erndhrte
Mausegruppe hatte schneller eine grofRere Diversitat inne als die Western-Diat-Gruppe und wurde
von Bakterien kolonisiert, die mit der Eliminierung verschiedener Pathogener in Verbindung stehen.
In der Western-Diat-Gruppe profilierten sich hingegen Bakteriengattungen, die mit Ubergewicht

assoziiert werden.

4.1.4 Diat-abhangiges Transkriptom

In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts flihrten gesellschaftliche und technologische
Veranderungen in der westlichen Welt zu einem Erndhrungswechsel, die mit einem starken Anstieg
in der Konsumierung von vorgefertigten Nahrungsmitteln mit hohen Anteilen an Fett und
Kohlenhydraten einherging. Im selben Zeitraum konnte gleichzeitig ein stetiger Anstieg an
Salmonellose-Fallen und chronisch entziindlichen Darm-Erkrankungen, die mit intestinaler Dysbiose
assoziiert sind, beobachtet werden (Gould et al., 2013, Cordain et al., 2005). Dies lasst vermuten,
dass die Konsumierung einer Western-Didt somit neben der Beeinflussung der intestinalen
Mikrobiota-Zusammensetzung auch Auswirkungen auf die Kolonisierungsfahigkeit pathogener
Bakterien hat. Faktoren, die hierbei eine Rolle spielen, sind gewisse Bestandteile wie das in
Lebensmitteln vorkommende Maltodextrin, welches das Wachstum des intestinalen Pathogens
S. Typhimurium férdert (Nickerson et al., 2014). Ahnlich verhélt es sich mit der Amadori-komponente
Fruktose-Asparagin, dessen Verstoffwechselung Salmonellen im entziindeten Darm einen
Fitnessvorteil liefert (Ali et al., 2014). Fruktose-Asparagin ist in verschiedenen Lebensmitteln zu
finden und stellt zudem ein Vorprodukt von Acrylamid dar, was bei einer starken Erhitzung von

Lebensmitteln entstehen kann (Gokmen and Senyuva, 2006). Andere Pathogene, wie z.B.
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opportunistische E. coli-Stamme, nutzen die Pentose Desoxyribose als Kohlenstoffquelle, um sich im
Darm gegen andere Bakterien durchzusetzen (Martinez-Jehanne et al., 2009). Auch vom Wirt
produzierte Substrate wie Sialinsdauren fordern die Darm-Kolonisierung von pathogenen Bakterien,
was unter anderem flr Vibrio cholera gezeigt werden konnte (McDonald et al., 2016). Des Weiteren
verschafft die Verstoffwechselung von 1,2-Propandiol, L-Fucose, Ethanolamin oder Tetrathionat
Pathogenen einen Wachstumsvorteil (Winter et al., 2010, Thiennimitr et al., 2011, Staib and Fuchs,

2015, Staib and Fuchs, 2014).

Vergleicht man die Nahrstoffzusammensetzung einer pflanzlich-basierten Erndhrung mit einer
Western-Diat so ist ersichtlich, dass jeweils unterschiedliche Energiequellen in den menschlichen
Darm gelangen. Dies ruft spezifische Veranderungen in der Zusammensetzung der Darm-Mikrobiota
hervor und fiihrt wiederum zu unterschiedlichen Stoffwechsel-Endprodukten (De Filippo et al., 2010).
Eine daraus resultierende veranderte Interaktion mit dem Wirt beeinflusst unter anderem das Darm-
Metabolom (Turroni et al., 2016). So beinhaltet das Metabolom der Hadza, einer Volksgruppe in
Tansania, die sich (berwiegend vegetarisch ernahrt, deutlich hohere Menge an Hexosen,
wohingegen das Metabolom von italienischen Personen, die sich typisch westlich ernahren, erhéhte
Mengen an haufig vorkommenden natirlichen Aminosauren aufwiesen (Turroni et al., 2016). Auch
eine Antibiotika-Behandlung oder eine Salmonella-Infektion Ubt einen Einfluss auf das Metabolom
aus und verdndert somit die Nahrstoffverfiigbarkeit im Darm (Antunes et al., 2011c, Antunes et al.,
2011b). Dabei konnte festgestellt werden, dass eine Salmonella-Infektion verschiedenste
metabolische Wirts-Stoffwechselwege im Darm und in der Leber beeinflusst, unter anderem den
Arachidonsaure-, Gallensdure-, Hormon-, Inositol-, Starke- und Zuckerstoffwechsel (Antunes et al.,
2011b). Es ist noch unklar, ob diese Veranderungen einem bakteriellen Mechanismus zu Grunde

liegen und den Pathogenen einen Wachstumsvorteil verschaffen kénnen.

Insgesamt konnten 66 Gene identifiziert werden, die in Bezug auf die jeweilige Mausdiat in
S. Typhimurium ST4/74 unterschiedlich exprimiert wurden (Tab. 3.11). Wurde den Mausen eine
Western-Diat zugefiihrt, so zeigte S. Typhimurium unter anderem eine signifikant erhéhte Expression
des Operons pspA-E und des Gens pspG. Diese psp-Gene kodieren fiir ein Phagen-Schock-Protein
(Psp)-System, das im Falle von Membranstress fiir den Erhalt der Membran-Integritdt und des
Protonengradienten zustdndig ist (Joly et al, 2010). Die psp-Gene werden wahrend einer
S. Typhimurium-Infektion in Epithelzellen und Makrophagen hochreguliert (Eriksson et al., 2003,
Hautefort et al., 2008). Zusatzlich sind die Gene pspA und pspB notwendig fir die Virulenz von
Salmonellen in Mausen (Wallrodt et al., 2014). Das Gen pspB ist dabei Teil eines Toxin-Antitoxin-
Systems, wobei PspB das Antitoxin darstellt (Brown and Shaw, 2003). Des Weiteren war die

Transkription eines Gens (STM474_RS07645) hochreguliert, das fir eine putative Hydrogenase
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kodiert. Auch Hydrogenasen spielen in der Virulenz eine wichtige Rolle und férdern unter anderem
das anfangliche Wachstum von Salmonellen, indem sie den von der Mikrobiota produzierten
Wasserstoff verwerten und sich dadurch einen Wachstumsvorteil gegeniliber der Mikrobiota
verschaffen (Maier et al., 2013). Weitere wichtige Virulenzfaktoren sind die Fimbrien-Gene, wobei in
E. coli die Expression von Typ-1-Fimbrien zu einer erhéhten Virulenz im Harntrakt fihrt (Connell et
al., 1996). Die Gene fimA und fimC sind in der Western-Didt-Gruppe signifikant hoher exprimiert.
FimA bildet das Grundgerist der Typ-1-Fimbrien (Hahn et al., 2002) und FimC fungiert als ein
Chaperon bei der Fimbriensynthese (Munera et al., 2007). Da eine bakterielle Adhadsion mit Hilfe
dieser Typ-1-Fimbrien durch die Anwesenheit von Mannose inhibiert werden kann (Old, 1972),
erklart sich auch die in der Western-Diat-Gruppe signifikant erhdhte Expression einiger Gene, die fir
die Verstoffwechselung von Mannose zustandig sind. Das marRAB-Operon steigert die Resistenz in
S. Typhimurium gegen Gallenflissigkeit und ist in Anwesenheit des Gallensalzes Deoxycholat
hochreguliert (Prouty et al., 2004a). Da alle drei Gene dieses Operons in S. Typhimurium ebenfalls in
der Western-Diat-Gruppe starker exprimiert werden, deutet dies moglicherweise auf eine erhdhte

Gallensalzkonzentration im Darm hin.

Bei einer pflanzlichen Ernahrung der C57/BL6-Mause werden Uberwiegend Gene in S. Typhimurium
hochreguliert, die eine Rolle in der Metabolisierung verschiedener Kohlenhydraten spielen (Tab.
3.11). Dies kdnnte sich dadurch erklaren lassen, dass bei einer Polysaccharid-reichen Erndhrung eine
groRere Vielfalt an Kohlenhydrat-abbauenden Enzymen herrscht (Rampelli et al., 2015), wodurch es
zu einem verstarkten Abbau der Polysaccharide kommen kann und dadurch Monosaccharide in
groReren Mengen freigesetzt werden konnen (Turroni et al., 2016). So ist z.B. der Arabinose-
Stoffwechsel signifikant hoher in Salmonellen exprimiert, die pflanzlich erndhrte Mause kolonisieren,
was auf die Anwesenheit dieses Substrates im Darm hindeutet. Interessanterweise konnte
nachgewiesen werden, dass das Substrat Arabinose SPI-1 inhibiert und dadurch die Virulenz
attenuiert (Lopez-Garrido et al., 2015). Auch zeigte S. Typhimurium in der pflanzlichen-erndhrten
Mausgruppe eine erhohte Expression von Genen, die eine Rolle in den Stoffwechselwegen von
Sorbitol und Fruktose spielten. Die Aktivitat dieser Gene kénnte auf ein Vorhandensein dieser beiden
Substrate im Darm hindeuten, was unter anderem an der Streptomycin-Behandlung liegen konnte.
Hintergrund dieser Behauptung ist dabei eine Studie, in der C57/BL6-Mé&use mit dem Antibiotikum
Cefaperzon behandelt wurden und bei denen anschlieRend im Darm eine signifikant erhohte Menge
an Zucker, wie Fruktose, Galaktose, Raffinose, Sucrose und Lactat, und an Zuckeralkoholen, wie z.B.
Sorbitol, Mannitol, Xylitol und Ribitol nachgewiesen werden konnte (Theriot et al., 2014). Wie auch
eine Streptomycin-Behandlung eine S. Typhimurium-Kolonisierung ermoglicht, so fihrt eine
Cefaperazon-Behandlung bei C57/BL6-Mausen zu einer erhohten einer Anfilligkeit gegeniber

C. difficile-Infektionen (Theriot et al., 2014). Als einzige mdgliche Erkldrung, warum Hexitole nach
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Antibiotika-Zugabe verstarkt im Darm zu finden sind, wurde eine veranderte fermentative Aktivitat
der Darm-Mikrobiota angegeben (Theriot et al., 2014). Neben Sorbitol sind in S. Typhimurium in der
pflanzlich erndhrten Gruppe noch Gene fiir die Verstoffwechselung eines weiteren Zuckeralkohols,
namlich des Galaktitols, signifikant hoher exprimiert. Eine erhohte Menge an Galaktitol konnte
ebenfalls im Darm von C57/BL6-Mé&usen sechs Wochen nach Antibiotika-Behandlung detektiert
werden (Theriot et al., 2014). Diese Publikation liefert damit einen ersten Hinweis auf die
Anwesenheit von Galaktitol im Darm. Die Anwesenheit von Galaktitol kénnte den Salmonellen einen
Wachstumsvorteil im Darm bringen, was erkldren wiirde, warum Transposon-Insertionen in dem
Genbereich, der fiir die Verstoffwechselung dieses Zuckeralkohols zustéandig ist, zu einer verringerten

Virulenz in Schwein, Huhn, Rind und Maus fiihren kann (Chaudhuri et al., 2013).

In den Mausen kommt es in S. Typhimurium zu einer Hochregulation von Genen, die eine Rolle
sowohl in verschiedenen Stoffwechselwegen als auch in der Virulenz spielen. Dabei liegt der
Schwerpunkt der Expression von S. Typhimurium in der pflanzlich erndhrten Gruppe auf Genen
verschiedener Stoffwechselwege. In der Western-Didt-Gruppe weist S. Typhimurium dagegen
liberwiegend eine erhohte Transkription von Virulenzgenen auf. Bei genauerer Betrachtung der
einzelnen Gene lassen sich zwei unterschiedliche Strategien erkennen, mit denen S. Typhimurium
eine erfolgreiche Kolonisierung zu erreichen versucht. So werden in der pflanzlich erndhrten Gruppe
speziell Gene aktiviert, die es S. Typhimurium erlauben, noch ungenutzte metabolische Nischen zu
besetzen und die Verstoffwechselung von z.B. Arabinose, Fruktose, Sorbitol und Galaktitol
ermoglicht. In der Western-Diat-Gruppe hingegen sind speziell Virulenzgene, wie z.B. Fimbriengene,
aktiv, um einen schnellen Infektionsprozess einzuleiten. Um diese Hypothese auszutesten, missten
weitere Versuche durchgefiihrt werden, indem die Mause Uber einen ldangeren Zeitraum mit
S. Typhimurium kolonisiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Entziindungsreaktionen der
Mause analysiert werden mussten. Dabei kdnnte festgestellt werden, ob die Mikrobiota in der Lage
ist, die Salmonellen in einer bestimmten Diatgruppe auszukonkurrieren. Zusatzlich kénnte man das
Metabolom analysieren, um die Interaktionen zwischen der Mikrobiota, dem Wirt und den

Salmonellen besser zu verstehen.
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4.2 Die Verstoffwechselung von Galaktitol

Die Fahigkeit, die vier verwandten Kohlenhydrate Galaktitol, D-Tagatose, D-Galactosamin und N-
Acetyl-Galactosamin zu verstoffwechseln, konnte bereits fiir viele pathogene und nicht-pathogene
enterische Bakterienstimme nachgewiesen werden (Levy and Aminoff, 1980, Gutnick et al., 1969,
Brinkkotter et al., 2000, Shakeri-Garakani et al., 2004). N-Acetyl-Galactosamin ist ein natirlicher
Bestandteil des Mucins (Robbe et al., 2004), wohingegen die D-Tagatose ein Abbauprodukt von
Galactosamin und N-Acetyl-Galactosamin ist. Alle vier Kohlenhydrate werden mit Hilfe von
Phosphotransferase-Systemen in die Zelle aufgenommen und durch Substrat-spezifische Enzyme
abgebaut. Das dabei entstehende Zwischenprodukt Tagatose-1,6-Bisphosphat wird durch eine
Aldolase in die fir die Glykolyse verwertbaren Produkte DHAP und GAP umgewandelt (Brinkkotter et
al., 2000, Shakeri-Garakani et al., 2004). Der Galaktitol-Abbauweg in S. Typhimurium ist bisher noch
nicht vollstandig genetisch charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
das gat-Gencluster aus S. Typhimurium fir die Verstoffwechselung von Galaktitol und D-Tagatose
zustandig ist. In seiner Organisation dhnelt dieses Gencluster mehr dem fiir den Abbau von
Galaktitol- und D-Tagatose-verantwortlichem Genbereich aus Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) und

weniger dem aus E. coli (Lengeler, 1977).

4.2.1 Die Rolle des gat-Genclusters in der Virulenz von S. Typhimurium

Die ersten finf Gene des gat-Genclusters zeigten eine erhohte Expression in Salmonellen, die aus
pflanzlich erndhrten Mausen isoliert wurden (Tab. 3.11). Um die Rolle dieses gat-Genclusters bei der
Kolonisierung von Schwein, Huhn, Rind und Maus festzustellen, erfolgte eine Analyse der TraDIS-
Daten von Chaudhuri et al. (Chaudhuri et al., 2013). In S. Typhimurium ST4/74 fihrte eine Insertion in
den Genen gatR und STM3254 jeweils zu einer abgeschwdchten Kolonisierung in allen vier
Tiermodellen (Anhang Tabelle A 7). Eine deutlich attenuierte Kolonisierung im Huhn, Schwein und
Rind wurde durch einen Defekt im Gen STM3255 hervorgerufen. Eine Insertion im Gen gatY fihrte
nur im Huhn- und Schweinemodell zu einer schlechteren Kolonisierung. Transposoninsertionen in
den restlichen Genen zeigten keine signifikanten Abschwéachungen. Dies deutet daraufhin, dass das

gat-Gencluster in S. Typhimurium essentiell fiir die Kolonisierung des Darms von Nutztieren ist.

4.2.2 Verstoffwechselung von Galaktitol und D-Tagatose

Das in dieser Arbeit untersuchte Salmonella gat-Gencluster beinhaltet sowohl Galaktitol- als auch D-
Tagatose-abbauende Gene (Abb. 4.1). Da das Gen STM3254 als eine hypothetische Tagatose-1-
Phosphatkinase annotiert ist, wurde die Deletionsmutante ASTM3254 auf ihre Fahigkeit hin
Uberprift, in M9 mit 1% Tagatose bzw. Galaktitol zu wachsen. Es zeigte sich, dass die Mutante
weder D-Tagatose noch Galaktitol als Kohlenstoffquelle nutzen konnte, wobei der Wachstumsdefekt

durch episomale Expression des Gens STM3254 wieder aufgehoben werden konnte (Abb. 3.23 und
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Abb. 3.24). Somit scheint die putative Tagatose-1-Phosphatkinase in beiden Stoffwechselwegen
involviert zu sein und verbindet den Tagatose- mit dem Galaktitol-Abbau in S. Typhimurium, was
bereits in friheren Studien angedeutet wurde (Shakeri-Garakani et al., 2004). BLAST-Analysen
ergaben, dass die Aminosiaurensequenz des Gens STM3256 Ahnlichkeiten zu Sequenzen von HPr-
und EllA-Proteinen aufweist, wobei es sich um ein sogenanntes Hybrid-Protein handeln kdnnte, bei
dem die EIIA-Domadne mit einer Pseudo-HPr-Domane fusioniert ist. Diese Art der Funktionsfusion ist
bereits fiir das Fruktose-spezifische PTS in S. Typhimurium bekannt, bei dem die EIIA-Doméane mit
einer HPr-Domane zum Hybrid-Protein FPr fusioniert vorliegt (Postma et al., 1993, Geerse et al.,
1989). Auch in dem Galaktitol- und Tagatose-spezifischen Gencluster in K. oxytoca konnte ein solches
Protein identifiziert werden, das aufgrund seiner D-Tagatose-Spezifitdt als TPr bezeichnet wird

(Shakeri-Garakani et al., 2004).

El HPr ENIA ElB ElC

Tag-1,6-bis (P) «———Tag-6- Galaktitol

STM3254
GatY/ \
GatZ
Tagatose- @

DHAP + GAP
(P)

D-Tagatose

TPr-EllaTsg

Abb. 4.1: Modell des Galaktitol- und Tagatose-spezifischen PTS. Mit Hilfe der putativen Funktionsannotationen wurde ein
Modell, basierend auf dem Glukose-spezifischen Aufnahmesystem, erstellt. Dabei wird Galaktitol durch das EIIC-Protein
GatC aufgenommen und mittels GatB phosphoryliert. Das Phosphat hat seinen Ursprung im Phosphoenolpyruvat (PEP) und
wird Uber eine Enzymkette auf das EllA-Protein GatA Ubertragen. Das Substrat D-Tagatose wird von dem EIIBC-Protein
STM3255 in die Bakterienzelle aufgenommen und dabei phosphoryliert. Das Phosphat stammt von dem TPr-EllA-Protein
STM3256, welches sein Phosphat von dem El-Protein erhalt (nicht gezeigt). Galaktitol wird durch die Dehydrogenase GatD
in Tagatose-6-Phosphat umgewandelt und durch STM3254 erneut phosphoryliert. Das von STM3255-aufgenommene
Tagatose-6-Phosphat kann durch die gleiche Kinase (STM3254) ebenfalls phosphoryliert werden. In beiden Fallen entsteht
Tagatose-1,6-Bisphosphat, welches durch eine Aldolase, die aus den beiden Untereinheiten GatY und GatZ aufgebaut ist, in
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) umgewandelt wird und damit in den Glykolyse-
Stoffwechsel eingespeist werden kann. Die Abbildung wurde von (Postma et al., 1993) Glbernommen und mit Erlaubnis von
ASM modifiziert.

Gene, die fir die Verstoffwechselung von Galaktitol verantwortlich sind, konnten in
Citrobacter rodentium, nicht jedoch in Bacillus subtilis oder Listeria spp. identifiziert werden.
Allerdings tragt C. rodentium im gatD-Gen eine Phageninsertion, die zu einem Verlust des

Wachstums mit Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle fihrt (Petty et al., 2011). In einigen Stimmen,
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wie z.B. E. coli K12, S. bongori und S. Enteritidis, fehlen die Gene STM3254-STM3256. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass S. bongori und S. Enteritidis nicht in der Lage sind, D-Tagatose als
Kohlenstoffquelle zu nutzen (Abb. 3.22). Allerdings zeigen beide Stamme in Galaktitol-haltigem
Minimalmedium ein Wachstum mit einer deutlich kirrzeren Lag-Phase als der Stamm ST4/74 (Abb.
3.21). Dies lasst vermuten, dass die Gene STM3254-STM3256 fir die Verstoffwechselung von D-
Tagatose notwendig sind, wobei die Anwesenheit dieser Gene das Wachstum in M9 mit 1%
Galaktitol als einzige Kohlenstoffquelle verzégert. Betrachtet man das Salmonellen-Transkriptom,
welches aus der pflanzlich erndahrten Mausegruppe isoliert wurde, so fallt auf, dass in dieser Gruppe
die Gene gatY, STM3254, STM3255, STM3256 und gatZ signifikant hochreguliert waren (Tab. 3.11).
Alle diese Gene sind an der Verstoffwechselung von D-Tagatose beteiligt. D-Tagatose ist in geringen
Mengen in Lebensmitteln, wie z.B. Milch, zu finden (Mendoza et al., 2005) und wird immer haufiger
als SuRstoff eingesetzt, da er 92 % der Siile von Sucrose besitzt, aber nur 38 % von dessen Kalorien
beinhaltet (Levin et al., 1995). Manche Bakterien sind in der Lage, Galaktose mit Hilfe einer
Galaktose- bzw. Arabinose-lsomerase in D-Tagatose umzuwandeln, was bei der industriellen
Produktion dieses SuRstoffs gezielt genutzt wird (Mei et al., 2016, Shin et al., 2016, Kim, 2004). Da in
den speziell hergestellten Maus-Diaten des in vivo Versuchs keine D-Tagatose enthalten war, eine
Expression der flir den Abbau von Tagatose-zustdndigen Gene aber in S. Typhimurium stattfand,
ware es moglich, dass D-Tagatose von Bakterien der Mikrobiota gebildet worden ist, welches dann
von den Salmonellen verwertet werden konnte. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die
Menge an D-Tagatose im Darm von diabetischen Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
geringer war. Dabei fihrte die Zugabe eines prabiotischen Polysaccharides, das unter anderem bei
der Behandlung von Typ-2-Diabetes eingesetzt wird, zu einem Anstieg an der D-Tagatose-Menge im
Darm dieser diabetischen Mause (Zhu et al., 2014). Auch in dieser Studie wurde die Vermutung
angestellt, dass D-Tagatose durch eine Mikrobiota-abhdngige Umwandlung der Galaktose entsteht
(Zhu et al., 2014). Zusatzlich wird D-Tagatose mit einem besseren Gesundheitszustand in Verbindung
gebracht, da es einer Kérpergewichtszunahme entgegen wirken kann und bei einer Behandlung von
Typ-2-Diabetes eingesetzt wird (Levin, 2002, Espinosa and Fogelfeld, 2010, Lu et al., 2008). Die
Expression der fliir den Tagatose-Abbau-zustdndigen Gene in S. Typhimurium in der pflanzlichen-
erndhrten Mausgruppe kénnte daher indirekt auf eine Mikrobiota-Zusammensetzung hindeuten, die

das Risiko an Diabetes zu erkranken, verringert (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: D-Tagatose-Diabetes-Modell. Die Einnahme einer Western-Diat flhrt zu einer Mikrobiota mit geringerer
Diversitat im Vergleich zu einer pflanzlichen Diat. Aufgrund der veranderten bakteriellen Zusammensetzung im Darm
werden auch unterschiedliche Metabolite freigesetzt. In der pflanzlich erndhrten Gruppe zeigte S. Typhimurium eine
signifikant erhohte Expression der fiir den Tagatose-Abbau zustdndigen Gene. Daher scheint D-Tagatose bei einer
pflanzlichen Didt in erhdhten Mengen vorzukommen. Da D-Tagatose den Blutzuckerspiegel kontrollieren kann und damit
einen anti-diabetischen Effekt ausiibt, konnte eine pflanzliche Erndhrung das Risiko an Typ-2-Diabetes zu erkranken
verringern.

4.2.3 Rolle des DeoR-dhnlichen Regulators in der Expression der gat-Gene

In E. coli, einen nahen Verwandten von S. Typhimurium, gibt es schatzungsweise 314 regulatorische
DNA-bindende Proteine, von denen 35 % Aktivatoren, 43 % Repressoren und 22 % duale Regulatoren
sind (Perez-Rueda and Collado-Vides, 2000). Alle DNA-bindenden Regulatorproteine haben einen
ahnlichen Aufbau und bestehen zum einen aus der DNA-Bindungsdomane und zum anderen aus
einer Oligomerisierungsdomane, die als Substratbindedoméne fungieren kann. (Perez-Rueda et al.,
1998). Neue Studien identifizierten mindestens 54 unterschiedliche Familien in E. coli (Ishihama et
al., 2016). Die Einteilung in die jeweilige Familie verlduft Uberwiegend Uber die DNA-
Bindungsdomane (Helix-turn-Helix Motiv). Das Regulatorprotein GatR, welches fiir die Regulierung
des Galaktitol-spezifischen PTS zustandig ist, zahlt zur DeoR-Familie, welche der ISOCOT Superfamilie
zugehorig ist (Anantharaman and Aravind, 2006). Zu der DeoR-Familie zdhlen zahlreiche Regulatoren,
die unter anderem in E. coli die Aufnahme und Verstoffwechselung von Deoxyribose-Nucleoside
durch DeoR (Valentin-Hansen et al., 1985), N-Acetylgalactosamine durch AgaR (Ray and Larson,
2004) und L-Ascorbat durch UlaR kontrollieren (Garces et al., 2008, Campos et al., 2002). Auch bei
dem Repressor lolR, der den myo-Inositol-Stoffwechsel reguliert, handelt es sich um einen Regulator

der DeoR-Familie (Yebra et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass GatR an alle drei Promotorbereiche P gy, Pgarz
und Py bindet und deren Aktivitat negativ beeinflusst. Nach Uberexpression von gatR war die
Promotoraktivitat fiir Py, am geringsten, gefolgt von Pygy und Pyger. Dies ist in Ubereinstimmung mit

der mittels SPR-Spektroskopie bestimmten hoheren Affinitdt von GatR zu Pyq im Vergleich zu Pggy
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und mit dem héheren molaren Uberschuss, der fiir die Bindung an Pgatv in Gelmobilitatsassays
notwendig war (Abb. 3.34 und Abb. 3.35). SPR-Sensorgramme wiesen dabei verschiedene
Bindungsmuster des GatR-Proteins auf, was darauf hindeutet, dass das Protein auf unterschiedliche
Art und Weise mit den drei Promotoren interagiert. Diese Interaktion folgt nicht einer einfachen 1:1
Stochiometrie, sondern ist deutlich komplexer und imitiert im Falle der Bindung von GatR an Py, den
erst vor kurzem beschriebenen Response-Regulator YpdB (Behr et al., 2016). In beiden Fallen zeigt
sich eine deutlich schnellere Dissoziation des Proteins von der DNA. Diese schnelle und erfolgreiche
Promotor-Freigabe ermdglicht eine feine Regulation der Zielgen-Expression. Aufgrund der maximalen
Antwort R, kann davon ausgegangen werden, dass GatR als Dimer an die DNA bindet. Die deutlich
hoéhere Affinitdt von GatR zu Py, und die starke maximale Antwort R, dieses Promotors kénnten
auf eine erhdhte Anzahl von GatR-Bindungsstellen innerhalb der drei Promotoren zurlickzufiihren
sein. Gelmobilitdtsassays, die in Anhang Abbildung A 20 dargestellt sind, bestatigen, dass GatR an
mindestens zwei unterschiedlichen Stellen innerhalb des Pyq-Promotors bindet. GatR kénnte daher
aufgrund seiner Oligomerisierungs-Fahigkeit (Abb. 3.36 und Abb. 3.35) eine DNA-Protein-DNA-Briicke
innerhalb des gatZ-Promotors bilden, was zu einer Blockierung der RNA-Polymerase und somit zur
Transkriptionshemmung fiihrt. Solch ein regulatorischer Mechanismus ist ebenfalls fir das
Regulatorprotein H-NS beschrieben (Stoebel et al., 2008). Die starke Repression von Py kann
moglicherweise ein Mechanismus sein, eine ungewollte Expression des gatZ-gatD-Operons in der
Anwesenheit von geringen Galaktitol-Konzentrationen zu verhindern. Sequenzvergleiche der
gebundenen Fragmente ergab die Identifikation einer putativen 19 bp Consensus-Sequenz:
YYHAHMWWTHMTTTCGAAR (Abb. 4.3). Diese mogliche Consensus-Sequenz ist sowohl in den
Promotorbereichen Py, und Pyqz also auch mit hoher Ubereinstimmung an zwei Positionen im Pgatr

Promotor vorzufinden (Abb. 4.4).
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Abb. 4.3: Sequenz-Logo der putativen GatR-Consensus-Bindungssequenz. Eine bioinformatische Analyse der DNA-
Fragmente, die eine Bindung mit dem GatR-Protein aufwiesen, ermoglichte die Identifikation einer konservierten, 19 bp-
langen putativen Consensus-Nukleotidabfolge, hier als ein Sequenz-Logo dargestellt.

Die Entfernung des gesamten Gens gatR aus dem Chromosom fiihrte zu einem kompletten
Wachstumsverlust von S. Typhimurium in Galaktitol-haltigem Medium. Dies widerspricht den

Tatsachen, dass es sich bei dem Protein GatR um einen Repressor handelt und die Teildeletionen
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AgatR-HTH und AgatR-DeoR ein deutlich besseres Wachstum im Vergleich zum Wildtyp zeigten. Um
mogliche methodenbedingte Fehlerquellen ausschliefen zu kénnen, wurde die gatR-Deletion
mehrfach wiederholt. Unter anderem wurden kiirzere Deletionen innerhalb von gatR eingefligt,
jedoch zeigten alle gatR-Mutanten kein Wachstum in M9-Medium mit Galaktitol als einzige
Kohlenstoffquelle. Ein moglicher Grund kénnte eine bisher unbekannte regulatorische Funktion des

Repressors sein.

4.2.4 DNA-CRP-Komplex aktiviert die Expression der gat-Gene

Ein sehr gut charakterisierter, dualer Regulator, der sowohl als Aktivator als auch als Repressor
fungieren kann, ist das Protein CRP (Kolb et al., 1993). Das Protein CRP (cAMP receptor protein), auch
bekannt als CAP (catabolite activator protein), bindet als ein Dimer mittels seiner HTH-Doméane an
die DNA. Bei der Transkriptionsaktivierung durch CRP wird unterschieden zwischen der Klasse |, bei
der die CRP-DNA-Bindungsstelle stromaufwaérts des Kernpromotors liegt (z.B. beim /lac-Operon), und
der Klasse Il, wobei hier die CRP-DNA-Bindungsstelle mit dem Kernpromotor lberlappt (Lawson et
al., 2004, Reznikoff, 1992). Das Regulon von CRP umfasst Gber 100 Gene, von denen der Hauptteil
eine Rolle in der Metabolisierung von Kohlenstoffquellen spielt (Kolb et al., 1993). In den letzten
Jahren zeigte sich allerdings, dass CRP noch in vielen weiteren Regulationsmechanismen involviert ist
(zheng et al., 2004, Shimada et al., 2011), unter anderem im Metabolismus von Persistern (Mok et
al., 2015), in der Pathogenitat und Virulenz von Yersinien (Heroven et al., 2012, Lathem et al., 2014),
in der temperaturabhdngigen Regulierung durch regulatorische RNAs in Yersinien (Nuss et al., 2015)

und ebenso in der Synthese von Liponsauren (Zhang et al., 2015).

In der Anwesenheit von cAMP erkennt der Aktivator CRP die drei Promotoren Pygy, Pgarz und Pygr und
bindet an diese. Die Anzahl der CRP-Molekiile, die fiir die DNA-Bindung notwendig sind, und die
Bindungskinetik des CRP-Proteins waren fiir alle drei Promotoren dhnlich. Durch die bereits bekannte
Consensus-Sequenz des CRP-Proteins (Shimada et al., 2011) konnte der Bindungsbereich innerhalb
der drei Promotorbereiche Pgygy, Pyarz Und Py lokalisiert werden (Abb. 4.4). Dabei ist zu erkennen,
dass fiir die zwei Promotoren P,y und Pyu die Aktivierung nach dem Klasse | Mechanismus, im Falle
des Promotors Py, die Aktivierung nach der Klasse Il erfolgt, da hier die Consensus-Sequenz mit der -

10-Region Uberlappt (Lawson et al., 2004).
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Abb. 4.4: Promotorbereiche mit GatR und CRP-Bindungsstellen. Gezeigt sind die drei méglichen CRP- (schwarzer Kasten)
und GatR- Bindungsstellen (grauer Kasten) innerhalb der drei Promotorbereiche Pgaty, Pgatzund Pgatr. Zusatzlich sind jeweils
die -35- und -10-Regionen, die mit Hilfe des Bprom-Programms identifiziert wurden, eingezeichnet. Die Gene werden als
schwarze Pfeile dargestellt.

4.2.5 Modell des Regulationsmechanismus des gat-Genclusters durch GatR und CRP

Basierend auf den gewonnenen Daten in dieser Arbeit war es moglich, ein Modell des
Regulationsmechanismus von GatR und CRP zu erstellen. Da die SPR-Sensorgramme keine
signifikanten Unterschiede in der Affinitdt des CRP-Proteins zu allen drei Promotoren aufwies, kann
davon ausgegangen werden, dass das Expressionsmuster von gatY, gatZ und gatR eher durch
verschiedene GatR-Bindungseigenschaften als von CRP beeinflusst wird. Diese Vermutung wird durch

die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse bestatigt.

In Abwesenheit von Galaktitol bindet das dimerisierte GatR an seine DNA-Bindungssequenz
innerhalb des gatY-Promotorbereichs, welche mit der -10-Region UGberlappt (Abb. 4.4). Dadurch wird
eine Bindung der RNA-Polymerase an die DNA verhindert und die Expression der Gene gatY bis
STM3256 blockiert (Abb. 4.5). Im gatR-Promotorbereich liegt die GatR-Bindungssequenz
stromaufwarts der -35-Region und Uberlappt mit der CRP-Bindungssequenz, wodurch GatR
vermutlich mit der Bindung des cAMP-CRP-Komplexes an die DNA interferiert (Abb. 4.4). Durch die
fehlende Unterstiitzung eines gebundenen cAMP-CRP-Komplexes kann die RNA-Polymerase nicht
mehr an die DNA binden, und die Expression des Gens gatR bleibt aus. Sporadische Bindungen der
RNA-Polymerase sind dennoch nicht auszuschlieSen, was zu einer basalen Expression des gatR-Gens
fihren konnte. Dadurch liegt der Repressor immer in minimaler, jedoch ausreichender Menge vor,

um die Aktivitat der drei Promotoren zu hemmen. Solch eine (iberlappende Konstellation konnte
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ebenfalls flir AgaR und den Promotor von agaZ im N-Acetyl-Galactosamin-Stoffwechselweg
beobachtet werden (Ray and Larson, 2004). Im Pyq~Promotor konnten zwei GatR-Bindungsstellen
identifiziert werden (Abb. 4.4). GatR kdnnte daher aufgrund seiner Oligomerisierungs-Fahigkeit eine
DNA-Protein-DNA-Briicke innerhalb des gatZ-Promotors bilden, was zu einer Blockierung der RNA-

Polymerase und zur Transkriptionshemmung fihrt (Abb. 4.5).

In Anwesenheit von Galaktitol, bindet der Induktor an die Oligomerisierungsdomane des GatR-
Proteins, sodass GatR als Monomer vorliegt und nicht mehr an die DNA bindet. Dadurch ist der
Promotor frei, das CRP-Protein und die RNA-Polymerase kdnnen binden und die Transkription starten
(Abb. 4.5). Dabei dissoziiert GatR am schnellsten von dem P,,.~Promotor, wodurch die Gene, die fiir
die Aufnahme von Galaktitol zustindig sind (gatA-gatD), zuerst transkribiert werden. Die GatR-
Dissoziation von dem P,.-Promotor ist deutlich langsamer, sodass eine verzogerte Transkription der
Gene, die fir die Verstoffwechselung zustandig sind, stattfindet. Mittels SPR-Spektroskopie konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass das Substrat Galaktitol keinen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit von
GatR zu den drei Promotoren ausiibte. Moglicherweise dient die phosphorylierte Form von Galaktitol

als Induktor.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in vorliegender Arbeit ein experimenteller Nachweis fiir
einen regulatorischen Antagonismus zwischen CRP und GatR erbracht werden konnte. Dabei spielen
beide Proteine eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Expression der gat-Gene. Die
Umweltbedingungen, unter denen eine Galaktitol-Verstoffwechselung den S. enterica Serovar-Typen
einen Wachstumsvorteil verschafft, bleiben jedoch weiterhin ungeklart. Galaktitol konnte in einer
anderen Studie als Metabolit im Darm nachgewiesen werden (Theriot et al., 2014) und kdnnte daher
S. Typhimurium als alternative Kohlenstoffquelle dienen. Um nachzuweisen, dass die Gene
tatsdchlich in der Maus aktiv sind, miissten die drei Promotorfusions-Stamme ST4/74 Pgqy::lux,
ST4/74 Pyuz:lux und ST4/74 Pyupi:lux invivo getestet werden. Den Nachweis, dass die
Verstoffwechselung von Galaktitol den Salmonellen einen Wachstumsvorteil verschafft, musste
mittels Deletionsmutanten in vivo iberprift werden. Dazu kdnnte man in einem kompetitiven Assay
die Kolonisierungsfahigkeit des Wildtyps und der gat-Deletionsmutante in Abhangigkeit von der Diat

direkt miteinander vergleichen.
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In Abwesenheit von Galaktitol In Anwesenheit von Galaktitol

x gat¥ 4) Ok T
- -‘;tls -10 /_) ) - 3 'IIU _>— gaty
%

-10

L%

2 r-‘
‘E |£> g—[IrZ 31“10 —T gatZ

.
\
B
.
s
.
.

[
NANANANNNN
* b4
u -3|5 0

gatrR

- 235 -10 T
| I [ W | ’_)— gatR

Abb. 4.5: Regulationsmechanismus des gat-Genclusters. In Abwesenheit von Galaktitol bindet das GatR-Protein als Dimer an seine
Bindungsstelle innerhalb der drei Promotoren Py, Pyqrz Und Pgyp. Dabei wird im Falle von P,y die Bindung der RNA-Polymerase direkt RNA-Polymerase Bl oo
verhindert. Innerhalb des Pg,-Promotors kommt es aufgrund zweier Bindungsstellen zu einer Briickenbildung, bei der die RNA-

Polymerase gefangen gehalten wird. Im Falle des P,qg-Promotors wird die Bindung des cAMP-CRP-Komplexes verhindert und dadurch VA mRNA I GatR

Legende

indirekt die Bindung der RNA-Polymerase. In Anwesenheit von Galaktitol bindet der Induktor (méoglicherweise Galaktitol-Phosphat) an ¢ Induktor

GatR und verhindert eine Dimerisierung. Das monomere GatR-Protein ist nicht mehr in der Lage an die DNA zu binden, und die
Transkription wird gestartet.
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6 Anhang

Tabelle A 1: Ubersicht der in der Arbeit verwendeten Chemikalien

Chemikalie Summenformel Hersteller
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
(37,5:1) Deutschland

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Adonitol CsH1,05

Agar Nr. 1

BioWhittaker Molecular Applications,

Agarose (LE) Rockland, Maine, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Alizaringelb G C13HgN3NaO; Missouri, USA
. . Carl Roth GmbH + Co. KG,
Ammoniumchlorid NH,CI
Karlsruhe, D
. Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Ammoniumpersulfat (APS) (NH.),S,04 Missouri, USA
Anilinblau CeHsNH, Merck KGaA, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH + Co. KG
L-(+)-Arabi CsH100 ’
(+)-Arabinose 6105 Karlsruhe, D
. Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
D-(+)-Arabitol CsH1,05 Missouri, USA
Bacillol® AF BODE Chemie GmbH, Hamburg, D
Borsiure H3BO; Merck KGaA, Darmstadt, D

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-  C45H15N,0,BrCIP

o-Toluidinsalz (BCIP) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Bromphenolblau C1oH10Br,05S Merck KGaA, Darmstadt, D
Calciumchlorid CacCl, Merck-Rihl
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Chloroform CHCl;
Karlsruhe, D
. - Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 C47H4gN3NaO5S, Missouri, USA
. . Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
N,N-Dimethylformamid (DMF) C3;H,NO Missouri, USA
1,4-Dithiothreit (DTT) (C,H,0OHSH), Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethylendiamintetraessigsaure

(EDTA) CioH16N,0g VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Essigsdure (100 %, Eisessig) CH3;COOH Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
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Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)
Formaldehyd 37%
D-(-)-Fructose
D-(+)-Glucose-Monohydrat
Galactitol (Dulcit, Galaktit)
D-(+)-Galactose

Gallensalze

Glutaraldehyd

Glycerin 99,5% p.a. wasserfrei

Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure
(HEPES)

i-Erythritol

Imidazol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid-Heptahydrat
Mannitol

Methanol

2-Mercaptoethanol

Milchpulver

Natriumchlorid

Natriumcholat (Hydrat)

Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

C,HsO

CH,0

C6H1206

C6H1206X Hzo

C6H1406

C6H1206

CsHs0,

C3Hs0;

CgH15N,0,4S

C4H1004

C3H4N2

KCl

KH,PO,

l\/lgClz x7 Hzo

CeH1406

CH3;0OH

C,HgOS

NaCl

C24H39NaO5 X Hzo

NaH,PO, x H,0

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Invitrogen GmbH, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

AppliChem GmbHG, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, Missouri, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

AppliChem GmbHG, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Oxoid - Thermo Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
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Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

diNatriumhydrogenphosphat Na,HPO Missouri, USA

Natriumhydroxid (NaOH) NaOH VWR, Radnor, Pennsylvania, USA
:’N';'Tt)r otetrazoliumblauchlorid CaoH30CN 1606 AppliChem GmbHG, Darmstadt, D
2-Propanol C;HsO Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Rinderserumalbumin (BSA) GE Healthcare GmbH, Solingen, D
RNA-Stabilisierungs-Reagenz Qiagen GmbH, Hilden, D

Roti-Quant (5x) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Salmonellen-Shigella-Agar
g g Karlsruhe, D

Salzsdure HCI Merck KGaA, Darmstadt, D

SDS (Natrium-Dodecyl-sulfat) Cy,H5Na0,S Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Sterillium® BODE Chemie GmbH, Hamburg, D
D-(-)-Tagatose CgH1,0¢ Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
N,N,N’,N’-

Tetramethylethylenediamine (CH3),NCH,CH,N(CH3), Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
(TEMED

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Tetrazoliumviolet Cy3H17CIN, Missouri, USA
Trichloressigsdure (TCA) C,HCI;0, Merck KGaA, Darmstadt, D
Tris C4H11NO3 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
. Serva Electrophoresis GmbH,
Triton X-100 Heidelberg, D
. Invitrogen - Thermo Scientific Inc.,
Trizol

Waltham, Massachusetts, USA

Oxoid - Thermo Scientific Inc.,

Trypton (aus Casein Waltham, Massachusetts, USA

Tween 20 CsgH114056 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Corporation, St.

Xylitol CsH,,0 i i i
Vli 5H1,0s Louis, Missouri, USA
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Tabelle A 2: In dieser Arbeit verwendete Gerate und Verbrauchsmittel

Gerate

Hersteller

AEG Gefrierschrank (-20 °C)

Aktapurifier

BD Plastipak™ Spritzen mit BD Luer-Lok™-
Ansatz (30 ml, 20 ml, 10 ml, 5 ml)
Bioscreen-Mikrotiterplatte Honey Comb®
Blotting-Apparatur
BRAND®-Prazisions-Dispenser-Tips
Brutschranke - U30; U50; BE600O

BS48 Sicherheitswerkbank und
Wechselstation

Cryo.s™ Einfrierréhrchen

DS36 Einstreuabwurfstation

Duran®-Laborflaschen (50 ml, 250 ml, 500 ml,
1l)

Einmalkivetten (1,5 ml halbmikro, PS)
Einmal-ReaktionsgefaR (1,5 und 2 ml)
Elektroporationsgerat Gene Pulser TM

Elektroporationskivetten 2 mm

Falconstander

FastPrep®-24 Instrument
Feindosierungsspritze Omnifix®-F (0,01 -1 ml)
Fraktionierer-950

French Pressure Cell press

Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus

Gelelektrophoresesystem (25, 50 und 100 ml
Gele)

IVC-Kafige

Kihlschrank - FKS500-20

Kahlzentrifuge Fresco 17

Klvettenstander

Latex-Handschuhe

MACS® MultiStand mit MidiMACS Separator
MACS® Separation Columns LS

MACS® SmartStrainer Filter (30, 70 100 um)
Magnetriihrer Ikamag Reo

Mausehduschen

Mehrfachdispenser

Micro-Schraubréhren 2 ml, PP

Electroloux Hausgerate GmbH, Markenvertrieb
AEG, Nirnberg, D

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, D
Becton Dickinson, Heidelberg, D

Bioscreen C MBR, Helsinki, Finnland
Biometra GmbH, Goéttingen, D

BRAND GmbH + CO KG, Wertheim, D
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, D

Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien
DURAN Group GmbH, Wertheim/Main, D

BRAND GmbH & Co KG, Wertheim, D
Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, D

Peglab -Life Science; VWR International GmbH,
Darmstadt, D

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Che
MP Biomedicals, CA, USA

B. Braun Meslungen AG, Melsungen, D

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, D

SLM Instruments, lllinois, USA

Thermo Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
USA

Peglab -Life Science; VWR International GmbH,
Darmstadt, D
Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien

Liebherr-International GmbH, Biberach an der RiR,
D

Thermo Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
USA

BRAND GmbH & Co KG, Wertheim, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
IKA®-Werke GmbH & Co.KG, Staufen, D
Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien
BRAND GmbH + CO KG, Wertheim, D
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D



Mikrotiterkamm fu Gele

Mikrotiterplatte, weil’ (96 Kavitaten)
Mikrowelle

Mikrozentrifuge - Centrifuge 5415D

Millex-GP, 0.22 um Filter, steril
NucleoSpin® RNA - RNA Isolierung

Objekttrager fiir Mikroskope

Ohrzange

Parafilm

PCR-Box / -Rack
PCR-Gefal

PCR-Gerat - Aviso Primus

PCR-Gerat - Primus 25

PCR-Gerat - UNO I
Petrischalen (rund)

Pipetten SL-Pette Premium Autoclavable - 0.1

—2 ul;2—20 pul; 20— 200 pl; 100 — 1000 pl
Pipettenspitzen (verschiedene Volumina)
Pipettierhilfe accu-jet® Pro

Plattenleser Wallac Victor®
Praparierbesteck
Rotilabo®-mini-centrifuge

Schlundsonde (20 Gauge, 30 mm)
Sicherheits-Bunsenbrenner Schiitt Gasi
Smart Flow

Spannungsquelle (Electrophoresis Power
Supply) EPS 500/400

Spannungsquelle (Epectrophoresis Power
Supply) Consort EV243

Spectrophotometer 7315 - Jenway

Stabpipetten (1, 5, 10, 25 und 50 ml)
Stericup-Filter und Steritop-Filter
Sterilbank - LaminAir® HB2448
Thermoblock TB2

Trinkflaschen

UV solo TS Imaging System
Vakuumpumpe

Vernichtungsbeutel

Vortexer - Vortex-Genie® 2

Waage - LC4200
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Peglab -Life Science; VWR International GmbH,

Darmstadt, D
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Siemens

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-

Berzdorf, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Macherey-Nagel, Diiren, D

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Laude
Konigshofen, D

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA
BRAND GmbH & Co KG, Wertheim, D
BRAND GmbH & Co KG, Wertheim, D
AVISO GmbH Mechatronic System, Jena, D

Peqlab -Life Science; VWR International GmbH,

Darmstadt, D
Biometra GmbH, Gottingen, D
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, D

SL-Pette® Sid-Laborbedarf, Gauting, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
BRAND GmbH & Co KG, Wertheim, D

PerkinElmer Life and Analytical Sciences, CT, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, D
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, D
Biovendis Ltd., Mannheim, D

Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien

Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA

Bibby Scientific Limited, Staffordshire, United

Kingdom

Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe, D
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, D
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, D
Biometra GmbH, Goéttingen, D
Tecniplast S.p.A, Buguggiate (VA), Italien
Biometra GmbH, Goéttingen, D
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, D
Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen, D
Scientific Industries, New York, USA
Sartorius AG, Gottingen, D
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Wasseraufbereitungssystem (Elix) Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, D
Wasseraufbereitungssystem (Milli-Q) Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, D

Wipptisch Rocker Labortechnik Frobel GmbH, Kempten, D

Xenogen In Vivo Imaging Systems (IVIS) Xenogen Corporation, Almeda, Kalifornien, USA
Zentrifugationsréhrchen (25 und 50 ml) Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe, D

Zentrifuge 3K30 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA

BioSpec, Thermo Scientific Inc., Waltham,

Zirconia Beads mit 1 mm Durchmesser
Massachusetts, USA

Tabelle A 3: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Eigenschaften Reference

Escherichia coli
mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), Phi80lacZ (del)M 15,
Topl0 AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, Invitrogen
galk, rpsL(SmR), endAl, nupG

F- ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl

DHSa hsdR17 (rk=, mK+) phoA supEdd A- thi-1 gyrA96 relal  'MVitrogen
F-, KmR, Tra®, Athi-1, thr-1, leuB6, recAl,
SM10 A-pir tonA21, lacY1, supE44, [RP4-2(Tc::Mu)], (Simon et al., 1983)
(Muc+)A-
. A-pir lysogen of S17.1 (Tp" Sm” thi pro hsdR-M+ recA .
$17.1 A-pir RP4::2-Tc-:Mu-Km::Tn7) (Simon et al., 1983)
Weihenstephaner
Citrobacter rodentium Wildtyp-Stamm CDC1843-73 Sammlung (WSS):
WS4383
Salmonella bongori
NCTC 12419 Wildtyp-Stamm WSS: WS2872
Salmonella enterica serovar .
L Wildtyp-Stamm WSS: WS2749
Enteritidis
Salmonella enterica serovar .
Wildtyp-Stamm WSS: WS2681
Newport
Salmonella enterica serovar Wildtvp-Stamm RKI Berlin D
4,[5],12:i- vP » Berin,
Salmonella enterica serovar Institut Pasteur,

Wildtyp-Stamm

Typhimurium 14028 Paris, Frankreich

Salmonella enterica serovar Typhimurium ST4/74



ST4/74 WT

ASTM3782::kanR
ASTM3782
ASTM3785::kanR
ASTM3785
ASPI3(I11)::kanR
ASPI3(11)
AdacB::kanR
AdacB
AvirK::kanR
Avirk
AgatOp::kanR
AgatOp
AgatR::kanR
AgatR
ASTM3254::kanR
ASTM3254
ASTM3255::kanR
ASTM3255
AgatC::kanR

AgatC

PgatR: :gfp

Pgatr::lux

PgatV: gf P

Pgaty::lux

Wildtyp-Stamm

Austausch des Gens STM3782 mit kan”

in-frame Deletion des Gens STM3782

Austausch des Gens STM3785 mit kan"

in-frame Deletion des Gens STM3785

Austausch des Genbereichs SPI3(1ll) mit kan"

in-frame Deletion des Genbereichs SPI3(llI)

Austausch des Gens dacB mit kan®

in-frame Deletion des Gens dacB

Austausch des Gens virk mit kan"

in-frame Deletion des Gens virk

Austausch des Genbereichs gatY - gatR mit kan"
in-frame Deletion des Genbereichs gatY - gatR
Austausch des Gens gatR mit kan®

in-frame Deletion des Gens gatR

Austausch des Gens STM3254 mit kan"

in-frame Deletion des Gens STM3254

Austausch des Gens STM3255 mit kan"

in-frame Deletion des Gens STM3255

Austausch des Gens gatC mit kan®

in-frame Deletion des Gens gatC

chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor Pgqz
mit Hilfe von pUTs-Pg,::gfp Uber homologe
Rekombination

chromosomale Fusion von luxCDABE mit dem
Promotor P,z mit Hilfe von pUTs-Pyq5::/uxCDABE Uber
homologe Rekombination

chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor Pgqy
mit Hilfe von pUTs-P.y::gfp liber homologe

Rekombination

chromosomale Fusion von luxCDABE mit dem
Promotor Pyqy mit Hilfe von pUTs-Pyqey::luxCDABE Uber
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(Richardson et al.,
2011)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Pstm3ass::gfp

Pstmsass::lux

PgatZ: gfp

Pgatz::lux

PargS: gfp

PrpsM: gf (4

AaraA::kanR
AaraA
AaraC::kanR

AaraC

AgatR AaraA::kanR

AgatR AaraA
AinvA::kanR
AinvA
Acrp::kanR

Acrp

AgatR-HTH::kanR

AgatR-HTH

AgatR-DeoR::kanR

AgatR-DeoR

homologe Rekombination

chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor
Pstmazss mit Hilfe von pUTs-Psrvazss::gfp Gber homologe
Rekombination

chromosomale Fusion von luxCDABE mit dem
Promotor Psryaass mit Hilfe von pUTs-
Pstmazss::luxCDABE iber homologe Rekombination
chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor
Pstmszs7 mit Hilfe von pUTs-Pyq.-::gfp liber homologe
Rekombination

chromosomale Fusion von luxCDABE mit dem
Promotor Py, mit Hilfe von pUTs-Pstyszs7::luxCDABE
liber homologe Rekombination

chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor P,
mit Hilfe von pUTs-P,,,s::gfp liber homologe
Rekombination

chromosomale Fusion von gfp mit dem Promotor P,
mit Hilfe von pUTs-P,,.,::gfp liber homologe
Rekombination

Austausch des Gens araA mit kan”

in-frame Deletion des Gens aradA

Austausch des Gens araC mit kan®

in-frame Deletion des Gens araC

in-frame Deletion des Gens gatR und Austausch des
Gens araA mit kan®

in-frame Deletion des Gens gatR und araA
Austausch des Gens invA mit kan"
in-frame Deletion des Gens invA
Austausch des Gens crp mit kan®

in-frame Deletion des Gens crp

Deletion des Bereichs von gatR, der fir die DNA-
Bindedomane kodiert; mit kan®

Deletion des Bereichs von gatR, der fir die DNA-
Bindedomane kodiert;

Deletion des Bereichs von gatR, der fur die Substrat-
Bindedomane kodiert; mit kan®

Deletion des Bereichs von gatR, der fur die Substrat-
Bindedomane kodiert; mit kan®

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tabelle A 4: In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Plasmide

Plasmide Genotyp / relevante Eigenschaften Referenz/Herkunft

pBR322 Klonierungsvektor; AmpR, Tet® (Balbas et al., 1986)

Konstrukt fir STM3785 Produktion, STM3785 wurde mit Hilfe
pBR322-STM3785 von Pstl kloniert Diese Arbeit

Konstrukt fir GatR-Produktion, gatR wurde mit Hilfe von Scal
pBR322-gatR und Pstl kloniert Diese Arbeit

Konstrukt fir STM3254-Produktion, STM3254 wurde mit Hilfe
pBR322-STM3254 von Pstl kloniert Diese Arbeit

Konstrukt fir STM3255-Produktion, STM3255 wurde mit Hilfe
pBR322-STM3255 von Pvul und Pstl kloniert Diese Arbeit

Konstrukt fiir GatC-Produktion, gatC wurde mit Hilfe von Pvul
pBR322-gatC und Pstl kloniert Diese Arbeit

Austausch der luxCDABE-Kassette in pUTs-lux (CmR) gegen
pUTs-gfp gfp aus pPROBE-NT mit Kpnl und Xhol (Starke et al., 2013)

Klonierung des Promotor-Fragments von gatY (ca. 300 bp)
PUTS-Pyarvi:gfp vor gfp (mit Not!/ und Kpnl) Diese Arbeit

Klonierung des Fragments upstream von STM3255 (ca. 300
PUTS-Pstmazss::gfp bp) vor gfp (mit Not/ und Kpnl) Diese Arbeit

Klonierung des Promotor-Fragments von gatZ (ca. 300 bp)
PUTS-Pgazi:gfp vor gfp (mit Not/ und Kpnl) Diese Arbeit

Klonierung des Promotor-Fragments von gatR (ca. 300 bp)

pUTs-Pyair::afp vor gfp (mit Not!/ und Kpnl) Diese Arbeit
Kloniert von

Klonierung des Promotor-Fragments von arg$ (ca. 300 bp) J. Hellinckx (TU
PUTS-Pgqs::gfp vor gfp (mit Kpnl) Minchen, D)
PUTS-P,pnii:0fD Kloniert von

Klonierung des Promotor-Fragments von rpsM (ca. 300 bp) J. Hellinckx (TU
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pUTs-lux

PUTS-Pgary::lux

PUTS-Pgarz::lux

PUTS-Pyair::lux

pKD4

pKD46

pCP20

pBAD-Myc/His

pBAD-Myc/His-gatR

pBAD-His

pBAD-His-gatR

pBAD-reiD

pBAD-crp

vor gfp (mit Kpnl)

Suizidvektor, Transposase-negatives Derivat von pUT mini-
Tn5luxCDABE Km2, Austausch von KmR gegen CmR aus
pKRG9

Klonierung des Promotor-Fragments von gatY (ca. 300 bp)
vor luxCDABE (mit Xmal und Kpnl)

Klonierung des Promotor-Fragments von gatZ (ca. 300 bp)
vor luxCDABE (mit Xmal und Kpnl)

Klonierung des Promotor-Fragments von gatR (ca. 300 bp)
vor luxCDABE (mit Sacl und Kpnl)

pir-abhangig, kan®, FRT-Erkennungsschnittstellen

Temperatur-sensitive Replikation (repA101(ts)), ARed
Rekombinase (araBp-gam-bet-exo), oriR101, ampR, araC;
GenBank: AY048746

FLP-Rekombinase-Plasmid, Cm", AmpR

Expressionsvektor; C-terminaler Polyhistidin- sowie myc
Epitop-Tag, araBAD Promotor, araC, pBR322 origin

Konstrukt fiir GatR-Produktion, gatR wurde mit Hilfe von
Hindlll und Xhol kloniert, AmpR; C-terminaler His6-Tag

Expressionsvektor; N-terminaler Polyhistidin- sowie
AntiExpress-Tag, araBAD Promotor, araC, pBR322 origin

Konstrukt fiir GatR-Produktion, gatR wurde mit Hilfe von
Hindlll und Xhol kloniert; AmpR; N-terminaler His6-Tag

Konstrukt far ReiD-Produktion, reiD wurde mit Hilfe von
Hindlll und Xhol kloniert; Amp®

Konstrukt fiir CRP-Produktion, crp wurde mit Hilfe von Hindlll
und Xhol kloniert; Tet?

Minchen, D)

(Starke et al., 2013)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Datsenko and

Wanner, 2000)

(Datsenko and

Wanner, 2000)

(Datsenko and

Wanner, 2000)

Invitrogen

Diese Arbeit

Invitrogen

Diese Arbeit

(Rothhardt et al.,
2014)

(Brokatzky, 2015)




Tabelle A 5: in der Arbeit verwendete Primer
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Bezeichnung

Sequenz 5'-3'

Modifikation

Target

Deletionsmutanten der SPI3(lll) Region

SL1344_3745_fwd

SL1344 3748 _fwd

SL1344_3748 _rev

SL1344 3751 _fwd

SL1344 3751 rev

CAACTTCCTGCGCTGTTTGACGGGAATTGCACTAT
ACTGACTCACCAAAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
(9
GTGCCAATGTCAATGACAAGCGCTGCGTGGTAAT
CAGGCATAGACCGTTCGTGTAGGCTGGAGCTGCT
TC
ATAAGAGGTCGGATATGAATGATATAGCACATAC
TCTCTATACCGTTGTGCATATGAATATCCTCCTTA
GAATATCCTGCATAGATTCCTCTTTGCTAGTCAGG
CATCCAGGCGCTGTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C
TTTAGGCGCGCACCATGAAAACATTGAGTAAAAG
TTCACACATCCCACTGCATATGAATATCCTCCTTA

Verifizierung der Deletionsmutanten der SPI3(1ll) Region

SPI3_III_fwd
SPI3_llI_rev
STM3782_fwd
STM3782_rev
STM3785_fwd

CGGGCTAAAGGTGCTGGTATG
CTGTGACTCCTTGCCATACC
CTGAAGCCACCAGTTCAG
CATTACCGGAGTAGGTGAAG
GTGGAATAGCGACGCCTAC

Komplementierung der Deletionsmutanten der SPI3(1ll) Region

SPI31_Pstl_fwd
SPI3II_Pstl_rev
3782_Pstl_fwd
3782_Pstl_rev
3785_Pstl_fwd

GATCCTGCAGCGGGCTAAAGGTGCTGGTATG
GATCCTGCAGCTGTGACTCCTTGCCATACC
GATCCTGCAGCTGAAGCCACCAGTTCAG
GATCCTGCAGCATTACCGGAGTAGGTGAAG
GATCCTGCAGGTGGAATAGCGACGCCTAC

Deletionsmutanten der Region gatY - gatR

Gat_op_Del_fwd
Gat_op_Del_rev

GatR_Del_fwd

STM3254_Del_fwd

STM3254_Del_rev

STM3255 Del_fwd

STM3255_Del_rev
GatC_Del_fwd
GatC_Del_rev

gatR_Del-DR_fwd

CTTTAATTTCGAAAGTTATAAACGGAGACCACTAT
GTTCATTATTTCCAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TAACCGACTCCTTTTTAGACGATCATTAATTCCAC
GCCTGTTTTCGCTAACATATGAATATCCTCCTTA
AACTAGTTACAGTTAATTATCAGGCAAATCAATAT
GAACTCATTTGAGCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C
GCGGCTGTGAAGGGCAACTGTGAGGAATCGCCT
GTGATCTACACGCTAACGTGTAGGCTGGAGCTGC
TIC
TATTGTAATTTAACCTACAGCTTTCTGACGTGGAT
TTGCGAAAGTAAGGTCATATGAATATCCTCCTTA
GCTGTAGGTTAAATTACAATATAAGGTCTGCTTAT
GAAAAAGATCATTGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
C
TAAAAATATCGTGTTCACAGAGCTGCATTCTGACC
TCCAGCCTTTGCTACCATATGAATATCCTCCTTA
AAATTCTGTCCATTCTCATGGGGTAACGTATGTTT
AGCGAAATAATGCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
TTGCTCCCCTAAAATTAAGAGGCGATTTGACTTTG
CTGTAGCGCCGTGGCCATATGAATATCCTCCTTA
GGAAGTCATCTGGCGGAAGGCGACAATCAGGAA
GTCATTCTGGAAGATCGGTGTAGGCTGGAGCTGC
TTC

20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

20 Nukleotide,
Homolog zu pkD4

19 Nukleotide,
Homolog zu pkD4
20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

19 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

Pstl
Pstl
Pstl
Pstl
Pstl

20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4
19 Nukleotide,
Homolog zu pKD4
20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

19 Nukleotide,
Homolog zu pKD4
20 Nukleotide,
Homolog zu pKD4

19 Nukleotide,
Homolog zu pkD4
20 Nukleotide,
Homolog zu pkD4
19 Nukleotide,
Homolog zu pKD4
20 Nukleotide,
Homolog zu pkD4

SL1344_3745/
STM3779

SL1344_3748/
STM3782

SL1344_3748/
STM3782
SL1344 3751/
STM3785

SL1344_3751/
STM3785

STM3779-85
STM3779-85
STM3782
STM3782
STM3785

STM3779-85
STM3779-85
STM3782
STM3782
STM3785
gatY - gatR
gatY - gatR/

gatR
gatR

STM3254

STM3254

STM3255

STM3255
gatC
gatC

gatR-DeoR
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gatR_Del_HTH_rev

GCAGCCGCCTGGGCAATCCGCTTTTTCGGATCGCT
GGCGAGTTGATACCGCATATGAATATCCTCCTTA

Komplementierung der Deletionsmutanten der Region gatY - gatR

Gat_Op_Pstl_fwd
Gat_Op_Pstl_rev

STM3254_Pvul_fwd
STM3254_Pstl_rev
STM3255_Pvul_fwd
STM3255_Pstl_rev

GatC_Pvul_fwd
GatC_Pstl_rev

GatR_Scal_fwd
GatR_Pstl_fwd

GATCCTGCAGGTGTGGCAATGATCGTTAC
GATCCTGCAGCTTTCCTTCGGGCTTACTCTC
GATCCGATCGCCCGCCACTATATGCAACC
GATCCTGCAGGTATGCGCAATACCGGTAG
GATCCGATCGCAGGAGCTGATGTCGCAAG
GATCCTGCAGTTTATCGAGGCGCTCATCGCTG
GATCCGATCGCGTGGGTATTGAAGCATTAC
GATCCTGCAGCATAACATTCTCCAGGAAGG
GATCAGTACTCTGATGGTACGAGCCAGCAAC
GATCCTGCAGCTGATGGTACGAGCCAGCAAC

RT-PCR der Region gatY - gatR

3254 inner_fwd
3254 _inner_rev
gatY_inner_fwd
gatY_inner_rev
3255_inner_fwd
3255_inner_rev
3256_inner_fwd
3256_inner_rev
3257 _inner_fwd
3257_inner_rev
gatA_inner_fwd
gatA_inner_rev
gatB_inner_fwd
gatB_inner_rev
gatC_inner_fwd
gatC_inner_rev
gatD_inner_fwd
gatD_inner_rev
gatR_inner_fwd
gatR_inner_rev
GatY-54_fwd
GatY-54_rev
3254-55_fwd
3254-55_rev
3255-56_fwd
3255-56_rev
3256-57_fwd
3256-57_rev
3257-gatA_fwd
3257-gatA_rev
gatA-B_fwd
gatA-B_rev
gatB-C_fwd
gatB-C_rev
gatC-D_fwd
gatC-D_rev
gatD-R_fwd
gatD-R_rev

GTCAATCGCACTCACCACAC
TTGGCCTAGTCCGGCAGAAC
CGTGCCAGCCTTTAACATCC
TGCCCTTCACAGCCGCAAAC
TCAACCTGCTGATCTGGTAG
TCCAGCCTTTGCTACAGGAG
TATCTGCGGCTGGCAATACC
TGGCTGCATGACTTCTGGTG
CTGGGCATCTGTTCAGTTTG
CGTGCAACCGAAGCGATAAG
CATTCGACTCGAGCCAACAG
ACTGCTCAGGCTCAAGGATG
AGTAATTGTGGCCTGTGGCG
ATGCTTCAATACCCACGCCG
TCCTCGACTTAGGCCCAACG
TTGACTTTGCTGTAGCGCCG
TTATTCACGCTGAGGGAGAC
AGCGCTTTGACTGCTTCTGC
GTGCTGGTGATGGACCTTTC
TCTTGTCCATCGGCAATACC
GAGCGACTGGCAGAAATACG
TTAATCCGCGTGGGTTCTTC
CGCCAACGGTTGATTTGGTG
ATCCGCCGCAATAATGACTC
GATCCTTTGCGTGTCATCCC
ATACGCGGTATTGCCGTCAC
AACCTGATGCGAGTGGTGTC
ATCCCACTTCCTGAGCAATG
CACCCGCGTATTCGTCAAAG
CCGGCTTATCTGGACGAATC
CCGCCTGTTTAGTGAGCTAC
GACGGGAATATTGCCAAAGG
GAGCTCGACTTAGTGCAATG
GGCCAGCCGACGTCAATAAC
ACCCAACTGGCTGCCAATGC
GCCGTAGGATTCAACGTAGC
CCAGGAGAAGAATGGGAAAC
CGAGTTGATACCGATCTTCC

Herstellung der pUTs-Konstrukte der Region gatY - gatR

PgatY_Notl_fwd
PgatY_Kpnl_rev

GATCGCGGCCGCAAGTTATCCCGTGCTTTAAC
GATCGGTACCGGATGTTAAAGGCTGGCACG

19 Nukleotide,
Homolog zu pkD4

Pstl
Pstl
Pvul
Pstl
Pvul
Pstl
Pvul
Pstl
Scal
Pstl

Notl
Kpnl

gatR-HTH

gatY - gatR
gatY - gatR
STM3254
STM3254
STM3255
STM3255
gatC

gatC

gatR

gatR

STM3254
STM3254
gatY

gatY
STM3255
STM3255
STM3256
STM3256
gatZ

gatZ

gatA

gatA

gatB

gatB

gatC

gatC

gatD

gatD

gatR

gatR
gatY'-3254'
gatY'-3254'
3254' - 3255'
3254' - 3255'
3255'-3256'
3255'-3256'
3256' - gatZ'
3256' - gatZ'
gatZ' - gatA'
gatZ' - gatA'
gatA' - gatB'
gatA' - gatB'
gatB' - gatC'
gatB' - gatC'
gatC'- gatD'
gatC'- gatD'
gatD' - gatR'
gatD' - gatR'

PgatY
PgatY



PgatY_Sacl_fwd
PgatY_Xmal_rev
P3257_Notl_fwd_neu
P3257_Kpnl_rev
P3257_Sacl_fwd
P3257_Xmal_rev
PgatR_Notl_fwd
PgatR_Kpnl_rev
PgatR_Kpnl_fwd
PgatR_Xmal_rev

Uberexpressionsvektoren
GatR_N_fwd_Xhol
GatR_N_rev_Hindlll
GatR_C_fwd_Xhol
GatR_C_rev_Hindlll

EMSA
PgatY_bs_fwd
PgatY_bs_rev
P54_bs_rev
P55_bs_rev
P56_bs_rev
P57 _bs_fwd
P57 _bs_rev
PgatA_bs_rev
PgatB_bs_rev
PgatC_bs_rev
PgatD_bs-rev
PgatR_bs_rev

Fragmente fiir SPR
PgatY_SPR-1_rev
PgatY_SPR-2_fwd
PgatY_SPR-2_rev
PgatY_SPR-3_fwd
P57_SPR-1_rev
P57_SPR-2_fwd
P57_SPR-2_rev
P57_SPR-3_fwd
PgatR_SPR-1_fwd
PgatR_SPR-1_rev
PgatR_SPR-2_fwd
PgatR_SPR-2_rev
PgatR_SPR-3_fwd
P57_SPR-2_fwd_bt
PgR_SPR-2_fwd_bt
PgY_SPR-2_fwd_bt

GATCGAGCTCCGCTTCGTCGGGAAGTTATC
GATCCCCGGGTAAAGGCTGGCACGGCATAG
GATCGCGGCCGCAAGATGCACAGCAGGCACTAC
GATCGGTACCTCTCCTGCTTTATGACGAGC
GATCGAGCTCAAGATGCACAGCAGGCACTAC
GATCCCCGGGTCTCCTGCTTTATGACGAGC
GATCGCGGCCGCAGTTGGATGAACTACTCCG
GATCGGTACCGAAAGGTCCATCACCAGCAC
GATCGGTACCTCCTCGGCAGTTGGATGAAC
GATCCCCGGGGAAAGGTCCATCACCAGCAC

GATCCTCGAGATGAACTCATTTGAGCGAAG
GATCAAGCTTAGCAACGCATAACCGACTCC
GATCCTCGAGTATGAACTCATTTGAGCGAAG
GATCAAGCTTGACGATCATTAATTCCACGC

CACCGAATGCTCAATGG
TAAAGGCTGGCACGGCATAG
CGCGCTATTAAGTGTTAGCGTG
GGCTTCTTCAGCCATAAATGTATGC
TATCGAGGCGCTCATCGCTG
CCACCAGAAGTCATGCAGCCAAAG
CAGATGCCCAGATGTTCTCC
TCTCTTTGCCAATGTGCGCC
CGCCGTCCATATAGGTTTCG
CCAAGCTTCATTCCCAGCAG
TCTCCCTCAGCGTGAATAAC
CGCTGCCTTGCGTATTAATC

ACATGATTGTGATCATCAAC
ATTATCCTGCTTTTGTGTTG
TTTACTGGAAATAATGAAC
ATGATCGTTACATTACTTTC
AAATGTAAGGTAACGAAATG
ATTACACACCATTTCGTTAC
CGAGCAATTATTTCTTTCAC
TTTCGCAACTTTCATTTATC
CCTGTTGGCTGAAAAACGTC
GGAAATGTGAGCCAGCGCAG
CATGCAGGGCAAAATTTTAC
AGTTCATATTGATTTGCCTG
GCTGGCTCACATTTCCTTTC
ATTACACACCATTTCGTTAC
CATGCAGGGCAAAATTTTAC
ATTATCCTGCTTTTGTGTTG

Eingrenzung derGatR-Bindungsstelle

PgatY_1-1_fwd
PgatY_2-2 rev
PgatY_2-4 fwd
PgatY_3-3_rev
PgatZ_2-1 rev
PgatZ_2-3_fwd
PgatZ_3-2_rev
PgatR_-35-10_fwd

CACTTTTTCTTTCATTTAAG
AGTAATGTAACGATCATTGC
CTTTAATTTCGAAAG
CTTTCGAAATTAAAG
AAATGAAAGTTTCGAAAGG
CAACATTACGAAAGCC
ATAGGCTTTCGTAATGTTG
CGAAATTTAGCGTTCACC

Sacl
Xmal
Notl
Kpnl
Sacl
Xmal
Notl
Kpnl
Kpnl
Xmal

Xhol
Hindlll
Xhol
Hindlll

biotinyliert
biotinyliert
biotinyliert
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PgatY
PgatY
P gatZ
P gatZ
P gatZ
P gatZ
PgatR
PgatR
PgatR
PgatR

gatR
gatR
gatR
gatR

PgatY

PgatY
STM3254¢
STM3255¢
STM3256°
PgatZ

PgatZ
gatA’
gatB’
gatC’
gatD’

PgatR

PgatY
PgatY
PgatY
PgatY
PgatZ
PgatZ
PgatZ
PgatZ
PgatR
PgatR
PgatR
PgatR
PgatR
I:)gal‘Z
PgatR
PgatY

PgatY
PgatY
PgatY
PgatY
I:)gal‘Z
PgatZ
PgatZ
PgatR
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PgatR_-35-10_rev

PgatR_1-1_fwd
PgatR_3-2_rev
PgatR_1-2_rev

GCCTGATAATTAACTGTAAC
TCAACTTTCCTGATGGTACG
CGAAGGATTGCGAAAGGTG
GGTGAACGCTAAATTTCG

weitere Deletionen und deren Verifizierung

AraA_Del_fwd

AraA_Del_rev

AraC_Del_fwd

AraC_Del_rev

AraA_fwd
AraA_rev
AraC_fwd
AraC_rev
Crp_Del_fwd

Crp_Del_rev

Crp_fwd
Crp_rev

GCAATCCTGACTCATTAAGGACACGACAATGACGATT
TTTGATAATTATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CAATCCGTTTCACCAATTAACGTTTGAACCCGTAATAC
ACCTCGTTCCAGCATATGAATATCCTCCTTA

CATCGGGGGGTAGAGAAATCATGGCTGAAACGCAAA
ATGATCCGCTATTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CTTTGTGGACACATCATTCACTTTTTATTCACATCCGG
CCCTGAACTCGCCATATGAATATCCTCCTTA

GATGGCGCTTCGCTTATC
AGCTTTACCGCCGCTACCAGCAG
TGTGGACATTCCAGCCATAG
GCAGGGATTCTGCTTACC
CTGGAGACAGCTTATAACAGAGGATAACCGCGCATG
GTGCTTGGCAAACCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CCATTCTGACGGAATTAACGGGTGCCGTAGACGACG
ATGGTCTTGCCATGCATATGAATATCCTCCTTA

GCATGTATGCAGAGGACATC
ACCAGCGTTTGCCGTAGTGC

20 Nukleotide,
Homolog zu
pkD4

19 Nukleotide,
Homolog zu
pKD4

20 Nukleotide,
Homolog zu
pKD4

19 Nukleotide,
Homolog zu
pkD4

20 Nukleotide,
Homolog zu
pKD4

19 Nukleotide,
Homolog zu
pKD4

PgatR
PgatR
PgatR
PgatR

araA

araA

araC

araC

araA
araA
araC
araC
crp

crp

crp
crp



Tabelle A 6: Referenzen zu Pathogenitatsinseln SPI-11 bis SPI-23

Pathogenitéatsinsel Referenz

SPI-11 (Lee et al., 2013)

SPI-12 (Tomljenovic-Berube et al., 2013)

SPI-13 (Shah et al., 2005, Elder et al., 2016)

SPI-14 (Shah et al., 2005)

SPI-15 (Vernikos and Parkhill, 2006)

SPI-16 (Vernikos and Parkhill, 2006, Bogomolnaya et al., 2008)
SPI-17 (Vernikos and Parkhill, 2006)

SPI-18 (Jofre et al., 2014)

SPI-19 (Blondel et al., 2009, Blondel et al., 2013, Pezoa et al., 2014)
SPI-20 (Pezoa et al., 2014, Blondel et al., 2009)

SPI-21 (Blondel et al., 2009, Pezoa et al., 2014)

SPI-22 (Pezoa et al., 2014)

SPI-23 (Hayward et al., 2014)
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Tabelle A 7: Fitness Scores der im Genbereich gatY-gatR mutierten Stimme in vivo. Die Werte des Fitness Scores liegen im
Bereich zwischen -15 und +15 und sind fir die Tiermodelle Maus, Huhn, Schwein und Rind angegeben. Eine Attenuation der
Mutante in der Kolonisierung lag vor, wenn der Wert < 0 war. Aufgelistet sind signifikante (p-Wert < 0,05) Fitness Scores
einzelner Mutanten. Gene fir die kein signifikanter Fitness Score berechnet werden konnte, sind nicht gezeigt. Lag die
Attenuation der einzelnen Mutante < -3, so sind die Felder rot markiert, liegt der Wert zwischen -3 und -1, so sind die Felder
gelb hinterlegt.

sT4/74 Fitness Score Fitness Score Fitness S.core Fitness Score
Maus Huhn Schwein Kalb
gatY -0,15 -0,01 -0,34

-0,07 1,04 1,20
0,07 0,75 0,41
0,49 -5,05

STM3254 0,97 -1,36 -0,37 -0,5
0,43
0,42 -2,78
0,67
-1,59
0,06

STM3255 0,10
-0,02
-0,50 -0,28 -0,02 0,03
0,19 0,57 -0,002 1,75
-0,54

gatR -1,38
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Tabelle A 8: Fitness Scores der im Genbereich STM3779-3785 mutierten Stammen in vivo. Die Werte der Fitness Scores
liegen im Bereich von -15 bis +15. Eine Attenuation der Mutante bei der Kolonisierung lag vor, wenn der Wert < 0 war.
Aufgelistet sind signifikante (p-Wert < 0,05) Fitness Scores von attenuierten Mutanten. Mit X gekennzeichnet sind die Fille,
in denen im speziellen Tiermodell keine Mutante fiir das Gen vorhanden war. Leere Felder deuten darauf hin, dass zwar
Transposon-Mutanten vorhanden waren, diese jedoch keine signifikante Attenuation aufwiesen. Lag die Attenuation der
einzelnen Mutante < -5, so sind die Felder rot markiert, liegt der Wert zwischen -5 und -1, so sind die Felder gelb hinterlegt

Fitness score Fitness Score Fitness Score Fitness Score
Genbezeichnung
Maus Huhn Schwein Kalb

STM3779

STM3780

STM3781

STM3782

STM3783

STM3784

STM3785
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Abbildung A 1: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pUTs-gfp (CmR)

pUTs-gfp (CmR)
5166 bp

mobRP4

oriR6k

Bezeichnung Start Ende Beschreibung

cam 746 87 Chloramphenicol-Resistenzgen
gfp 1963 1247 Promotorloses gfp-Gen

MCS 2017 2005 multiple cloning site

oriR6k 2482 2113 R6k-Replikationsursprung

mobRP4 4267 2540 Mobilitatsregion




Abbildung A 2: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pUTs-lux (Cm®)

oriR6k

MCS

mobRP4

pUTs-lux (CmR)

10561 bp

lucCDABE

Bezeichnung Start Ende Beschreibung

cam 746 87 Chloramphenicol-Resistenzgen
luxCDABE 7346 1549 Promotorloses Luciferase-Operon
MCS 7418 7408 multiple cloning site

oriR6k 7877 7508 R6k-Replikationsursprung
mobRP4 9662 7935 Mobilitatsregion
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Abbildung A 3: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pKD4 (AmpR/KanR)

Prseg-1 FRT-1

pKD4
(AmpR/KanR)
3267 bp

R
ampr kan

oriR6k FRT-2
Bezeichnung Start Ende Beschreibung
Pr.seqg-1 31 50 Sequenz fir PCR-Primer
FRT-1 98 51 FRT-Bindungsstelle
kan® 459 1253 Kanamycin-Resistenzgen
FRT-2 1489 1444 FRT-Bindungsstelle
Pr.seq-2 1507 1489 Sequenz fir PCR-Primer
oriR6k 1523 1909 Replikationsursprung
amp® 2839 1979 Ampicillin-Resistenzgen
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Abbildung A 4: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pKkD46 (Amp")

pKD46 (AmpR)

oril01

6329 bp

repAl101ts

Bezeichnung Start Ende Beschreibung

araC 889 11 araC-Gen

Paras 1165 1192 Arabinose-abh. Promotor

gam 1244 1660 Red-Rekombinase-Gen

bet 1666 2451 Red-Rekombinase-Gen

exo 2448 3128 Red-Rekombinase-Gen

tL3 3118 3387 Terminator

repl101ts 4446 3496 Kodiert fiir ein Temperatur-sensitives

Plasmidreplikations-Protein
oriR101 4450 5190 Replikationsursprung

amp® 6198 5338 Ampicillin-Resistenzgen
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Abbildung A 5: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pCP20 (Cm"/Amp®)

cam

pCP20
flp (CmR/AmpR)
9773 bp

amp®

Bezeichnung Start Ende Beschreibung

repAts 1083 2033 Temperatur-sensitiver Replikationsursprung
amp® 3496 4356 Ampicillin-Resistenzgen

flp 6673 7987 FLP-Rekombinase-kodierendes Gen

cam 9326 212 Chloramphenicol-Resistenzgen




Abbildung A 6: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pBR322 (Cm*/Tet")

amp®

pBR322
(CmR/TetR)
4363 bp

origin

Bezeichnung Start Ende Beschreibung

tet 86 1276 Tetrazyklin-Resistenzgen
rop 1918 2108 rop-Gen

origin 3124 2536 Replikationsursprung

amp® 4155 3295 Ampicillin-Resistenzgen
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Abbildung A 7: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pBAD/Myc-HisA (Amp“)

MCS

ParaBAD

pBAD/Myc-HisA
(AmpR)
4094 bp

amp®

pBR322 ori
Bezeichnung Start Ende Beschreibung
Paragap 4 276 araBAD Promotorregion
MCS 317 370 multiple cloning site
myc 377 406 myc-Epitop
6x His 422 439 C-terminaler Polyhistitin-Tag
amp® 981 1841 Ampicillin-Resistenzgen
pBR322 ori 1986 2659 Replikationsursprung

araC 4068 3190 araC-Gen
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Abbildung A 8: Plasmidkarte und Eigenschaften des Vektors pBAD/HisA (Amp")

6x His

MCS

ParaBAD
Xpress

PBAD/HisA
(AmpR)
4102 bp

amp®
pBR322 ori
Bezeichnung Start Ende Beschreibung
Parasap 4 276 araBAD Promotorregion
6x His 331 348 N-terminaler Polyhistitin-Tag
Xpress 388 411 Xpress-Epitop
MCS 430 470 multiple cloning site
amp® 989 1849 Ampicillin-Resistenzgen
pBR322 ori 1994 2667 Replikationsursprung

araC 4076 3198 araC-Gen




192 | Anhang

0,8
—— ST4/74WT
07 +  —% ST4/74 Agat-Op
06 | —=— ST4/74ASTM3255
ST4/74 ASTM3255/pBR-STM3255
0,5
g
o) 0,4
)
0,3
0,2
0,1
0 I T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
t [h]

Abbildung A 9: Wachstumskurve verschiedener ST4/74-Deletionsmutanten in M9-Medium mit 1 % Galaktitol.
Minimalmedium mit Galaktitol (1 %) als einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Deletions- und
Komplementationsmutanten von S. Typhimurium ST4/74 angeimpft und daraufhin die ODgq, stiindlich Gber insgesamt 30 h
bestimmt. Getestete Stimme waren S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (schwarze Linie mit Rauten), Agat-Op (schwarze Linie
mit Sternen), ASTM3255 (graue Linie mit Vierecken) und ASTM3255/pBR-STM3255 (graue Linie mit weiR-gefillten
Vierecken).

ST4/74 WT

ST4/74 Agat-Op

ST4/74 ASTM3255

ST4/74 ASTM3255/pBR-STM3255

Abbildung A 10: Wachstumskurve verschiedener ST4/74-Deletionsmutanten in M9-Medium mit 1 % Tagatose.
Minimalmedium mit D-Tagatose (1 %) als einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Deletions- und
Komplementationsmutanten von S. Typhimurium ST4/74 angeimpft und daraufhin die ODgq, stiindlich Gber insgesamt 30 h
bestimmt. Getestete Stamme waren S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (schwarze Linie mit Rauten), Agat-Op (schwarze Linie
mit Sternen), ASTM3255 (graue Linie mit Vierecken) und ASTM3255/pBR-STM3255 (graue Linie mit weiR-gefillten
Vierecken).
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Abbildung A 11: Wachstumskurve verschiedener ST4/74-Deletionsmutanten in M9+ 1 % Glucose. Minimalmedium mit
Glucose (1 %) als einzige Kohlenstoffquelle wurde 1:100 mit verschiedenen Deletions- und Komplementationsmutanten von
S. Typhimurium ST4/74 angeimpft und daraufhin die ODgg stiindlich Gber insgesamt 20 h bestimmt. Getestete Stimme
waren S. Typhimurium ST4/74 Wildtyp (schwarze Linie mit Rauten), Agat-Op (schwarze Linie mit Markierungssternen),
ASTM3254 (durchgezogene Linie mit Sternen), ASTM3254/pBR-STM3254 (gestrichelte Linie mit Sternen), ASTM3255 (graue
Linie mit Vierecken), ASTM3255/pBR-STM3255 (graue Linie mit weiB-gefillten Vierecken), AgatC (durchgezogene Linie mit
schwarzen Dreiecken), AgatC/pBR-gatC (gestrichelte Linie mit weiRen Dreiecken), AgatR-HTH (durchgezogene Linie mit
schwarzen Vierecken), AgatR-HTH/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weiRen Vierecken), AgatR-DeoR (durchgezogene Linie
mit schwarzen Kreisen) und AgatR-DeoR/pBR-gatR (gestrichelte Linie mit weiken Kreisen).
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Abbildung A 12: gfp-basierte Promotoraktivitdt von Pguy, Pga:z und Py in M9 mit Glucose (Fluoreszenz). Aufgezeichnet
ist die Fluoreszenzaktivitat der einzelnen Promotoren in relativen Lichteinheiten (relative light unit = RLU) pro ODggp.
Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde die RLU/ODgq stiindlich
Uber insgesamt 11 h fir die Stdmme ST4/74 Pguy::gfp (grauer Balken), ST4/74 Pyuz::gfp (hellgrauer Balken) und ST4/74
Pyatri:gfp (dunkelgrauer Balken). Als Positivkontrolle diente der Stamm ST4/74 P,,.\::gfp (schwarzer Balken). Parallel dazu
ist die optische Dichte (ODgg) der jeweiligen Stamme aufgetragen: ST4/74 P,qy::gfp (graue Linie mit Vierecken), ST4/74
Pgatz::afp (hellgraue Linie mit Dreiecken), ST4/74 Py,z::gfp (dunkelgraue Linie mit Rauten), ST4/74 P,,q,::gfp (schwarze Linie
mit Kreisen) und ST4/74 Wildtyp (Linie mit Kreuzen).
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60000 g
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gatR é‘
50000 8 o
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Abbildung A 13: Promotoraktivitdt von P,y in M9-Medium mit Galaktitol (Fluoreszenz) in Abhéngigkeit der Proteine
GatR bzw. ReiD. Dargestellt ist die Fluoreszenzaktivitdt des Promotors Pgy,::gfp in relativen Lichteinheiten (relative light
unit = RLU) pro ODgq,. Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde
die RLU/ODggyo zu Beginn (t=0 h), nach Zugabe von Arabinose (t=5h) und nach 18 h stindlich fur die Stamme ST4/74
Pyarv::gfp/pBAD (hellgrauer Balken), ST4/74 Pguy::gfp/pBAD-gatR (grauer Balken) und ST4/74 Pguy::gfp/pBAD-reiD
(dunkelgrauer Balken). Parallel dazu ist die optische Dichte (ODgy) von den jeweiligen Stimmen aufgetragen: ST4/74
Pgarv::gfp/pPBAD (Linie mit Vierecken), ST4/74 Pgyqy::gfp/pBAD-gatR (Linie mit weiRen Vierecken), ST4/74 Pgqy::gfo/pBAD-
reiD (gestrichelte Linie mit weiBen Vierecken) und ST4/74 Wildtyp (Linie mit Kreuzen).
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Abbildung A 14: Promotoraktivitdt von P, in M9-Medium mit Galaktitol (Fluoreszenz) in Abhdngigkeit der Proteine
GatR bzw. ReiD. Dargestellt ist die Fluoreszenzaktivitdt des Promotors Py,;::gfp in relativen Lichteinheiten (relative light
unit = RLU) pro ODgqo. Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde
die RLU/ODgyo zu Beginn (t=0 h), nach Zugabe von Arabinose (t=5h) und nach 18 h stindlich fir die Stamme ST4/74
Pgatz::0fp/PBAD (hellgrauer Balken), ST4/74 Pgq;::gfp/pPBAD-gatR (gestreifter Balken) und ST4/74 Pg.::gfp/pBAD-reiD
(gepunkteter Balken). Parallel dazu ist die optische Dichte (ODgy) von den jeweiligen Stammen aufgetragen: ST4/74
Pgatz::afp/PBAD (Linie mit Dreiecken), ST4/74 P,q::gfp/pBAD-gatR (Linie mit weiBen Dreiecken), ST4/74 Pyqz::9fp/pBAD-
reiD (gestrichelte Linie mit weiRen Dreiecken) und ST4/74 Wildtyp (Linie mit Kreuzen).
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Abbildung A 15: Promotoraktivitdt von P, in M9-Medium mit Galaktitol (Fluoreszenz) in Abhdngigkeit der Proteine
GatR bzw. ReiD. Dargestellt ist die Fluoreszenzaktivitdt des Promotors P,up::gfp in relativen Lichteinheiten (relative light
unit = RLU) pro ODgq,. Abgezogen ist die Grundfluoreszenz des Wildtyp-Stammes ST4/74 (nicht gezeigt). Gemessen wurde
die RLU/ODggyo zu Beginn (t=0 h), nach Zugabe von Arabinose (t=5h) und nach 18 h stindlich fur die Stamme ST4/74
Patr::gfp/pBAD (schwarzer Balken), ST4/74 Pguq::gfp/pBAD-gatR (gestreifter Balken) und ST4/74 Pyuup::gfp/pBAD-reiD
(gepunkteter Balken). Parallel dazu ist die optische Dichte (ODgy) von den jeweiligen Stammen aufgetragen: ST4/74
Pgatr::gfp/pBAD (Linie mit Rauten), ST4/74 Pyuq::gfp/pBAD-gatR (Linie mit weilen Rauten), ST4/74 Pgyu::gfp/pBAD-reiD
(gestrichelte Linie mit weiBen Rauten) und ST4/74 Wildtyp (Linie mit Kreuzen).
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Abbildung A 16: Bindungsféhigkeit des GatR-Proteins an die Promotoren Py, Py, und P,z Dargestellt sind vier EMSASs,
bei der jeweils die Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an zwei verschiedenen DNA-Fragmenten getestet wurde.
Aufgetragen sind jeweils der molare Uberschuss (Protein zu DNA-Menge) und der Marker (links). Als Negativkontrolle
diente das DNA-Fragment arg$, (keine Bindung von GatR). Getestet wurden die DNA-Fragmente P,y (oben) und Pgq,
(unten). Das Protein wurde dabei entweder in M9 mit Galaktitol (links) oder in LB (rechts) Gberexprimiert. Bei Bindung des

Proteins GatR an das jeweilige DNA-Fragment bildet sich ein DNA/GatR-Komplex.
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Abbildung A 17: Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an die 300 bp stromaufwartsliegenden Bereiche von STM3254,
STM3255 und STM3256. Dargestellt sind drei EMSAs, bei der jeweils die Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an drei
verschiedenen DNA-Fragmenten getestet wurde. Aufgetragen sind jeweils der molare Uberschuss (Protein zu DNA-Menge)
und der Marker (links). Als Negativkontrolle diente das DNA-Fragment arg$, (keine Bindung von GatR). Getestet wurden
300 bp stromaufwartsliegender DNA-Bereiche der Gene STM3254, STM3255 und STM3256. Das Protein wurde dabei in M9
mit Galaktitol Gberexprimiert. Es erfolgte keine Bindung des Proteins GatR an die DNA-Fragmente.
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300 bp stromaufwiirts von gat4 300 bp stromaufwiirts von gatB
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Abbildung A 18: Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an die 300 bp stromaufwartsliegenden Bereiche von gatA, gatB,
gatC und gatD. Dargestellt sind vier EMSAs, bei der jeweils die Bindungsfahigkeit des GatR-Proteins an vier verschiedenen
DNA-Fragmenten getestet wurde. Aufgetragen sind jeweils der molare Uberschuss (Protein zu DNA-Menge) und der Marker
(links). Als Negativkontrolle diente das DNA-Fragment argS, (keine Bindung von GatR). Getestet wurden 300 bp
stromaufwartsliegender DNA-Bereiche der Gene gatA, gatB, gatC und gatD. Das Protein wurde dabei in M9 mit Galaktitol
Uberexprimiert. Es erfolgte keine Bindung des Proteins GatR an die DNA-Fragmente.
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Abbildung A 19: Quantifizierung der DNA-Bindungsfihigkeit von GatR mit 50 uM Galaktitol mittels SPR-Spektroskopie.
Die biotinmarkierten DNA-Fragmente Py, Pgorz Und Pgor wurden auf einem Streptavidin-haltigen Sensorchip befestigt.
AnschlieBend wurde aufgereinigtes GatR-Protein mit 50 uM Galaktitol tiber den Chip mit einer Flussrate von 30 pl/min und
bei 25 °C (in folgenden Konzentrationen: 0 nM, 0,5 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 15 nM, 20 nM, 25 nM, 2mal 50 nM, 125 nM,
250 nM und 500 nM fiur GatR; und 0 nM, 1 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 50 nM, 2mal 100 nM, 250 nM, 500 nM und

1000 nM fur CRP) gefihrt.
Dissoziationsphase.

Die Kontaktzeit (Assoziation) betrug dabei

180s, gefolgt von einer 300s langen

Tabelle A 9: Die 190 getesteten Substrate auf ihre Verstoffwechselbarkeit durch S. Typhimurium (Firma BIOLOG)

Substrat Substrat Substrat
1. 1,2-Propanediol 64. L-Methionine 127 Glycerol
2. 2,3-Butanediol 65. L-Ornithine 128 Glycine
3. 2,3-Butanone 66. L-Phenylalanine 129 Glycogen
4. 2-Aminoethanol 67. L-Proline 130 Glycolic Acid
5. 2-Deoxy Adenosine 68. L-Pyroglutamic Acid 131 Glycyl-L-Aspartic Acid
6. 2-Deoxy-DRibose 69. L-Rhamnose 132 Glycyl-L-Glutamic Acid
7. 2-Hydroxy Benzoic Acid 70. L-Serine 133 Glycyl-L-Proline
3-0-B-D-Galactopyranosyl-D-
8. Arabinose 71. L-Sorbose 134 Glyoxylic Acid
9. 3-Hydroxy 2-Butanone 72. L-Tartaric Acid 135 Hydroxy-L-Proline
10. 3-Methyl Glucose 73. L-Threonine 136 I-Erythritol
11. 4-Hydroxy Benzoic Acid 74. L-Valine 137 Inosine
12. 5-Keto-D-Gluconic Acid 75. Malonic Acid 138 Inulin
13. Acetamide 76. Maltitol 139 Itaconic Acid



14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43,
44,
45.
46.
47.
48.

49.
50.
51.

52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
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Acetic Acid
Acetoacetic Acid
Adenosine

Adonitol
a-Keto-Valeric Acid
a-Methyl-DGlucoside
Amygdalin

Arbutin

Bromo Succinic Acid
Butyric Acid

Capric Acid

Caproic Acid
Chondroitin Sulfate C
Citraconic Acid
Citramalic Acid

Citric Acid
D,L-Carnitine
D,L-Malic Acid
D,L-a-Glycerol-Phosphate
D.L-Octopamine
D-Alanine
D-Arabinose
D-Arabitol

D-Aspartic Acid
D-Cellobiose

Dextrin

D-Fructose
D-Fructose-6-Phosphate
D-Fucose
D-Galactonic Acid-y-Lactone
D-Galactose
D-Galacturonic Acid
D-Gluconic Acid
D-Glucosamine
D-Glucosaminic Acid

D-Glucose-1-Phosphate
D-Glucose-6-Phosphate
L-Fucose

L-Galactonic Acid-y-Lactone
L-Glucose

L-Glutamic Acid
L-Glutamine

L-Histidine

L-Homoserine

L-Isoleucine

L-Lactic Acid

77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.

112.
113.
114.

115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.

Maltose

Maltotriose

Mannan

Melibionic Acid

Methyl Pyruvate
m-Hydroxy-Phenyl Acetic Acid
M-Inositol

Mono Methyl Succinate
M-Tartaric Acid

Mucic Acid
N-Acetyl-DGalactosamine
N-Acetyl-DGlucosamine
N-Acetyl-D-Glucosaminitol
N-Acetyl-Lglutamic Acid
N-Acetyl-Neuraminic Acid
N-Acetyl-B-DMannosamine
Oxalic Acid

Oxalomalic Acid
Palatinose

Pectin

Phenylethylamine
p-Hydroxy-Phenyl Acetic Acid
Propionic Acid

Putrescine

D-Glucuronic acid
Dihydroxy Acetone
D-Lactic Acid Methyl Ester
D-Malic Acid

D-Mannitol

D-Mannose

D-Melezitose

D-Melibiose

D-Psicose

D-Raffinose
D-Ribono-1,4-Lactone

D-Ribose
D-Saccharic Acid
D-Serine

D-Sorbitol
D-Tagatose
D-Tartaric Acid
D-Threonine
D-Trehalose
Dulcitol
D-Xylose
Formic Acid

140 Lactitol

141 Lactulose

142. L-Alaninamide
143. L-Alanine

144. L-Alanyl-Glycine
145. Laminarin

146. L-Arabinose
147. L-Arabitol

148. L-Arginine
149. L-Asparagine
150. L-Aspartic Acid
151. Pyruvic Acid
152. Quinic Acid
153. Salicin

154. Sebacic Acid
155. Sec-Butylamine
156. Sedoheptulosan
157. Sorbic Acid
158. Stachyose

159. Succinamic Acid
160. Succinic Acid
161. Sucrose

162. Thymidine
163. Tricarballylic Acid
164. Turanose

165. Tween 20

166. Tween 40

167. Tween 80

168. Tyramine

169. Uridine

170. Xylitol

171. a-Cyclodextrin
172. a-D-Glucose
173. a-D-Lactose

174. a-Hydroxy Butyric Acid
a-Hydroxy Glutaric

175. Acid-y-Lactone

176. a-Keto-Butyric Acid

177. a-Keto-Glutaric Acid
a-Methyl-D-

178. Galactoside

179. a-Methyl-DMannoside

180. B-Cyclodextrin

181. B-D-Allose

182. B-Hydroxy Butyric Acid

183. B-Methyl-DGalactoside

184. B-Methyl-D-Glucoside

185. B-Methyl-D-Glucuronic



60.
61.
62.
63.

L-Leucine
L-Lysine
L-Lyxose
L-Malic Acid

123.
124.
125.
126.

Fumaric Acid
Gelatin
Gentiobiose
Glucuronamide

186.
187.
188.
189.
190.
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Acid
B-Methyl-DXyloside
y-Amino Butyric Acid
y-Cyclodextrin
y-Hydroxy Butyric Acid
6-Amino Valeric Acid

Tabelle A 10: Vergleich der Verstoffwechselungsfihigkeit von S. Typhimurium LT2 und ST4/74. Ein Vergleich zwischen
S. Typhimurium LT2 und ST4/74 (aerob und anaerob), welche der insgesamt 190 verschiedenen Substrate (BIOLOG-Platten)
metabolisiert werden konnen. ,1“: Verstoffwechselung des Substrats findet statt; ,0,5“ schwache Verstoffwechselung
findet statt; ,,0“: keine Verstoffwechselung findet statt. Die Daten von dem Stamm LT2 wurden aus der Publikation (Tracy et

al., 2002) verwendet.

ST4/74 ST4/74

Substrate LT2 Biolog aerob anaerob
Succinic Acid 1 1 0
L-Aspartic Acid 1 1 0
L-Proline 1 1 0
D-Alanine 1 1 0
Glycerol 1 1 0
D,L-a-Glycerol-Phosphate 1 1 0
L-Lactic Acid 1 1 0
D-Mannitol 1 0,5 1
L-Glutamic Acid 1 1 0
D,L-Malic Acid 1 1 0
Tween 20 1 0,5 0
L-Rhamnose 1 0 1
Acetic Acid 1 0,5 0
a-D-Glucose 1 0,5 1
L-Asparagine 1 1 0
D-Aspartic Acid 1 0,5 0
Tween 40 1 1 0
L-Glutamine 1 0,5 0
Tween 80 1 1 0
Glycyl-L-AsparticAcid 1 1 0
Citric Acid 1 1 0
Fumaric Acid 1 1 0
Bromo SuccinicAcid 1 1 0
Propionic Acid 1 1 0
Glycyl-LGlutamicAcid 1 1 0
TricarballylicAcid 1 0,5 0
L-Threonine 1 0,5 0
L-Alanine 1 0,5 0
L-Alanyl-Glycine 1 1 0
Mono MethylSuccinate 1 1 0
L-Malic Acid 1 1 0
1 1 0

Glycyl-L-Proline
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P-HydroxyPhenyl AceticAcid 1 1 0
M-HydroxyPhenyl AceticAcid 1 0
Tyramine 1 0
Glucuronamide 0,5 1 0
D-Raffinose 0 1 0
5-Keto-DGluconicAcid 0,5 0,5 0
D-Lactic AcidMethyl Ester 0,5 0,5 0
Melibionic Acid 1 1 0,5
Succinamic Acid 0 0,5 0
L-Alaninamide 0 0,5 0
L-Arginine 0 0,5 0
Glycine 0 0,5 0
L-Histidine 0 0,5 0
L-Ornithine 0 0 1
D,L-Carnitine 0 0 0,5
CRP 35 -10
— | |
- e Pyary 1(60 bp) |
[ Pourv 2 (59bp) | o

)

| -10
I CRP

| Puaczs (82p) |

[ P, (48bp)

Molar excess

e e b o

[

CRP 73|5 71|O gatR
[ Puona(52bp) |
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Abbildung A 20: Lokalisierung der GatR-Zielsequenz. Uberexprimiertes GatR-His6-Protein wurde aus dem Stamm ST4/74
AaraA aufgereinigt und mit den Fragmenten Pgqy x inkubiert. Putative -35- und -10-Regionen sind auf den drei
Promotorbereiche der Gene gatY, gatZ und gatR aufgetragen. cAMP-CRP-Bindungsstellen sind als schwarze Box
angedeutet. Fragmente, die von GatR gebunden wurden, sind grau unterlegt. WeiRe Fragmente wurden nicht von GatR
gebunden.
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