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1. Einleitung

Thema dieser Arbeit sind bakterielle Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain contai-
ning-proteins (Tcps). Es handelt sich dabei um eine neue Klasse putativer bakterieller
Virulenzfaktoren, die erstmalig flir das Pyelonephritisisolat Escherichia coli CFT073
beschrieben wurde. Das Tcp von E. coli CFT073 (TcpC) enthélt eine zur TIR Doméne
von Toll-like Rezeptoren (TLRs) homologe Struktur. Durch TcpC ist das Pathogen in
der Lage, direkt in die durch TLRs organisierte Immunantwort einzugreifen. Das Patho-
gen schwacht auf diese Weise die angeborene Immunabwehr und steigert seine Virulenz
[1]. In dieser Arbeit werden Aufbau, genetische Variabilitdt und Funktion der Tcps von
E. coli (TcpC), Enterococcus faecalis Symbioflor 1 (TcpF) und Leuconostoc mesentero-
ides (TcpM) untersucht.

1.1 E. coli, E. faecalis und L. mesenteroides

E. coli ist ein gramnegatives, sporenloses, peritrich begeiReltes und deshalb bewegliches
Stabchen. Es wurde erstmals 1885 von Theodor Escherich beschrieben. E. coli findet
sich regelméaRig im Darm von Warmblitern und fungiert daher als klassischer Fakalin-
dikator. E. coli kann sowohl zu extraintestinalen Infektionen sowie zu intestinalen In-
fektionen fihren. Intestinale Infektionen gehen mit zum Teil schwerer Diarrho einher.
Man unterscheidet Enteropathogene (EPEC), Enterotoxinbildende (ETEC), Enteroinva-
sive (EIEC) und Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC) [2]. Haufige extraintestinale
Infektionen sind Harnwegsinfekte (HWIs) wie Zystitis und Pyelonephritis. Es handelt
sich vorwiegend um Schmierinfektionen aus der Analregion mit Kontamination des
Ostium urethrae. Die Uropathogenen E. coli (UPEC) besitzen P-Fimbrien, mit denen sie
sich spezifisch an das Epithel der harnableitenden Wege haften. Besteht ein enger Kon-
takt konnen Hamolysine das Urothel schéadigen, wodurch eine Invasion der Bakterien
vorbereitet wird. E. coli ist Ausloser fir 70-90% der geschatzten 150 Millionen jahrlich
diagnostizierten Community-acquired HWIs und fir ca. 40% der nosokomial erworbe-
nen HWIs [3]. Der UPEC Stamm E. coli CFT073 wurde 1989 im University of Ma-
ryland Hospital als Verursacher einer Pyelonephritis isoliert und zeichnet sich durch
eine hohe Hamolyse bedingte Zytotoxizitat aus [4]. Das Genom von E. coli CFT073 ist
vollstandig sequenziert [5] und grenzt sich von nicht pathogenen E. coli durch pathoge-
nicity islands (PAI), DNA-Bausteine, die fur Virulenzfaktoren kodieren, ab [6].
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E. faecalis sind grampositive, Katalase-negative, nicht Sporen bildende, fakultativ anae-
robe Bakterien, die Bestandteil der natirlichen Darmflora von Mensch und Tier sind.
Sie liegen einzeln oder in Ketten vor. Enterokokken sind bei einem pH-Wert von 4,5-10
und hohen NaCl Konzentrationen (berlebensfahig. Sie zahlen zur Familie der
Enterococcaceae und kénnen Bacteriocine bilden [7]. Friiher ging man davon aus, dass
Enterokokken keinerlei humanpathogenes Potential besitzen. Heute wei3 man jedoch,
dass Enterokokken verschiedene Erkrankungen verursachen kénnen. E. faecalis und
Enterococcus faecium sind die dabei am haufigsten isolierten Enterococcus Arten.
Enterokokken Infektionen wurden als Ausloser von HWIs, Hepatobiliarer Sepsis, En-
dokarditis, chirurgischen Wundinfektionen, Bakteridmie und neonataler Sepsis be-
schrieben [8]. Innerhalb der letzten zehn Jahre sind Enterokokken zum zweithaufigsten
Verursacher von Wundinfektionen und HWIs sowie zum dritthdufigsten Verursacher
von Bakteridmien avanciert [9]. Insbesondere bei nosokomialen Infektionen nehmen
Enterokokken an Bedeutung zu. In den USA gehen schatzungsweise 12% aller noso-
komialen Infektionen auf Enterokokken zurlck [10]. Gleichzeitig gewinnt die Entwick-
lung von Antibiotikaresistenzen zunehmend an Bedeutung. Seit 1972 findet das Glyko-
peptid-Antibiotikum Vancomycin klinische Verwendung. 15 Jahre spéter wurden erst-
mals Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) beschrieben. Die National Nosoco-
mial Infections Surveillance (NNIS) dokumentierte in den Vereinigten Staaten zwischen
1989 und 1993 einen Anstieg von VRE von 0,3% auf dann 7,9% [11]. Fir die Ausbrei-
tung von Antibiotika Resistenzen kommt erschwerend hinzu, dass Enterokokken durch
horizontalen Gentransfer in der Lage sind, die Vancomycin Resistenz an andere Bakte-
rienarten weiterzugeben [10]. Neben ihrer Bedeutung in der Medizin als Krankheitser-
reger werden Enterokokken auch als Starterkulturen in der Lebensmittelindustrie und
als probiotische Kulturen eingesetzt. Dieser vermeintliche Gegensatz von pathogener
und probiotischer Wirkung erklért sich durch Variabilitat im Genom von Enterokokken.
Beim genetischen Vergleich des probiotischen Stammes E. faecalis Symbioflor 1 mit
dem klinischen Isolat E. faecalis V583 [12] konnte neben weitestgehender Syntenie ein
genetischer Verlust beim probiotischen Stamm dokumentiert werden. Das deletierte
genetische Material beinhaltet Sequenzen von beschriebenen Virulenzfaktoren: Zytoly-
sin, Enterokokken Oberflachenprotein, Gelatinase, Hyaluronidase und das Bacteriocin
AS-48 [13]. Der Stamm E. faecalis Symbioflor 1 wird von dem Unternehmen Symbi-

opharm (Herborn) vertrieben und wird bei der Behandlung von chronischen Sinusitiden
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und Bronchitiden eingesetzt [14]. Dieser attenuierte Stamm wurde im Rahmen der hier
veroffentlichten Studie verwendet [15].

L. mesenteroides sind grampositive Bakterien aus der Gattung Lactobacillus. Sie sind
Katalase-negative, fakultativ anaerobe, nicht Sporen bildende und unbewegliche Orga-
nismen. Sie treten als einzelne Kokken, Diplokokken oder auch in kurzen Ketten auf. L.
mesenteroides ist in der naturlichen Umwelt weit verbreitet und findet in der Lebens-
mittelindustrie als Starterkultur fur Milchprodukte breite Verwendung. Durch Milchséu-
regarung kommt es zu einer Reduktion des pH-Wertes. Dieser saure pH-Wert verhin-
dert das Wachstum schadlicher Bakterien, die um die vorhandenen Zucker konkurrieren
[16]. Aulerdem ist L. mesenteroides in der Lage, Bacteriocine zu bilden [17]. 1985
wurden erstmalig Leuconostoc spp. aus Blutkulturen isoliert und als humanpathogen
beschrieben [18]. Spater konnten Leuconostoc spp. in Einzelfallen bei Bakteriamie [19],
Meningitis [20], Brustabszess [21], Peritonitis [22], Abdominalabszess [23] und noso-
komialen HWIs [24] isoliert werden.

1.2 TLRs

TLRs nehmen eine zentrale Rolle bei der Organisation des angeborenen Immunsystems
ein. Es handelt sich um evolutionér bedingt konservierte Rezeptoren, die sich auf Im-
munzellen sowie nicht-Immunzellen finden [25]. TLRs zéhlen zur Familie der pattern-
recognition-receptors (PRRs). Deren Aufgabe ist es, Pathogene anhand von Pathogen-
spezifischen Molekilen zu detektieren. Man spricht von pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs). Dazu zdhlen bakterielle und virale PAMPs sowie PAMPs von Pilzen
und Protozoen. Im humanen und murinen Bereich sind derzeit insgesamt 13 TLRs be-
kannt. TLR1 bis TLR9 sind gleichermallen in Mensch und Maus existent, wohingegen
TLR10 nur fur den Menschen und TLR11 bis TLR13 nur flr die Maus beschrieben
wurden [26]. Eine Aufstellung von TLRs und entsprechenden PAMPs findet sich in
Tabelle 1-1. Neben exogenen Liganden kdnnen auch endogene Liganden TLRs aktivie-
ren. Hierzu zdhlen damage-associated molecular patterns (DAMPs), die bei Verlust der
Zellintegritat im Rahmen von Infektion oder Ischdmie freigesetzt werden kénnen [27].
TLR3 wird beispielsweise durch endogene mRNA aktiviert. Auf diese Weise wird eine

inflammatorische Reaktion auch bei Zelluntergangsprozessen wie
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TLR Vorkommen | Lokalisation Naturliche Liganden Korezeptoren | Adapter Transkriptionsfaktor
TLR1 Mensch, Plasmamembran | Triacyl-Lipopeptide (Bakterien | Heterodimer Mal, MyD88 | NFxB
Maus (Zelloberflache) | und Mykobakterien) mit TLR2
TLR2 Mensch, Plasmamembran | Di- und Triacyl-Lipopeptide TLR1, TLR6, Mal, MyD88 | NFxB
Maus (Zelloberflache) | (Bakterien und Mykobakterien) | CD36, RP105,
TLR10
TLR3 Mensch, Endosom sSRNA virus (West-Nil-Virus TRIF NF«B, IRF3,7
Maus (WNV)), dsRNA virus (Reovi-
rus), Respiratorischer Synzytial-
Virus (RSV)
TLR4 Mensch, Plasmamembran | LPS (gramnegative Bakterien), | MD2, CD14, Mal, MyD88, | NFkB, IRF3,7
Maus (Zelloberflache) | Mannan (Candida), Glycoinosi- | LBP, RP105 TRAM, TRIF
tolphospholipide (Trypanoso-
ma), Capsidproteine (RSV)
TLR5 Mensch, Plasmamembran | Flagellin (Flagellen tragende MyD88 NF«B
Maus (Zelloberflache) | Bakterien)
TLR6 Mensch, Plasmamembran | Diacyl-Lipopeptide (Myko- Heterodimer Mal, MyD88 | NFxB
Maus (Zelloberflache) | plasmen), LTA (Streptokok- mit TLR2
kus), Zymosan (Saccharomy-
ces)
TLR7 Mensch, Endosom sSRNA Viren (Vesicular Stoma- MyD88 NF«B, IRF7
Maus titis Virus (VSV), Influenzavi-
rus)
TLRS8 Mensch, Endosom sSRNA von RNA Viren MyD88 NF«B, IRF7
Maus
TLR9 Mensch, Endosom dsDNA Viren (Herpes simplex MyD88 NFkB, IRF7
Maus Virus (HSV)), CpG Motive von

Bakterien und Viren, Hemozoin
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TLR Vorkommen | Lokalisation Naturliche Liganden Korezeptoren | Adapter Transkriptionsfaktor
(Plasmodium)
TLR10 | Mensch Plasmamembran | Triacyl-Lipopetide Heterodimer MyD88 ?
(B-Zellen) mit TLR2
TLR11 | Maus Plasmamembran | Uropathogene Bakterien, Profi- | ? ? ?
lin-ahnliches Protein (Toxo-
plasma gondii)
TLR12 | Maus Plasmamembran | (Toxoplasma gondii) ? ? ?
TLR13 | Maus Endosom Bakterielle RNA ? ? ?
Tabelle 1-1: TLR Zusammenfassung [25], [26], [30]-[37]

Die Tabelle zeigt die fir Mensch und Maus bekannten TLRs (TLR1 bis TLR13) mit ihren Eigenschaften bezlglich Loka-
lisation und Signaltransduktion. Die TLR-Signaltransduktionswege unterscheiden sich durch ein unterschiedliches Spekt-
rum an natdrlichen Liganden, den an der Ligandenbindung involvierten Rezeptoren (TLRs, Korezeptoren), den Adapter-
molekilen (MyD88, Mal, TRAM und TRIF) und den in der Folge aktivierten Transkriptionsfaktoren (NFxB, IRF3,

IRF7).
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der Zellnekrose hervorgerufen [34]. Nach Antigenkontakt induzieren TLRs inflammato-
risch wirksame Zytokine. Chemokine rekrutieren Immunzellen durch Chemotaxis zum
Inflammationsfokus. TLRs sind demnach flr die Initiierung der inflammatorischen Re-
aktion verantwortlich. Zudem wirken sie modifizierend auf das adaptive Immunsystem

in Form von B- und T-Zellen ein [35].

1.2.1  Struktur und Lokalisation von TLRs

TLRs sind glykosylierte Typl Transmembranproteine. Der extrazellulér befindliche N-
Terminus ist durch sich wiederholende Leucin-reiche Regionen gekennzeichnet, soge-
nannte leucine-rich repeats (LRRS). Es liegen zwischen 16 bis 28 LRRs vor, die jeweils
aus 20-30 Aminosauren mit dem Motiv LxxLxLxxN aufgebaut sind. Die LRRs sind
stark, aber nicht durchgehend glykosyliert. Man vermutet heute an den nicht glykosy-
lierten Stellen der LRRs den Interaktionsbereich fur die Liganden. Der extrazellulére
Teil von TLRs wird als Ektodomane und der intrazellulare Teil als Endodomane be-
zeichnet. Der intrazelluldre befindliche C-Terminus enthélt die TIR Domane. Sie ist
Ausgangspunkt des Signaltransduktionsweges, der zur Transkription inflammatorischer
Gene fuhrt [25], [28]-[31]. TLRs finden sich in unterschiedlichen Zellkompartimenten.
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR11 liegen als Transmembranproteine in der
Zellmembran, wohingegen TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 in der Membran von Zellor-
ganellen wie dem Endolysosom oder dem Endoplasmatischen Retikulum zu finden sind
[25], [36].

1.2.2  Signaltransduktion der TLRs

Die Signaltransduktion an TLRs beginnt mit der Erkennung eines Liganden. Bei der
Bindung des Liganden kommt es zur Homo- oder Heterodimerisierung zweier TLRs.
Fur TLR3 konnte die Bildung eines Homodimers nachgewiesen werden [37]. TLR2
bildet mit TLR1 oder TLR6 einen Heterodimer [38]. Anhand des Toll Proteins von
Drosophila melanogaster konnte der Ligandenbindungsmechanismus und die anschlie-
Rende Signalinitiierung beschrieben werden. Sofern die Ektodoméane von Toll nicht an
einen Liganden gebunden ist, liegt sie als Monomer oder als instabiles Dimer bei einer
Gleichgewichtskonstante um 2uM zu Gunsten des Dimers vor [39]. Mit Bindung an den

Toll Liganden Spatzle wird die Toll Dimerisierung gelost und es bildet sich ein 1:1
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Komplex zwischen Spéatzle und der Ektodomane. Bei der Rekrutierung eines zweiten
Rezeptormolekiils zeigt sich ein negativer kooperativer Effekt, der auf Konformations-
anderungen des Rezeptors schlielen lasst [40]. Die beiden Rezeptormolekiile kdnnen
durch die Konformationsédnderungen nun ein stabiles Dimer bilden. Es entsteht ein 2:1
Komplex. Die Dimerisierung erstreckt sich dabei Uber Ekto- und Endodomaéne. Die
Konformationsédnderungen ermdoglichen es den TIR Doménen in Wechselwirkung zu
treten und einen TIR-TIR Komplex auszubilden, der sich durch veranderte Oberfla-
cheneigenschaften auszeichnet (Abbildung 1-1). Als Folge entsteht ein Angriffspunkt
fur die TLR Adapter. Der TIR-TIR Komplex bildet somit die Schnittstelle zwischen

extrazellul&rer Ligandenbindung und nachgeschalteter Signalkaskade [41].

Toll Toll  Spatzle 1:1 Conformational 2:1
monomer dimer c106 complex changes complex
LRR
Blocki1
Block2

Adaptor
binding site

Abbildung 1-1: Ligandenbindungsmechanismus und Signalinitiierung von Toll
[41]

1.2.3 TIR Domane

Bisher wurden 25 humane Proteine identifiziert, die eine TIR Domane enthalten. Sie
lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe bilden die Typ | Transmembr-
anrezeptoren. Dazu zahlen die TLRs und die Familie der Interleukin-1 Rezeptoren (IL-
1R). Die zweite Gruppe bilden die TLR Adapter: Mal (MyD88 Adapter-like), MyD88
(Myeloid differentiation primary response gene 88), SARM (sterile a- and armadillo-
motif-containing protein), TRAM (TRIF-related adaptor molecule) und TRIF (TIR-
domain-containing adaptor inducing IFN-5). Proteine, die TIR Domanen enthalten,
finden sich auch in Bakterien, Viren und Pflanzen, wo sie Entwicklungsprozesse und
die Infektabwehr organisieren. Man geht heute davon aus, dass es sich bei der TIR Do-
méne um eine generelle Protein-Protein Interaktionsplattform handelt, die sich im Laufe

der Evolution beim Menschen auf die Organisation der Immunantwort spezialisiert hat

7



-EINLEITUNG-

[42]. Bisher wurde die Molekulstruktur der TIR Doménen von TLR1 und TLR2 be-
schrieben. Die TIR Doménen sind zwischen 135 und 160 Aminoséuren lang und beste-
hen aus 5 parallel angeordneten B-Faltblattern, die von 5 a-Helices ummantelt werden.
Die Aminoséduresequenzen der TIR Doménen weisen Varianten auf. Sie sind lediglich
zu 20-30% identisch in [43]. In drei Bereichen (Box1, Box2, Box3) konnte jedoch ein
hoher Konservierungsgrad beobachtet werden. Box1 enthdlt die Signatursequenz
(F/'YDAF-Y) aller TLRs. Innerhalb der Box 2 (G-LC-RD-PG) findet sich die BB-
Peptidkettenschleife (BB-Loop). Die Bezeichnung BB beschreibt die Lage des BB-
Loops in Bezug zu den umgebenden Sekundarstrukturbestandteilen. a-Helices und B-
Faltblatter werden in alphabetischer Reihenfolge bezeichnet. Die erste a-Helix ist aA
und die zweite a-Helix ist aB usw. Entsprechendes gilt fiir die B-Faltblatter. Die Loops
werden entsprechend ihrer Lage zwischen a-Helices und p-Faltblattern bezeichnet. Der
BB-Loop liegt zwischen der 2. a-Helix und dem 2. B-Faltblatt. Fir den BB-Loop konnte
nachgewiesen werden, dass er essentiell fiir die TLR4 Signaltransduktion ist. Innerhalb
des BB-Loops gibt es ein konserviertes Prolin. Bei einer Punktmutation im TLR4-Gen,
bei der das Prolin durch Histidin ersetzt ist, verlor der TLR4 die Fahigkeit, eine Antwort
auf Lipopolysaccharid (LPS) auszultésen [44]. In Box 3 (FW) befinden sich Aminoséu-
ren, die fur die Signaltransduktion notwendig sind. Ein weiterer Loop, der fur die Sig-
naltransduktion ausschlaggebend ist, ist der DD-Loop. Es wurde nachgewiesen, dass die
Heterodimerisierung zwischen TLR1 und TLR2 auf der Interaktion des DD-Loops von
TLR2 und des BB-Loops von TLR1 beruht [45]. Gegenwaértig wird davon ausgegangen,
dass die Wechselwirkung zwischen BB- und DD-Loop Grundlage fiir die Bildung des
TIR-TIR Komplexes ist. Der TIR-TIR Komplex bildet den Angriffspunkt fir die Inter-
aktion mit den TLR-Adaptermolekiilen [46].

1.3 TLR-Adapter

Insgesamt gibt es vier TLR-Adaptermolekile mit positivem regulatorischem Effekt fur
die TLR-Signalkaskade: MyD88, Mal, TRIF und TRAM. Wobei Mal auch als TIRAP,
TRIF auch als TICAM-1 und TRAM auch als TICAM-2 bezeichnet werden (Tabelle
1-2). TIR-TIR Komplexe der TLRs sind entweder in der Lage MyD88 oder TRIF zu
rekrutieren. Daher lassen sich die Signaltransduktionswege in MyD88- oder TRIF-
abhéngig unterteilen. TRAM und Mal fungieren als Kopplungsglied zwischen TIR-TIR
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Komplex und TLR-Adapter. TRAM und Mal werden daher als Briickenadapter be-
zeichnet [46].

Bezeichnung Aquivalent Typ Signalweg

MyD88 Adapter TLR1-2,TLR4-9

Mal TIRAP Brickenadapter | TLR1-2,TLR4,TLR6
TRIF TICAM-1 Adapter TLR3-4

TRAM TICAM-2 Brickenadapter | TLR4

Tabelle 1-2: TLR Adapter

13.1 MyD88

MyD88 ist durch eine N-terminale death domain (DD) und eine C-terminale TIR Do-
méane charakterisiert, die tiber eine intermediate domain (ID) verbunden sind. Ahnlich
wie bei der Interaktion des Heterodimers von TLR1 und TLR2 resultiert die Interaktion
von TLR2 und MyD88 aus der Wechselwirkung des DD-Loops von MyD88 und des
BB-Loops von TLR2 [47]. Bei der MyD88 abhangigen Signalkaskade (Abbildung 1-2)
kommt es zur Rekrutierung diverser intrazellulérer Proteine an dessen Ende die Aktivie-
rung des inhibitor of NFxB (IxkB) kinases (IKK) Komplexes steht. Der IKK Komplex
setzt sich aus der regulatorischen Untereinheit NFxB essential modulator (NEMO) und
den zwei katalytischen Untereinheiten IKKa und IKKp zusammen [48]. Der aktivierte
IKK Komplex phosphoryliert IkB. IkB liegt an das NFkB Dimer gebunden im Zyto-
plasma vor, was als IkB-Komplex bezeichnet wird. Die Phosphorylierung flhrt zur Dis-
soziation von NFxB und zum proteosomalen Abbau von IkB [49]. NFkB, das aus den
Untereinheiten p50 und p65 besteht, wird im Zytoplasma freigesetzt. p50 ist fiir die Bil-
dung des Dimers und die Anlagerung an IxB verantwortlich. Uber p65 erfolgt die Wir-
kung als Transkriptionsfaktor im Zellkern. Vom Zytoplasma wird NFkB in den Nucleus
transloziert. Dort bindet NFkB an NFkB spezifische Gensequenzen und leitet deren
Transkription ein, wodurch proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6) oder
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) gebildet werden [46], [49]. Ein weiterer Transkriptions-
faktor, der neben NFkB aktiviert werden kann ist activator protein-1 (AP-1). Die Akti-
vierung erfolgt tiber den MAP-Kinase-Weg. Wie auch NFkB spielt AP-1 bei der Induk-

tion von inflammatorisch wirksamen Genen eine zentrale Rolle [46].
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TLR7 Yl R7 TLR1
IL-1RI IL-1RACP TLRS TLRS o TLR® TLR8 TLR2 TLR4 TLR4 TLR3 TLR3
L TLRS ILHB plasma membrane

cytoplasm

< Preinflammatory cytoknes.
\/ Nucleus

Abbildung 1-2: TLR Signaltransduktionswege fiuihren zur Aktivierung von NFkB
und AP-1 [46]

132 Mal

Mal ist der Briickenadapter innerhalb des MyD88 abhéngigen Signaltransduktionswe-
ges und spielt bei der Signalkaskade von TLR1, TLR2, TLR4 und TLR6 eine zentrale
Rolle. Die Funktionsweise von Mal wurde erstmals fir TLR4 beschrieben. Die TIR
Doménen von TLR4 und MyD88 treten nicht in direkten Kontakt, sondern interagieren
indirekt Uber Mal. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die elektrische Oberflachenla-
dung der TIR Doménen von TLR4 und MyD88 groltenteils negativ ist. Die Oberfla-
chenladung der TIR Domane von Mal ist hingegen groRtenteils positiv. In Folge dessen
kann Mal die sich sonst abstoRenden TIR Domanen von TLR4 und MyD88 uber seine
eigene TIR Domane zusammenflgen [47]. Im Gegensatz zu MyD88 besitzt Mal keine
DD-Doméne aber eine Bindungsdoméne fur Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
(PIP2). PIP2 ist eine Strukturkomponente der Plasmamembran. Uber diese Doméane
kann Mal mit PIP2 interagieren und die Rekrutierung von MyD88 an die Plasmamemb-
ran erleichtern [50], [51].
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1.33 TRIF

Die TLR3 Signalubertragung erfolgt einzig mit TRIF, wohingegen sie an TLR4 sowohl
MyD88 als auch TRIF abhéngig erfolgt (Abbildung 1-3). TRIF bildet einen Rezeptor
Komplex, der aus der TRAF-family-member-associated NFkB activator (TANK)-
binding kinase 1 (TBK1), dem IKKe und IRF3 besteht [52]. Innerhalb dieses Komple-
xes kommt es zur Phosphorylierung von IRF3 durch TBK1 und IKKe. IRF3 wird somit
aktiviert, transloziert in den Zellkern und induziert an IFN-stimulated response elements
(ISREs) die Transkription von IFNa und IFNP [53]. Entsprechend zu IRF3 kommt es
auch zur Aktivierung von IRF7 und IRF5. Anders als bei IRF3 und IRF7 fuhrt die Akti-
vierung von IRF5 zur Induktion von IL-6, IL-12 und TNFa [46], [54].

TLRSU

k2

NN
TLRT TLR?
TLR3 TLR4 TLR4 or or TLR9 TLRS
TLRB TLRS plasma membcane
= Ll.H_'
: &
E)O

® l

TRAF6

\ cytoplasm

Proinflammatory cytokines Type | IFNs; IFNs; eg
eg. I8, IL-12, TNFa eg IFNa IRF1 IFNB

A 1
v B v | v | .
:IRF3 Nucleus
[JSRE_J—L ISRE ISRE ISRE [ISRE_]

Abbildung 1-3: TLR Signaltransduktionswege fuhren zur Aktivierung von IRFs
[46]

MyD88

y

-—

134 TRAM

TRAM ist der Briickenadapter im TRIF abhdngigen Signaltransduktionsweg. TRAM
nimmt jedoch nicht an der Rekrutierung von TRIF durch TLR3, sondern nur durch
TLRA4 teil. TLR3 interagiert direkt mit TRIF. TLR4 interagiert indirekt tber TRAM mit
TRIF. TRAM unterscheidet sich somit von den anderen TLR Adaptern und Brticken-
adaptern, die alle ein groferes Interaktionsspektrum besitzen [52], [55]. Wie im Fall von
Mal kann TRAM eine Verbindung zur Plasmamembran herstellen. Dies erfolgt jedoch

11



-EINLEITUNG-

nicht Gber eine PIP2 Bindungsdomane, sondern tiber N-Myristoylierung von TRAM.
Dabei handelt es sich um eine co- oder posttranslationale Modifikation, bei der der Fett-
saurerest Myristat an ein N-terminales Glycin angehangt wird. Uber die Myristoylie-
rung kann TRAM mit der Plasmamembran kommunizieren und stellt somit den Kontakt
fir TRIF zu dem sich in der Zellmembran befindlichen TLR4 Komplex her [56].

1.4 IL-6, TNF-a und Typ I Interferone

Am Ende der Signaltransduktion der TLRs steht die Transkription proinflammatorischer
Gene wie IL-6, TNF-a und Typ I Interferonen. Alle drei 16sen eine inflammatorische
Reaktion aus und modulieren die Immunantwort (siehe Abbildung 1-2, Abbildung 1-3).
IL-6 zahlt zur Familie der Interleukine. Interleukine wirken auf die Organisation der
Immunantwort und spielen insbesondere beim Ubergang der unspezifischen zur spezifi-
schen Immunreaktion eine entscheidende Rolle. IL-6 entfaltet seine Wirkung tber einen
Membran-gebundenen Rezeptor (IL-6R) und einen l6slichen Rezeptor (SIL-6R). Der
IL-6R findet sich unter anderem auf Hepatozyten, Endothel- und B-Zellen [57]. In der
Leber induziert 1L-6 die Produktion von weiteren Akut-Phase-Proteinen. Der Komplex
aus IL6 und sIL-6R wird durch das in der Zellmembran ubiquitar vorkommende Gly-
koprotein gp130 aufgenommen (IL-6-trans-signaling). Uber die Bindung an sIL-6R
entfaltet IL-6 seine Wirkung in einem groReren Zellspektrum [58]. In der akuten Phase
der Entzundungsreaktion kommt es zur Infiltration von neutrophilen Granulozyten.
Neutrophile Granulozyten bekdmpfen Pathogene durch Phagozytose und sterben rasch
ab. In der n&chsten Phase der Entzundungsreaktion werden die neutrophilen Granulozy-
ten durch Lymphozyten und Monozyten verdrangt. Diese Veranderung kennzeichnet
den Wechsel von angeborener zu adaptiver Immunantwort. Mit dem erhohten Auf-
kommen an neutrophilen Granulozyten steigt die Konzentration von sIL-6R durch das
Abschilfern des Membran-gebundenen Rezeptors. Dies fuhrt zu IL-6-trans-signaling im
umliegenden Gewebe, wodurch T-Lymphozyten angelockt werden. IL-6 wirkt auf T-
Lymphozyten antiapoptotisch, proliferativ sowie polarisierend und 16st bei Monozyten
die Differenzierung zu Makrophagen aus [59]. Zudem férdert IL-6 die Reifung von B-
Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen [60] und induziert als endogenes
Pyrogen eine zentrale Temperatursollwerterhéhung mit Fieber [57].

TNF-a ist ein multifunktionaler Signalstoff, der hauptsidchlich von Makrophagen ausge-

schuttet wird. Wesentliche Aufgabe von TNF-a ist die Organisation der Immunantwort.
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Seine Wirkung entfaltet TNF-a iiber die Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2. Die Effekte
von TNF-a sind denen von IL-6 &hnlich. TNF-o wirkt proliferativ auf T-Lymphozyten,
stimuliert Phagozytose bei Makrophagen und induziert Akut-Phase-Proteine sowie Fie-
ber [61].

Zu den Typ | Interferonen zahlen IFNa, IFNB und IFN®. Thre Wirkung 16sen sie iiber
den IFNa Rezeptor (IFAR) aus, der zur Aktivierung von IRFs fiihrt. Typ I Interferone
zeichnen sich durch eine antitumorale und antivirale Wirkung aus. Interferone kénnen
zum einen die Proteinsynthese der Wirtszelle inhibieren, wodurch die Replikations-
grundlage fir das Virus genommen wird. Zum anderen Idsen Interferone Apoptose in
mit Viren infizierten Zellen aus. Ein weiterer Wirkmechanismus besteht in der Hochre-
gulation von MHC | (major histocompatibility complex) und MHC Il Molekiilen sowie
der Aktivierung von Immunproteasomen. Uber MHC Molekiile werden Peptidfragmen-
te exponiert, die zuvor im Immunproteasom gespalten wurden. Anhand der Interaktion
von T-Zell-Rezeptor und Antigenprasentation durch die MCH Molekule erfolgt bei
korperfremden Peptidfragmenten die Aktivierung der T-Zellen. CD8 positive T-Zellen
erkennen MHC | gebundene Fremdpartikel und kénnen daraufhin die Apoptose der Zel-
le einleiten. CD4 positive T-Zellen erkennen MHC Il gebundene Fremdpartikel und
rekrutieren weitere Immunzellen. Mit dem Wissen um das antivirale Potential von Inter-
feronen, ist es nicht verwunderlich, dass TLRs, die virale DNA, RNA oder Hillproteine
erkennen, Interferone induzieren (siehe Tabelle 1-1) Interferone werden daher auch zur

Therapie viraler Erkrankungen eingesetzt [62], [63].

1.5 TLR-Signal Inhibitoren

1.5.1 Endogene TLR-Signal-Inhibitoren

Die TLR Signaltransduktion unterliegt auf Ebene der Adapter und Briickenadapter dem
Einfluss von Inhibitoren. Zu den endogenen Inhibitoren zéhlt MyD88s. Bei MyD88s
handelt es sich um eine Splicevariante von MyD88. Die Splicevariante ist im Vergleich
zu MyD88 kiirzer und enthélt keine ID Doméne. MyD88s wirkt als Sackgassenmolekiil,
das den MyD88 abhéngigen Signaltransduktionsweg inhibiert. Ein anderer bekannter
TLR Signal Inhibitor ist das sterile a- and armadillo-motif-containing protein (SARM).
SARM enthélt zwei sterile a motifs (SAMS) und eine TIR Domane. SARM st in der
Lage mit TRIF zu interagieren und verhindert damit die Aktivierung von IRFs und
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NFkB. Ob SARM direkt mit TRIF interagiert oder die Verbindung von TRIF mit einem
anderen Inhibitor vereinfacht, ist Gegenstand aktueller Diskussion [42], [46]. Weitere
endogene TLR Signal Inhibitoren sowie deren Inhibitionsmechanismus sind in Tabelle
1-3 aufgefuhrt.

Inhibitor Mechanismus

IRAK-M verhindert die Dissoziation von IRAK-
1/IRAK-4 von MyD88

IRF4 assoziiert mit MyD88 und verhindert
dadurch dessen Interaktion mit IRF5

MyD88s verhindert die Rekrutierung von IRAK-4

NS3/4A Serinprotease die TRIF spaltet und so
zum Abbau von TRIF fihrt, TLR3 indu-
zierte IRF3 und NFkB Aktivierung wird
inhibiert

PIASy Interaktion mit TRIF

RIP3 assoziiert mit RIP1 wund verhindert
dadurch die Interaktion von TRIF und
RIP1

SARM Interaktion mit TRIF

SHP-2 bindet an TBK1 und inhibiert TRIF ab-
hangige Signaltransduktion

SIKE verhindert die Interaktion von TBK1 und
IKKe mit TRIF und IRF3

SOCS1 beteiligt am Abbau von Mal

ST2 beteiligt an der Ablésung von Mal und
Myd88

TGF-p fuhrt zu Ubiquitinierung und proteosoma-
len Abbau von MyD88

TRAF1 TRIF l6st die Spaltung von TRAF1 aus,
ein Spaltungsfragment wirkt inhibitorisch
auf TRIF

TRAF4 beteiligt an der Ablésung von TRIF und
TRAF6

Tabelle 1-3: Endogene TLR Signal Inhibitoren [46]

1.5.2 Exogene TLR Signal Inhibitoren bakteriellen Ursprungs
Pathogene, die die beschriebenen Wirkungen von IL-6, TNF-o und Typ I Interferonen
unterbinden konnen, besitzen einen Selektionsvorteil. Die TIR Doméne als zentrale

Schnittstelle zwischen Pathogen-Detektion und Initiierung der Signalkaskade stellt da-
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bei einen erfolgsversprechenden Interventionspunkt dar. Die Intervention wird durch
Tcps der Pathogene ermdglicht. Der Mechanismus lasst sich als Mimikry auf molekula-
rer Ebene [64] beschreiben. Die kdérperfremden Tcps der Pathogene ahmen durch ihre
homologe TIR Domane korpereigene Tcps (TLRs, TLR Adapter) nach. Die kdrpereige-
nen Tcps sind nicht in der Lage zwischen korperfremder und korpereigener TIR Doma-
ne zu unterscheiden. Anders als die korpereigenen Tcps ermdglichen die koérperfremden
Tcps jedoch keine anschlieRenden Wechselwirkungen innerhalb der TLR Signalkaskade
oder leiten den Abbau korpereigener Tcps ein. Tcps von Pathogenen fungieren daher
innerhalb der Signalkaskade als Sackgassenmolekdle. Als Konsequenz kommt die Sig-
nalkaskade zum Erliegen und IL-6, TNF-a sowie Typ I Interferone kdnnen nicht ver-

starkt gebildet werden.

Bezeichnung Bakterium Mechanismus

TIpA Salmonella enterica | unbekannt

PATLP Paracoccus denitri- | kompetitive Bindung an MyD88 und
ficans TLR4

TcpC Escherichia coli kompetitive Bindung an MyD88

TcpB (Btpl)

Brucella melitensis

Bindung an MAL mit nachfolgendem
Abbau von MAL

YpTdp

Yersinia pestis

kompetitive Bindung an MyD88

TirS

Staphylococcus

unbekannt

aureus

Tabelle 1-4: Bakterielle Tcps

Ausgehend von einer in silico Genomanalyse wurde 2006 erstmalig ein bakterielles
Protein beschrieben, das eine zur TIR Doméne von TLRs und TLR Adaptern homologe
Struktur enthalt. Bei dem Protein handelt es sich um TIR-like protein A (TIpA) von
Salmonella enterica. Sequenzvergleiche zwischen TIpA, MyD88, Mal und TLR4 erga-
ben eine zu 28% identische Sequenz und einen hohen Konservierungsgrad in den Boxen
1 und 2. Fir TIpA konnte eine Reduktion des TLR4 und MyD88 abhdngigen NFxB
Signals nachgewiesen werden [65]. Im darauffolgenden Jahr wurde eine Arbeit tiber das
Tcp von Paracoccus denitrificans verdffentlicht (PdTLP). Es konnte gezeigt werden,
dass PATLP die TIR Doménen von TLR4 und MyD88 bindet und dadurch die NFkB
Aktivierung supprimiert. Zudem ist PdTLP das derzeit einzige bakterielle Tcp, dessen
Tertidrstruktur vollstandig bekannt ist [66], [67].
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In einer Veroffentlichung aus dem Jahr 2008 [1] wurden die Tcps des Uropathogenen E.
coli Stammes CFT073 (TcpC) und B. melitensis (TcpB) als neuartige Klasse von bakte-
riellen Virulenzfaktoren beschrieben. In vitro konnte gezeigt werden, dass beide Tcps
die TLR2 und TRL4 abhangige Aktivierung von NFkB verringern und die Bildung der
Zytokine I1L-6 und TNF-a herabsetzen. Zudem unterstiitzt TcpC das intrazellulire Uber-
leben von E. coli in Immunzellen. In vivo Experimente mit dem E. coli Stamm CFT073
und seiner TcpC Deletionsmutante (CFT073ATcpC) erbrachten schwerwiegendere Ge-
websdestruktionen im murinen Nierengewebe beim Wildtyp als bei CFT073ATcpC. In
einer epidemiologischen Untersuchung von HWIs bei Kindern zeigte sich, dass TcpC
mit der Schwere der Infektion assoziiert ist [1]. Spater wurde gezeigt, dass TcpC seinen
immunmodulierenden Effekt tber direkte Bindung an MyD88 generiert [68]. TcpC wird
von E. coli vermutlich tber ein Typ | Sekretionssystem sezerniert und von der Wirtszel-
le passiv aufgenommen. Mittels TcpC ist E. coli CFT073 in der Lage, noch vor dem
ersten Kontakt zwischen Bakterium und Gewebszelle die TLR abhangige Immunant-
wort im umliegenden Gewebe zu unterdricken [1], [68]-[70].
Untersuchungen zu Struktur und Funktionsweise von TcpB haben gezeigt, dass TcpB
Eigenschaften des TLR Adapters Mal imitiert. Die Aminosdauresequenzen von TcpB
und Mal sind zu 20% identisch und zu 53% aus kompatiblen Aminosduren aufgebaut.
Wie Mal besitzt auch TcpB eine Bindungsdomaéne fur PIP, mit der eine drtliche Bezie-
hung zu den TLR Rezeptor Komplexen an der Plasmamembran hergestellt werden
kann. TcpB ist in der Lage, die durch Mal induzierte NFkB Aktivierung zu unterdri-
cken. Es wurde zunéchst spekuliert, dass der immunmodulierende Effekt von TcpB auf
einer Interaktion von MyD88 beruht [71]. Untersuchungen zeigten jedoch, dass TcpB
nicht mit MyD88, sondern mit Mal selbst interagiert und dessen Abbau, womdglich
durch indirekte Ubiquitinierung, stimuliert [67], [72].
Bei YpTdp handelt es sich um das Tcp von Yersinia pestis. Es wurde gezeigt, dass Yp-
Tdp die NFkB Aktvierung inhibiert und in der Lage ist, MyD88 zu binden [73]. Es ist
bemerkenswert, dass die C-terminale TIR Doméne alleine keinen solchen Effekt zeigt,
sondern das vollstdndige Protein fir die Funktion benétigt wird. Die Funktion, die die
N-terminale nicht-TIR Doméne von YpTdp erfillt, bleibt derzeit jedoch unklar. In vivo
Infektionsversuche mit Y. pestis und der YpTdp Deletionsmutante erbrachten keine
Hinweise fiir eine Abschwachung der Virulenz bei der Deletionsmutante [73], [67].
Den ersten Beitrag zu diesem Thema fir ein grampositives Bakterium beschreibt das
Tcp von Staphylococcus aureus (TirS). Fir TirS konnte gezeigt werden, dass es die
16
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MyD88 und Mal abh&ngige NFxB-Aktivierung inhibiert. Inkubation von TLR2 trans-
fizierten HEK293 Zellen mit dem Wildtyp Stamm S. aureus MSSA476, der Deletions-
mutante oder der Komplementante erbrachten eine erhéhte NFkB-Aktivitat bei der De-
letionsmutante, wobei der Effekt bei physischer Trennung von Bakterien und HEK293
Zellen persistierte. Im systemischen Maus-Infektionsmodell konnte nach Bakteridamie
eine erhohte Akkumulation des Wildtyps gegeniiber der Deletionsmutante in Niere,
Milz, Gehirn und Leber festgestellt werden, sodass TirS fir S. aureus als Virulenzfaktor
fungiert [74].

1.6 Fragestellung der Doktorarbeit

Anhand des Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) des National Center for
Biotechnology Information (NCBI: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) konnten im Genom
von E. faecalis Symbioflor 1 und L. mesenteroides zwei bisher nicht beschriebene
Gene, die fur Proteine mit TIR Doménen kodieren, identifiziert werden. In Anlehnung
an die bereits bekannten bakteriellen Tcps wurden sie als TcpF (E. faecalis) und TcpM
(L. mesenteroides) bezeichnet. Die bisher bekannten Tcps stammen vorwiegend von
gramnegativen Bakterien (S. enterica, P. denitrificans, E. coli, B. melitensis und Y.
pestis). Neben TirS von S. aureus zéhlen TcpF und TcpM zu den bisher einzigen Tcp
Vertretern von grampositiven Bakterien. In dieser Arbeit wurden TcpC, TcpF und
TcpM auf ihre genetische Variabilitat, Struktur und Funktion untersucht und verglichen.
Dazu wurden mehr als 200 HWI Isolate anhand von PCR auf die Anwesenheit von
TcpC und TcpF untersucht und die Tcp positiven Isolate sequenziert. Zusatzlich wurden
die Antibiotikaresistenzen der HWI Isolate und bei Vorliegen von Mischinfektionen die
Infektionspartner bestimmt sowie die Haufigkeit der Tcps bei HWI Isolaten mit der von
Kommensalen verglichen. Die Unterdriickung des NFxB-Signals und die Produktion
von IL-6/ TNF-o in Abhédngigkeit von TcpC, TcpF und TcpM wurden in vitro
bestimmt, um die Fahigkeit zur TLR Signalsuppression zu untersuchen.
Strukturmodelle der Tcps wurden anhand von in silico Analysen generiert und

ermoglichen  Rickschlisse auf die Funktionsweise der bakteriellen  Tcp.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Ausstattung und Materialien

211 Gerate
Name Hersteller
Agfa Curix 60 Agfa, Mortsel, BEL
Biofuge pico Heraeus, Hanau
Bio-Plex® 200 Bio-Rad, Miinchen
Consort E802 Powersupply Consort, Turnhout, BEL
Gel-Doc™ XR+ System Bio-Rad, Miinchen
Geneamp PCR 2400 System Perkin Elmer, Waltham USA
Lmax Luminometer Molecular Devices, Sunnyvale USA
Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau
MicroPulser ™ Elektroporator Bio-Rad, Miinchen
MTS4 Schuttler IKA, Staufen
Multiblot Transfergerat Micro-Bio-Tec Brand, GieRen
Nanodrop 1000 Thermo Fisher, Waltham, USA
SDS-PAGE Gelkammer Bio-Rad, Munchen
Steri-Cult 200 Inkubator Heraeus, Hanau
Sterikult 200 CO,-Inkubator Heraeus, Hanau
Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg
Vakuumpumpe Vacuubrandt GmbH, Wertheim
Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia USA
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg

Tabelle 2-1: Gerate
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2.1.2  Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

1,5ml Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Amersham Hypercassette

GE, Chalfont St. Giles, GB

Amersham Hyperfilm ECL

GE, Chalfont St. Giles, GB

Amicon® Ultra-15, 10kDA

Millipore, Merck, Darmstadt

BBL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test

Discs

Immobilon®-P Transfer Membran

BD, Heidelberg

Millipore, Merck, Darmstadt

Kryordhrchen 1,2ml

MicroPulser™ Elektroporationskiivet-
te 0,1cm

Corning, Corning USA

Bio-Rad, Miinchen

Polpropylen Zellkulturschalen

Greiner, Frickenhausen

Tabelle 2-2: Verbrauchsmaterial

2.1.3 Chemikalien und andere Reagenzien

Name

Hersteller

1Kb Plus DNA Ladder

Invitrogen, Carlsbad USA

6-Aminohexansaure

Roth, Karlsruhe

Agarose

Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Roth, Karlsruhe

Ampicillin (Amp)

Roth, Karlsruhe

Anhydrotetrazyklin (AHT)

IBA, Gottingen

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Hamburg

Bromphenolblau (BPB)

Merck, Darmstadt

CacCl

Roth, Karlsruhe

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs)

Invitrogen, Carlsbad USA
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Name

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol (EtOH)

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Hamburg

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Hamburg

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Hamburg

Fetal Bovine Serum (FKS)

PAA Laboratories, GE Healthcare, Little
Chalfont GB

Glycerin

Sigma-Aldrich, Hamburg

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Hamburg

Kanamycin (Kan)

Sigma-Aldrich, Hamburg

Lipofectamin™ 2000

Invitrogen, Carlsbad USA

Methanol Sigma-Aldrich, Hamburg
MgCl, Invitrogen, Carlsbad USA
NaCl Sigma-Aldrich, Hamburg
NaOH Sigma-Aldrich, Hamburg

Natriumacetat

Sigma-Aldrich, Hamburg

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Hamburg

PamsCys-SKKKK

EMC microcollections GmbH, Tlbingen

Penicillin-Streptomycin 100x

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham USA

Pierce ECL Western Blotting Substrat

Thermo Fischer, Waltham USA

Polyacrylamid (PAA)

Sigma-Aldrich, Hamburg

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Bio-Rad, Miinchen

Tris-Acetat Sigma-Aldrich, Hamburg
Tris-HCL Sigma-Aldrich, Hamburg
Tween20 Sigma-Aldrich, Hamburg
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Name

Hersteller

B-Mercapto-Ethanol

Sigma-Aldrich, Hamburg

Tabelle 2-3: Chemikalien und andere Reagenzien

214 Nahrmedien

Name

Hersteller

Brain Heart Infusion (BHI)-Medium

BD, Heidelberg

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Gibco, Thermo Fisher, Waltham USA

Luria-Bertani (LB)-Medium

Gibco, Darmstadt

Tryptic-Soy-Broth (TSB)-Medium

BD, Heidelberg

Tabelle 2-4: Nahrmedien

215 Enzyme
Name Hersteller
DNAse | IBA, Gottingen

Expand High Fidelity PCR System

Roche, Basel

Lysozym

Merck, Darmstadt

Lysozym IBA-Lyse

IBA, Gottingen

Restriktionsendonucleasen:
BamHlI, Xhol, Nhe, Pstl

Eco31l,

Fermentas, Amherst USA

RNAse

IBA, Gottingen

Strep-Tactin  Horseradish  Peroxidase

(HRP) conjugate

IBA, Gottingen

Tag DNA-Polymerase

Invitrogen, Carlsbad USA

Trypsin-EDTA 0,5% (10x)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham USA

Tabelle 2-5: Enzyme
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2.1.6  Losungen und Puffer
Name Zusammensetzung Hersteller
10x PCR Puffer 200mM Tris-HCI (pH 8,4), 500mM KClI Invitrogen, Carls-
bad USA
10x PCR Puffer 20mM Tris-HCI, pH 7,5, 100mM KClI,, | Roche, Basel

1mM DTT, 0,imM EDTA, 0,5% Tween
20 (v/v), 0,5% Nonidet P40 (v/v), 50%
Glyzerol (v/v)

S5X SDS-PAGE

Iml Tris 0,5M pH6,8, 1,6ml SDS 10%,

Selbststandig

0,4ml B-Mercapto-Ethanol, 1,6ml Glycer- | angefertigt
Ladepuffer ol, 2ml Bromphenolblau 0,5%, 1,4ml
dH,0
Blot | Puffer 1,817g TRIS, 10% Methanol, 0,51 dH,0 Selbststandig
angefertigt
Blot Il Puffer 1,514g TRIS, 10% Methanol, 0,51 dH,0 Selbststandig
angefertigt
Blot 111 Puffer 2,264g 6-Amino-Hexansdure, 10% Meth- | Selbststandig
anol, 0,51 dH,0O angefertigt
FastDigest Green Fermentas  (Am-
Buffer herst, USA)
Ladepuffer  Gel- | 50% v/v Glycerin; 50mM EDTA; 0,005 % | Selbststandig

elektrophorese

w/v Bromphenolblau

angefertigt

Losung | 25mM Tris-HCI, pH 8,0, 10mM EDTA, | Selbststandig
100ug/ml RNase angefertigt

Losung 11 200mM NaOH, 1% SDS Selbststéandig
angefertigt

Losung I 3M Natriumacetat, pH 4,8 Selbststandig
angefertigt

PBS-Blocking PBS, 3%BSA, 0,5% v/v Tween20 Selbststéandig
Buffer angefertigt

PBS-Buffer 4mM KH2PO,4, 16mM NayHPO,4, 114mM | Selbststandig

NaCl, pH 7,4

angefertigt

PBS-Tween Buffer

PBS, 0,1% v/v Tween20

Selbststandig
angefertigt
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Name Zusammensetzung Hersteller

Puffer B 1mM EDTA, Tween 20, Avidin IBA, Gottingen

Puffer E 100mM TRIS-CI pH 8,0, 150mM NacCl, | IBA, Gottingen
1ImM EDTA, 2,5mM Dethiobiotin

Puffer R 100mM TRIS-CI pH 8,0, 150mM NacCl, | IBA, Gottingen
ImM EDTA, 1mM 2-(4'-hydroxy-
benzeneazo)benzoic acid (HABA)

Puffer W 100mM TRIS-CI pH 8,0, 150mM NacCl, | IBA, Gottingen

1ImM EDTA

SDS-PAGE Lauf-
puffer

T4 Ligase Reaction
Buffer

30,259 Tris, 144,12g Glycin, 10g SDS,
10l dH,0

50mM Tris-HCI, pH 7,5; 10mM MgCly;
1ImM ATP; 10mM DTT

Selbststandig
angefertigt

NEB, Frankfurt am
Main

Tabelle 2-6: Lésungen und Puffer

2.1.7 Kits

Name

Hersteller

Bio-Plex Pro™ Assay

Bio-Rad, Miinchen

Bradford Protein Assay

Thermo Fisher, Waltham, USA

Dual-Luciferase®Reporter Assay

Promega, Madison, USA

Gentra Puregene Kit

Qiagen, Hilden

Pierce™ Coomassie (Bradford) Protein

Thermo Fisher, Waltham, USA

Assay Kit
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Quantikine mTNFa ELISA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 2-7: Kits
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2.1.8 Software

Name

Hersteller

Bio-Plex"™ Manager 3.0

Bio-Rad, Miinchen

Clone Manager 5

Sci-Ed-Software, Morrisville USA

Microsoft Office 2013

Microsoft, Redmond, USA

Pymol DelLano Scientific, USA
SeqMan!I™ DNAStar, Madison USA
SOFTmax®Pro Molecular Devices (Sunnyvale USA)

Tabelle 2-8: Software

2.2 Biologisches Material

2.2.1 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Herkunft

E. coli BL21-Gold

Invitrogen, Carlsbad USA

E. coli CFT 073 Prof. Dr. U. Dobrindt, Institut fir Mole-
kulare Infektionsbiologie, IMU Wiirzburg
E. coli TOP10 Invitrogen, Carlsbad USA

E. faecalis Symbioflor 1

Prof. Dr. E. Domann, Institut fir Medizi-
nische Mikrobiologie, JLU GieRen

Leuconostoc mesenteroides

mesenteroides

subsp.

Deutschen Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ
Nr: 20343)

Tabelle 2-9: Bakterienstamme

2.2.2  Zelllinien
Name Herkunft
HEK?293 Dr. S. Tchatalbachev, Institut fir Medizi-
nische Mikrobiologie, JLU GieRen
RAW264.7 Dr. S. Tchatalbachev, Institut fir Medizi-

nische Mikrobiologie, JLU GieRen

Tabelle 2-10: Zelllinien
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Die Polymerase-Ketten-Reaktion

Fur die PCR Reaktionen wurden die Taqg DNA-Polymerase oder das Expand High Fide-
lity PCR System verwendet. Fur die genomische PCR wurde, aufgrund der niedrigeren
Fehlerrate gegentiber der Tag DNA-Polymerase, das Expand High Fidelity PCR Sys-
tems benutzt. Fur alle weiteren PCRs wurde die Tag DNA-Polymerase verwendet. Das
Reaktionsvolumen betrug 50ul. Die Endkonzentration der Primer betrug 10pmol/pul,
MgCl, 2mM und der dNTPs 200umol/l. Die Primer sind in Tabelle 10-1 aufgelistet. Als
thermal cycler wurde die Geneamp PCR 2400 verwendet.

2.3.1.1 Bedingungen genomische PCR (gPCR)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 5min

Denaturierung 94°C 30sec

Hybridisierung 52°C 30sec 10
Elongation 68°C 65sec

Denaturierung 94°C 30sec

Hybridisierung 64°C 30sec 20
Elongation 68°C 65sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-11: Bedingungen gPCR
Primer: Die fir die Klonierungen verwendeten Primer finden sich in Tabelle
2-18. DNA-Polymerase: Expand High Fidelity PCR Systems.

2.3.1.2 Bedingungen Plasmid PCR (pPCR)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 10min
Denaturierung 94°C 20sec 30
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Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Hybridisierung SONE 30sec

Elongation 72°C 70sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-12: Bedingungen pPCR
Primer: pASKfor, pASKrev. DNA-Polymerase: Taq DNA-Polymerase.

2.3.1.3 Bedingungen Screening PCR E. coli

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 10min

Denaturierung 94°C 20sec

Hybridisierung 5570 30sec 30
Elongation 72°C 60sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-13: Bedingungen Screening PCR E. coli

Primer: UPECseql, UPECseq3. DNA-Polymerase: Taq DNA-Polymerase.

2.3.1.4 Bedingungen Screening PCR E. faecalis

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 10min

Denaturierung 94°C 20sec

Hybridisierung 55°C 30sec 30
Elongation 72°C 60sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-14: Bedingungen Screening PCR E. faecalis
Primer: E.f.seql, E.f.seq2. DNA-Polymerase: Tag DNA-Polymerase.
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2.3.1.5 Bedingungen TcpC Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 10min

Denaturierung 94°C 20sec

Hybridisierung 55°C 30sec 30
Elongation 72°C 90sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-15: Bedingungen TcpC Sequenzierungs-PCR
Primer: UPECseq6 und UPECseq7. DNA-Polymerase: Taq DNA-Polymerase.
Die Primer liegen jeweils 120bp auBerhalb des TcpC Gens, sodass auch die
flankierenden Regionen amplifiziert wurden. Das PCR-Produkt hat eine Lénge
von 1219bp.

2.3.1.6 Bedingungen TcpF Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 10min

Denaturierung 94°C 20sec

Hybridisierung 52°C 30sec 30
Elongation 72°C 90sec

Finale Verlangerung 72°C 3min

Hold 12°C 00

Tabelle 2-16: Bedingungen TcpF Sequenzierungs-PCR
Primer E.f.seq3 und E.f.seq5. DNA-Polymerase: Taq DNA-Polymerase. Die
Primer liegen jeweils 150bp auBerhalb des TcpF Gens, sodass auch die flankie-
renden Regionen amplifiziert wurden. Das PCR-Produkt hat eine L&nge von
1206bp.

2.3.2  Aufreinigung von DNA-Molekdilen

2.3.2.1 Alkoholfallung
Diese Methode wurde durchgefuhrt, um die Konzentration einer DNA-L6sung zu ver-

andern oder stérende anorganische lonen zu beseitigen. Hierfir wurde 1/10 Volumen
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3M Natriumacetat (pH 5,4) und 3 Volumina 96% Ethanol zur DNA-Probe gegeben und
bei 4°C fur 20min und 16060xg zentrifugiert. Um Reste des eingesetzten Natriu-
macetats zu beseitigen, wurde die sedimentierte DNA mit 70%-igem Ethanol gewa-
schen, unter identischen Bedingungen erneut zentrifugiert, an der Luft getrocknet und

abschlieRend in DNAse freiem H,O aufgenommen.

2.3.2.2 Aufreinigung von amplifizierten DNA-Molekulen

Die Aufreinigung von PCR-Produkten DNA-Amplifikaten erfolgte mit dem QIAquick
PCR-Purification-Kit gemaR den Herstellerangaben. Hierfir wurde der PCR-
Reaktionsansatz mit dem flinffachen VVolumen PBI-Puffer versetzt, auf die QlAquick-
Saule gegeben und fur 1min bei 10.000xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und die auf der Saule gebundene DNA mit 0,75ml PE-
Puffer gewaschen (1min, 10.000xg, Raumtemperatur). Abschliefend wurde die DNA in
50ul EB-Puffer eluiert (1min, 10.000xg, Raumtemperatur) und deren Konzentration
spektralfotometrisch bestimmt (2.3.7).

2.3.3  Préaparation von Plasmid-DNA

2.3.3.1 Préaparation von Plasmid-DNA nach der Minilysatmethode

1,5ml einer Bakterientbernachtkultur wurde fir 5min, 6000xg und 4°C zentrifugiert.
Das Zellsediment wurde in 100ul gekihlter Losung | (25mM Tris-HCI, pH 8,0, 10mM
EDTA, 100pg/ml RNase) resuspendiert und anschlieBend 5min auf Eis inkubiert. Dann
wurden 200ul Lésung 11 (200mM NaOH, 1% SDS) hinzugegeben. Hier kommt es zu
einer alkalischen Lyse der Bakterienzellen und Denaturierung der DNA. Nach anschlie-
Render Inkubation fir 5min auf Eis wurden dem Ansatz 150ul Lésung 111 (3M Natriu-
macetat, pH 4,8) hinzugefugt und fiir weitere 5Smin auf Eis inkubiert. Bei diesem Schritt
renaturieren die zirkuldren Plasmid-DNA-Molekile, wahrend die genomische DNA
zum groBten Teil denaturiert im Sediment bleibt. Durch eine 15-mindtige Zentrifugation
bei 16060xg wurden die Zelltrimmer, die genomische DNA und die meisten denaturier-
ten Proteine abzentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die Plasmid-DNA befindet,
wurde in ein zweites Eppendorf-Gefaly dekantiert und mit 1 ml 96%-igem EtOH ver-
setzt. Nach einer Inkubation fur 15min bei Raumtemperatur wurde erneut zentrifugiert
(15min, 16060xg). Die sedimentierte Plasmid-DNA wurde mit kaltem 70%-igem EtOH
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gewaschen und anschlieRend an der Luft getrocknet. Abschlielend wurde das trockene

Sediment in 50ul DNAse freiem Wasser aufgenommen.

2.3.3.2 lIsolierung von Plasmid-DNA mittels Qiagen Midipréaparation

Die Isolierung wurde gemald den Angaben des Herstellerprotokolls durchgefuhrt. 25 bis
100ml Bakterienkulturen wurden bei 4°C fir 5min und 6000xg abzentrifugiert. Das
Sediment wurde in 4ml gekuhlter Losung P1 suspendiert. Danach wurden 4ml Losung
P2 zugegeben und fir 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 4ml L6-
sung P3 und 15min Inkubation auf Eis wurden Lésung P1 und P2 neutralisiert. Die an-
schlieRende 30-minutige Zentrifugation bei 10000rpm (4°C) entfernte die Zelltrimmer
und die chromosomale DNA. Der Uberstand wurde (iber eine zuvor bereits mit 4ml Puf-
fer QBT &quilibrierte Qiagen 100-Sdule gegeben. Die Plasmid-DNA bindet aufgrund
ihrer negativen Ladung an das Sdulenmaterial, die ungebundenen RNA- und Protein-
rickstande wurden durch zweimaliges Waschen der Saule mit 10ml QC-Waschpuffer
entfernt. Die an das Sdulenmaterial gebundene Plasmid-DNA wurden durch Zugabe von
5ml Elutionspuffer QF eluiert. Das Eluat wurde mit 0,7 Volumina Isopropanol versetzt.
Es erfolgte die Préazipitation der Plasmid-DNA, die nach einer 30-minutigen Zentrifuga-
tion bei 10000rpm sedimentierte. Das Sediment wurde mit 5ml 70%-igem EtOH gewa-
schen und an der Luft getrocknet. Anschlieend wurde das Sediment in 200ul DNAse

freiem Wasser aufgenommen.

2.3.4  Spaltung mit Restriktionsenzymen

Die Reaktionsbedingungen firr die Restriktionsendonucleasen Eco31l, BamHI, Xhol
und Nhel wurden dem Herstellerprotokoll entnommen. Fir die Klonierungen (Tabelle
2-18) wurden 2-5ug der DNA-Fragmente fir 6 Stunden bei 37°C in FastDigest Green
Buffer unter Zugabe von 10U Restriktionsenzym in 200ul Endvolumen verdaut. Die
DNA Fragmente wurden anschlieBend mit dem QIAquick PCR-Purification-Kit
(2.3.2.2) aufgereinigt.

2.3.5 Ligase-Reaktion

100-200ng der vorverdauten Fragment-DNA wurden gemaR dem NEB-
Herstellerprotokoll mit 200-600ng Vektor-DNA, in T4 Ligase Reaction Buffer (50mM
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Tris-HCI, pH 7,5; 10mM MgCl,; ImM ATP; 10mM DTT (NEB)) und 1U T4-Ligase
(NEB) in 30pl Endvolumen fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ligation

wurde anschlieBend in der Agarosegelelektrophorese (2.3.6) Uberpruft.

2.3.6  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Restriktionsfragmente, PCR-Produkte und Ligationsreaktionen wurden mit Hilfe
der Agarosegelelektrophorese der Groflie nach aufgetrennt. Es wurde 0,8% Agarose in
1x TAE (40mM Tris-Acetat (pH 7,8 bis 8), ImM EDTA) eingesetzt. Die DNA-Proben
wurden mit 1/10 Volumen Ladepuffer (50% v/v Glycerin; 50mM EDTA; 0,005 % wi/v
Bromphenolblau) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte horizontal bei einer konstanten
Spannung von 80-140V (Consort E802 Powersupply) in 1x TAE als Laufpuffer. Die
Gele wurden flr 5min in einem Ethidiumbromid (EB)-Tauchbad (2,4mg/l H,0) gefarbt
und anschlieBend in 1x TAE fur 5min entfarbt. Die DNA-Fragmente wurden unter UV-
Licht (254nm) mit dem Gel-Doc™ XR+ System fotografiert. Zur GréRenabschatzung
wurde der DNA-Marker 1Kb Plus DNA Ladder verwendet.

2.3.7  Spektralfotometrische Quantifizierung von DNA

Die gelosten DNA Proben wurden spektralfotometrisch mithilfe des Nanodrop quantifi-
ziert und auf ihre Reinheit Uberprift. Der Agso /Azs0 Wert spricht flr die Reinheit der
DNA Isolierung. Reine DNA hat einen Aggo /Azs0 Wert von 1.

2.3.8 DNA-Sequenzierung

Die PCR-Amplifikate von TcpC sowie TcpF wurden auf mogliche Punktmutationen
und auf genetische Stabilitat Gberprift. Die Sequenzierungen wurden extern von der
Firma AGOWA genomics, Berlin (http://www.agowa.de/) vorgenommen. Die Sequen-
zierungsergebnisse wurde entsprechend mit der TcpC Sequenz von E. coli CFT073 oder

E. faecalis Symbioflor 1 mithilfe der Software SeqMan!l™

verglichen. Die Sequenzie-
rung fir E. coli Isolate erfolgte mit den Primern der Sequenzierungs-PCR (UPECseq6,
UPECseq7). Fir die Sequenzierung der E. faecalis Isolate wurden die Primer E.f.seq3

und E.f.seq5 (Tabelle 10-1) verwendet.
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2.3.9 Klonierungen

Je nach Anforderungsprofil wurden die Tcp-Sequenzen in eukaryotische oder prokaryo-
tische Expressionsplasmide kloniert.

Als Grundgerdist fir die eukaryotischen Expressionsplasmide wurden die pCMV-Tag
Epitope Tagging Mammalian Expression Vectors (Stratagene) verwendet. Die Kon-
strukte enthalten einen N-terminalen FLAG-tag (DYKDDDDK), der die Expressions-
kontrolle durch Antikérper ermdglicht. Aufgrund des Zytomegalievirus (CMV)-
Promoters wird das Klonierungsprodukt konstitutiv exprimiert. Als positive Kontrolle
fur den CMV-Promoter dient ein von der Firma Stratagene mitgeliefertes bereits klo-
niertes Konstrukt, welches das Firefly—Luciferase-Gen-beinhaltet.

Als Grundgerust fur die prokaryotischen Expressionsplasmide wurden pASK-IBA5plus
und pASK-IBA3plus verwendet. Die Vektoren enthalten ein Ampicillin-Resistenz-Gen,
das Selektionsschritte ermdglicht. C-terminal (pASK-IBA3plus) bzw. N-terminal
(pPASK-1BA5plus) befindet sich ein Strep-tag 11 (MASWSHPQFEK), mit dem das re-
kombinante Protein detektiert und aufgereinigt werden kann. Die Expression steht unter
der Kontrolle eines tet (Tetrazyklin)-Promoters, der unabhangig vom genetischen Hin-
tergrund von E. coli arbeitet. Die Expression wird durch Zugabe von 200pg/l AHT in-
duziert.

Die Plasmide pRKS5, pElamLu, phRL-TK, hTLR2 und pGFP wurden dankenswerter-
weise von Dr. S. Tchatalbachev zur Verfligung gestellt. Tabelle 2-17 prasentiert die
Ausgangsvektoren fur die Klonierungen und die Vektoren, die erworben oder zur Ver-
fligung gestellt wurden.

Plasmidname Verwendung und relevante Eigen- | Herkunft
schaften
hTLR2 kodiert fur den humanen TLR2-  Dr. S. Tchatalbachev,
Rezeptor, Dual-Luciferase® Reporter | Institut fur Medizini-
Assay sche Mikrobiologie,
JLU GieRen
pASK-IBA3plus | Klonierungen, IBA, Gottingen

Uberexpression und Aufreinigung von
rekombinanten Proteinen,
Stimulationsversuche

pASK-IBA5plus | Klonierungen, IBA, Gottingen
Uberexpression und Aufreinigung von
rekombinanten Proteinen,
Stimulationsversuche
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pAzurin

kodiert fiir Azurin (15kDa) von Pseu-
domonas aeruginosa, Grundvektor =
pASK-IBA2 (IBA), positive Kontrolle
bei der Aufreinigung rekombinanter Pro-
teine

IBA, Gottingen

pCMV-FLAG2B

Klonierungen,
Dual-Luciferase® Reporter Assay

Stratagene®, La Jolla
USA

pElamLu kodiert fur die Luciferase von Renilla | Dr. S. Tchatalbachev,
reniformis, experimentelles Reportergen | Institut fir Medizini-
fur Dual-Luciferase® Reporter Assay sche Mikrobiologie,

JLU GieRen
pGFP kodiert fur GFP, Grundvektor = pASK- | Dr. S. Tchatalbachev,
IBA3plus (IBA), negative Kontrolle fiir | Institut fir Medizini-
fur Folgeexperimente mit aufgereinigten | sche Mikrobiologie,

Proteinen JLU GieRen
phRL-TK kodiert fur die Luciferase von Photinus | Dr. S. Tchatalbachev,
pyralis, Kontrollreportergen fir Dual- | Institut fur Medizini-
Luciferase® Reporter Assay sche Mikrobiologie,

JLU GieRen
pRK5 DNA-Mengenausgleich ~ fir ~ Dual- | Dr. S. Tchatalbachev,
Luciferase® Reporter Assay Institut fur Medizini-
sche Mikrobiologie,

JLU GieRen

Tabelle 2-17:  Verwendete Vektoren

In der Tabelle 2-18 sind samtliche Klonierungen, die in dieser Arbeit vorgenommen

wurden, aufgefhrt.
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Konstrukt | Matrize Primer Amplifikat bp Ausgangs- Restriktase bp Primer pPCR kDa
gPCR gPCR | Plasmid pPCR
pStyl L.m. TIR9/12 TcpM 1023 pASK- Eco31l 1214 pASKfor/rev 39,4
IBAS5plus
pSty?2 L.m. TIR9/10 N-terminale HTH Doméne von | 432 pASK- Eco31l 623 pASKfor/rev 15,8
TcpM IBA5plus
pSty3 L.m. TIR11/12 C-terminale TIR Doméne von | 630 pASK- Eco31l 821 pASKfor/rev 23
TcpM IBA5plus
pSty4 E. faecalis TK4/5 TcpF 867 pASK- Eco31l 1058 pASKfor/rev 30,3
Symbioflor 1 IBA5plus
pSty5 L.m. TIR8/14 C-terminale TIR Doméne von | 620 pASK- Eco31l 855 pASKfor/rev 23
TcpM IBA3plus
pSty6 L.m. TIR7/8 TcpM 1013 pASK- Eco31l 1191 pASKfor/rev 39,4
IBA3plus
pSty7 E. faecalis TK6/7 TcpF 857 pASK- Eco31l 1035 pASKfor/rev 30,3
Symbioflor 1 IBA3plus
pSty8 L.m. TK12/14 N-terminale HTH Doméne von | 426 pCMV- BamHI/Xhol 953 CMVEout/SVPA-
TcpM FLAG-2B Sout
pSty9 L.m. TK13/15 C-terminale TIR Doméne von | 615 pCMV- BamHI/Xhol 1142 CMVEout/SVPA-
TcpM FLAG-2B Sout
pSty10 E. faecalis TK9/10 TcpF 855 pCMV- BamHI/Xhol | 1382 CMVEout/SVPA-
Symbioflor 1 FLAG-2B Sout
pSty11 L.m. TK12/13 TcpM 1008 pCMV- BamHI/Xhol 1535 CMVEout/SVPA-
FLAG-2B Sout
pSty12 L.m. TIR7/13 N-terminale HTH Doméane von | 413 pASK- Eco31l 609 pASKfor/rev 15,8
TcpM IBA3plus
pSty13 E. coli pTcpC-Flag TcpC (Startcodon GTG) 945 pCMV- BamHI/Xhol | 1472 CMVEout/SVPA-
CFT073 For/Rev FLAG-2B Sout
pSty14 E. coli pTcpC-Flag TcpC (Startcodon ATG) 918 pCMV- BamHI/Xhol 1445 CMVEout/SVPA-
CFTO073 ForS/Rev FLAG-2B Sout
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Konstrukt | Matrize Primer Amplifikat bp Ausgangs- Restriktase bp Primer pPCR kDa
gPCR gPCR | Plasmid pPCR
pSty15 E. coli TIR5/6 TcpC (Startcodon GTG) 953 pASK- Eco31l 1131 pASKfor/rev 35
CFT073 IBA3plus
pSty16 E. coli TIR15/16 TcpC (Startcodon ATG) 899 pASK- Eco31l 1090 pASKfor/rev 33
CFTO073 IBAS5plus
pTcpM1 L.m. TK12/13 TepM 1008 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 1360 CMVEoUt/SVPA-
Sout
pTcpM2 L.m. TK12/14 N-terminale HTH Doméne von | 426 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 778 CMVEOout/SVPA-
TcpM Sout
pTcpM3 L.m. TK13/15 C-terminale TIR Doméne von | 615 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 967 CMVEout/SVPA-
TcpM Sout
pTcpF E. faecalis TK9/10 TcpF 855 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 1207 CMVEout/SVPA-
Symbioflor 1 Sout
pTcpCl E. coli pTcpC-Flag TcpC (Startcodon GTG) 945 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 1297 CMVEOut/SVPA-
CFTO073 For/Rev Sout
pTcpC2 E. coli pTcpC-Flag TcpC (Startcodon ATG) 918 pEFGP-C2 Nhel,Xhol 1270 CMVEoOut/SVPA-
CFTO073 ForS/Rev Sout

Tabelle 2-18: Klonierungen

In der ersten Spalte findet sich der Name des Konstrukts. In Spalte 2 sind die Keime (L.m.: Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides) aufgefuhrt, deren genomische DNA als Matrize fir die PCR verwendet wurden (gPCR). Die drei
folgenden Spalten enthalten Informationen tber die bei den PCR-Reaktionen verwendeten Primer (Tabelle 10-1), den Be-
reich der genomischen DNA, der amplifiziert wurde, und die zu erwartende L&nge des Fragments bei der gPCR. Die
verwendeten Grundvektoren sind in der néchsten Spalte aufgelistet. In der Spalte: Restriktase sind die Restriktionsenzy-
me aufgelistet, mit denen das PCR-Amplifikat und der Grundvektor verdaut wurden. Nach Ligation und Transformation
wurden die Transformanten per PCR (pPCR) uberprift, ob sie das PCR Amplifikat (insert) tragen. Die zu erwartenden
Langen bei positiven Klonen sind in Spalte 8 und die bei der pPCR verwendeten Primer in Spalte 9 aufgelistet. Die letzte
Spalte gibt das erwartete Molekulargewicht der Expressionsprodukte in Kilodalton (kDa) an.
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Anhand des Konstrukts pSty4 werden exemplarisch die Stufen der Klonierung darge-
stellt. Entsprechend erfolgte die Herstellung der ubrigen Konstrukte. Zundchst wurde
die Insertionssequenz fur pSty4 durch PCR aus genomischer DNA von E. faecalis
Symbioflor 1 (gPCR s. 2.3.1.1) amplifiziert (Abbildung 2-1).

1650bp

1000bp
850bp

Abbildung 2-1: pSty4 gPCR
1: Amplifikat von genomischer DNA von E. faecalis Symbioflor 1.
Marker: 1Kb Plus DNA Ladder.

Das amplifizierte Insert und der Ausgangsvektor pASK-IBA5plus wurden mit der Rest-
riktase Eco31l verdaut. Die Spaltungsstelle sowie die von Eco31ll erkannte Sequenz
sind in Abbildung 2-2 dargestellt. Der Verdau mit Eco311 liefert 5"-Uberhange.

5...GGTCTCNy) Y...3
3..CCAGAG®Ns) Y...5

Abbildung 2-2 Erkennungssequenz und Spaltungsstelle von Eco31I
Nx: Anzahl unspezifischer Nukleotide bis zur Spaltstelle; " : Spaltstel-
le.

Die Primer wurden so konzipiert, dass am 3"- Ende die zur Matrize homologe Sequenz
und innerhalb des 5"-Endes die Erkennungssequenz von Eco311 liegt. Die 5"-Uberhange
(GCGC, TATC) des Inserts wurden so gestaltet, dass sie komplementar zu den 5-
Uberhangen des Spaltprodukts (ATAG, CGCG) des Ausgangsvektors sind (Abbildung
2-3). Eco31l spaltet pASK-5plus zweimal innerhalb der MCS (Multiple Cloning Site).
Auf diese Weise wurde verhindert, dass der leere VVektor wahrend der Ligation zurtick-
ligiert. Das insert lag nach Ligation C-terminal vom Strep-tag® (IBA). Dabei wurde die

Sequenz des TcpF von der des Strep-tag® durch 6bp (linker) getrennt.
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5 ACTACTGGTCTCA'"GCGCCGTGAGCAACGGGAAAAAGAT -———————-
3 TGATGACCAGAGTCGCG GCACTCGTTGCCCTTTTTCTA-———————-

——————— GAGAAGGTAGATTAATTGGAGT"GATACGAGACCAGTGCT 3’
——————— CTCTTCCATCTCATTAACCTCACTAT'GCTCTGGTCACGA 57

Abbildung 2-3: Insert fir pSty4 mit Eco311 Schnittstellen
G: Erkennungssequenz fir Eco31l; G: Primeranteil mit Homologie
zur Matrize; " : Spaltstelle.

Chemisch-kompetente E. coli Top 10-Zellen (s. 2.4.3.1) wurden mit dem Ligationspro-
dukt transformiert. Die Transformanten wurden auf Ampicillin-haltigen LB Platten kul-
tiviert. Durch PCR (pPCR s. 2.3.1.2) wurde Uberprift, ob die Transformanten einen
leeren Vektor oder einen Vektor plus insert tragen. Liegt ein leerer Vektor vor, wurde
eine Lange von 351bp erwartet. Der Vektor plus insert ergibt eine Amplifikatlange von

1058bp. Die 10 getesteten Kolonien in Abbildung 2-4 tragen demnach das insert.

1650bp
850bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Abbildung 2-4: pSty4 pPCR
E. coli TOP10 Klone transformiert mit pSty4 wurden mit PCR auf die

Anwesenheit des TcpF inserts untersucht. 1-10: Klon 1-10. Marker:
1Kb Plus DNA Ladder.

Um die Ausbeute positiver Transformanten zu erhéhen, kann es nitzlich sein das Liga-
tionsprodukt mit Restriktasen zu verdauen, deren Erkennungssequenz innerhalb der
MCS-Sequenz lokalisiert ist. Auf diese Weise wird nur der leere Vektor verdaut und die
Ausbeute fir Transformanten mit Vektor plus insert erhoht. Bei pSty4 wurde der Liga-
tionsansatz zuséatzlich mit Xhol und Pstl verdaut. Die positiv getesteten Klone wurden
anschlieBend sequenziert (2.3.8), um mogliche Punktmutationen auszuschlielRen. Das
Sequenzierungsergebnis wurde dabei an die zuvor mit Clone Manager 5 (Sci-Ed-

Software) erstellte Sequenz von pSty4 angelegt und verglichen. Fur den Klon, der frei
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von Punktmutationen war, wurde eine Midipraparation (2.3.3.2) durchgefuhrt. Abbil-
dung 2-5 zeigt den schematischen Aufbau des Konstrukts pSty4.

AlWNI

. .Scal
 .Bpull02l
- .Pspl1406l

ColE

Fspl i
Pspl14061

Xmnl
Pspl14061

Abbildung 2-5: pSty4 Konstrukt
ST: Strep-tag®; TcpF: TIR-domain containing protein of E. faecalis
Symbioflor 1; fl1: f1 origin of replication, AmpR: Ampicillin-
Resistenz Gen, TetR: Tetrazyklin-Resistenz Gen; ColE: E1 Coli
origin of replication; Tet: Tetrazyklin-Promoter.

2.4 Bakteriologische Methoden

2.4.1 Bakterienanzucht

2.4.1.1 Nahrmedium fur E. coli

Sowohl als Flussig- wie auch als Festmedium auf Agar-Platten (1,5%) diente Luria-
Bertani (LB) Medium (10g NaCl, 10g Casein-Hydrolysat, 5g Hefeextrakt (Gibco), 1000
ml destilliertes Wasser). Wenn notig, wurde das Medium mit 200ug/ml Ampicillin oder

50ug/ml Kanamycin versetzt.
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2.4.1.2 Nahrmedium fir E. faecalis und L. mesenteroides

Sowohl als Flissig- wie auch als Festmedium auf Agar-Platten (1,5%) diente Brain-
Heart-Infusion (BHI)-Medium (37g BHI Bacto™, 1000ml destilliertes Wasser).

2.4.2  Praparation chromosomaler DNA grampositiver und gramnegativer Bak-

terien

Die chromosomale DNA wurde aus E. coli CFT073, E. faecalis Symbioflor 1 und L.
mesenteroides prépariert. Die isolierte chromosomale DNA diente als Matrize fur die
Klonierungen und als positive Kontrolle bei den Screening-PCRs der Urinisolate (2.7.1
und 2.7.2). Die Praparation wurde mit dem Gentra Puregene Kit und gemaf den Herstel-
lerangaben durchgefuhrt. 0,5ml Bakterien aus einer Bakterienkultur ODggo > 3 wurden
in einem 1,5ml-Reaktionsgefal durch 1-mindtiges Zentrifugieren bei 10000xg (Zentri-
fuge 5804R) pelletiert. Das Bakterien-Pellet wurde mit 0,5ml einer 0,85%][w/v]
(200mM) NaCl-Laosung resuspendiert und gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fir
1min bei 10000xg wurde das Pellet in 100l Losungl (10mM TRIS HCI, 50mg/ml
Lysozym, pH 7,5) resuspendiert und die Suspension im Anschluss fir 30min bei 37°C
und 750rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Wahrend dieses Schrittes erfolgt der Ab-
bau der Zellwand durch das Lysozym. Bei gramnegativen Bakterien entfiel dieser
Schritt. Anschlieend wurden die Bakterien 5min bei 5000xg abzentrifugiert, in 300ul
Cell Lysis Puffer aufgenommen und resuspendiert. Dann wurden 1,5ul RNAse | Losung
zu dem Lysat hinzugegeben und fiir 15min bei 37°C inkubiert. Die Probe wurde auf
Raumtemperatur abgekuhlt, 100ul Precipitation Solution hinzugegeben und fir 20sec
gemischt (Vortex Genie 2). Nach 30min Inkubation auf Eis wurde die Probe bei
13000xg fiir 3min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiber-
fuhrt und mit 300ul Isopropanol geféllt (2min bei 10000xg). Im Anschluss wurde das
Pellet mit 500ul 70% [v/v] Ethanol gewaschen. Die DNA wurde luftgetrocknet und
uber Nacht in 100pl Hydratation Solution aufgeltst. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.
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24.3 Bakterientransformation

2.4.3.1 Klassische CACL,-Methode

Aus einer Ubernacht-Kultur wurden 100 ml LB-Medium 1:100 angeimpft und bei 37°C
bis zu einer ODggo von 0,2 bis 0,3 inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 5Smin bei 4°C
und 6000xg abzentrifugiert (Megafuge 1.0R). Das Bakteriensediment wurde in 20ml
einer eiskalten 0,1M CaCl,-L6sung resuspendiert und fur 1h auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (s.0.) wurden die Zellen in 1ml eiskalter CaCl,-Ldsung aufge-
nommen. Die kompetenten Zellen wurden innerhalb von 48h verwendet oder eingefro-
ren.

Fur eine Transformation wurden 50ul kompetente Zellen zu der zu transformierenden
DNA in ein Eppendorf-Gefall gegeben. Auf eine 15-minitige Inkubation auf Eis folgte
ein 5-mintiger Temperaturschock bei 37°C (Thermomixer). Die 15-miniitige Inkubati-
on auf Eis wurde nochmals wiederholt. Anschlielend wurden die Bakterien in 400ul
LB-Medium aufgenommen und fir 30min (LB + Ampicillin)- bzw. 45min (LB + Ka-
namycin) bei 37°C und 350rpm im Thermomixer geschiittelt. In diesem Schritt erfolgte
die Etablierung des Plasmids. AnschlieBend wurde der Ansatz auf Antibiotika-haltigen
Agar-Platten zur Selektion der transformierten E. coli-Zellen fiir 12-16h im Brutschrank
bei 37°C inkubiert.

2.4.3.2 Elektroporation

Praparation von elektrokompetenten Zellen

1ml einer Ubernachtkultur wurde in 50ml LB-Medium tiberimpft. Bei einer ODgoo= 0,5
wurden die Bakterien bei 6000xg, 8min und bei 4°C zentrifugiert (Megafuge 1.0R). Das
Bakterienpellet wurde in 50ml kaltem 10% Glycerin resuspendiert. Es folgte eine Zent-
rifugation bei 6000xg, 8min und 4°C. Der Waschschritt wurde zweimal wiederholt.
AbschlieBend wurde das Bakterienpellet in 500l eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert

und in 50pul Portionen verteilt. Bei -80°C sind die Zellen bis zu 3 Monate verwendbar.

Elektroporation —Ablauf

Die Plasmid-DNA wurde auf 20-30ng/ul verdunnt, 2ul der Verdinnung auf ein 50ul

Aliquot elektrokompetenter Zellen gegeben und das Zell-DNA-Gemisch in eine eisge-

kiihlte Elektroporationskiivette tiberfiihrt. Die Elektroporation (MicroPulser™) erfolgte
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durch einen Spannungsimpuls von 1,6kV und 25uF bei einem Widerstand von 200Q.
Nach der Elektroporation wurden die Transformanten mit 50ul LB-Medium aus der
Kivette herausgewaschen und fir 1h bei 37°C, 350rpm inkubiert. Die Transformanten
wurden auf Antibiotika-haltigen LB-Agar Platten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.4.4  Anlegen von stabilisierten Glycerin Kulturen (STABS)
Die Bakterienklone wurden zur langfristigen Aufbewahrung in einer Glycerinlésung bei
-70°C tiefgefroren. Hierzu wurde 1ml einer Ubernachtkultur des gewiinschten Klons mit

0,2 ml sterilem Glycerin versetzt.

2.5 Zellkulturarbeiten und Methoden

2.5.1  Zelllinien
In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

e HEK293 (Human Embryonic Kidney)-Zellen. Es handelt sich um eine Zelllinie,
die ein Transformationsprodukt aus einer menschlichen embryonalen Nierenzelle
mit DNA-Teilen des humanen Adenovirus Typ 5 ist [75].

e RAW264.7 (Mouse leukaemic monocyte macrophage cell line). Die Zellen wur-
den aus Aszites einer ménnlichen Maus gewonnen, der zuvor das Abselon Leu-
kamie Virus (A-MuLV) intraperitoneal injiziert wurde [76].

Die Zellen wurden bei 37°C in ca. 96% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration
von 5% (Steri-Cult 200 Inkubator) geziichtet. Fir die Zichtung der Zellen wurden Zell-
kulturschalen aus Polypropylen der Firma Greiner mit einem Durchmesser von 3,5cm,

6cm und 10cm benutzt.

Nahrmedium:
. DMEM (Dulbecco Eagle's minimal essential medium, mit 8mM L-
Glutamin)
. 10% FKS, 30min bei 56°C inaktiviert
. 1% 100x PEN/STREP Antibiotika-Gemisch
Die konfluent als Monolayer gewachsenen Zellen missen regelméRig ausgedinnt wer-
den. Dazu wurden die Zellen erst mit 10ml Phosphate Buffered Saline (PBS) [140mM
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NaCl, 2,7mM KCI, 8,1mM NayHPQ,, 1,5mM KH,PO, (pH 7,4)] gewaschen, um abge-
storbene Zellen und FKS-Reste zu entfernen. Durch Inkubation (fur HEK293 1min) bei
37°C mit einer Trypsin/EDTA-haltigen [0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% (w/w) EDTA]
PBS-Ldsung (Gibco) wurden die Zellen von der Petrischale abgeldst. RAW264.7 Zellen
wurden vorsichtig mit einem Zellschaber abgeldst. Die Zellen wurden anschlieRend in
10ml frischem Medium aufgenommen und im Verhéltnis von 1:8 auf neue Petrischalen
verteilt. Dieses Prozedere wurde 2-3x/ Woche wiederholt.

Fur dauerhaftes Aufbewahren von Zelllinien mussen die Zellen eingefroren aufbewahrt
werden. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 1200-1400rpm wurden die Zellen in Ein-
friermedium (DMEM-Medium +10% FKS +10% DMSO resuspendiert (1ml Medium
pro 6cm Schale oder 3,5x10° Zellen), in 1ml Aliquots in Kryorshrchen aufgeteilt und
bei —70°C eingefroren. Die eingefrorenen Zellen wurden bei 37°C aufgetaut und der
Inhalt eines Kryordhrchens auf eine 6cm Schale mit 3ml DMEM-Medium + 10% FKS
verteilt. Nach 6 bis 12h erfolgte ein Mediumwechsel, um das DMSO, das neben seiner

Funktion als Gefrierschutzmittel auch zytotoxische Eigenschaften hat, zu entfernen.

2.5.2  Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega)

Beim Dual-Luciferase® Reporter Assay System wurde die eukaryotische Zelle mit zwei
Plasmidkonstrukten transfiziert. Das eine Plasmid (pElamLu) enthé&lt das experimentelle
Reportergen, das fur die Luciferase von Renilla reniformis kodiert und abhdngig von
einem NFkB-sensitiven Promotor exprimiert wird. Anhand der Luciferase Aktivitat
konnen so Ruckschlusse auf die NFkB Aktivitat gezogen werden. Das zweite Plasmid
(phRL-TK) enthélt das Kontrollreportergen, das flr die Luciferase von Photinus pyralis
kodiert. Im Gegensatz zum experimentellen Reportergen erfolgt die Expression des
Kontrollreportergens konsekutiv. Indem man die Ergebnisse des experimentellen Re-
portergens relativ zu denen des Kontrollreportergens betrachtet (Relative Luminescence
Unit (RLU)), werden Differenzen aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienz
oder Uberlebensraten der Zellen minimiert. In dieser Arbeit wurde die Transfektion von
HEK?293- Zellen mit Lipofectamin™ 2000 durchgefiihrt. Eigene Optimierungsversuche
zeigten die hdchste Transfektionseffizienz bei einem Lipofectamin™ 2000/ DNA Ver-

haltnis von 0,3.

Dual-Luciferase® Reporter Assay Ablauf:
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1,1x10° HEK293-Zellen wurden pro well in einer 12-well Platte in DMEM/10%
FKS/1% PEN/STREP ausgesét und iber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei mindestens 90%
Konfluenz wurden die Zellen mit 1ml PBS und anschlieBend mit DMEM gewaschen.
Fiir einen Transfektionsansatz wurden 2,2pg DNA und 7pl Lipofectamin™ Reagenz
gelost in einem Gesamtvolumen von 250ul DMEM zu den Zellen pipettiert. Die 2,2ug
DNA setzten sich aus den Plasmiden hTLR2, pRK5, pElamLu, und phRL-TK zusammen.
AuRerdem wurden entweder pTcpF, pTcpCl, pTcpC2, pTcpM1, pTcpM2 oder pTcpM3
hinzugegeben. Bei hTLR2 wurde mit 50ng oder 25ng DNA gearbeitet. pTcpF, pTcpC1l,
pTcpC2, pTcpM1, pTcpM2 oder pTcpM3 wurden, wie unter 3.4.1 beschrieben, bezogen
auf hTLR2 in den entsprechenden Verhaltnissen hinzugegeben. pElamLu (550ng) und
phRL-TK (50ng) waren in jedem Versuchsansatz konstant. pRK5 wurde verwendet um
quantitative DNA Unterschiede der Transfektionsansatze (Gesamtmenge DNA 2,2uQ)
auszugleichen. Die Transfektionsansdtze wurden fiir 20min bei Raumtemperatur inku-
biert, anschlielend auf die Zellen gegeben und die Zellen fur 6h bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 1min bei 37°C mit 200ul Trypsin-EDTA behandelt
und mit 200ul DMEM/10% FKS abgeloscht. Die wells wurden dann mit 1ml
DMEM/2% FKS aufgefillt, zu 100 pl/well Portionen auf 96-well Platten verteilt und
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Aktivierung von TLR2 wurden die Zellen mit
Pam3Cys-SKKKK in einer Endkonzentration von 0,5uM fir 16 Stunden bei 37 °C in-
kubiert. Anschlieend wurde das Medium abgesaugt, 20ul 1x PLB (Passive Lysis Buf-
fer) pro well pipettiert und fir 30min bei Raumtemperatur geschittelt. Die Luciferase
Substrate wurden entsprechend der Herstellerangaben des Dual-Luciferase® Reporter
Assays vorbereitet. Die Messung erfolgte direkt in der 96er-well Platte am Luminome-
ter. Die Injektionsmenge fiir LARII (Luciferase Assay Reagent 1) und Stop&Glo® Rea-
gent wurde auf 100pul eingestellt. Die Messperiode der beiden Enzymaktivitaten betrug
10sec und setzte 2sec nach Injektion des Substrates ein. Die Messung der Proben erfolg-
te in Triplikaten. In jedem Versuch existieren zwei identische Versuchsansatze, von
denen nur einer mit Pam3Cys-SKKKK aktiviert wurde. Der nicht mit Pam3Cys-SKKKK
aktivierte Ansatz diente als negative Kontrolle (PAMS3-). Der Versuchsansatz, der ledig-
lich pRKS5, pElamLu und phRL-TK (TLR2-) enthalt, zeigt die zelleigene, TLR2-
unabhangige NFkB-Antwort. Der Versuchsansatz, der lediglich pRK5, hTLR2, pElamLu
und phRL-TK enthalt, zeigt die TLR2-abhangige NFxB-Antwort in Abwesenheit von
Tcp Proteinen (TLR2 25/50) und wurde als Ausgangswert fiir die statistische Analyse
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mittels student’s t-test verwendet. Die gewonnenen Rohdaten wurden mithilfe der
SOFTmax®Pro Software ausgelesen und mit Microsoft Excel ausgewertet.

2.5.3  Zytokin-Messung mit dem Bio-Plex Pro™

Mit Hilfe von Bio-Plex Pro™ lassen sich Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren
aus Serum und Zellkulturiberstanden messen. Das Verfahren &hnelt dem eines capture
sandwich immunoassay. Es werden ein Identifikationsantikérper und ein Detektionsan-
tikdrper verwendet. Ersterer ist spezifisch gegen ein Epitop eines bestimmten Zytokins
gerichtet und ist an eine mikrokleine Plastikkugel (Bead) gekoppelt. Der Bead enthalt
einen Farbstoff, der bei Anregung durch Licht eines Lasers, in einem fur den Farbstoff
spezifischen Wellenldngenspektrum fluoresziert. Anhand des Wellenldangenspektrums
wird die Identifizierung des zu messenden Zytokins ermdglicht. Der Detektionsantikor-
per bindet ebenfalls spezifisch an das gewiinschte Zytokin, allerdings an einem anderem
Epitop als der Identifikationsantikorper. Durch Bestimmung des Fluoreszenz Signals
und Vergleich mit einem Zytokin-Standard (Bio-Rad) erfolgt die Quantifizierung der zu

messenden Zytokine.

Bio-Plex Pro™ Ablauf

In dieser Arbeit wurden die Uberstande von stimulierten RAW264.7 Makrophagen auf
die Produktion von IL-6 und TNF-a untersucht. Hierzu wurden RAW264.7 Makropha-
gen mit 2x10%well auf einer 6-well Platte in DMEM/ 10%FKS ausgesat und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die E. coli BL21 Transformanten (BL21+pStyl, BL21+pSty2,
BL21+pSty3 und BL21+pSty7) wurden in LB plus Ampicillin bei 37°C bis zu einer
ODgno= 0,5 kultiviert und anschlieBend fiir 2h mit 2ug/ml AHT induziert. Die Trans-
formanten wurden dann mit einem moi=0,1 fiir 6h gelést in DMEM/ 2%FKS auf die
Makrophagen gegeben. Nach 6h Stunden Infektion wurden die Uberstande abgenom-
men und fiir 10min bei 16060xg, 4°C zentrifugiert. Die gewonnenen Uberstiande wur-
den eingefroren und am Folgetag fur die Bio-Plex-Messung auf Eis aufgetaut. Die
Durchfiihrung des Assay erfolgte gemal den Herstellerangaben. Kurz zusammengefasst
wurden die wells der 96er-Well-Platte mit je 100ul Assay Buffer angefeuchtet und mit
einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die 1x Beads wurden 30sec. gevortext und zu
50pl/well pipettiert. Die Platte wurde anschlieRend zweimal mit 100l Wash Buffer/well

gewaschen. Die Versuchsproben und Standards wurden gevortext und bei Raumtempe-
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ratur zu je 50ul/well pipettiert. Die Platte wurde mit Alufolie lichtdicht umschlossen
und erst 30sec bei 1100rpm und dann fir 30min bei 300rpm geschuttelt. Nach 30min
Inkubationszeit wurde die Platte dreimal mit je 100ul Wash Buffer gewaschen und je
25ul 1x Detektionsantikorper pro well pipettiert. Die Platte wurde mit Alufolie licht-
dicht umschlossen und erst 30sec bei 1100rpm und dann fiir 30min bei 300rpm geschiit-
telt. Die Platte wurde mit je 100ul Wash Buffer dreimal gewaschen. Dann wurden je
50ul der 1x Streptavidin/Phycoerythrin Losung pipettiert und die Platte mit Alufolie
lichtdicht umschlossen und erst 30sec bei 1100rpm und dann fir 10min bei 300rpm
geschiittelt. Die Platte wurde dreimal mit je 100ul Wash Buffer gewaschen. Pro well
wurden 125pl Assay Buffer pipettiert und die Platte fir 30sec bei 1100rpm geschdittelt.
Die Proben wurden am Bio-Plex 200 gemessen und die Daten mit der Bio-Plex™ Ma-

nager 3.0 Software ausgewertet.

2.6 Proteinarbeiten

2.6.1 insilico Analysen

2.6.1.1 Alignment

Unter Alignment versteht man den Abgleich zweier oder mehrerer Sequenzen, um funk-
tionelle oder evolutiondre Verwandtschaften nachzuweisen. In dieser Arbeit wurden

Alignments ausschlieRRlich automatisiert mittels Clustal Omega [77] erstellt.

2.6.1.2 CDD (Conserved Domain Database) und CDART (Conserved Domain Ar-

chitecture Retrieval Tool)

Bei der Conserved Domain Database (CDD) handelt es sich um eine Sammlung be-
kannter Proteindomanen, auf die (iber die Server basierte Plattform des National Center
of Biotechnology Information (NCBI) zugegriffen werden kann
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Mittels Suchanfrage wird Uber
multiple Alignments ein Domdanenabgleich zwischen einer Protein Eingabesequenz
(Query-Sequenz) und der CDD durchgefiihrt. Potentielle konservierte Doménen der
Eingabesequenz werden so erkannt. Ein Indikator fur die Zuverlassigkeit eines Treffers

ist der Expect Value (E-value), der die Wahrscheinlichkeit fir einen falsch positiven
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Treffer widerspiegelt [78], [79]. Das CDART
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi) ermdglicht dem Be-
nutzer die Verbreitung der zu untersuchenden Proteindomane in unterschiedlichen Le-

bewesen zu analysieren und anhand der Biosystematik zu strukturierten [80].

2.6.1.3 Vorhersage und Superposition von Proteinstrukturen

Struktur und Aufbau eines Proteins sind flr dessen Funktion von entscheidender Bedeu-
tung. Aufgrund des hohen strukturellen Konservierungsgrades innerhalb einer Protein-
doméne kdnnen bekannte Proteindoménen fur die Strukturvorhersage homologer Pro-
teindoménen verwendet werden. Die so berechneten Strukturen stellen nicht die defini-
tive Struktur dar, dienen aber als Anndherung an die definitive Struktur und koénnen
Hinweise auf das Interaktionspotential des Proteins liefern. Fir die VVorhersage der Ter-
tiarstrukturen  von  TcpC-TIR, TcpF-TIR und TcpM-TIR wurde HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) [81] verwendet, dessen Zuverlassigkeit erfolg-
reich gepriift wurde [82]. Es handelt es sich um einen automatischen Protein Modelling
Server, der die Eingabesequenz nach homologen Proteindoméanen durchsucht, deren
Tertidrstruktur bereits bekannt ist. Die homologen Proteindomanen dienen als Leitstruk-
tur fir die Berechnung der Tertidrstruktur des zu untersuchenden Proteins. Die als Leit-
struktur verwendeten Proteindoménen konnen automatisch nach einer auf Homologie
basierten Rangliste oder manuell ausgewéhlt werden. In dieser Arbeit erfolgte die Aus-
wahl fir die Berechnung von TcpC-TIR, TcpM-TIR und TcpF-TIR automatisch. An-
hand von Superpositionen kdnnen Proteindoménen in 3D verglichen werden. Die in
dieser Arbeit verwendeten Superpositionen wurden anhand von TM-Align
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/) generiert [83]. Der TM-Score (0-1)
drickt die Gleichartigkeit der superponierten Strukturen aus. Werte <0,2 deuten auf eine
nicht signifikante und Werte >0,5 deuten auf eine signifikante Gleichartigkeit hin. Die
Strukturinformationen wurden im pdb - (protein data bank) Format gespeichert und
mithilfe des frei erhaltlichen 3D-Grafikprogramms PyMOL (http://www.pymol.org/)
dargestellt. Die Strukturinformationen bereits publizierter TIR Doménen wurden von

der protein data bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) bezogen.
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2.6.2  Proteinbiochemische Methoden

2.6.2.1 Western Blot [84]

Der erste Schritt beim Western Blot besteht in der analytischen Auftrennung eines Pro-
teingemisches anhand von SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektro-
phorese). AnschlieRend erfolgt das Ubertragen (Blotting) der Proteine von einem Gel
auf eine Tragermembran. Auf der Tragermembran wird das gebundene Protein durch

Enzymreaktionen sichtbar gemacht.

SDS-PAGE
Sammelgel (Tabelle 2-19) und Trenngel (Tabelle 2-20) wurden gemal den unten aufge-
fuhrten Angaben hergestellt.

H.O TRIS 0,5M pH6,8 PAA 30% | SDS10% | TEMED | APS10%

1,8ml | 0,84ml 0,64ml 33,4ul 1,2ul 33,40l

Tabelle 2-19:  Sammelgel Polyacrylamid (PAA) 5,7%.
Natriumdodecylsulfat (SDS) Tetramethylethylendiamin (TEMED),
Ammoniumperoxidsulfat (APS).

H,O TRIS 0,5M pH6,8 PAA30% | SDS10% TEMED | APS10%

2,25ml | 1,67ml 2,65ml 66,7ul 3,3ul 50pl
Tabelle 2-20:  Trenngel PAA 12%

Zunéchst wurde die Glaskammer mit dem Trenngel und anschlieBend mit dem Sam-
melgel befullt. Die Proben wurden mit 5x Ladepuffer versetzt, fur 10min bei 95°C ge-
kocht und anschlielend in die Geltaschen geladen. Innenraum und Auf3enrdume der
Gelkammer (Bio-Rad) wurden mit Laufpuffer gefiillt. An die Gelkammer wurde eine
Spannung von 125V (Consort E802 Powersupply) angelegt bis die Proteinbanden die
Trennlinie zwischen Sammel- und Trenngel erreichten. Die Spannung wurde dann auf
150V erhoht.

Blotting

6 Blottingfilterpapiere (2mm) wurden in Blot | Puffer getrankt und auf die Anode des
Multiblotgeréts gelegt. 3 Blottingpapiere wurden in Blot 11 Puffer getrankt, auf die an-
deren 6 Blottingpapiere gelegt und die Luftblasen entfernt. Die Polyvinylidendifluorid
(PVDF)-Membran (Immobilon®-P) wurde fiir 15sec in einem Methanolbad angefeuch-

tet und danach von beiden Seiten in Blot 11 Puffer gewaschen und auf die Blottingpapie-
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re gelegt. 6 Blottingpapiere wurden in Blot 1l Puffer getrankt und auf das Gel gelegt.
AbschlieBend wurde die obere Kathode mit Blot 11l Puffer angefeuchtet und die ge-
schlossene Blotkammer mit einem Gewicht beschwert. Der Blottingvorgang lief 90min
bei der mA-Zahl, die der Flache der Membran in cm? entsprach.

Strep-tag® Detektion

Die Membran wurde in 20 ml PBS-Blocking Buffer (PBS, 3% BSA, 0,5% v/v Tween20)
fur 1h bei Raumtemperatur auf einem Taumler inkubiert. Anschlielend wurde die
Membran 3x mit 20ml PBS-Tween Buffer (PBS, 0,1% v/v Tween20) gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden auf die Membran 10ml PBS-Tween Buffer gegeben.
Endogene biotinylierte Proteine wurden durch Zugabe von 10ul Avidin haltigem Biotin
Blocking Buffer (IBA) (1:1000, 10min) geblockt. AnschlieBend wurden 10pul (1:1000)
Strep-Tactin Horseradish Peroxidase (HRP) conjugate (IBA) hinzugegeben und fir
60min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte (1min bei Raum-
temperatur schitteln) mit PBS-Tween Buffer, dann zwei Waschschritte in PBS-Buffer.
Pierce ECL Western Blotting Substrat wurde als Substrat fur das Strep-Tactin HRP
Conjugate verwendet (300ul/Membran). Die Belichtungszeiten in der Amersham Hy-
percassette betrugen 1-5min. Als Film wurde Amersham Hyperfilm ECL verwendet.
Die Entwicklung erfolgte automatisch mit der Entwicklungsmaschine Agfa Curix 60.

2.6.2.2 Aufreinigung von Strep-tag® Fusionsproteinen

In dieser Arbeit wurden die mit einem Strep-tag® fusionierten Proteine anhand einer
Strep-Tactin® Matrix (IBA) unter physiologischen Bedingungen aufgereinigt, um die
Funktionalitat der Proteine zu erhalten.

Ablauf:

Kultivierung und Expression

Die E. coli TOP10 Transformanten wurden von einer Ubernachtkultur 1:50 in vorge-
warmtes LB Medium + Ampicillin (50pg/ml) tberimpft. Die Kulturen wurden bis zu
einer OD600 = 1,5 kultiviert, um die Ausbeute der Proteine zu erhdhen. Fir Azurin,
GFP und TcpC-TIR erwiesen sich eine Expressionstemperatur von 37°C, Expressions-
dauer von 2h und eine AHT Konzentration von 200ng/ml als optimale Expressionskon-
ditionen. Fur TcpF war eine Absenkung der Temperatur auf 25°C und der Dauer auf

0,5h notwendig, um das Protein optimal zu exprimieren. Nach der Expression wurden
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die Kulturen bei 6000xg und 4°C fir 15min zentrifugiert. Die Uberstande wurden ver-
worfen und die Pellets eingefroren.

Lyse

Die Bakterien wurden schonend mit Lysozym (IBA-Lyse) lysiert. Dazu wurden die Pel-
lets in 2ml Puffer B (ImM EDTA, Tween 20, Avidin)/100ml Kultur resuspendiert und
fur 1h auf Eis inkubiert. Es wurden 4pul DNAse 1/2ml Puffer B sowie RNAse (Endkon-
zentration 10pg/ml) hinzugegeben und fur 1h auf Eis inkubiert, um die Viskositat zu
senken. Das Lysat wurde dann mit 16060xg bei 4°C fiir 15min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde entnommen und zur Aufreinigung verwendet. Die unterschiedlichen Lysa-
tanteile (totales Protein, unldsliches Protein und ldsliches Protein) wurden mittels Wes-
tern Blot untersucht (Abbildung 3-26). Hierzu wurden 10ul des Lysats, 90ul Puffer B
und 25ul von 5x SDS-PAGE Puffer zur Analyse des totalen Proteins vorbereitet. Fir
die Analyse des unldslichen Anteils des Proteins wurden 10pul des Lysats zentrifugiert,
der Uberstand entnommen und 100ul Puffer B sowie 25ul von 5x SDS-PAGE Puffer
hinzugegeben. Fir die Analyse des I6slichen Anteils des Proteins wurde ein Ansatz mit
10l des Uberstands, 90ul Puffer B und 25ul von 5x SDS-PAGE Puffer vorbereitet.

Aufreinigung

Alle Arbeitsschritte wurden im Kihlraum bei 4° durchgefihrt. Die 1ml Strep-Tactin®
Saule wurde in einer Vorrichtung fixiert und der Lagerungspuffer abgelassen. Es folgte
die Equilibrierung mit 2ml Puffer W (100mM TRIS-CI pH 8,0, 150mM NaCl, 1mM
EDTA). Das Zelllysat wurde bei 16060xg fur 5min zentrifugiert und auf die Sdule auf-
getragen. Die Durchflussfraktion (FT) wurde zur spateren Western Blot Analyse ge-
sammelt. AnschlieBend wurde die Saule mit je 1ml Puffer W 5x gewaschen und die
Waschfraktionen (W1-W5) aufgefangen. Fur die Elution des gebundenen Proteins wur-
den 6x je 0,5ml des Puffers E (100mM TRIS-CI pH 8,0, 150mM NaCl, 1mM EDTA,
2,5mM Dethiobiotin) aufgetragen und die einzelnen Elutionsfraktionen (E1-E6) aufge-
fangen. Zur Regeneration der S&ule wurden 3x je 5ml des Puffers R (100mM TRIS-CI
pH 8,0, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 1mM HABA) aufgetragen. Der tberschussige Puf-
fer R wurde abgelassen und durch 2ml Puffer W ersetzt. Die Saule wurde bei 4°C fiir
eine erneute Aufreinigung gelagert. Jedes rekombinante Protein wurde Uber eine indivi-
duelle Saule aufgereinigt. Die Waschfraktionen und Elutionsfraktionen wurden im Wes-
tern Blot und zusétzlich mit einer SDS-PAGE und Coomassie-Farbung auf ihre Reinheit

Uberpruft. Die aufgereinigten rekombinanten Proteine wurden durch Zentrifugation (1h
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bei 4°C und 5000xg) mit Amicon® Ultra-15-Filtern konzentriert (60x). Der Retentions-
Cut-off lag bei 10kDa. Die Zentrifugation wurde insgesamt 6-mal wiederholt und das
filtrierte Volumen durch PBS ersetzt. AbschlieBend erfolgte eine Protein Konzentrati-

onsbestimmung mit dem Bradford Protein Assay.

2.6.2.3 Bradford Protein Assay [85]

Beim Bradford Protein Assay handelt sich um eine photometrische Methode zur Quanti-
fizierung von Proteinen. Hierzu wurde eine Verdinnungsreihe (0,05mg/ml bis
0,6mg/ml) des BSA-Standards geldst in PBS vorbereitet. Die Proben wurden auf Eis
aufgetaut und im Verhaltnis 1:2,5, 1:5, 1:10 und 1:20 mit PBS verdunnt. Je 10 pl/well
von Standard und Probe wurden in eine 96-well Platte pipettiert, 200ul der Bradford
Reagenz hinzugegeben und fur 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung er-

folgte am Spektrophotometer bei einer Wellenldange von 595nm in Duplikaten.

2.7 Screening

2.7.1  Screening E. coli

Im Zeitraum vom 18.8.2008 bis 25.11.2008 wurden 100 aus Patientenurin isolierte E.
coli, die eine Konzentration von 10> Keime/ml Urin (iberschritten (Infekt-relevante
Keimzahl) [86], auf die Anwesenheit der TcpC-Gensequenz, Mischinfektionen und An-
tibiotikaresistenzen getestet (3.1.1). Die E. coli HWI Isolate wurden mit PCR auf die
Anwesenheit des TcpC-Gens Uberprift. Als Primer dienten UPECseql und UPECseq3.
Die Primer binden innerhalb der Sequenz fir TcpC. Liegt das Gen im zu Uberprifenden
E. coli Isolat vor, war in der Gelelektrophorese eine Bande von 879bp zu sehen. Lag das
Gen nicht vor, war keine Bande zu sehen. Ein PCR-Ansatz, bei dem die DNA von E.
coli CTFO073 als Matrize diente, wurde als positive Kontrolle mitgefuhrt. Ein DNA frei-
er PCR Ansatz diente als negative Kontrolle. Die bei Mischinfektionen isolierten Infek-
tionspartner zeigten Keimzahlen <10° Keime/ml Urin. Alle Keime stammten von unter-
schiedlichen Patienten. Die Antibiotika-Resistenzbestimmung erfolgte wie unter 2.7.3

beschrieben.
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2.7.2  Screening E. faecalis

Im Zeitraum vom 13.11.2008 bis 17.03.2009 (125 Tage) wurden insgesamt 68 aus Pati-
entenurin isolierte E. faecalis Keime, die eine Konzentration von 10° Keime/ml Urin
Uber- und 42 aus Patientenurin isolierte E. faecalis Keime, die die Konzentration unter-
schritten, auf die Anwesenheit der TcpF-Gensequenz, Mischinfektionen und Antibio-
tikaresistenzen getestet (3.1.2). Die E. faecalis Urinisolate (n=110) wurden mit PCR auf
die Anwesenheit der TcpF-Gensequenz Uberprift. Als Primer dienten E.f.seql und
E.f.seq2. Die Primer binden innerhalb der TcpF-Sequenz. Lag das Gen im zu Uberpri-
fenden E. faecalis Isolat vor, war in der Gelelektrophorese eine Bande von 844bp zu
sehen. Lag das Gen nicht vor, war keine Bande zu sehen. Ein PCR-Ansatz enthielt keine
DNA-Matrize und diente als negative Kontrolle. Ein PCR-Ansatz, der als Matrize die
DNA von E. faecalis Symbioflor 1 beinhaltete, diente als positive Kontrolle. Die bei
Mischinfektionen isolierten Infektionspartner zeigten Keimzahlen <10° Keime/ml Urin
und es wurden nur Proben beriicksichtigt, die fur E. feacalis den Grenzwert von 10°
Keime/ml Urin Uberschritten. Die Bestimmung der Antibiotikaresistenzen erfolgte wie

unter 2.7.3 beschrieben. Alle Keime wurden von unterschiedlichen Patienten isoliert.

2.7.3  Antibiotika-Resistenzbestimmung

Die Antibiotika-Resistenzen wurden fur die in Tabelle 2-21 aufgefiihrten Antibiotika im
Agardiffusionsverfahren bestimmt und nach den CLSI-Kriterien (Clinical and Labora-

tory Standards Institute) bewertet.

Antibiotikum ug resistent moderat sensitiv | sensitiv
Ampicillin 10 <13 14-17 >17
Ampicillin/Sulbactam | 10/10 <11 12-14 >15
Cefazolin 30 <14 15-17 >18
Cefepim 30 <14 15-17 >18
Cefotaxim 30 <14 15-22 >23
Cefpodoxim 10 <17 18-20 >21
Ceftazidim 30 <14 15-17 >18
Ceftriaxon 30 <13 14-20 >21
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Antibiotikum Mg resistent moderat sensitiv | sensitiv
Cefuroxim 30 <14 15-17 >18
Ciprofloxacin 5 <15 16-20 >21
Erythromycin 15 <13 14-22 >23
Fosfomycin 100 <12 13-15 >16
Gentamicin 10 <12 13-14 >15
Imipenem 10 <13 14-15 >16
Levofloxacin 5 <13 14-16 >17
Meropenem 10 <13 14-15 >16
Moxifloxacin 5 <I5 16-18 >19
Piperacillin/ 100/10 <17 18-20 >21
Tazobactam

Sulfamethoxazol/ 1,25/3,75 | <10 11-15 >16
Trimethoprim

Tetracyclin 30 <14 15-18 >19

Tabelle 2-21:  BBL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test Discs (BD)
Die erste Spalte zeigt den Inhaltsstoff der Test-Disc und die folgende
Spalte die dazugehdrige Menge in pg. In den darauffolgenden Spalten
finden sich die Weiten (mm) der Hemmhofe, anhand derer die Einstu-
fung in resistent, moderat sensitiv und sensitiv erfolgte.

Dazu wurde mit einer sterilen Ose von der jeweils bewachsenen Platte eine Kolonie
(etwa 10° Bakterien) abgenommen, in ein Reagenzglas mit TSB-Medium (BD) Uber-
fuhrt und fir 15min bei 37°C inkubiert. Mit einem sterilen Glasstab wurden dann vier
Mdiller-Hinton-Platten (BD) gleichmé&Rig mit beimpftem TSB-N&hrmedium plattiert und
die wirkstoffgetrankten Plattchen (BBL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test Discs, BD)
mittels Stempel aufgebracht. Die Platten wurden bei 37°C je nach Generationszeit der
Mikroorganismen ein bis drei Tage inkubiert und dann der Durchmesser des Hemmho-
fes (Tabelle 2-21) abgelesen und nach CLSI-Kriterien ausgewertet. Die Untersuchungen
wurden dankenswerterweise unter Aufsicht von Prof. Dr. E. Domann in der Routinedi-
agnostik der Medizinischen Mikrobiologie Giellen des Universitatsklinikums Giel3en
und Marburg GmbH durchgefuhrt.
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2.8 Statistische Methoden

Zur Uberpriifung der Haufigkeitsverteilung von TcpF unter E. faecalis Isolaten unter-
schiedlichen Ursprungs wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet.

Fur die Fragestellung, ob sich zwei Stichproben in ihren Mittelwerten signifikant vonei-
nander unterscheiden, wurde der Zweistichproben t-Test ohne die Annahme fir eine
gleiche Varianz der zu untersuchenden Stichproben verwendet. Die Berechnungen er-
folgten anhand der Software Excel.

Die Signifikanz wurde mit Hilfe von Sternen dargestellt: 0.01< p < 0.05%*; 0.001< p <
0.01*%*; p < 0.001***,
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3. Ergebnisse

3.1 Screening

3.1.1  Screening E. coli

Insgesamt ergaben sich fur den betrachteten Zeitraum von 100 Tagen durchschnittlich
1,0 durch E. coli hervorgerufene HWIs pro Tag. In 84% der Féalle handelte es sich bei
HWI mit E. coli um Einzelinfektionen. In 16 der 100 Urinproben lag eine Mischinfekti-
on vor. Die Infektionspartner zeigten dabei Keimzahlen <10°/ml, wohingegen die
Keimzahl von E. coli oberhalb des Grenzwertes von 10°/ml lag. Haufigster Infektions-
partner von E. coli war mit 8% E. faecalis. Neben E. faecalis wurden Proteus mirabilis
(2%), Klebsiella pneumoniae (2%), Klebsiella sp. (1%), Klebsiella oxytoca (1%), Mor-
ganella morganii (1%) und Pseudomonas aeruginosa (1%) als Infektionspartner identi-
fiziert. Alle Keime mit Ausnahme von P. aeruginosa haben den menschlichen Darm-
trakt als natlrliches Habitat (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1: Mischinfektionen bei HWI mit E. coli
100 HWI Urinproben mit E. coli >10°cfu/ml von unterschiedlichen
Patienten stammend wurden auf Mischinfektionen untersucht. Infekti-
onspartner von E. coli zeigten Keimzahlen <10°cfu/ml.

AnschlieBend wurden die E. coli HWI Isolate auf spezifische Antibiotika-Resistenzen
untersucht. Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme zdhlen zu den -

Laktamantibiotika. Sie inhibieren die Zellwandsynthese. Sulbactam und Tazobactam
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sind B-Laktamase-Inhibitoren, die in Verbindung mit -Laktamantibiotika verabreicht

werden. Die Tetrazykline wirken uber die Blockierung der Anlagerung der tRNA an das

Ribosom. Es kommt zu einer Inhibierung der bakteriellen Proteinsynthese. Gentamicin

und Tobramycin zdhlen zu den Aminoglykosiden, die die Proteinsynthese durch Bin-

dung an der 30S Untereinheit des Ribosoms hemmen. Cotrimoxazol ist ein Kombinati-

onspréparat aus Sulfamethoxazol und Trimethoprim, das die Fols&duresynthese hemmt.

Die Fluorchinolone Levofloxacin, Ciprofloxacin und Moxifloxacin entfalten ihre Wir-

kung durch Hemmung der Topoisomerase 11 [87].

Moxifloxacin
Ciprofloxacin
Levofloxacin
Fosfomycin
Cotrimoxazol
Tetracyclin
Gentamicin
Tobramycin
Meropenem
Imipenem
Cefepim
Ceftazidim
Ceftriaxon
Cefotaxim
Cefpodoxim
Cefuroxim
Cephalexin
Cefazolin
Piper/Tazobac
Ampi/Sulbac

Ampicillin

moderat
sensitiv

W resistent

53,0%

10% 20% 30% 40% 50% 60%

Abbildung 3-2: Resistenzlage von E. coli bei HWI

100 E. coli HWI Isolate mit cfu>10°/ml von unterschiedlichen Patien-
ten wurden anhand des Agardiffusionstests auf Antibiotikaresistenzen
untersucht. Die Untersuchung wurde standardméfig in der mikrobio-
logischen Routinediagnostik des Universitatsklinikums GieRen und
Marburg (UKGM) durchgefuhrt. Ampi: Ampicillin, Sulbac: Sul-
bactam, Piper: Piperacillin, Tazobac: Tazobactam
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Jeweils mehr als 25% der Keime waren resistent gegen Ampicillin, Ampicillin/ Sul-
bactam, Tetrazyklin und Cotrimoxazol. Die hdufigste Resistenz lag mit 53 % gegen
Ampicillin vor. Keines der E. coli Isolate zeigte eine Resistenz gegen die Carbapeneme
Imipenem und Meropenem (Abbildung 3-2). Bei 5 der E. coli Isolate zeigte sich eine
besondere Resistenzlage mit positivem Nachweis fir ESBL (Erweitertes-Spektrum-
Betalaktamasen) (Abbildung 3-3). Die ESBL-bildenden E. coli sind definitionsgemaf
resistent gegen Penicilline und Cephalosporine. Zusatzlich waren die hier getesteten
Isolate alle resistent gegen die Fluorchinolone Moxi-, Cipro- und Levofloxacin sowie
gegen Cotrimoxazol und Tetrazyklin. Fur Fosfomycin zeigte sich in 40% der ESBL
Isolate nur eine moderate Sensitivitat, wohingegen alle ESBL-positiven Isolate sensitiv
fur Imipenem und Meropenem waren. Fir die Aminoglykoside Gentamicin und

Tobramycin lieR sich eine Resistenz in einem bzw. zwei Féllen feststellen.

Moxifloxacin 100,0%

Ciprofloxacin 100,0%

Levofloxacin 100,0%
Fosfomycin 40,0%

Cotrimoxazol 100,0%
Tetracyclin 100,0%
Gentamicin 20,0%

Tobramycin 40,0%
Meropenem
Imipenem
Cefepim 100,0% moderat sensitiv
Ceftazidim 100,00  Wresistent
Ceftriaxon 100,0%
Cefotaxim 100,0%
Cefpodoxim 100,0%
Cefuroxim 100,0%
Cephalexin 100,0%
Cefazolin 100,0%

Piper/Tazobac 100,0%

Ampi/Sulbac 100,0%
Ampicillin 100,0%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 3-3 Resistenzlage von E. coli mit ESBL bei HWI
Die Abbildung zeigt die Antibiotikaresistenzen der 5 E. coli HWI Iso-
late mit CFU>10°/ml und einem positiven Nachweis fir ESBL. Die
Untersuchung wurde standardmafig in der mikrobiologischen Routi-
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nediagnostik des Universitatsklinikums Gieen und Marburg
(UKGM) durchgefuhrt. Ampi: Ampicillin, Sulbac: Sulbactam, Piper:
Piperacillin, Tazobac: Tazobactam

Alle 100 E. coli HWI Isolate wurden mit PCR auf das Vorhandensein der TcpC Gense-
quenz Uberpruft. Insgesamt waren 20 der getesteten E. coli TcpC positiv (20%). Abbil-
dung 3-4 zeigt exemplarisch das Screening PCR Ergebnis fur die E coli Isolate#61-69.
E. coli#62 wurde als TcpC positiv gewertet.

1650bp
850bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 NCPC
Abbildung 3-4: Screening PCR E. coli

Die E. coli HWI Isolate wurden mit der Screening PCR E. coli auf die
Anwesenheit des TcpC-Gens untersucht. 1: E. coli#61, 2: E. coli#62,
3: E. coli#63, 4: E. coli#64, 5: E. coli#65, 6: E. coli#66, 7: E. coli#67,
8: E. coli#68, 9: E. coli#69. NC: Negative Kontrolle ohne DNA, PC:

Positive Kontrolle mit DNA von E. coli CFT073. GrolRenstandard: 1
Kb Plus DNA Ladder.

3.1.2  Screening E. faecalis

In dem betrachteten Zeitraum von 125 Tagen ergaben sich durchschnittlich 0,54 durch
E. faecalis hervorgerufene HWIs pro Tag (n=68, cfu>10°/ml). E. faecalis wurde durch-
schnittlich bei 0,88 Patienten/d nachgewiesen (n=110, cfu>10>/ml und cfu<10°/ml).

In 61,8% der Falle handelte es sich bei HWI mit E. faecalis um Einzelinfektionen. Hau-
figster Infektionspartner von E .faecalis ist mit 13,2 % E. coli. Neben E. coli zéhlen
Candida sp. (11,8%) und P. aeruginosa (10,3%) zu den haufigsten Infektionspartnern.
AuRerdem konnten P. mirabilis (2,9%), Enterobacter sp. (2,9%) sowie Streptococcus
sp., K. pneumoniae, Enterococcus cloacae, Enterococcus faecium, Hafnia alvei und
Serratia liquefaciens in jeweils 1,5% identifiziert werden. Alle Keime mit Ausnahme
von P. aeruginosa und Streptococcus sp. kommen in der menschlichen Darmflora vor
(Abbildung 3-5).

56



-ERGEBNISSE-

70% 7 61,8%

60% -

50%

40%

30%

20% 13,2% 11,8% 10,396

10% 29% 2,9% 15% 1,5% 1,5% 1,5% 15% 1,5%
0% -

RESEN S S R ORI
\'@Q & @%Q '00% & &%Q %%Q 00& & & F c}\@Q
& VY O F
& S S S ) AL <
S SIS I A A N
S & & ¢ =3
N S
Q
PN
Q).

Abbildung 3-5: Mischinfektionen bei HWI mit E. faecalis
68 HWI Urinproben mit E. faecalis > 10°cfu/ml von unterschiedlichen
Patienten stammend wurden auf Mischinfektionen untersucht. Infekti-
onspartner von E. faecalis zeigten Keimzahlen <10°cfu/ml.

Die 110 aus Patientenurin isolierten E. faecalis Isolate wurden auf Antibiotikaresisten-
zen untersucht. Die eingesetzten Antibiotika wurden unter 3.1.1 bereits beschrieben.
Samtliche E. faecalis Isolate waren sensibel fur Ampicillin, Ampicillin/Sulbac, Pipera-
cillin/Tazobac und das Carbapenem Imipenem. Fir Meropenem fand sich aufgrund der
bekannt eingeschrankten Wirkungen gegeniiber grampositiven Bakterien bei allen Isola-
ten nur eine moderate Sensitivitat. Resistenzen lagen zu je mindestens 99% gegen Tet-
racycline und Fosfomycin vor. Keines der Isolate zeigte eine volle Sensitivitit gegen-
uber den getesteten Fluorchinolonen Gegen Cotrimoxazol sind 38,2% der Keime resis-
tent (Abbildung 3-6).

Alle 110 E. faecalis Urinisolate wurden mit PCR auf die Anwesenheit der TcpF-
Gensequenz Uberprift. In der exemplarisch abgebildeten Aufnahme der Gelelektropho-
rese (Abbildung 3-7) sind die Proben 2, 4 und 7 bis 9 TcpF positiv. Die Probe 1 (E. fae-
calis#11) hat eine L&nge von ca. 1900bp. Die Ursache flr die unerwartete Lange des
Amplifikats konnte mithilfe der Sequenzierung geklart werden und wird weiter unten

besprochen.
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Moxifloxacin
Ciprofloxacin
Levofloxacin
Fosmomycin 99,1%
Cotrimoxazol

moderat sensitiv

Tetracycline 100,0%
Meropenem i 100,0% W resistent
Imipenem - 0,0%
Piper/Tazobac - 0,0%
Ampi/Sulbac 1 00%
Ampicillin - 0,0%
0% ZOI% 4OI% 60I% 80I% 10(I)%

Abbildung 3-6: Resistenzlage aller aus Patientenurin isolierten E. faecalis Stamme
110 E. faecalis Urinisolate mit cfu>10>/ml und cfu<10*/ml von unter-
schiedlichen Patienten wurden anhand des Agardiffusionstests auf An-
tibiotikaresistenzen untersucht. Auf die Darstellung der Cephalospori-
ne und Aminoglykoside wurde bei bekannter intrinsischer Resistenz
von Enterkokken verzichtet.

2000bp
1650bp

1000bp
850bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 NCPC

Abbildung 3-7: Screening PCR E. faecalis

Die E. faecalis Urinisolate wurden mit der Screening PCR E. faecalis
auf die Anwesenheit der TcpF-Sequenz Uberpruft. 1: E. faecalis#11, 2:
E. faecalis#12, 3: E. faecalis#13, 4: E. faecalis#14, 5: E. faecalis#15,
6: E. faecalis#16, 7: E. faecalis#17, 8: E. faecalis#18, 9: E. faecal-
is#19. E. faecalis#11 zeigt eine unerwartete L&nge von ca. 1900bp. E.
faecalis#12, #14, #17, #18, #19 sind TcpF positiv. NC: Negative Kon-
trolle ohne DNA, PC: Positive Kontrolle mit DNA von E. faecalis
Symbioflor. Marker: 1Kb Plus DNA Ladder.
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Bei 84 von 110 Urinisolaten (76,4%) konnte die TcpF-Gensequenz nachgewiesen wer-
den. Betrachtet man die Isolate unter dem Gesichtspunkt cfu>10°/ml (n=68) und
cfu<10%ml (n=42) zeigen sich 79,4% der Isolate mit cfu>10>/ml und 71,4% der Isolate
mit cfu<10°/ml TcpF positiv. Es wurden 31 E. faecalis Stuhlisolate (Kommensale) von
unterschiedlichen Individuen ohne HWI mit dem gleichen PCR-Verfahren, das fur die
E. faecalis Urinisolate verwendet wurde, auf TcpF untersucht, um den Einfluss von
TcpF auf die Kolonisierung des Harnwegs zu untersuchen. Dabei wurden 18 Stuhlisola-
te TcpF positiv getestet (58,1%). Der statistische Vergleich von E. faecalis Kommensa-
len und allen Urinisolaten zeigte, dass der Anteil an TcpF positiven E. faecalis isoliert
aus Urin signifikant hoher ist als bei Kommensalen (p=0,044, Chi-Quadrat-Test). Ver-
gleicht man den Anteil von TcpF positiven Isolaten unter Kommensalen und E. faecalis
Urinisolaten mit cfu>10°ml so zeigte sich auch hier ein signifikantes Ergebnis
(p=0,028, Chi-Quadrat-Test). Keine signifikanten Unterschiede bestanden zwischen
Kommensalen und E. faecalis Urinisolaten mit cfu<10°/ml sowie Urinisolaten mit
cfu<10°/ml und cfu>10>/ml (Abbildung 3-8).

100% r J

0,

c00% 79.4% 76.4%
= 71.4%
&
= 58,1%
= .
2 60% -
=
=)
E
= 40%
o
=
=
4]
= 20%

0%

Kommensale Urinisolate Urinisolate alle

cfu<10e5/ml cfu=10e5/ml Urinisolate

Abbildung 3-8: TcpF positive E. faecalis Isolate
E. faecalis Urin- und Stuhlisolate wurden mit PCR auf die Anwesen-
heit der TcpF-Sequenz Uberprift und auf Abh&ngigkeit zwischen
TcpF und den Ursprung der E. faecalis Isolate untersucht.
n(Kommensale)= 31, n(Urinisolate<10°cfu/ml)= 42,
n(Urinisolate>10°cfu/ml)=68, n(alle Urinisolate= 110). *:p<0,05 (Chi-
Quadrat-Test).
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3.2 Genetische Analysen

3.2.1  Genetische Analyse von TcpC

Die TcpC positiven E. coli Isolate wurden zwecks genetischer Analyse und Beurteilung
der genetischen Stabilitat des TcpC Gens sequenziert. Dazu wurde das TcpC Gen zu-
nachst amplifiziert. Alle der 20 TcpC positiven E. coli-Isolate wurden sequenziert und
mit der TcpC Sequenz von E. coli CFT073 verglichen. 19 Isolate zeigten keine Verén-
derungen im Vergleich zu E. coli CFT073. Ein Isolat zeigte zwei Punktmutationen. In
Position 385 lag ein Basenaustausch von Guanin zu Adenin vor, der zum Aminosau-
reaustausch von Alanin zu Valin fiihrte. Bei der zweiten Punktmutation kam es in Posi-
tion 482 zum Austausch von Cytosin zu Thymin. Es handelte sich jedoch um eine syno-

nyme Punktmutation. Die kodierte Aminosaure blieb Phenylalanin.

3.2.2  Genetische Analyse TcpF

Die TcpF positiven E. faecalis Isolate wurden zwecks genetischer Analyse und Beurtei-
lung der genetischen Stabilitat des TcpF Gens sequenziert. Dazu wurde das TcpF Gen
zunachst amplifiziert. Probe 6 (E. faecalis #11) zeigte wie schon zuvor in der Screening
PCR ein Amplifikat von unerwarteter GrofRe (ca.2100bp) (siehe Abbildung 3-9). Neben
dem Isolat E. faecalis #11 fand sich auch fiir das Isolat E. faecalis #53 in der Sequenzie-
rungs-PCR ein Amplifikat unerwarteter GréRe (ca.2000bp, Daten nicht gezeigt), wo-
hingegen die Screening PCR fir Isolat #53 mit einer Amplifikatlange von ca. 850bp
unaufféllig blieb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 PC NC

Abbildung 3-9: TcpF Sequenzierungs-PCR

Fur die Sequenzierung der TcpF positiven Urinisolate wurde das je-
weilige TcpF Gen zunéchst durch PCR amplifiziert. 1: E. faecalis #2,
2: E. faecalis #4, 3: E. faecalis #5, 4: E. faecalis #8, 5: E. faecalis #9,
6: E. faecalis #11, 7: E. faecalis #12, 8: E. faecalis #14, 9: E. faecalis
#17. E. faecalis#l1l zeigt eine unerwartet groRe Amplifikatlange
(ca.2100bp). NC: Negative Kontrolle ohne DNA, PC: Positive Kon-
trolle mit DNA von E. faecalis Symbioflor 1. Marker: 1Kb Plus DNA
Ladder.
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Abbildung 3-10: Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) von TcpF
Die TcpF Sequenzen der E. faecalis Urinisolate wurden mit der TcpF
Sequenz von E. faecalis Symbioflor 1 verglichen. Hohe Werte zeigen
eine geringe - und niedrige Werte eine hohe Ubereinstimmung mit
dem TcpF Gen von E. faecalis Symbioflor 1. nota=68 (n(>105Cfu/m|):
46, N(<10°ctum= 22)

Alle der 68 TcpF positiven E. faecalis Isolate wurden sequenziert. Dabei stammen 46
Stamme von Urinproben mit einer Keimzahl von >10°/ml und 22 Stdimme von Urinpro-
ben mit einer Keimzahl von <10°/ml. Abbildung 3-10 zeigt die relativen Haufigkeiten
von Punktmutationen (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) der Isolatsequenzen im
Vergleich zu TcpF von E. faecalis Symbioflor 1. Start- und Stopcodon von TcpF (1-
825) sowie Beginn und Ende der TIR Domane (22-385) wurden gekennzeichnet. Neben
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insgesamt 16 Punktmutationen mit synonymem Aminoséureaustausch gab es innerhalb
des TcpF Gens 4 Punktmutationen, die zu einem nicht-synonymen Aminosaureaus-
tausch fuhrten. Die Punktmutation G121A lag in 58 von insgesamt 68 Féllen (85,3%)
vor, lag innerhalb der TIR Domane und fiihrte zum Austausch von Alanin zu Threonin.
Die Punktmutation C226G lag ebenfalls innerhalb der TIR Doméne, lieR3 sich nur in
einem Fall (1,5%) beobachten und fuhrte zum Austausch von Glutamin zu Lysin. Die
Punktmutationen C551T und T809C lagen auRerhalb der TIR Doméne und traten zu
58,8% und 1,5% auf. C551T fuhrte zum Austausch von Threonin zu Isoleucin und
T809C zum Austausch von Leucin zu Serin.

Die 68 Sequenzierungen lieRen sich insgesamt in 16 TcpF Genvarianten (TcpF-A bis P)
unterteilen. Die TcpF Genvariante A (TcpF-A) entsprach der TcpF Sequenz von E. fae-
calis Symbioflor 1. Zu den haufigsten Genvarianten unter den insgesamt 68 sequenzier-
ten TcpF Genen zdhlten die Variante TcpF-J (27,9%), -M (16,2%) und -A (13,2%)
(Tabelle 3-1). Die TcpF Sequenz des Stammes E. faecalis V583 (TcpF-V583, [88]) ent-
sprach der TcpF Genvariante TcpF-G. Mit Ausnahme von TcpF-A fanden sich in allen
weiteren Varianten in Position 121 die Mutation Guanin zu Adenin, die zum Aminosau-

reaustuasch von Alanin zu Threonin fihrte.

Genvariante | Mutationen Haufigkeit
TcpF-A keine 13,2%
TcpF-B G121A, A504G, 1,5%
TcpF-C G75A, G121A, A387A, A504G, G594C 1,5%
TcpF-D G75A, G121A, C387A, A504G, C551T, G594C 1,5%
TcpF-E G75A, G121A,, C336T, C387A, A504G, C551T 2,9%
TcpF-F G75A, G121A, C336T, C387A, A504G, A666G, C768T | 7,4%
TcpF-G G75A, G121A, C336T, C387A, A504G, C551T, G594C | 7,4%
TcpF-V583

TcpF-H G75A, G121A,, C336T, C387A, A504G, T636C, T642G | 10,3%
TcpF-I G75A, G121A, C387A, A504G, C551T, T636C, T642G | 1,5%
TcpF-J G75A, G121A,, C336T, C387A, A504G, C551T, G594C | 27,9%
TcpF-K CIT, G75A, G121A, C336T, C387A, G459A, A504G, | 1,5%
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Genvariante | Mutationen Haufigkeit
C768T

TcpF-L CIT, G75A, G121A, C190A, C336T, C387A, G459A, | 1,5%
A504G

TcpF-M GT75A, G121A, C336T, C387A, A504G, C551T, T636C, | 16,2%

T642G

TcpF-N G75A, G121A, C336T, C387A, A504G, A666G, C768T, | 1,5%
T809C

TcpF-O CIT, G75A, G121A, C190A, C336T, C387A, G459A, | 2,9%

A504G, C768T

TcpF-P G75A, G121A, C226A, G294A, T333C, C336T, T366C | 1,5%
C387A, A504G, C551T, C768T

Tabelle 3-1: TcpF Genvarianten

Die Tabelle zeigt die 16 unterschiedlichen TcpF Genvarianten (TcpF-
A bis P) der 68 TcpF positiven E. faecalis Urinisolate. Die Genvarian-
te A stimmt mit dem TcpF Gen von E. faecalis Symbioflor 1 tberein.
Die TcpF Genvariante G (TcpF-G) entspricht der publizierten TcpF
Sequenz des E. faecalis Stammes V-583 (TcpF-V583, [88]). Die
nicht-synonymen Punktmutationen (G121A, C226A, C551T, T809C)
wurden hervorgehoben. Die dritte Spalte zeigt die relativen Haufigkei-
ten der Genvarianten in Bezug auf die insgesamt 68 TcpF Gensequen-
zen.

Anhand des Chi-Quadrat-Test wurde untersucht, ob ein signifikanter Unterschied zwi-
schen E. faecalis Urinisolaten mit einer cfu oberhalb oder unterhalb des Grenzwertes
von 10°/ml und einer der oben beschriebenen Genvarianten besteht (Abbildung 3-11).
Mit Ausnahme der Genvariante F (TcpF-F, p=0,018) konnten diesbeztglich keine signi-
fikanten Unterschiede beobachtet werden. Neben der nicht-synonymen Mutation
G121A lagen in der Variante TcpF-F keine weiteren nicht-synonymen Mutationen vor.
Es gilt jedoch zu bericksichtigen, dass die Stiickzahl einzelner Genvarianten, TcpF-F
eingeschlossen, sehr gering ist (n<5) und der statistische Test daher nur begrenzt aussa-

gekraftig ist.
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Abbildung 3-11: Verteilung der TcpF Genvarianten unter E. faecalis Urinisolaten
mit cfu<10°ml und cfu>10>/ml.
Die relativen Haufigkeiten derl6 Genvarianten (A-P) wurden bezogen
auf die Gesamtheit der Isolate mit cfu<10°/ml (n=22) oder cfu>10>/ml
(n=46) dargestellt. Ein statistisch signifikantes Ergebnis zeigte sich fiir
die Genvariante F (p=0,018, Chi-Quadrat-Test).

Bei zwei E. faecalis Urinisolaten ergab die PCR eine unerwartet hohe Amplifikatlange,
die den Verdacht auf eine Insertion genetischen Materials innerhalb der Primerpaarse-
quenzen der Screening und/oder Sequenzierungs-PCR aufbrachte. Der Verdacht konnte
mithilfe der Sequenzierungsergebnisse bestatigt werden. Der strukturelle Aufbau, der zu
erwartenden Sequenz (E. faecalis Symbioflor 1) ist in Abbildung 3-12 dargestellt. Fir
Urinisolat E. faecalis#53 ergab die Screening-PCR die erwartete Amplifikatlange von
844bp. Die Sequenzierungs-PCR lieferte eine Amplifikatlange von ca. 2000bp, wohin-
gegen eine Lange von 1206bp erwartet wurde. Die Insertion liegt demnach zwischen
den Primersequenzen von Screening- und Sequenzierungs-PCR. Die Sequenzierung
zeigte am 5°-Ende des Fragments eine unbekannte Sequenz, auf welche die Sequenz des
TcpF folgt. Der Abgleich der unbekannten Sequenz mit BLAST erbrachte, dass die Se-
guenz im Genom von E. faecalis Symbioflor 1 fiir eine Transposase kodiert (GenBank:
HF558530.1, Gen ID: EFS1_1430) (Abbildung 3-12b). Fir Urinisolat E. faecalis#11
lieferten sowohl die Screening-PCR als auch die Sequenzierungs-PCR Amplifikate un-
erwarteter GroRe. Das amplifizierte Fragment in der Screening-PCR hatte eine L&nge
von ca.1900bp (Abbildung 3-7) und in der Sequenzierungs-PCR eine L&nge von ca.
2100bp (Abbildung 3-9). Die Insertion hat demnach zwischen den Primersequenzen der

Screening-PCR stattgefunden. Die Sequenzierung ergab, dass das TcpF Gen vollstén-
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dig, aber durch einen unbekannten Sequenzabschnitt geteilt, vorlag. Der Vergleich des
unbekannten Sequenzabschnitts mit dem Genom von E. faecalis Symbioflor 1 brachte
hervor, dass die gesuchte Sequenz flr eine Deoxyguanosintriphosphat Triphosphohyd-
rolase (GTPase) kodiert (GenBank: HF558530.1, Gen ID: EFS1 1682) (Abbildung
3-12c). Das GTPase-Gen liegt benachbart (17bp upstream) zum TcpF-Gen im Genom
von E. faecalis Symbioflor 1 (GenBank: HF558530.1, Gen ID: EFS1_1683)
(Abbildung 3-12a).

a)

P D e
b)

. -1
c)

. e o -

Abbildung 3-12: Schematische Darstellung des TcpF Genlocus fur die E. faecalis
Stamme Symbioflor 1, #53 und #11.
a) E. faecalis Symbioflor 1 (P3-P4:1206bp)
b) Urinisolat E. faecalis#53 (P3-P4: ca. 2000bp)
¢) Urinisolat E. faecalis#11 (P3-P4: ca. 2100bp)
P1/P2: Primer Positionen fur die Screening-PCR (E.f.seql und
E.f.seq2), P3/4. Primer Positionen fiir die Sequenzierungs-PCR
(E.f.seq3 und E.f.seq5).

3.3 In silico Analyse

3.3.1 Proteindoméanen Homologie

Mittels des CDART (Conserved Domain Architecture Retrieval Tool) [80] konnten
ausgehend von der Aminoséuresequenz von TcpC in der Gattung Enterococcus und
Leuconostoc Gene identifiziert werden, die eine zur TIR Domane von TcpC homologe
Doméne besitzen. Tcps konnten in den Arten E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. cas-
seliflavus und E. pallens sowie L. mesenteroides und L. pseudomesenteroides nachge-
wiesen werden. In dieser Arbeit wurden jedoch ausschlieRlich die Tcp von E. faecalis
Symbioflor 1 (TcpF) und L. mesenteroides (TcpM) weiter untersucht.

Zwecks Bestédtigung der CDART Ergebnisse wurden die Sequenzen von TcpC, TcpF
und TcpM separat anhand der CDD (Conserved Domain Database) [78] untersucht. Zur
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Abgrenzung gegentiber TIR Doménen eukaryoten Ursprungs, die als TIR klassifiziert
wurden, wurden bakterielle TIR Doménen der Superfamilie TIR_2 zugerechnet. Im Fall
von TcpC wurde eine bakterielle TIR Domane am C-Terminus (Abbildung 3-13a) und
im Fall von TcpF am N-Terminus (Abbildung 3-13b) bestétigt. Die TIR Doméne von
TcpM liegt zentral und erreicht im Vergleich zu den bakteriellen TIR Doménen von
TcpC und TepF einen geringeren E-value (2,587). Zudem wurden am N-Terminus zwei
weitere Domanen mit ahnlich niedrigen E-values (AAA 4= 6,54 COG2865= 3,16™)
detektiert (Abbildung 3-13c). Bei AAA_4 handelte es sich um eine Doméane mit putati-
ver ATP-Bindungsfunktion und bei COG2865 um eine Multi-Domane, die sich aus ei-
ner HTH (Helix-Turn-Helix) —Domé&ne mit Transkriptionsregulatorfunktion [89] und

einer Doméne unbekannter Funktion zusammensetzt.

1 S0 100 150 200 250 307
,
Query seq. e ' ol —————————————————————

Specific hits
Superfanilies TIR_2 superfamily

Hulti-donains

1 s0 100 150 200 250 274

Query seq, e —————————

Specific hits
Superfanilies TIR_2 superfamily

1 S0 100 150 200 250 300 327

Query seq, R R e
Non-specific AAA_4 TIR_2 ]

hits | TIR

Superfanilies AAA_4 superfamily | TIR_2 superfamily |

Hulti-donains C0G2865

Abbildung 3-13: Conserved Domain Database Analyse [78]
a) Query Sequenz: TcpC, AS173-264: TIR_2 (E-value = 1,48
b) Query Sequenz: TcpF, TIR_2 E-value = 4,587
c) Query Sequenz: TcpM, AAA_4 E-value = 6,54 TIR_2 E-value =
2,58, COG2865 E-value = 3,16™
Erklarungen: TIR_2: bakterielle TIR Doméne, TIR: eukaryote TIR
Doméne, AAA 4. Domane mit putativer ATP-Bindungsfunktion,
COG2865: Multidoméne bestehend aus HTH-Doméne und Doméne
unbekannter Funktion.

Das multiple Aminoséuresequenzalignment der TIR Domadanen der bakteriellen Tcp
(TIR Doméne des Tcp von P. denitrificans (Pd-TIR), TcpC-TIR, TcpF-TIR, TcpM-
TIR) und der humanen Tcp, die u.a. in den TLR2 Signalweg involviert sind, (TLR1-
TIR, TLR2-TIR, MyD88-TIR und MAL-TIR [25]) erlaubte es, Bereiche hoher und

niedriger Ubereinstimmung zu unterscheiden (Abbildung 3-14). Hohe Ubereinstim-
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mung fanden sich im Bereich der Box1 (AS3-10), die das erste f-Faltblatt (BA) bildet,
und dem Bereich AS69-86, der das dritte B-Faltblatt (BC) und die dritte a-Helix (aC)
bildet. Einzelne Aminosaurereste mit duRerst hoher Ubereinstimmung fanden sich in
Position 27 (Leucin) und in Position 61(Leucin/Isoleucin). Aufgrund seiner herausra-
genden Rolle bei der Signaltransduktion ist der Bereich zwischen BB und aB (BB-Loop)
[68], [90]-[92] von besonderem Interesse. Es zeigte sich, dass im Vergleich zu den an-
deren TIR Doménen im Fall von TcpF-TIR eine Insertion vorlag. Der fir die TLR2
Signaltransduktion entscheidende Prolin-Rest (AS59) war jedoch vorhanden [45]. Ins-
gesamt lag am Ende des BB-Loops (Prolin 49, Glycin 50) mit Ausnahme von TcpM
unter den TIR-Domanen eine hohe Ubereinstimmung vor. Der Bereich von CD-Loop
bis aE war von geringer Ubereinstimmung gekennzeichnet und auch die Box 3 wies nur

einen geringen Grad an Ubereinstimmung auf.

BA A BB oB

1 L
1.hTLR1-TIR L Q NELHP NHE QI ERIN F VIPEK
2.hTLR2-TIR I C NLMWMO EE KL KRID F IPEK
3.hMyD88-TIR E R Q EME4E OME Q KL DR DV L PE
4. hMAL-TIR K Dj QDLW YHME G R C ) LRID A TPE
5. PdTIR P P EALIAH THR 2 A [ENE )DIF S LR PE
6.TepC-TIR TH R P LMD EMN iy i )EIQITEIE V
7.TepF-TR N G DA FHQ LHK QD ET GV QPE
8. TepM-TIR ETEWE OMF IT DIT SEV YK
BC CD DD
T T

! 80 o0 0
1.hTLR1-TIR K - EWCHYIAY FAHHNLF SLILIM -Y SHE
2.hTLR2-TIR K - EWCKYIEAD FSSHFRLF AADLIM - KAE
3.hMyD88-TIR K R KECDEMTK FAL SLISIP RL'T PEK -KEF
4. hMAL-TIR 8= PWC K YMBIL QAL TEAEP C TITPIA -AAY
5. PdTIR S - EWPQKIBADGLFQLES GR SRIIVLPERV -DEWM
6. TcpC-TIR K - KWT QYIEAD LIIIFA'.';D*DHI'IILE"A' -QEW
7. TepF-TIR N - IPCILNBEBIAG ASIWNMLISSDKH--YP---IA - [ D M
8. TcpM-TIR K - EAC MYl LMKDISIEYS--KRLAFIM ERLM

M
140 150 160 7 5

1.hTLR1-TIR P M- -ARRT--YLEW-------~--- PKEKSKRI|G
2.hTLR2-TIR PIQ R M——”""IT——"LEI'? —————————— PMDEA
3.hMyD88-TIR P & i - - T CD--YT--=-=-=-=-= == == === NPC
4. hMAL-TIR Bl P VD= =GR == === === == === mm m = — — >
5. PdTIR A L——»FIIT—— PR § == = wioiaim = = < -DE
6. TepC-TIR {M--ALQT--S8 L Y5 = e = -KEIAR
7. TepF-TIR ..I**-—FIIDIT S TNEINCLLEEKLS HDTD'A‘ A
8. TcpM-TIR {YVTFWND - - IT IDYYQSVLKDTK----H

Box3

Abbildung 3-14: Multiples Aminosauresequenzalignment
In der obersten Zeile findet sich die Sekundarstruktur von hTLR1-TIR
(RSCB protein data bank: 1FYV [43]). Die Hintergrundfarbung
kennzeichnet den Grad an Sequenziibereinstimmung: e 100%, e 80-
99%, « 79-60%. Die Rechtecke umrahmen die bekannten konservier-
ten Bereiche der humanen Tcp (Box1, Box2 und Box3). Das Align-
ment wurde mit Clustal Omega [77] generiert.
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3.3.2  Strukturanalyse von TcpF

1 VSNGEEEEESEESSKDQEYVD AFIQLLKKFG FRTQDIFYSSEATETGVQPGE
51 LIFDTIKREL TNQPVMLYFL SDHYYQSIPC LNEMGASWML SDKHYPIALN
101 NFSMKDMKGV ISSERLAIAF NDKTSTNEIN CLLKKLSHDT DVQAEPDFEL
151 NVEKNIQPFQ NKLTQLIRQA SYLKPDEKGY FETTLSTHRP VYGTAKGVYD
201 CFKLPSLIEP KSLGLDTLSE DESHWLFFFL TWGTFQEGEK _VRFKLKKDKA
251 YNNREFSDIG KCKNIYVSYL EKVE

Abbildung 3-15: Primarstruktur von TcpF

XXX: TIR Domane; : Box1; XXX: Box2; X: variable Amino-
saure (A41T, Q76K, T1831 und L270S), XXX: potentielle PIP2 Bin-
dungsdoméne.

TcpF besteht aus 274 Aminosduren. Die laut CDD wahrscheinliche TIR Domane er-
streckt sich von Aminoséure 7 bis 107 und stellt ca. 36% der Proteinstruktur. Die TIR
Doméne liegt N-terminal. Die im Screening beobachteten Punktmutationen mit nach-
folgendem Aminosaureaustausch befanden sich an Aminoséure 41 (A41T), 76 (Q76K),
183 (T1831) und 270 (L270S). Der Aminosaureresteaustausch A41T lag innerhalb der
TIR Doméne und innerhalb der Box 2. Der Austausch Q76K lag innerhalb der TIR
Doméne aber auBerhalb der Boxen 1 und 2. T183I und L270S lagen beide auf3erhalb der
TIR Domane. Eine potentielle Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) Bindungs-
domaéne [71] fand sich N-terminal (Abbildung 3-15). Auf Basis bekannter und zu TcpF-
TIR homologer Proteinstrukturen konnte eine in silico Vorhersage der Tertiarstruktur
von TcpF-TIR mittels HHpred [81] getroffen werden (Abbildung 3-16a). Die pradiktive
Tertidrstruktur der TIR Domane von TcpF ist kugelformig. Zentral befinden sich vier
parallel angeordnete B-Faltblatter (BA-BD), die von vier a-Helices (aA-aD) ummantelt
werden. Die Nomenklatur der Strukturen erfolgte analog zur Nomenklatur von Xu et
al.,2000 [43] und wurde in der Einleitung bereits besprochen. Anhand von Superpositi-
onen lassen sich strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen TIR Doménen unterschiedli-
chen Ursprungs darstellen. Bemerkenswerterweise zeigten die Tertiarstrukturen von
humanem TLR1-TIR und TcpF-TIR starke Ubereinstimmungen (Abbildung 3-16b).
Insbesondere das Zentrum, gebildet durch die parallel angeordneten B-Faltblatter, die
aA- und aB-Helix (Abbildung 3-16b) sowie der BB-Loop zeigten eine nahezu identi-
sche Anordnung (Abbildung 3-16c). Die Mutation A41T fihrte zu strukturellen Veran-
derungen am Beginn des BB-loops (Abbildung 3-16d), wohingegen die Mutation Q76K
keine strukturellen Auswirkungen auf die TIR Domane von TcpF hatte (Abbildung
3-16e).
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Pro Pro
48 g75

Abbildung 3-16: Tertiarstruktur und Superposition von TcpF-TIR (7-128)

a)
b)
c)
d)

e)

TcpF-TIR (7-128). Der Verlauf der Spektralfarben von blau nach
rot entspricht der sequentiellen Abfolge der Sekundérstruktur.
Superposition von hTLR1-TIR (grun) und TcpF-TIR (magenta),
TM-Score: 0,78 [83]

Detailaufnahme des BB-Loops aus Abbildung 3-16b. hTLR1-TIR
(grn) und TcpF-TIR (magenta).

Superposition der TcpF-TIR Varianten in Position 41. Position 41:
Alanin (magenta), Position 41: Threonin (blau).

Superposition der TcpF-TIR Varianten in Position 76. Position 76:
Glutamin (magenta), Position 76: Lysin (blau)

Die Positionsangaben beziehen sich auf die jeweilige Aminoséurese-
quenz von hTLR1 oder TcpF. Die hTLR1-TIR (1FYV) Struktur wur-
de von der protein data bank bezogen. Die Superposition wurde mit-
tels TM-Align [83] generiert.

3.3.3  Strukturanalyse von TcpC

TcpC besteht aus 307 Aminosduren. Die TIR Domaéne erstreckt sich von Aminosaure
173 bis 264 und stellt ca. 30% der Proteinstruktur. Die TIR Domane liegt C-terminal.

Die im Screening beobachtete Punktmutation mit nachfolgendem Aminoséureaustausch

69



-ERGEBNISSE-

1
51
101
151

251

VIAYENIEFF ICLVNVLGNN MYNILFFIFL
IRSYLLKEGY NIIFNGEGNS YLAFNISNAT
DYRWEWKEVE AKKINNIFII YISNIDFPSQ
IFHQPYEIQN DVMQDNNNTH NBEEISEAKE

SIAIPFLLFL
FRAGNLTSND
KLFYRNNKSL
DKDTFVRPLV

AWKQHLKTKE
YFQASISYIH
AEIDWAKLQA
DELNRLGVIT

201 WYDEQTEEVG DSLRRNIDLG LRKANYGIVI

LSHNFLNKKW

TQYELDSLIN

RAVYDDNKIT LPIWHNINAQ EVSKYSHYLA

301

DKMALQTSLY

SVKEIARELA

EIAYRRR

Abbildung 3-17: Primarstruktur von TcpC

XXX: TIR Doméne; BBN: Box1; XXX: Box2; X: variable Amino-
saure (A41V)

von Alanin zu Valin befand sich in Position 41. Die Mutation lag N-terminal und au-

Rerhalb der TIR Domane (Abbildung 3-17). TcpC-TIR war kugelférmig und bestand

zentral aus vier parallel ausgerichteten B-Faltblattern (BA-BD), die von vier a-Helices

(aA-aD) ummantelt wurden (Abbildung 3-18a). In der Superposition von TcpC-TIR mit

PdTIR [64] zeigte sich, dass die beiden TIR Doménen nahezu identisch aufgebaut sind
(Abbildung 3-18b).

a)

Abbildung 3-18: Tertiarstruktur und Superposition von TcpC-TIR (171-280)

a) Tertidrstruktur von TcpC-TIR (171-280). Der Verlauf der Spekt-
ralfarben von blau nach rot entspricht der sequentiellen Abfolge
der Sekundérstruktur.

Superposition von TcpC-TIR (grau) und PdTIR (rot), TM-Score:
0,98 [83].

Die PdTIR (3H16) Struktur [64] wurde von der protein data bank be-
zogen. Die Superposition wurde mit TM-Align generiert [83].

b)
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3.3.4  Strukturanalyse von TcpM

Das TcpM besteht aus 327 Aminosduren. Die vermutliche TIR Domaéne erstreckt sich

von Aminosaure 132 bis 205 und stellt ca. 22% der Proteinstruktur. Die TIR Domane

liegt C-terminal. N-terminal befinden sich die Multidomane COG2865 sowie die
AAA_4 Doméne (Abbildung 3-19).

1
51
101
151
201
251
301

KQLFHYDLIT TRDTSLVYKD DIDKFMLSTIK KHDIVLSLIS NSYLESEACM
YEISELMKDS EYSKRLAFIV LTEKDNELLE KPISIEKLVP SIYSDNRFKY

VTFWNDKIDY YQSVLKDTKH HPETSLEIID TLRRITNIAN NIGEFVSMLN
KTMGKSLFDM IDDDFSDIAN MIKKYVD

Abbildung 3-19: Primarstruktur von TcpM
XXX: TIR Doméne (132-205), BBR: Box 1, XXX: Box 2, XXX:

Die Tertiarstrukturvorhersage fur TcpM-TIR ergab, wie auch schon bei TcpF-TIR und

TcpC-TIR beobachtet, einen kugelférmigen Aufbau, in dessen Zentrum sich vier paral-

lel angeordnete B-Faltblatter befanden, die wiederum von a-Helices ummantelt wurden

(Abbildung 3-20a). Erstaunlicherweise zeigten sich die starksten strukturellen Gemein-
samkeiten zwischen TcpM-TIR und L6-TIR (Abbildung 3-20b). Dabei handelte es sich

um die TIR Doméane des immunmodulierenden Proteins L6 der Pflanze Linum usitatis-

simum (Gemeiner Lein) [93].
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Abbildung 3-20: Tertiarstruktur und Superposition von TcpM-TIR (115-305)

a) Tertidrstruktur von TcpM-TIR 115-305. Der Verlauf der Spektral-
farben von blau nach rot entspricht der sequentiellen Abfolge der
Sekundarstruktur.

b) Superposition von TcpM-TIR (gelb) und L6-TIR (blau), TM-
Score: 0,89 [83]

Die L6-TIR (30Z1) [93] Struktur wurde von der protein data bank be-

zogen. Die Superposition wurde mit TM-Align generiert [83].

3.4 Funktionelle Analysen

3.4.1 TcpC, TcpF und TecpM abhéngige NFkB-Signalunterdriickung

Um den Einfluss von TcpC, TcpF und TcpM auf die TLR Signalkaskade zu untersu-
chen, wurde mithilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems die TLR2-
getriggerte NFkB-Aktivierung nach Stimulation mit Pam3;Cys-SKKKK bei gleichzeiti-
ger Expression von TcpF, TcpC und TcpM bestimmit.
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Abbildung 3-21: NFkB Signalaktivierung in Abhiingigkeit von TcpF
HEK293-Zellen wurden mit hTLR2 und beiden Luciferase Reporter-
genen transfiziert. TcpF wurde in den angegebenen Verhaltnissen
(hTLR2:TcpF 1:1 bis 1:62) hinzugegeben. Das Signal wurde mit
Pam3Cys-SKKKK (PAM3) (0,5uM) fir 16h aktiviert und anschlie-
Rend im Luminometer bestimmt. Nicht aktivierte Versuchsansatze
dienten als negative Kontrolle (PAM3-). Der Ansatz TLR 25 zeigt die
TLR2-abhingige NFxB-Antwort in Abwesenheit von TcpF. Der Ver-
suchsansatz, der nur mit den Luciferase Reportergenen transfiziert
wurde, zeigt die zelleigene, TLR2-unabhéngige NFxB-Antwort
(TLR2-). Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen
von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die Signifikanzni-
veaus bezogen auf den Ausgangswert (TLR 25) wurden mithilfe des
student’s t-test bestimmt (*: p<0,05, ***: p<0,001). RLU: Relative
Lumineszenz Einheit.

Abbildung 3-21 zeigt die Ergebnisse der TcpF-abhéngigen NFxB Signalaktivierung.
Bei zunehmender Menge an TcpF liel3 sich eine zunehmende Suppression der NF«B
Signalaktivierung feststellen. Eine signifikante Suppression des NFkB Signals fand sich
ab einem TLR2/TcpF Verhéltnis von 1:5 (p<0,05). Die maximale Suppression zeigte
sich bei einem Verhaltnis von 1:62. Hier wurde das Signal um 63,2% von 60,6 RLU auf
19,9 RLU reduziert (p<0,001). Bei einem TLR2/TcpF Verhéltnis von 1:10 fand sich
eine Signalreduktion um 25,2% von 60,6 RLU auf 45,3 RLU, die jedoch aufgrund eines
nur aus drei Einzelwerten bestehenden Mittelwertes und einer verh&ltnismaRig grof3en
Standardabweichung ohne statistische Signifikanz blieb. Der Versuchsansatz
TLR2/TcpF 1:10 wurde in den Experimenten mit TcpC und TcpM mitgefuhrt, um die

Ergebnisse zu vergleichen.
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Abbildung 3-22: NFkB Signalaktivierung in Abhéngigkeit von TcpC

a) NFkB Signalaktivierung in Abhangigkeit von TcpC1

b) NFkB Signalaktivierung in Abhangigkeit von TcpC2
HEK293-Zellen wurden mit hTLR2 und beiden Luciferase Reporter-
genen transfiziert. TcpCl oder TcpC2 wurde in den angegebenen
Verhaltnissen (hTLR2:TcpC1/2 1:1 bis 1:31) hinzugegeben. Zum
Vergleich wurde ein Ansatz mit TcpF im Verhéltnis 1:10 mitgefuhrt.
Das Signal wurde mit Pam3Cys-SKKKK (0,5uM) fiir 16h aktiviert
und anschliefend im Luminometer bestimmt. Der Ansatz TLR 50
zeigt die TLR2-abhingige NFkB-Antwort in Abwesenheit von TcpC.
Der Versuchsansatz, der nur mit den Luciferase Reportergenen trans-
fiziert wurde, zeigt die zelleigene, TLR2-unabhé&ngige NF«xB-Antwort
(TLR2-). Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen
von mindestens drei unabh&ngigen Experimenten. Die Signifikanzni-
veaus bezogen auf den Ausgangswert (TLR2 50) wurden mithilfe des
student’s t-test bestimmt (*: p<0,05, **: p<0,01). RLU: Relative Lu-
mineszenz Einheit.
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Abbildung 3-22 zeigt die Ergebnisse der TcpC abhangigen NFkB Signalaktivierung.
TcpC1l (Abbildung 3-22a) und TcpC2 (Abbildung 3-22b) unterscheiden sich beztglich
des Startcodons. TcpC1 ist um 27bp langer als TcpC2 und beginnt mit dem Startcodon
GTG. TcpC2 beginnt mit dem Startcodon ATG (Tabelle 2-18). Es fand sich eine positi-
ve Korrelation zwischen der Menge an pTcpC1/2 und der Suppression der NFxB Sig-
nalaktivierung. Ein statistisch signifikantes Ergebnis fand sich fur die Versuchsansatze
mit einem TLR2/TcpC1 Verhéltnis von 1:31 (p<0,01) und einem TLR2/TcpF Verhalt-
nis von 1:10 (p<0,01). Fiir den Versuchsansatz TLR2/TcpF 1:10 fand sich eine Signal-
reduktion um 35% von 50 RLU auf 32,5 RLU (p<0,01). Im Vergleich dazu findet sich
bei einem TLR2/TcpCl Verhdltnis von 1:10 eine vergleichbare Signalreduktion um
34,5% von 50 RLU auf 32,7 RLU, wobei dieses Ergebnis aufgrund der geringeren An-
zahl der Einzelwerte (TcpC1l 1:10, n=4) gegeniiber dem Versuchsansatz TcpF 1:10
(n=8) ohne statistische Signifikanz blieb. Fur TcpC2 fand sich bei einem TLR2/TcpC2
Verhéltnis von 1:10 lediglich eine Signalreduktion um 17,4% von 50 RLU auf 41,3
RLU bei jedoch deutlich gréRRerer Standardabweichung.
Abbildung 3-23 zeigt die Ergebnisse der TcpM abhangigen NFkB Signalaktivierung.
Auch fur die drei TcpM Varianten fand sich eine positive Korrelation zwischen der
Menge an pTcpM1/2/3 und der Suppression der NFkB Signalaktivierung. pTcpM1 ko-
diert fur das vollstandige TcpM, wohingegen pTcpM2 nur fur die N-terminale HTH und
pTcpM3 nur fur die C-terminale TIR Domane kodieren. Bei einem Verhéltnis von 1:10
von TLR2/TcpM1 und TLR2/TcpM2 kam es zu einer vergleichbaren Suppression des
Signals. Fur TcpM1 fand sich eine Suppression um 33,2% von 83,5 RLU auf 55,8 RLU
(p<0,001) und fir TcpM2 um 35,5% auf 53,8 RLU (p<0,05). TcpM3 zeigte den starks-
ten suppressiven Effekt unter den TcpM Varianten. Bei einem TLR2/TcpM3 Verhéltnis
von 1:10 zeigte sich eine Suppression um 44,8% auf 46,1 RLU (p<0,05). Ein statistisch
signifikanter Unterschied fand sich zwischen den TcpM Varianten TcpM1, TcpM2 und
TcpM3 fur keinen der Versuchsansétze. Der aus Grunden der Vergleichbarkeit mitge-
flhrte TcpF Ansatz zeigte bei einem TLR2/TcpF Verhdltnis von 1:10 eine Suppression
des NFxB-Signals um 49,7% auf 22 RLU (p<0,01). Die grofe Spannweite der Ergeb-
nisse fiir die TcpF-abhéngige Suppression (25,2% bis 49,7%) ist am ehesten im Rahmen
der Versuchsvariabilitdt und den unterschiedlichen Versuchsansitzen mit TLR2 25
(Abbildung 3-21) und TLR 50 (Abbildung 3-22/23) zu erklaren.
Die oben dargestellten Ergebnisse lieRen sich fir TcpF, TcpC1/C2 und TcpM1/M2/M3
auch unter variablen Versuchsbedingungen mit TLR 12,5ng, TLR 25ng, TLR 50ng und
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unterschiedlichen Stimulationszeitrdumen (6h, 16h) reproduzieren (Daten nicht ge-

zeigt).
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Abbildung 3-23: NFkB Signalaktivierung in Abhéangigkeit von TcpM

a) NFkB Signalaktivierung in Abhéngigkeit von TcpM1

b) NFkB Signalaktivierung in Abhingigkeit von TcpM2

c) NFxB Signalaktivierung in Abhéngigkeit von TcpM3
HEK293-Zellen wurden mit den Plasmiden hTLR2 (50ng), pRKS5,
pElamLuc (550ng) und phRL-TK (50ng) transfiziert. pTcpM1,
pTcpM2 oder pTcpM3 wurden, bezogen auf hTLR2, in den angegebe-
nen Verhaltnissen (1:1 bis 1:31) hinzugegeben. Zum Vergleich wurde
ein Ansatz mit pTcpF im Verhaltnis 1:10 mitgefuhrt. Das Signal wur-
de mit Pams (0,5uM) fiir 16h aktiviert und anschlieBend im Lumino-
meter bestimmt. Nicht aktivierte Versuchsansatze dienten als negative
Kontrolle (Pams-). Der Versuchsansatz mit lediglich pRK5, pElamLuc
und phRL-TK zeigte die zelleigene, TLR2 unabhdngige NFkB-
Antwort (TLR2-). Die Grafik zeigt Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von mindestens drei unabhangigen Experimenten mit Tripli-
katen. Die Signifikanzniveaus bezogen auf den Ausgangswert
(TLR50) wurden mithilfe des student’s t-test bestimmt (*: p<0,05, **:
p<0,01, ***p<0,001). RLU: Relative Lumineszenz Einheit.
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3.4.2 IL-6 und TNF-alpha Sekretion in Abhangigkeit von TcpC/M/F

Im Stimulationsversuch wurden E. coli BL21 Transformanten auf RAW264.7 Makro-
phagen gegeben und durch Stimulation von u.a. TLR2 und TLR4 durch bakterielle
Membranbestandteile eine Zytokinantwort ausgeltst. (Abbildung 3-24). Die Zyto-
kinantwort wurde in Form von IL-6 und TNFa in Abhédngigkeit der Expressionsproduk-
te (TcpM = BL21+pStyl, TcpM-HTH = BL21+pSty2, TcpM-TIR = BL21+pSty3 und
TcpF = BL21+pSty7) untersucht. Mit Ausnahme von TcpF fand sich keine statistisch
relevante Reduktion der Zytokinantwort fir die untersuchten Tcps. Bezuglich TcpF
fand sich bei TNFa eine signifikante Reduktion (p=0,03, student’s t-test) auf ca. ein
Drittel des Ausgangswertes (BL21). Fir IL-6 fand sich auch fiir TcpF kein signifikantes
Ergebnis.
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Abbildung 3-24: Zytokinantwort in Abhangigkeit von TcpM, TcpM-HTH, TcpM-
TIR und TcpF
RAW264.7 Makrophagen wurden mit dem E. coli Stamm BL21 oder
den BL21 Transformaten BL21+pStyl (TcpM), BL21+pSty2 (TcpM-
HTH), BL21+pSty3 (TcpM-TIR) und BL21+pSty7 (TcpF) stimuliert
(moi=0,1). Nach 6h wurden im Uberstand die Zytokinkonzentrationen
fir mIL-6 (a) und mTNFo (b) mit dem Bio-Plex Pro™ Assay be-
stimmt. Die Messung erfolgte in Duplikaten. Die Grafik zeigt Mittel-
werte und Standardabweichungen von mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. Die Signifikanzniveaus bezogen auf den Ausgangswert
(BL21) wurden mithilfe des student’s t-test bestimmt (*: p<0,05). NC:
RAW264.7 Makrophagen, die nicht stimuliert wurden, dienten als ne-
gative Kontrolle.

RAW264.7 Makrophagen wurden aul’erdem mit einer isogenen TcpF Deletionsmutante
des Stammes E. faecalis Symbioflor 1 stimuliert. Die Deletionsmutante wurde in vollem
Umfang von Herrn Dr. S. Tchatalbachev erstellt und dankenswerterweise fir die Infek-
tionsversuche zur Verfligung gestellt. Die TcpF Deletion fuhrte zu einer signifikanten

Elevation der TNFa. Antwort (Abbildung 3-25a). Ein unterschiedliches Wachstumsver-
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halten zwischen Wildtyp und Deletionsmutante konnte ausgeschlossen werden
(Abbildung 3-25b).
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Abbildung 3-25: Stimulation von RAW264.7 Makrophagen mit E. faecalis Sym-
bioflor 1 und E. faecalis Symbioflor 1 AtcpF
a) RAW264.7 Makrophagen wurden fiir 6h mit E. faecalis Sym-
bioflor 1 und seiner isogenen TcpF Deletionsmutante (Sym-
bioflorAtcpf) mit mois von 2 bis 0,25 infiziert und die mTNFa
Konzentration im Uberstand mittels ELISA (Quantikine) be-
stimmt. Der synthetische TLR2 Ligand PAM3 fungiert als positive
und der nicht infizierte Ansatz als negative Kontrolle (NC). Die
Grafik zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen von vier un-
abhéngigen Experimenten. student’s t-test: ***: p<0,001; **:
p<0,01.
b) E. faecalis Symbioflor 1 und die Deletionsmutante E. faecalis
Symbioflor 1AtcpF wurden von einer Ubernachtkultur 1:25 in BHI
Medium Uberimpft und bei 37°C und 130rpm inkubiert. Die opti-
sche Dichte wurde bei einer Wellenldnge von 600nm uber 2h be-
stimmt.

3.5 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Als Vorarbeit fir anschlieBende Experimente in Form von Stimulationsversuchen mit
synthetischen TLR Liganden und RAW?264.7 Makrophagen sowie dem intrazellularen
Nachweis nach Zugabe der Tcp in den Zelllberstand wurden die Proteine TcpF, TcpC-
TIR und GFP (Negativkontrolle) rekombinant hergestellt und aufgereinigt. Die entspre-
chenden Plasmide wurden dazu in den E. coli Stamm TOP 10 transformiert und die Ex-
pression mit AHT induziert. AnschlieBend wurden die rekombinanten Proteine tber ein
Séulenverfahren aufgereinigt und durch Zentrifugation mit Ultrafiltrationsmembranen
konzentriert. Dabei stellte sich insbesondere die Expression von TcpF als schwierig dar,

weil das rekombinante TcpF unter Uberexpression vorwiegend in unléslicher Form vor-
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lag (Abbildung 3-26a). Modulation der Expressionstemperatur und —dauer sowie Kon-
zentrationsminderungen des Induktors bieten sinnvolle VVorgehensweisen zur Vermei-
dung von Proteinaggregaten [94]. Fir eine hochstmdgliche Ausbeute an 16slichem TcpF
zeigten sich eine Expressionstemperatur von 25°C, eine Expressionsdauer von 0,5h und
eine AHT Konzentration von 200ng/ml als vorteilhaft (Abbildung 3-26b).

a) b)
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Abbildung 3-26: TcpF Expression in E. coli Top10 unter variablen Expressionsbe-

dingungen
Der mit pSty4 transformierte E. coli TOP10 Stamm wurde bei 37°C in
LB-Medium + Ampicillin bis zu einer ODgp=0,5 Kkultiviert. Anschlie-
Rend wurde die Expression mit AHT (200ng/ml) fir 2h bei 37°C (a)
oder fir 0,5h/1h bei 25°C (b) induziert. Der nicht induzierte Trans-
formant diente als negative Kontrolle. Totale Protein Ansatze (TP)
stammen vom ungetrennten Lysat, unldsliches Protein vom Pellet
(UP) und I6sliches Protein (LP) vom Uberstand. Die Detektion erfolg-
te mit dem Streptavidin-HRP Konjugat. M: Strep-tag® Protein Ladder.

Nachdem die Expressionsbedingungen fir TcpF optimiert wurden, wurde TcpF wie
auch die 0brigen rekombinanten Proteine Uber ein Saulenverfahren aufgereinigt.
Exemplarisch wird hier das Aufreinigungsergebnis von TcpF dargestellt (Abbildung
3-27). Die endogenen, nicht mit einem Strep-tag® versehenen E. coli Proteine wurden
nicht von der S&ulenmatrix gebunden und dadurch im flow through sowie den Wasch-
fraktionen eins und zwei entfernt (Abbildung 3-27a). Das Fusionsprodukt aus Strep-
tag® und TcpF wurde von der Saulenmatrix gebunden und eluiert in den Elutionsfrakti-
onen zwei bis sechs (Abbildung 3-27b). Durch das Detektionsverfahren mit dem Strep-
Tactin Horseradish Peroxidase (HRP) Conjugate konnte bestatigt werden, dass durch
die Waschvorgange keine signifikanten Mengen an Fusionsprodukten verloren wurden

(Abbildung 3-27c) und es sich bei dem in der Coomassie-Farbung eluiertem Protein, um
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das TcpF Fusionsprodukt handelte (Abbildung 3-27d).
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Abbildung 3-27: S&aulenaufreinigung von TcpF

Das Fusionsprodukt aus Strep-tag® und TcpF wurde anhand der
Strep-Tactin® Matrix isoliert. Hierzu wurde der Transformant E
coli+pSty7 bis zu einer ODgye=1,5 kultiviert, die Expression mit AHT
(200ng/ml) bei 25°C fir 0,5h induziert und anschlieRend das Bakteri-
enpellet lysiert und auf die Strep-Tactin® Saulen gegeben. Die Abbil-
dungen a) und b) zeigen die unterschiedlichen Wasch- (W1-5) und
Elutionsfraktionen (E1-6) in einer Coomassie-Farbung. Die Abbil-
dungen c) und d) zeigen die entsprechenden Ansétze unter Detektion
mit dem Streptavidin-HRP Konjugat. Der flow through (FT) steht fiir
das tber die Saule gelaufene Lysat. M: Strep-tag® Protein Ladder.

In Abbildung 3-28 finden sich samtliche der in dieser Arbeit aufgereinigten rekombi-
nanten Proteine. Das Plasmid pASK-IBA2 kodiert fur das Protein Azurin (15kDa). Es
diente bei der Saulenaufreinigung mit Strep-Tactin® als positive Kontrolle. Bei TcpC-
TIR handelte es sich um die TIR Domane von TcpC, die analog zu [1] erstellt wurde.
Das grin fluoreszierende Protein (GFP) war in den geplanten Proteinexperimenten als
negative Kontrolle vorgesehen und erwies sich durch seine fluoreszierenden Eigen-
schaften bei der Konzentrierung der Proteine anhand der Ultrafiltrationsmembranen als

hilfreich.
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Abbildung 3-28: Coomassie Farbung der in E. coli TOP10 rekombinant hergestell-

ten und aufgereinigten Proteine Azurin, TcpC-TIR, GFP und TcpF.
Die Fusionsprodukte aus Strep-tag® und Azurin, TcpC-TIR, GFP und
TcpF wurden anhand der Strep-Tactin® Matrix isoliert. Hierzu wurden
die Transformanten bis zu einer ODggo=1,5 kultiviert. Die Expression
von Azurin, TcpC-TIR und GFP wurde mit AHT (200ng/ml) bei 37°C
fiir 2h und bei TcpF mit AHT (200ng/ml) bei 25°C fur 0,5h induziert.
AnschlieRend wurden die Bakterienpellets lysiert und auf die Strep-
Tactin® Saulen gegeben. Die Abbildung zeigt die aufgereinigten Pro-
teine in den absoluten Mengen 0,5ug und 0,25ug in einer Coomassie
Farbung. M: Strep-tag® Protein Ladder.
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4, Diskussion

Normalerweise stellt Urin eine sterile Flissigkeit dar. Der Harntrakt ist jedoch anféllig
fir bakterielle Kolonisierung, da Urin ein hohes Néhrstoffangebot fir bakterielles
Wachstum bietet. Aufgrund der Néhe von Gastrointestinaltrakt und Harntrakt stellen
Kommensale der eigenen Darmflora die hdufigste Kontaminationsquelle dar [95]. E.
coli und E. faecalis nehmen eine zentrale Stellung als Erreger von HWIs ein. UPEC
sind die haufigsten Erreger fir ambulant erworbene HWIs und verantwortlich fur 70-
90% der geschatzten 150 Millionen HWIs pro Jahr weltweit [96]. Zudem sind UPEC
Ausloser fur 40% aller nosokomial erworbenen HWIs [3], [97]. Enterokokken galten fir
den Menschen lange Zeit als ungefahrlich. In den letzten 10 Jahren haben sich Entero-
kokken jedoch zum dritthaufigsten Ausldser von Bakteriamien und zum zweithéaufigsten
Ausloser von chirurgischen Wundinfektionen und nosokomialen HWIs entwickelt [7],
[98]. Unter Enterokokken ist E. faecalis die am haufigsten auftretende Art, die mit In-
fektionen assoziiert ist [10]. In dieser Arbeit wurden E. coli und E. faecalis Isolate, die
aus Urin von Patienten mit HWI gewonnen wurden auf multibakterielle Infektionen,
Antibiotikaresistenzen und die Anwesenheit von TcpC bzw. TcpF untersucht. Den Er-
wartungen entsprechend waren E. coli bedingte HWIs (1,0/Tag) haufiger als E. faecalis
bedingte HWIs (0,54/Tag). Bei multibakteriellen Infektionen ist E. coli hdufigster Infek-
tionspartner von E. faecalis und vice versa, was deren Bedeutung fur HWIs untermau-
ert. Fr auf Intensivstationen erworbene HWI konnte gezeigt werden, dass es sich bei
HWIs in (iber 90% der Fille um monobakterielle Infektionen handelt [99]. Ahnliche
Beobachtungen konnten wir fiir HWIs durch E. coli feststellen. In 85% lag ein mono-
bakterieller HWI durch E. coli vor. Bei HWIs durch E. faecalis wurden dagegen nur zu
62% monobakterielle Infektionen beobachtet. Sdmtliche aus Patientenurin isolierte Bak-
terien mit Ausnahme von P. aeruginosa sind Bestandteil der natirlichen Darmflora.
Gemal} den Erwartungen stellt die Darmflora somit das Haupterregerreservoir fiir Kon-
taminationen des Harnweges dar.

Generell sind Frauen durch die anatomische Nahe von Harn- und Gastrointestinaltrakt
anfélliger fur HWIs als Manner. Die im Durchschnitt 15cm lange Harnréhre des Man-
nes bildet im Gegensatz zur durchschnittlich 5cm langen Harnréhre der Frau eine effek-
tive Barriere gegeniiber aszendierenden Keimen [100]. In diesem Zusammenhang l&sst
sich der héhere Anteil an weiblichen Patienten bei HWI durch E. coli (65%) und E. fae-

calis (55%) erklaren.
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Bakterielle Krankheitserreger wie E. coli und E. faecalis wurden nach Einfihrung von
antibiotischer Therapie zunehmend unempfindlicher gegentiber Antibiotika, sodass die
durch sie ausgeldsten Krankheiten zunehmend schwieriger zu therapieren sind. Im Ab-
stand von zwei Jahren wird auf Initiative des Bundesamts fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit, der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemotherapie e. V. (PEG)
und der Universitatsklinik Freiburg ein Bericht zur Verbreitung von Antibiotikaresis-
tenzen in der deutschen Human- und Veterindrmedizin erstellt. Dabei bezieht sich die
Arbeitsgruppe unter anderem auf Daten der PEG fur den Zeitraum 1995 bis 2010. Bis-
her sind drei Berichte erschienen, zuletzt GERMAP 2012 [101]. Anhand dessen kénnen
Risiken bestehender und potenzieller Resistenzentwicklungen bewertet und Empfehlun-
gen fiir die Behandlung mit Antibiotika entwickelt werden. In dem Zeitraum zwischen
1995 und 2010 stieg der Anteil von E. coli Staimmen mit Resistenz gegenliber Ampicil-
lin an Isolaten aus dem stationdren Bereich von 35,8% auf 58,4%. Ebenso nahm die
Resistenzhdufigkeit gegenuber Cotrimoxazol zundchst stetig zu (von 22,7% im Jahr
1995 auf 34,4% im Jahr 2007), wahrend jedoch nach 2007 ein geringfligiger Riickgang
resistenter Stamme (33%) zu beobachten war. Die Resistenzhaufigkeit gegenilber der
Kombination Piperacillin/Tazobactam stieg im Beobachtungszeitraum von 1,4% auf
7,5% und die Resistenzhufigkeit gegeniiber Gentamicin von 6,1% auf 11,2%. Beziig-
lich des Fluorchinolons Ciprofloxacin fand sich seit 1995 ein Anstieg um mehr als 25%-
Punkten von 5,5% auf 32,1% in 2010. Der Anteil der Stamme mit ESBL-Phanotyp zeigt
eine kontinuierliche Zunahme von 1% 1995 auf 17,4% 2010. Zeitgleich war ein Anstieg
der Resistenz gegentiber Cefuroxim und Cefotaxim von < 5% auf 22,5% bzw. < 1% auf
17,4% zu beobachten. Demgegentber zeigten die Carbapeneme unveréndert hohe Emp-
findlichkeitsraten von tiber 99% [101].
Die in dieser Arbeit beobachteten Pravalenzen flir Resistenzen von E. coli sind weitest-
gehend vergleichbar. 53% der getesteten E. coli HWI Isolate zeigten eine Resistenz ge-
gen Ampicillin (PEG 2010: 58,4%) und 34% zeigten eine Resistenz gegen Cotrimo-
xazol (PEG 2010: 33%). Fir Piperacillin/Tazobactam fand sich eine Resistenz in 5%
der Falle (PEG 2010: 7,5%). Wesentlich geringere Resistenzraten fanden sich in dieser
Arbeit fur die Antibiotika Ciprofloxacin (20%; PEG 2010: 32,1%), Gentamicin (6%;
PEG 2010: 11,2%) und die Cephalosporine Cefuroxim (7%; PEG 2010: 22,5%) und
Cefotaxim (5%; PEG 2010: 17,4%). Dies spiegelt sich auch in der Menge der ESBL
positiven E. coli Isolate wieder. Wohingegen laut PEG 2010 17,4% ESBL positive E.
coli beschrieben wurden, zeigte sich in dieser Arbeit lediglich ein Anteil von 5%. Eine
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gute Wirksamkeit besteht gegeniiber Carbapenemen und Fosfomycin. Wie in dieser
Arbeit so fanden sich auch laut PEG fur den Zeitraum von 1995 bis 2010 keine relevan-
ten Resistenzen gegen Meronem. Das eigentliche Gefahrenpotential, das von resistenten
Stammen ausgeht, spiegelt sich jedoch nicht in der Resistenz gegen ein einzelnes Anti-
biotikum, sondern in der Mehrfachresistenz eines Stammes wieder. Die Auswertung der
Resistenzmuster von flinf ausgewahlten Antibiotika (Ampicillin, Cefuroxim, Ciproflo-
xacin, Cotrimoxazol, Gentamicin) zeigt, dass der Anteil der Stdamme mit einer Resistenz
gegen alle funf Antibiotika laut PEG von 0,4% 1995 auf 5,3% 2010 zugenommen hat.
In dieser Arbeit fand sich kein Stamm der gegen alle der fiinf Antibiotika resistent ist.
Der Anteil der multiresistenten Stamme vom Typ 3MRGN (multiresistente gramnegati-
ve Erreger) gemaR der Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention
(KRINKO) -Definition [102] erhohte sich nach Angaben der PEG von 0,5% im Jahr
1995 auf 14,4% im Jahr 2010, wohingegen in dieser Arbeit lediglich 5% der Stdimme
definitionsgemé&R als Typ 3MRGN eingestuft wurden. Ein Typ 4MRGN fand sich we-
der in der Erhebung der PEG noch in dieser Arbeit. Generell gilt jedoch zu berticksich-
tigen, dass es sich bei den Vergleichsdaten aus GERMAP 2012 um Durchschnittswerte
fur Gesamtdeutschland handelt und es deutliche regionale Unterschiede gibt, die stark
vom regionalen Antibiotikaverbrauch und der Verordnung unterschiedlicher Antibiotik-
aklassen abhdngen. So zeigte sich fir 2011 eine Schwankungsbreite in der Verord-
nungsdichte von 10,6 in Sachsen bis 17,3 defined dialy dose (DDD)/1.000 Versicherte
am Tag in Nordrhein-Westfalen. Hessen rangiert im Vergleich der Bundeslander mit
14,5 DDD/1000 auf Position 5 [103].
Samtliche in dieser Arbeit getesteten E. faecalis Isolate waren sensitiv fur Ampicillin,
Piperacillin und Imipenem. 38,2% der Isolate sind resistent gegen Cotrimoxazol. Die
Fluorchinolone Moxifloxacin, Ciprofloxacin und Levofloxacin sind jeweils zu 36,4%
resistent und zu 63,6% moderat sensitiv. Prinzipiell schreibt man Ciprofloxacin eine
bessere Wirkung gegeniiber gramnegativen und Moxifloxacin sowie Levofloxacin eine
bessere Wirkung gegenuber grampositiven Bakterien zu [87]. Das identische Ergebnis
fr die Fluorchinolone koénnte darin begriindet sein, dass die Ergebnisse der Routinedi-
agnostik einer Therapieempfehlung fiir die betreuenden Arzte entsprechen und seitens
der Mikrobiologie durch die Beurteilung ,,moderat sensibel* generell von einem Fluor-
chinolon-Gebrauch bei HWI mit E. faecalis abgeraten wird. Die Ergebnisse dieser Ar-
beit sind groRtenteils deckungsgleich mit den Daten der PEG dargestellt im GERMAP
2012 [101]. Fur Ampicillin und Imipenem findet sich bei E. faecalis 2010 Resistenzra-
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ten < 3% und fur Moxifloxacin und Ciprofloxacin Resistenzraten um 35%. Lediglich
die in dieser Arbeit festgestellte Cotrimoxazol Resistenz von 38,2% Ubertrifft den laut
PEG 2010 erhobenen Wert von ca. 18% deutlich. Die ubrigen getesteten Antibiotika
zeigen aufgrund intrinsischer Resistenzen weitestgehend keinen oder nur einen modera-
ten antibiotischen Effekt. Die hohen Resistenzraten der E. faecalis Isolate liegen zum
einen in den zahlreichen intrinsischen Resistenzen gegen p-Lactam Antibiotika, Cepha-
losporine und Aminoglykoside begriindet. Eine intrinsische Resistenz gegen Ampicillin
und Piperacillin liegt jedoch nur bei niedrigen Konzentrationen vor. Die minimale inhi-
bitorische Konzentration (MIC) liegt bei 1-8ug/ml. Zum anderen sind Enterokokken in
der Lage durch Mutation oder Gentransfer Resistenzen gegen samtliche verfugbaren
Antibiotika auszubilden [104]. Da der Gentransfer auch horizontal und somit Art tber-
greifend erfolgen kann [105], stellen die beobachteten Koinfektionen (ca. 1/3 bei HWIs
durch E. faecalis) fiir die Resistenzentwicklung eine besondere Problematik dar.

Die tendenziell zunehmenden Antibiotikaresistenzen bei E. coli wie auch E. faecalis
verdeutlichen die Notwendigkeit fur einen differenzierten Umgang mit Antibiotika bei
HWIs. Fir den leitliniengerechten Gebrauch von Antibiotika bei Harnwegsinfektionen
gelten die Berucksichtigung der Patientengruppe sowie die Unterteilung in komplizierte
und unkomplizierte Harnwegsinfektionen. Ein HWI wird als unkompliziert eingestuft,
wenn im Harntrakt keine relevanten funktionellen oder anatomischen Abflussbehinde-
rungen, keine relevanten Nierenfunktionsstérungen und keine relevanten Begleiterkran-
kungen vorliegen, die eine Harnwegsinfektion bzw. gravierende Komplikationen be-
gunstigen. Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften e.V. (AWMF)- Leitlinie fur HWIs bei Erwachsenen [106] empfiehlt bei Vor-
liegen eines unkomplizierten HWI und einer ansonsten gesunden, nicht schwangeren
Frau die empirische Gabe von Fosfomycin oder Nitrofurantoin als Mittel der ersten
Wahl. Ein Erregernachweis einschliellich Antibiogramm ist unter diesen Umstanden
nicht notwendig. Die Grundlage fir diese Leitlinienempfehlung lasst sich anhand der in
dieser Arbeit festgestellten hohen Rate an E. coli bedingten HWIs und der niedrigen
Resistenzrate gegenuber Fosfomycin (2%) nachvollziehen. Bei allen anderen sympto-
matischen Patienten mit klinischem Verdacht auf HWI sowie asymptomatischen Patien-
ten mit Leukozyturie, Hamaturie oder positivem Nitrit-Test besteht eine Indikation zur
Urinkultur einschliel3lich Erstellung eines Antibiogramms. Die dargestellte Resistenz-

entwicklung zeigt, dass insbesondere bei hospitalisierten Patienten eine Antibiogramm
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basierte Therapie notwendig ist, um der Entwicklung und Verbreitung weiterer Resis-
tenzen vorzubeugen.

Angesichts der anatomischen Nahe von Harntrakt und Gastrointestinaltrakt mit seiner
Darmflora und der Gegebenheit, dass Urin ein reiches Néahrangebot fur bakterielles
Wachstum bietet, erscheint es verwunderlich, dass HWIs nicht hdufiger auftreten. Zum
einen stellt der Urinfluss eine wirksame Barriere flr aszendierende Keime dar. Zum
anderen verfiigt der Harntrakt tber TLR getriggerte Abwehrmechanismen [107]. Im
Harntrakt konnten auf Urothelzellen, ortsstandigen Makrophagen und dendritischen
Zellen bisher TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 und TLR9 nachgewiesen werden. TLR4
kommt bei der immunologischen Abwehr von HWIs eine besondere Rolle zu. Die
TLR4 Asp(299)Gly Mutation geht mit einem erhéhten Risiko fir HWIs bei Kindern
einher [108]. Des Weiteren steigt fur Frauen mit TLR 1, 4 und 5 Polymorphismen das
Risiko einen HWI zu erleiden [109], [110]. Es verwundert daher nicht, dass uropatho-
gene Keime Anpassungsmoglichkeiten entwickelt haben, die eine Uberwindung dieser
Abwehrmechanismen und somit die Kolonisierung des Harntraktes ermdglichen. Fur
uropathogene E. coli sind Fimbrien vom Typ 1 und deren Adhéasin FimH typisch. An-
hand dessen wird eine Adhé&sion an das Urothel und Widerstand gegen den Urinfluss
ermoglicht [111], [112]. Eine Modulation der TLR getriggerten Abwehrmechanismen
im Harntrakt durch ein TIR domain containing protein (TcpC) des uropathogenen
Stammes E. coli CFT073 konnte erstmalig von Cirl et al. 2008 gezeigt werden. Sie be-
richteten, dass der klinische Schweregrad von HWIs mit dem Auftreten von TcpC bei E.
coli positiv verknupft ist. 40% der bei Pyelonephritis isolierten E. coli trugen das TcpC
Gen. Im Gegensatz dazu wurde das TcpC Gen jedoch nur bei 21% der Zystitis Isolate
und nur bei 8% der Kommensalen gefunden [1]. In dieser Arbeit wurden TcpC Gen
positive E .coli HWI Isolate in 20% der Félle nachgewiesen. Die Ergebnisse decken
sich mit den Daten einer vergleichbaren Studie aus Slowenien [113]. Das TcpC Gen
wurde dort bei 21% der 110 E. coli HWI Isolate und lediglich bei 8% der 90 getesteten
Kommensale beobachtet. Die Ergebnisse verdeutlichen den Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von TcpC und HWI sowie dem klinischen Schweregrad des HWI.

In Bezug auf E. faecalis lielen sich fir die Haufigkeit von TcpF wesentlich hoéhere
Werte feststellen als fur TcpC. Unter sdmtlichen E. faecalis Urinisolaten konnte das
TcpF Gen in 76,4% der Félle nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fanden sich
unter E. faecalis Kommensalen nur 58% der Isolate TcpF positiv. Betrachtet man die

Urinisolate in Abh&ngigkeit ihrer cfu, so ist das TcpF Gen bei E. faecalis HWI Isolaten
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mit einer Keimzahl > 10°/ml (79,4%) haufiger als bei Isolaten mit einer Keimzahl <
10°/ml (71,4%). Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass TcpF &hnlich wie TcpC ei-
nen selektiven Vorteil fiir die Kolonisierung des Harntraktes durch E. faecalis darstellt.
Um diese Hypothese zu Uberprifen kdnnte man sich eines in vivo Maus Infektionsmo-
dells bedienen, bei dem Mé&use anhand eines transurethralen Katheters mit dem E. fae-
calis Stamm Symbioflorl oder der TcpF Deletionsmutante infiziert werden und im Ver-
lauf die Bakterienbelastung im Urin bestimmt wird [114]. Gemé&l der Hypothese sollte
im Ansatz des Wildtyp Stammes eine hohere Bakterienlast als bei der TcpF Deletions-
mutante zu beobachten sein.
Bei der Untersuchung der E. coli Isolate war aufféllig, dass TcpC positive Isolate (60%)
deutlich haufiger B-Hamolyse zeigten als TcpC negative Isolate (20%). In der zuvor
bereits erwahnten slowenischen Studie [113], wurden neben dem TcpC Gen (tcpC)
noch weitere Virulenzfaktoren wie das Hamolysin Gen (hylA) mittels PCR untersucht.
Unter den tcpC positiven Isolaten waren 78% hlyA positiv. Unter den tcpC negativen
Isolaten waren dagegen nur 11% hlyA positiv [113]. Das TcpC Gen befindet sich inner-
halb einer Pathogenitatsinsel (PAI VII), die sich direkt an den tRNA Locus serU
downstream anschlief3t [1]. Innerhalb der PAI VII finden sich jedoch keine Hd&molysin
Gene. Die Funktion der enthaltenen Gene ist derzeitig weitestgehend unbekannt. Im
Genom von UPEC 536 und UPEC CFTO073 liegen zahlreiche Hamolysin Gene vor, die
sich allerdings in den PAI I-11l befinden [3]. Das gemeinsame Auftreten unterschiedli-
cher PAIs beim Pathogen kdnnte demnach der Ursprung fir diese Beobachtung sein.
Unter den in dieser Arbeit untersuchten 20 TcpC positiven E. coli Isolate brachte die
genetische Analyse des TcpC Gens lediglich eine synonyme und eine nicht-synonyme
Punktmutation mit nachfolgendem Aminosaureaustausch hervor. Beide Punktmutatio-
nen liegen auBerhalb der TIR Domane. Im Gegensatz dazu lieferte die genetische Ana-
lyse des TcpF Gens eine stérkere Variabilitat. In der 825bp langen Gensequenz konnten
insgesamt 20 Punktmutationen nachgewiesen werden, wovon vier zu einem Aminosau-
reaustausch fuhrten. Zwei der Punktmutationen mit nachfolgendem Aminoséureaus-
tausch lagen innerhalb der TIR Doméane, wobei die Punktmutation C226G nur einmal
nachgewiesen werden konnte. Unter den 68 Sequenzierungen konnte zwischen 16 TcpF
Genvarianten unterschieden werden. Die Sequenz des TcpF von E. faecalis Symbioflor
1 entspricht der Variante TcpF-A. Im Anschluss an die Veroffentlichung der Ergebnisse
fur TcpF von E. faecalis Symbioflor 1 im Juli 2014 [15] wurde im November 2014 eine
Arbeit fiir das TcpF von E. faecalis V583, im Folgenden TcpF-V583 genannt, verof-
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fentlicht [88]. TcpF-V583 unterscheidet sich von TcpF-A durch folgende Mutationen:
G75A, G122A, C337T, C388A, A505G, C552T, G595C, und entspricht somit der TcpF
Variante TcpF-G. Zu den héaufigsten Varianten unter den HWI Isolaten zdhlten TcpF-J
(27,9%), -A (13,2%) und -H(10,3), die zusammen in Uber 50% der Falle gefunden wur-
den. Untersucht man die Genvarianten bezuglich des Auftretens unter den Isolaten mit
cfu<10°/ml und cfu>10°/ml zeigte sich nur fiir die Genvariante TcpF-F ein signifikantes
Ergebnis (p = 0,018) zu Gunsten der Isolate mit cfu<10°/ml. In TcpF-F findet sich le-
diglich eine nicht-synonyme Mutation (G121A) und stimmt demnach mit sechs weite-
ren der beobachteten Genvarianten (Tcp-B, -C, -H, -K, -L, -O) beziiglich der Aminosau-
resequenz tberein. In Anbetracht des niedrigen p-Wertes und der Tatsache, dass sich fur
die oben genannten identischen TcpF Varianten kein signifikantes Ergebnis zeigte, ist
die beobachtete Signifikanz am ehesten der niedrigen Probenzahl und des verwendeten
statistischen Test geschuldet. Im Gegensatz zu TcpC zeigte TcpF einen moderaten Gen-
polymorphismus, der sich jedoch nur geringfugig auf die Aminoséuresequenz des TcpF
auswirkte. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TcpF und TcpC konservierte Ami-
nosauresequenzen besitzen. Der hohe Grad an Konservierung spricht fur eine besondere
Bedeutung von TcpF und TcpC fiir die E. faecalis und E. coli HWI Isolate.

Bei der genetischen Analyse von TcpF konnten wir in zwei Féllen die Insertion geneti-
schen Materials feststellen. Im Fall von E. faecalis#53 kam es durch Transposition zur
Veranderung der benachbarten Sequenz. Bei der Transposition handelt es sich um einen
Mutationsmechanismus, bei dem ein Transposon (jumping gene) seine Position im Ge-
nom andert. Ein Transposon wird von Wiederholungssequenzen (repeats) umgeben, die
von einer Transposase, fur die das Transposon selbst kodiert, erkannt werden. Die
Transposase verfligt Gber Nukleotidyltransferasefahigkeit und verandert tUber einen cut
and paste Mechanismus die Position des Transposons [115]. Die Mobilitat des Transpo-
sons fuhrt zu biologisch genetischer Vielfalt und beschleunigt damit Evolution [116].
Im Fall von E. faecalis#11 kam es zur Insertion des benachbarten GTPase Gens in das
TcpF Gen. Die Insertion kam moglicherweise durch eine Inversion zustande, bei der das
GTPase Gen Teil der Schleife war und tGber Doppelstrangbriiche in das TcpF Gen ein-
gefligt wurde [117]. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen beztiglich
der Arbeit des TcpF von E. faecalis V583, bei der fiir vier unterschiedliche E. faecalis
Stdmme (E. faecalis 99, D6, OG1RF und T3) rekombinante Events im TcpF Genlocus
beobachtet wurden [88]. Fur das S. enterica Tcp-Homolog TIpA konnte gezeigt werden,

dass es in einem Areal mit hoher Rekombinationsrate lokalisiert ist und benachbarte
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Gene von Bakteriophagen stammen [65]. Im Gegensatz zu TcpC sprechen sowohl die
zwei massiven genetischen Veranderung als auch die hohe Anzahl an Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP) fir fortschreitende Selektion und eine noch nicht lange zuriick-
liegende Akquisition des TcpF Gens in das Genom von E. faecalis.
Die Tertidrstruktur-Analyse von TcpC, TcpF und TcpM brachte Ubereinstimmungen
hervor. Die TIR Domanen bildeten eine kugelformige Struktur. Im Zentrum fanden sich
parallel verkniipfte B-Faltblatter, die von a-Helices ummantelt wurden. Die TIR Doma-
ne des Linum usitatissimum Proteins L6 [93], die TIR Doméne von TLR1 [43], sowie
die TIR Domane von Paracoccus denitrificans [64] waren analog aufgebaut. Wéahrend
die Berechnung der Tertidrstrukturen der TIR Domanen von TcpC und TcpF anhand
von PATIR und hTLR1 erfolgte, diente fur die Berechnung der TIR Doménen von
TcpM aufgrund hoher struktureller Ubereinstimmung das pflanzliche L6-TIR als Vorla-
ge. Dies ist insofern erklarlich, da L. mesenteroides in der Natur auf Friichten und Ge-
musen weit verbreitet ist. Moglicherweise kam es im Laufe der Entwicklung zu einer
Anpassung der bakteriellen TIR Domanen an die TIR Domaénen, die sie in ihrer natrli-
chen Umgebung vorfanden. TcpM konnte fur L. mesenteroides basierend auf der Imita-
tion von pflanzlichen TIR Domanen bei der Auseinandersetzung mit den pflanzlichen
Resistenz Proteinen wie L6 [93] einen Selektionsvorteil bilden.
Bei Untersuchungen der TIR Doménen von humanen TLR konnten drei hochkonser-
vierte Bereiche (Box1-3) nachgewiesen werden [43]. Die Boxen 1 und 2 wurden durch
Alignment in TcpF, TcpC und TcpM positioniert. Box1 stellt in allen drei Féllen den
Bereich mit dem hdchsten Konservierungsgrad dar und bildet das erste -Faltblatt (BA)
der TIR Doménen. TcpC und TcpF zeigten im Bereich von Box2 eine prominente
Schleife, die aus der kugelférmigen Grundstruktur herausragt und damit Interaktion
ermdoglicht. Es wurde beschrieben, dass diese Schleife (BB-Loop) an der Homodimeri-
sierung von TLR10 [92] und an der Interaktion zwischen den TIR Domanen von
MyD88 und TLR2 [43] sowie TLR1 und TLR2 [45] beteiligt ist. Die Aminosaure Pro-
lin spielte dabei eine entscheidende Rolle. C3H/HeJ Mause mit der Mutation P721H im
BB-Loop von TLR4 reagierten vermindert auf LPS. [118]. Die Mutation P681H im BB-
Loop von TLR2 flihrte zum Verlust der Signaltransduktion durch Hefe und grampositi-
ve Bakterien. Die Mutation P681H fiihrte zu keinen auffalligen strukturellen Verénde-
rungen. Die Interaktion der TIR Doméanen von MyD88 und TLR2 wurde jedoch unter-
brochen [43]. TcpF zeigte dieses hochkonservierte und fur die Signaltransduktion rele-
vante Prolin (Pro48, Abbildung 3-16c¢) ebenfalls.
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Der BB-Loop von TLR1-TIR sowie der DD-Loop von TLR2-TIR bilden die strukturelle
Schnittstelle fur die Bildung des TLR1/TLR2 Heterodimers. Mittels Mutationsanalyse
konnte gezeigt werden, dass auf der Seite des BB-Loops Glycin 676 fur eine erfolgrei-
che Signaltransduktion notwendig ist [45]. Die Superposition von TcpF-TIR und TLR1-
TIR erbrachte, dass insbesondere im Bereich des BB-Loops eine hohe Ubereinstim-
mung zwischen den beiden Strukturen zu beobachten ist und der fir die Signaltransduk-
tion entscheidende Glycin Rest (Gly49) vorhanden ist (Abbildung 3-16c). Die Ergebnis-
se zeigen, dass TcpF-TIR die strukturellen Eigenschaften von TLR1-TIR imitiert und
dadurch eine Interaktion mit TLR2-TIR, MyD88-TIR, Mal-TIR [119] ermdglichen
konnte.
Bei der genetischen Analyse des TcpF Gens unter HWI Isolaten zeigte sich in 85% der
Félle der Aminosaureaustausch A41T und in 1,5% der Félle der Aminosdureaustausch
Q76K. Die Mutation Q76K blieb ohne strukturelle Konsequenz fiir TcpF-TIR. Die Mu-
tation A41T fihrte zu strukturellen Verédnderungen am Beginn des BB-Loops. Die
Grundstruktur der TIR Domane blieb jedoch erhalten. Aufgrund seiner gut exponierten
Hydroxylgruppe bietet Threonin die Mdglichkeit zur Phosphorylierung und somit die
Madglichkeit regulatorisch auf das Protein einzuwirken. Die Haufigkeit (85%) und der
funktionelle Vorteil sprechen dafir, dass es sich bei der Substitution A41T im TcpF
eher um den Regelfall als um eine Mutationsvariante handelt. Bestimmung der Zyto-
kinantwort bei Infektionsversuchen mit dem Wildtypstamm E. faecalis Symbioflor 1
und der Mutationsvariante E. faecalis A41T kodnnten Aufschliisse darliber geben, ob der
durch die Mutation A41T strukturell verénderte Bereich des BB-Loops zu einer Beein-
trachtigung des negativen immunmodulatorischen Effekts fuhrt und den méglichen In-
teraktionsbereich zwischen TcpF-TIR und der endogenen Ziel-TIR Doméne eingrenzen.
Allerdings handelt es sich hierbei nicht um eine isogene Mutationsvariante, sodass das
Ergebnis dieses Experiments nur bedingt aussagekréftig ware. Daher wére es sinnvoll
die genomische Sequenz des Stammes E. faecalis A41T als Matrize fir die Konstrukti-
on eines Plasmids fir den Dual Dual-Luciferase® Reporter Assay zu verwenden und die
Effekte von TcpF und TcpF A41T auf die NFkB Aktivierung zu untersuchen.
Im Fall von TcpC-TIR konnte eine hohe strukturelle Ubereinstimmung mit PdTIR beo-
bachtet werden (Abbildung 3-18). Fir PdTIR wurde gezeigt, dass es direkt mit den TIR
Domanen von MyD88 und TLR4 interagiert [66]. Deckungsgleich mit der in dieser Ar-
beit beobachteten strukturellen Ubereinstimmung zwischen PdTIR und TcpC, konnte
auch fur TcpC-TIR eine direkte Interaktion mit MyD88 und TLR4 [68] gezeigt werden.
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Der DD-Loop sowie der BB-Loop stellen auf Seite von TcpC-TIR die in die Interaktion
involvierten Bereiche dar [68].
Es lasst sich zusammenfassen, dass die TIR Doméanen von Pflanzen, Saugetieren und
Bakterien eine gemeinsame Grundstruktur besitzen: Die TIR Domaéne ist durch einen
kugelformige Struktur gekennzeichnet, in deren Zentrum sich parallel angeordnete (-
Faltblatter befinden, die von o-Helices ummantelt werden. Bakterielle TIR Doméanen
zeigen Charakteristika der TIR Domanen, die sie in ihrem natiirlichen Habitat antreffen.
TcpF und TepC zeigen als Proteine von Kommensalen strukturelle Ahnlichkeit mit hu-
manen TIR Domanen, wohingegen TcpM als Protein eines Keimes, der auf Pflanzen zu
finden ist, strukturelle Ahnlichkeit mit L6-TIR der Pflanze Linum usitatissimum zeigt.
Funktionell konnte fir TcpC, TcpF und TcpM festgestellt werden, dass sie das TLR2
abhangige NFxB Signal Dosisabhangig supprimieren. Fir TcpCl und TcpC2 konnten
vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden. Die Wahl des Startcodons spielt somit fir
die Suppressionsfahigkeit von TcpC in Bezug auf das NFkB Signal keine Rolle. Das
Suppressionspotential von TcpC kann durch seine direkte Interaktion mit MyD88 er-
klart werden [1], [68]. Aus den Ergebnissen fur TcpM ging hervor, dass sowohl die
HTH Doméne (TcpM2) als auch die TIR Domane (TcpM3) Suppressionsfahigkeit be-
sitzen. Bei der HTH Doméne handelt es sich um eine DNA Bindungsdomane. Sie be-
steht aus zwei a-Helices und einem B-Faltblatt. Die C-terminale a-Helix bindet an die
Erkennungssequenz der DNA, wahrend sie von der N-terminalen a-Helix an der DNA
stabilisiert wird [89]. Demnach lasst sich der Suppressionseffekt der HTH Doméne
moglicherweise auf eine Blockierung der NFxB abhédngigen Gentranskription durch die
HTH Doméne zurlckfuhren. Folgt man der Theorie, dass bakterielle Tcp ihren modulie-
renden Effekt auf den TLR Signaltransduktionsweg tber molekulare Mimikry erreichen
[64], kommen fiir den TLR2 abhéngigen Signalweg folgende Tcp las Interaktions-
partner in Frage: TLR1, TLR2, TLR6, MyD88 und Mal [29]. Fir TcpM-TIR konnten
bisher keine strukturellen Hinweise auf einen moglichen Interaktionspartner gefunden
werden. Im Fall von TcpF-TIR ist aufgrund der oben geschilderten strukturellen Uber-
einstimmung mit TLR1-TIR eine Interaktion mit TLR2-TIR, Mal-TIR oder MyD88-
TIR denkbar [119]. An dieser Stelle muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass es
sich bei den berechneten Tertidrstrukturen nicht um die definitive Struktur der Proteine
handelt, sondern nur um eine auf Homologie basierte Strukturvorhersage. Interaktionen
unter den Tcps missen daher beispielsweise durch pull-down Verfahren bestatigt wer-
den. Hierzu wurden die Proteine TcpF und TcpC-TIR fur anschliefende Experimente
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rekombinant hergestellt und aufgereinigt. Zou et al. konnten zeigen, dass TcpF-V583
mit MyD88 direkt interagiert [88]. Die Interaktion mit MyD88 erfolgt im Bereich des
BB-Loops, was durch Deletion der Aminoséurereste 35 bis 39 (DIFYS) innerhalb des
BB-Loops erfolgreich gezeigt werden konnte. Eine mdgliche Interaktion zwischen
TcpF-V583 und TLR1-TIR, TLR2-TIR oder Mal-TIR wurde nicht untersucht [88]. Da
sich TcpF und TcpF-V583 lediglich in der Mutation A41T unterscheiden ist auch fur
TcpF eine Interaktion mit MyD88-TIR prinzipiell denkbar, muss aber noch im pull-
down Verfahren verifiziert werden. Zur Bestatigung der Hypothese ist ein Stimulations-
versuch denkbar, bei dem RAW264.7 Makrophagen in Anwesenheit des aufgereinigten
TcpF und unterschiedlichen TLR Liganden wie PamzCys-SKKKK fur TLR2, Poly(1:C)
(Polyinosine-polycytidylic acid) fur TLR3, LPS (Lipopolysaccharid) fur TLR4 und Fla-
gellin fur TLR5 inkubiert werden und die Zytokinantwort in Form von TNF-a unter-
sucht wird. Den Ergebnissen folgend, dass TcpF mit MyD88 interagiert wére nur in den
MyD88 abhangigen Signalkaskaden, in diesem Fall fir TLR2, TLR4 und TLRS, eine
Suppression der TNF-a Konzentration zu erwarten. Als negative Kontrolle kdnnte das
aufgereinigte GFP fungieren.

Die Kolokalisation von TcpF-TIR und TLR2-TIR an der Plasmamembran konnte durch
eine mogliche PIP2 Bindungsdoméne unterstitzt werden. PIP2 ist ein Bestandteil der
Plasmamembran und wird durch die PIP2 Bindungsdoméne des Brlickenadapters Mal
gebunden. Es wurde berichtet, dass TcpB die Eigenschaften von Mal nachahmt. Wie
Mal besitzt TcpB eine PIP2 Bindungsdomane mit dem Aminoséuremotiv: KKRxxxxKK
[71]. In der Sequenz von TcpF existiert ein ahnliches Motiv (KVRFKLKK), das zur
Rekrutierung von TcpF-TIR zur Plasmamembran beitragen kénnte. Fir TcpF-V583
konnte in vitro gezeigt werden, dass es Phosphatidylinositol-3-Phosphat, Phosphatidyli-
nositol-4-Phosphat, Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat, Phosphatidylinositol-3,5-Bi-
sphosphat, Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat und Phosphatidylinositol 3,4,5-Tris-
phosphat bindet [88]. Um die Notwendigkeit dieser PIP2-Bindungsdoméne fur den im-
munmodulatorischen Effekt von TcpF zu untersuchen, wére ein Konstrukt fiir den Dual-
Luciferase® Reporter Assay denkbar, das lediglich TcpF-TIR und nicht die PIP2-
Bindungsdomane enthalt. Der Hypothese folgend, dass die PIP2-Bindungsdoméne eine
Lokalisation von TcpF an der Plasmamembran fordert, sollte unter Detektion mit einem
fluoreszierenden Anti-Flag Antikorper ein unterschiedliches Verteilungsmuster von
TcpF und TepF-TIR in der Zelle und eine geringer ausgepréigte Reduktion der NFxB-

Antwort zu beobachten sein.
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Die Zytokin Messungen ergaben, dass TcpF und TcpM in der Lage sind die Produktion
von IL-6 und TNF-a infizierten Makrophagen zu supprimieren, wobei TcpF das stérke-
re inhibitorische Potential besitzt (Abbildung 3-24). Jede TcpM-Variante hat fir sich
das Potential die IL-6 und TNF-o Konzentration zu senken. Das Potential nimmt jedoch
vom gesamten Protein (TcpM1) tuber die HTH Doméne (TcpM2) bis zur TIR Domane
(TcpM3) ab. Es zeigt sich, dass beide Doménen unabh&ngige Suppressionspotentiale
besitzen. Beide Doménen in ein Protein vereint, zeigen eine synergistische Suppression.
Mit Hilfe der Deletionsmutante E. faecalis Symbioflor 1 AtcpF konnte nachgewiesen
werden, dass bei Deletion des TcpF Gens die TNF-o Sekretion bei Infektion von
RAW?264.7 Makrophagen signifikant héher ist als beim Wildtyp E. faecalis Symbioflor
1 (Abbildung 3-25). Durch eine Wiederholung des Experiments unter dem Einsatz von
transwells® (Corning), bei dem Bakterien und Makrophagen durch eine Mikromembran
physisch voneinander getrennt inkubiert werden, kann die Frage beantwortet werden, ob
ein direkter Kontakt zwischen Makrophage und Bakterium fir den Suppressionseffekt
notig ist. Fugt man die Ergebnisse der Zytokin Messung und der NFkB-
Signalbestimmung zusammen, lasst sich festhalten, dass TcpC, TcpF und TcpM in der
Lage sind, durch eine verminderte Freisetzung von NFxB die Zytokin Produktion zu
reduzieren. Die Rekrutierung von Immunzellen kann auf diese Weise reduziert werden,
was sich positiv auf die Ausbreitung und das Uberleben der Bakterien auswirkt.
Die bakteriellen Tcps mussen, um ihren immunmodulatorischen Effekt auszuiiben, in
Kontakt mit den intrazellularen endogenen TIR Doménen treten konnen. Dazu ist es
notwendig, dass die bakteriellen Tcp in die Zelle und in das Zytoplasma gelangen. Fir
TcpC konnte gezeigt werden, dass es Uber ein Typl-Sekretionssystem sezerniert und
anhand von Cholesterin reichen Membrananteilen, sogenannten lipid rafts, in die Wirts-
zelle aufgenommen wird [1]. Beztglich TcpF konnte keine typische Signalsequenz fur
den Sekretions-Signalweg detektiert werden. Ein Antikorper gegen TcpF befindet sich
gegenwartig in der Herstellung. Anhand dessen kénnte TcpF, wenn es sezerniert wird,
im Uberstand der Bakterienkultur von E. faecalis Symbioflor 1 nachgewiesen bezie-
hungsweise im Uberstand von E. faecalis Symbioflor 1AtcpF nicht nachgewiesen wer-
den. In vitro Inkubationsexperimente mit dem aufgereinigten TcpF-V583 und RAW
264.7 Makrophagen konnten zeigen, dass TcpF-V583 in der Lage ist in die Zelle einzu-
dringen [88]. Der Mechanismus bleibt im Gegensatz zu TcpC [1] weiterhin unklar.
Trotz des pathogenen Potentials handelt es sich bei Enterokokken weitestgehend um
avirulente Bakterien, die als Kommensale Bestandteil der Darmflora sind und Verwen-
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dung als Probiotika finden [120], [121]. Da sich das Darmepithel in konstantem Kontakt
zur korpereigenen Darmflora befindet, stellt die Reduktion der NFkB Aktivierung durch
TLR Signal Inhibition einen wesentlichen Faktor zur Erhaltung der Homdostase im
Gastrointestinaltrakt dar. Endogene TLR Signal Inhibitoren wie PPARy, A20, NOD2,
IRAK-M, SIGIRR und Tollip liefern daher einen entscheidenden Beitrag zur Erhaltung
der Homoostase im Gastrointestinaltrakt [122]. UberschieRende Aktivierung des TLR
Signaltransduktionsweges flhrt zu schadlichen Entziindungsreaktionen, die zur Entste-
hung entzundlicher Darmerkrankungen [123] und Kolonkarzinomen [124] beitragen.
Interessanterweise besitzt der bei Colitis ulcerosa zur Remissionseinleitung eingesetzte
E. coli Stamm Nissle das TcpC Gen und es konnte gezeigt werden, dass TcpC sich posi-
tiv auf die Barrierefunktion des Epithels auswirkt. Unter dem Einfluss von TcpC kommt
es zur Phosphorylierung der Protein Kinase C-zeta (PKC() und der extracellular-signal-
regulated Kinase 1/2 (ERK1/2), was wiederum eine Hochregulierung des Zonula occlu-
dens Proteins Claudin-14 bedingt. Dadurch kommt es zum Verschluss der parazellul&-
ren Rdume und die Permeabilitat des Epithels wird herabgesetzt [125]. Es bestehen
Hinweise, dass PKC Isoformen und insbesondere PKCC fiir den Signaltransduktionsweg
von TLR2 und TLR4 von Bedeutung sind [109], [126], [127]. PKC( stellt somit eine
gemeinsame Schnittstelle des TLR und des ERK1/2 Signalweges dar und kann vermut-
lich die unterschiedlichen Effekte von TcpC erklaren. Der genaue Mechanismus bleibt
jedoch gegenwaértig unklar. Aufgrund der Fahigkeit von TcpC und TcpF, die NFkB Ak-
tivierung zu unterdriicken, scheinen sie bei Infektionen des Harnwegs die bakterielle
Kolonisierung und Uberleben zu férdern. Als Kommensale im Gastrointestinaltrakt
leisten sie moglicherweise einen exogenen Beitrag zur Erhaltung gastrointestinaler Ho-
mdoostase durch Unterdriickung schadlicher Entziindungsreaktionen sowie Stabilisie-
rung der Barrierefunktion.
Da Tcps die Bildung von NFxB und Zytokinen unterdriicken, entfalten sie eine antiin-
flammatorische Wirkung, die sie pharmakologisch/medizinisch &uferst interessant
macht. Das klonierte und aufgereinigte Protein kdnnte sowohl bei nicht-infektids in-
flammatorischen Erkrankungen als auch bei infektios inflammatorischen Erkrankungen
Verwendung finden. Bei der Rheumatoiden Arthritis beispielsweise handelt es sich um
eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung unklarer Atiologie, die auf dem Boden
einer chronisch-destruierenden Synovialitis zu einer fortschreitenden Gelenkzerstérung
flhren kann. Bei genetisch disponierten Personen wird durch einen unbekannten Trig-
germechanismus eine Autoimmunreaktion mit entztindlicher Infiltration der Gelenk-
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schleimhaut (Synovialis) induziert. Im Zentrum der immunologischen Reaktion steht
die Interaktion von Lymphozyten und Monozyten mit der Produktion von proinflamma-
torischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a [128]. Daher finden rekombinant hergestellte
anti-TNFo Antikorper wie Etanercept (Enbrel®) als biological disease-modifying an-
tirheumatic drug (- DMARD) erfolgreiche Verwendung in der Therapie der Rheumatoi-
den Arthritis [129]. Bakterielle Tcps stellen durch ihre antiinflammatorische Wir-
kungsweise eine Therapieoption dar, um die Entzliindungsreaktion in den Gelenken zu
unterdriicken. Bei einer systemischen Applikation wére jedoch mit einer unspezifischen
Immunsuppression und einer Infektanfalligkeit insbesondere der Harnwege sowie mdg-
lichen Infektreaktivierungen zu rechnen. Aufgrund dessen ist vor Therapiebeginn mit
bDMARD eine Tuberkulose Diagnostik indiziert. Eine &hnliche Vorgehensweise ware
flr die therapeutische Anwendung rekombinanter Tcps vorstellbar. Eine prophylakti-
sche Gabe von Nitrofurantoin unter Tcp Therapie kdnnte gerade bei Risikopatienten mit
rekurrierenden HWIs eine protektive Alternative darstellen [130]. Denkbar wére auch
einen eine lokale Anwendung als intraartikuldre Applikation in die betroffenen Gelenke,
was jedoch bei einer langfristigen Therapie mit einem erhéhten punktionsbedingtem
Infektionsrisiko einherginge.

Bei der Sepsis handelt es sich um ein Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS)
ausgelost durch eine Infektion. Es kommt zu einer komplexen systemischen Entziin-
dungsreaktion, die haufig mit Stérungen der Vitalfunktion bis hin zum Multiorganver-
sagen einhergeht [131]. Die Therapie schwerer septischer Verlaufe ist derzeit weitest-
gehend auf antibiotische, chirurgische sowie symptomatische Verfahren beschrénkt
[132]. Aufgrund von hoher Morbiditdt und Mortalitat ist die Weiterentwicklung der
Therapieoptionen jedoch dringend notwendig [133]. Heute ist bekannt, dass die TLR
Signalkaskade eine Schlusselrolle in der Pathogenese der Sepsis einnimmt [134]. Fir
MyD88 defiziente Mduse konnte gezeigt werden, dass sie bei polymikrobieller Sepsis
weniger anféllig sind, eine Sepsis zu entwickeln als der Wildtyp [135]. Zudem wurde
berichtet, dass sich Polymorphismen im humanen Mal Allel protektiv auf die Entste-
hung eines septischen Schocks auswirken [136]. Vor dem Hintergrund, dass es sich bei
SIRS um einen hyperinflammatorischen Prozess handelt und die Adaptermolekiile
MyD88 und Mal proregulatorisch darauf einwirken, wére eine Modulation der MyD88
Funktion durch Tcp ein denkbarer therapeutischer Interventionspunkt. Durch direkte

Interaktion von TcpC und TcpF mit MyD88 konnte der proinflammatorische Circulus
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Vitiosus unterbrochen werden und eine Bekdmpfung der Hyperinflammation am Ur-
sprung der Pathogenese, der TLR Signalkaskade, erméglicht werden.

Zusammenfassend ermdglichen Tcps Bakterien Uber molekulare Mimikry eine auf TIR
Doménen Interaktion aufgebaute Infektabwehr zu modulieren. Die Ergebnisse dieser
Arbeit deuten darauf hin, dass TcpF und TcpM zu der wachsenden Familie von bakteri-
ellen Tcps gehoren. In Zukunft kdnnten Tcps durch ihre antiinflammatorische Wirkung
bei infektiosen wie auch nicht-infektiésen inflammatorischen Erkrankungen therapeu-

tisch von Nutzen sein.
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5. Zusammenfassung (deutsch)

Thema dieser Arbeit sind Aufbau, genetische Variabilitat und Funktion der bakteriellen
Toll/intertleukin-1 receptor (TIR) domain containing-proteins (Tcps) von E. coli
(TcpC), E. feacalis Symbioflor 1 (TcpF) und L. mesenteroides (TcpM).

Anhand von in silico Analysen mit TIR Domé&nen BLAST von NCBI konnten in den
Genomen von E. faecalis Symbioflor 1 und L. mesenteroides zwei zuvor nicht charakte-
risierte Gene identifiziert werden. In Anlehnung an die bereits bekannten bakteriellen
Tcps wurden sie als TcpF und TcpM bezeichnet. TcpF und TcpC zeigen als Produkte
von Kommensalen strukturelle Ahnlichkeit mit humanem TIR Doménen, wihrend
TcpM-TIR als Produkt eines Keimes, der in der nattrlichen Umgebung auf Pflanzen zu
finden ist, strukturelle Ahnlichkeit mit L6-TIR Protein der Pflanze Linum usitatissimum
zeigt. Insgesamt wurden 110 HWI E. faecalis Isolate und 31 Kommensale auf TcpF
untersucht und der TcpF Lokus von 68 HWI Isolaten sequenziert. TcpF ist haufiger bei
HWI Isolaten (79%) als bei Kommensalen (58%) und ist mit hohen Keimzahlen assozi-
iert. Ein hoher Grad an SNPs sowie zwei beobachtete Mutationsereignisse durch Trans-
position und Inversion sprechen fur fortschreitende Selektion sowie eine neuerliche Ak-
quisition des TcpF Gens von E. faecalis. Demgegentber zeigt die Sequenz von 20 E.
coli HWI Isolaten lediglich in zwei Positionen einen SNP. Die Stimulation von
RAW?264.7 Makrophagen mit E. coli BL21 unter Expression von TcpC, TcpF oder
TcpM zeigt eine Reduktion der 1L-6 und TNF-a. Antwort. Umgekehrt fuhrt die Deletion
des TcpF Gens in E. faecalis Symbioflor 1 zu einer Elevation der TNFo Antwort. Der
Einfluss der bakteriellen Tcps auf den TLR Signalweg wurde in transient mit NFkB,
hTLR2 und Tcp transfizierten HEK293 Zellen untersucht. TcpC, TcpF und TcpM supp-
rimieren konzentrationsabhangig die NFxB Produktion. TcpF-TIR zeigt im BB-Loop
einen hohen Grad an struktureller Ubereinstimmung mit TLR1-TIR, sodass eine Inter-
aktion von TcpF-TIR mit endogenen TLR1-TIR bindenden TIR Doménen wahrschein-
lich ist.

Bei TcpF und TcpM handelt es sich um neue grampositive Mitglieder der Familie bak-
terieller Tcps. Tcps ermdglichen Bakterien Gber molekulare Mimikry eine auf TIR Do-
manen Interaktion aufgebaute Infektabwehr zu modulieren. Aufgrund ihres antiin-
flammatorischen Potentials kdnnten bakterielle Tcps in Zukunft fir die Therapie infek-
tiéser wie auch nicht-infektioser inflammatorischer Erkrankungen therapeutisch von

Nutzen sein.
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6. Zusammenfassung (englisch)

Subject of this work is the structure, genetic stability and function of the bacterial Tcps
of E. coli (TcpC), E. feacalis Symbioflor 1 (TcpF) und L. mesenteroides (TcpM).

Based on Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain structure homology we detected two
previously uncharacterized genes encoding for TIR domain containing proteins in the
genome of Enterococcus faecalis and Leuconostoc mesenteroides. These genes were
named TcpF and TcpM, in accordance with the previously described TcpC. TcpF and
TcpC as proteins of commensals show structural similarity to human TIR domains,
whereas TcpM as a protein of bacteria, whose natural habitat are plants, shows structur-
al similarity to the plant TIR domain of L6 encoded by Linum usitatissimum.

110 UTI E. faecalis and 31 E. faecalis stool isolates were analyzed for the presence of
TcpF. We found that TcpF is more frequent in UTI isolates (79%) than in stool isolates
(58%) and that TcpF is associated with higher bacterial counts during infection. In order
to analyze the genetic stability of TcpF and TcpC, we sequenced the Tcp gene locus of
68 UTI E. faecalis isolates and 20 UTI E. coli isolates. Both locus rearrangements by
inversion and transposition and more frequent single nucleotide polymorphisms in the
TcpF gene compared to TcpC support the hypothesis that selection is ongoing and that
the sequence was acquired recently in the genome of E. faecalis. Stimulation of
RAW?264.7 macrophages with E. coli BL21 expressing TcpC, TcpF and TcpM led to
suppression of IL-6 and TNF-a production, whereas the TcpF deletion mutant E. faecal-
is Symbioflor 1 produced an elevated TNF-a response upon infection compared to the
isogenic wild-type strain. The impact of TcpC, TcpF and TcpM on TLR2 signaling was
analyzed in transiently transfected HEK293 cells by monitoring the effect on the TLR2-
dependent NFkB activation. All three bacterial Tcps suppress TLR2-depend NF«B acti-
vation. The superposition of TcpF-TIR and TLR1-TIR reveals considerable similarity
between those two structures. In particular, strong similarity was observed at the BB-
loop, which has been reported to be part of the TLR1-TIR and TLR2-TIR interaction.
Taking together TcpF and TcpM are new Gram-positive members of bacterial Tcps. Via
its TIR domain bacterial Tcp are able to modulate host immune responses by molecular
mimicry. Due to Tcps’ ability to negatively modulate NFxB activation new therapeutic
strategies concerning infectious and non-infectious inflammatory diseases may be de-

veloped.
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10. Anhang

10.1 Buchstabencode der Aminoséauren

Aminosaure Dreibuchstaben-Code | Einbuchstaben-Code | Ladung
Alanin Ala A Neutral
Arginin Arg R Positiv
Asparagin Asn N Neutral
Asparaginsaure Asp D Negativ
Cystein Cys C Neutral
Glutamin GIn Q Neutral
Glutaminsaure Glu E Negativ
Glycin Gly G Neutral
Histidin His H Negativ
Isoleucin lle | Neutral
Leucin Leu L Neutral
Lysin Lys K Positiv
Methionin Met M Neutral
Phenylalanin Phe F Neutral
Prolin Pro P Neutral
Serin Ser S Neutral
Threonin Thr T Neutral
Tryptophan Trp W Neutral
Tyrosin Tyr Y Neutral
Valin Val \% Neutral

Abbildung 10-1: Buchstabencode der Aminosauren

10.2 Primer
Name Sequenz (5°- 3")
CMVPEout GGAGGTCTATATAAGCAGAG
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Name Sequenz (5°- 3")

Ef111 GGAGTGTAACCATAAATGACCT
E.f.11.2 GCGGTTTCGCTCACTACT

E.f.56.1 CCGTGAAATTATCGGCTT
E.f.56.2 CTCCTGGCTGTACACCTGT
E.f82.1 CGCTCACTACTAATAACACCTT
E.f82.2 CCAAACGCTCACTACTAATAACA
E.fseq.l GATGTTGAGTAGTGAGCAACG
E.f.seq.2 CTCCTCCAATTACTCTACCTTCTC
E.f.seq.3 CCGTACATCGCTCTATAATCAC
E.f.seq.4 CTTGTAAACGTCTAAATGCATC
E.f.seq.5 GTCTAAATGCATCACTTTTAATTACTC
LEUseql ACAAACAGCGAATTGCAG
pASK-for GAGTTATTTTACCACTCCCT
pASK-rev CGCAGTAGCGGTAAACG

pTcpC-Flag-For

ATCCGCGGATCCATAGCATATGAAAACATAGAATTT

pTcpC-Flag-
ForS

ATCCGCGGATCCATATGCTTGGTGAATGTTTTGG

pTcpC-Flag-Rev

GCGAGTCTCGAGTTATCTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC

SVPA-Sout TTGTAACCATTATAAGCTGC

TIR seq.1 GAGTGGAAGGAGGTTGAG

TIR seq.2 ATGCTATTCCAGCCAACTCTC

TIR1 GCGCCGGATCCATCTGTCTATCAC

TIR10 ACGACTGGTCTCATATCAGATAAATAATTTAACTGGCT
TIR11 ACTACTGGTCTCAGCGCCATCTCTTATAATCATGA
TIR12 ACGACTGGTCTCATATCATTACCTTTAATCAACATAT
TIR13 ACGACTGGTCTCAGCGCTGATAAATAATTTAACTGGCT
TIR14 ACTACTGGTCTCGAATGATCTCTTATAATCATGA
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Name Sequenz (5°- 3")

TIR15 ACTACTGGTCTCAGCGCCTATAATATCCTTTTCTTCATC
TIR16 ACGACTGGTCTCATATCACTTTATCTTCTCCTGTATGC
TIR2 TCGAGTGATAGACAGATGGATCCG

TIR3 GCATGGCGCCAATGAGAGTATCAGT

TIR4 CACTGGATCCTTAACTAACATATTTTTTGATCA

TIRS ACTACTGGTCTCGAATGATAGCATATGAAAAC

TIR6 ACGACTGGTCTCAGCGCTTCTTCTCCTGTATGCTA
TIR7 ACTACTGGTCTCGAATGAATGAGAGTATCAGT

TIR8 ACGACTGGTCTCAGCGCTATCAACATATTTTTTGATC
TIR9 ACTACTGGTCTCAGCGCCAATGAGAGTATCAGT

TK1- CFT073-1

CATGGAATTTATACTGTCTATTGGTG

TK10 GCAGTACTCGAGCAATTACTCTACCTTCTC

TK11 ACCAGTGGATCCGTGAGCAACGGGAAAAAGT

TK12 GTGACTGGATCCAATGAGAGTATCAGTGAT

TK13 GCAGTACTCGAGCCTTTAATCAACATATTTTTTGATC
TK14 GCAGTACTCGAGTTAAGAGATAAATAATTTAACTG
TK15 GTGACTGGATCCATCTCTTATAATCATGAAGTA

TK2- CFT073-2

ACGTATACTAAACAATATGTGGAATGAG

TKS3- CFT073-3

CCTACATCTGTTTATACTAAGCTAGGTC

TK4 ACTACTGGTCTCAGCGCCGTGAGCAACGGGAAAAAGAT
TK5 AGCACTGGTCTCGTATCACTCCAATTACTCTACCTTCTC
TK6 ACTACTGGTCTCGAATGGTGAGCAACGGGAAAAAGAT
TK7 AGCACTGGTCTCAGCGCTCTCTACCTTCTCTAAATAAGA
TK8 AGCACTGGTCTCAGCGCTCAATTGCTCTACCTTCTCT
TK9 ACCAGTGGATCCGTAGTGAGCAACGGGAA

UPEC seql GAATGTTTTGGGCAACAATATG

UPEC seq2 ACATAGGCTCAAAATGTGATAGC
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Name Sequenz (5°- 3")

UPEC seq3 TCTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC
UPECseq4 AACCAAACATCACAAGAAGC
UPECseq5 CATCTGTTTATACTAAGCTAGGTCTGT
UPECseq6 GTGGAAAACCTTCTATGCC

UPECseq7 GTGGTAGTTATCTATACCCTACATCTG

Tabelle 10-1: Primertabelle
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