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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Menschen in den Industrienationen erwarten heute Lebensmittel, die immer gut
aussehen, gleichbleibend wohlschmecken, leicht und schnell zuzubereiten und
kostengunstig sind. Die Industrie hat auf diese Praferenzen reagiert und produziert,
was die Verbraucher winschen. Zur Sicherstellung der gewohnten Optik und eines
einheitlichen Geschmacks werden standardisierte Zusatzstoffe (Food Additives) wie
Farb-, Aroma- und Konservierungsstoffe, Antioxidantien, Saureregulatoren,
SuRungsmittel, Emulgatoren, Geschmacksverstarker und Stabilisatoren verwendet, zu
denen Bewertungen und Listen existieren. In der Europaischen Union gibt es z.B. die
Systematik der E-Nummern (European Food Safety Authority, EFSA, 2013), in den
USA die ,Generally recognized as safe (GRAS)“Liste der Food and Drug
Administration (FDA, 2013). Gerade bei hochwertigen Lebensmitteln, wie
Fleischprodukten, wird viel Geld verdient und der Kostendruck ist immens. Das flihrt zu
komplett abgeschotteten Mastbetrieben, wo z.B. Rinder, Schweine und Gefligel unter
engen Bedingungen gehalten werden und Krankheiten nicht ausbleiben. Deswegen
werden in diesen Massentierzuchtbetrieben Antibiotika eingesetzt, um Infektionen der
Tiere zu vermeiden. Klassische Krankheitserreger, die durch Lebensmittel Ubertragen
werden koénnen, sind: Salmonellen, Campylobacter, enterohamorrhagische E. coli
(EHEC), Yersinia enterocolitica, Shigellen, Vibrio cholerae, Listeria monocytogenes
und Stapylococcus aureus. Bei einigen dieser Pathogene, wie z.B. E. coli und
S. aureus hat der starke Einsatz von Antibiotika in der Landwirtschaft und Medizin zur
Resistenzentwicklung geflhrt und es sind multiresistente Erreger (MRE) entstanden
(Kap. 1.3). In Zeiten einer alternden Gesellschaft, die ebenso immer mehr
immungeschwachte Individuen hervorbringt, stellen diese MRE eine potenzielle Gefahr
dar. MRE werden meist von Patienten ins Krankenhaus mitgebracht, durch
Lebensmittel Ubertragen und geféahrden weitere Personen. Die Therapieoptionen sind
aufgrund der Multiresistenz stark eingeschrankt, zumal keine neuen Antibiotika in Sicht
sind. Die Industrie hat die Antibiotikaforschung praktisch eingestellt, so dass die
Regierungen durch gezielte Férdermalinahmen versuchen, Alternativen zu entwickeln.
Forderprojekte in diesem Bereich stellen z.B. DART (Deutsche Antibiotika
Resistenzstrategie) oder der LOEWE-Schwerpunkt Insektenbiotechnologie (Land
Hessen) dar, im Rahmen dessen die vorliegende Arbeit entstanden ist. Zum einen soll
die Verbreitung der MRE eingeschrankt, zum anderen alternative Antiinfektiva

gefunden werden.


http://www.efsa.europa.eu/
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1.1 Bakterien - Gegensatze zwischen physiologischer Mikrobiota und
Pathogenen

Bakterien sind ubiquitar vorhanden und zeigen eine hohe Variabilitdt in Bezug auf ihre
Bedeutung fiir den Menschen. Mikroorganismen finden sich an Kdérperoberflachen wie
Haut, Schleimhauten, Mund, Urogenitaltrakt, Reproduktionsorganen und insbesondere
im Darm (Madigan & Martinko, 2009). Die komplexe Zusammensetzung der individuell
sehr unterschiedlichen Darmmikrobiota mit einer kalkulierten Gesamtzellzahl von ca.
10, die die Zahl der menschlichen Zellen um den Faktor 10 Ubersteigt, ist genetisch
bedingt und wird von Interaktionen mit der Umwelt, der Ernahrung, der
Korperzusammensetzung, dem Nervensystem, Antibiotikagaben und weiteren
Faktoren beeinflusst (Lyte, 2010; Guarner & Malagelada, 2003; Arumugam et al., 2011;
Vrieze et al., 2010). Die zum grofiten Teil anaeroben Bakterienpopulationen variieren
aufgrund divergierender Bedingungen in jedem Abschnitt des menschlichen
Gastrointestinaltraktes (GIT). Der pH-Wert und die Anzahl an Bakterien, angegeben als
colony forming units (cfu), steigen vom Magen zum Kolon an (Magen/Duodenum
10° cfu/ml; Jejunum/lleum 10*-10® cfu/ml; Kolon 10°-10" cfu/ml) (Blaut & Clavel, 2007;
Sekirov et al., 2010). Die Darmmikrobiota erfullt eine Vielzahl essentieller,
metabolischer Aufgaben, wie die Synthese von lebenswichtigen Vitaminen (B4, K), die
vom menschlichen Korper selbst nicht hergestellt werden kdnnen. Die Eindickung
verdauter Nahrung, Gasproduktion durch fermentierende Bakterien bei der Zersetzung
von Nahrungsmitteln und Immunmodulation sind ebenfalls Prozesse, die von
Darmbakterien unterstutzt werden (Dethlefsen et al., 2007; Madigan & Martinko, 2009;
Guarner & Malagelada, 2003). Neben den nutzlichen Mikroorganismen schadigen
jedoch krankheitsverursachende Bakterien den Menschen. Diese verfigen Uuber
verschiedene Pathogenitatseigenschaften wie speziellen Anheftungsstrukturen,
Wachstumsfaktoren, invasiven Enzymen und hochwirksamen Toxinen (Madigan &
Martinko, 2009). Im Folgenden werden die flir die vorliegende Arbeit verwendeten,
pathogenen Bakterienspezies L. monocytogenes und E. coli, die

Nahrungsmittelinfektionen verursachen kénnen, naher charakterisiert.

Listeria monocytogenes
Die Gattung Listeria umfasst stdbchenférmige, Gram-positive, nichtsporenbildende,
kapsellose Bakterien, die mit den Lactobacillus-Arten verwandt sind und Katalase
bilden. Von den beschriebenen Listeria-Arten ist die Spezies L. monocytogenes flr den
Menschen am bedeutsamsten, da dieses intrazellulare Pathogen die durch
kontaminierte Lebensmittel verursachte gastrointestinale Nahrungsmittelinfektion

Listeriose verursachen kann. Listeria ivanovii ist insbesondere fir Infektionen bei


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guarner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12583961
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guarner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12583961
http://de.wikipedia.org/wiki/Gramf%C3%A4rbung
http://de.wikipedia.org/wiki/Spore
http://de.wikipedia.org/wiki/Bakterien
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Wiederkduern und anderen Tieren verantwortlich, wahrend die anderen Listeria-Arten
als apathogen charakterisiert werden (Hain et al., 2006; Madigan & Martinko, 2009;
Hain et al., 2012; Leclercq et al., 2010; Graves et al., 2010). L. monocytogenes wurde
1926 in England von Everitt George Dunne Murray et al. isoliert, dessen Initialien
Stadmme von L. monocytogenes bezeichnen, z.B. L. monocytogenes EGD-e (Murray et
al., 1926). Hervorzuheben ist die Toleranz gegenlber einem breiten
Temperaturspektrum (0-45 °C, motil bei Temperaturen zwischen 10-25 °C), wodurch
sich L. monocytogenes im Kuhlschrank vermehren kann. Die Bakterien sind saure- (pH
Wert: 4,5) und salztolerant (10 % Natriumchlorid) (Mraheil et al., 2011; Vazquez-
Boland et al., 2001). Die Ubertragung von L. monocytogenes erfolgt tiber den Konsum
kontaminierter, am haufigsten durch kalte, verzehrfertige Lebensmittel, wie
Rohmilchprodukte, geraucherten Fisch, Salat oder bestimmte Weichkasesorten aus
pasteurisierter Milch. Das Auftreten einer Listeriose war in Deutschland mit einer
durchschnittlichen jahrlichen Inzidenz von 0,4 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner in
den Jahren 2001 bis 2009 gering. Bei gesunden Menschen verlauft eine Infektion mit
L. monocytogenes meist asymptomatisch oder mit milden gastrointestinalen
Symptomen und eine invasive Erkrankung ist selten. Aber aufgrund der hohen Letalitat
von 10 % (weltweite Letalitdt von 30 %) (Stavru et al., 2011) mit invasiven Verlaufen
bei Risikogruppen wie Kleinkindern, Schwangeren, alteren und immunsupprimierten
Personen gilt die Listeriose als eine gefahrliche, meldepflichtige Infektionskrankheit
(Robert-Koch-Institut, RKI, 2013). Klinische Symptome einer Listeriose sind u.a.
Gastroenteritis, Meningitis, Meningoenzephalitis, Fieber, Sepsis, Frih- und
Fehlgeburten, Abort und intrauterine oder perinatale Infektionen des Foétus (Vazquez-
Boland et al, 2001). Aufgrund der Fahigkeit von L. monocytogenes in
phagozytierenden und nicht-phagozytierenden Zellen einzudringen, breitet sich das
Pathogen von der priméar infizierten Zelle auf benachbarte Zellen aus und entkommt
der humoralen Immunantwort (Hain et al., 2012). Ein enormes Arsenal von
Virulenzfaktoren ist bei L. monocytogenes charakterisiert, die Wirtsproteinen ahneln,
wodurch der Krankheitserreger die naturlichen zellularen Prozesse nutzen kann. Die
Hauptvirulenzdeterminanten sind auf einer ~9 kbp chromosomalen Region lokalisiert,
die Listeria pathogenicity island 1 (LIPI-1) genannt wird. Dieser auch als prfA virulence
cluster bezeichnete chromosomale Bereich ist fir den intrazellulédren Lebenszyklus des
Bakteriums verantwortlich (Mraheil et al., 2011; den Bakker et al., 2010; Hain et al.,
2006). Spezifische Funktionen, die auf diesem Cluster lokalisiert sind, umfassen
Listeriolysin O (LLO), plcA, plcB, mpl und actA. Aufgrund der PrfA-abhangigen
Thermoregulation wird die Transkription der aufgeflihrten Virulenzgene bei 37 °C

maximal induziert, wenn sich das Pathogen in der Wirtszelle befindet (Johansson et al.,
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2002; Dussurget et al., 2004). Das Eindringen in nicht-phagozytierende Zellen wird
durch zwei bakterielle Oberflachenproteine InlA und InIB geférdert, die zur Familie der
Leucin-reichen Interaline gehéren und an Oberflachenproteine der Wirtszellen binden.
Wahrend das InlA mit einem LPXTG-Motiv kovalent an das Peptidoglykan und das
Adhéarenzprotein E-Cadherin, einem transmembranen als Rezeptor fungierendem

Glykoprotein, bindet, interagiert InIB nicht-kovalent mit den Lipoteichonsauren und zielt

7 At

( Rezeptorubiquitinierung,  Rekrutierung  von  Clathrin,
@

auf die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Met. Aus der Bindung der

beiden Internaline an ihre Rezeptoren resultieren die

. He Neuordnung des kortikalen Zytoskeletts und letztlich die

zellularen Aufnahme des Pathogens (Dussurget et al.,

| ©
\f:;rf; 2004: Stavru et al., 2011) (Abb. 1).

Abb. 1: Schematische Darstellung der Invasion und des intrazelluldaren
B5 Lebenszyklus von L. monozytogenes (modifiziert nach Stavru et al., 2011)

‘ s | EH Nach Anheften und Aufnahme von L. monocytogenes in die Wirtzelle (1), wird
durch das porenbildende, cholesterolabhéngige Toxin Listeriolysin O (LLO) und
i @ die Phosphatidylinositolphospholipase A (plcA) die primare Vakuole durch
> - B Destabilisierung der Membran zerstort (2) und das Pathogen in das Zytosol
freigesetzt. Im Zytosol adaptiert es seinen Metabolismus durch die Expression
® J verschiedener Gene wie den Hexosetransporter (Hpt), der durch Zuckeraufnahme
‘ fur das intrazellulare Wachstum essentiell ist oder die Lipoatproteinligase (LplA1)
(3). Mithilfe des Aktinfilament-akkumulierenden Faktors actA, der fir das in der
PlCs Zytoplasmamembran verankerte Oberflachenprotein ActA kodiert, wird nach
\. bakterieller Zellteilung ein polarisierter Aktin-Schwanz gebildet. Dadurch wird die
intrazellulare Motilitdét von L. monocytogenes ermdglicht (4a). Aufgrund der
® polarisierten Expression von ActA entgeht das Pathogen der Erkennung und
~ Autophagiemachinerie der Wirtszelle (4b). Durch Protuberanz  dringt
L. monocytoenes nicht-lytisch in die Nachbarzelle ein und nach der Invasion findet
Acta J sich das Pathogen in einer sekundaren Vakuole mit Doppelmembran (5), aus der
f es mithilfe von LLO und der durch Metallprotease (mpl) aktivierten Phospholipase
@ B (plcB) entweichen kann. Das frei im Zytoplasma befindliche Bakterium beginnt

einen neuen Infektionszyklus (6,7) (Mraheil et al., 2011; Stavru et al., 2011).

Escherichia coli
E. coli gehdren zur Familie der Enterobacteriaceae und leben als Kommensalen
naturlicherweise im Darm von Tieren und Menschen. Die Gram-negativen,
stébchenformigen Bakterien sind peritrich begeifelt und Laktose-positiv (Madigan &
Martinko, 2009). Kommensale Stdmme von E. coli verursachen selten Krankheiten,
allerdings  existieren  pathogene Stdmme von E.coli mit speziellen
Virulenzeigenschaften, die potenziell nahrungsmittelgestiitzte Krankheitserreger sein
kénnen. Bei pathogenen E. coli werden verschiedene Pathovare unterschieden:
enteropathogene E. coli (EPEC, verursachen Sauglingsdiarrh®), enterohamorrhagische
E. coli (EHEC, fihren zur hamorrhagischen Kolitis und hamolytisch-uramischen
Syndrom, HUS), enterotoxische E. coli (ETEC, verursachen massiv wassrige
Durchfalle durch das hitzelabile Enterotoxin LT), enteroaggregative E. coli (EAEC,

verfigen Uber spezielle Anheftungsstrukturen und besiedeln die Darmepithelzellen in
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mehrlagigen Schichten), enteroinvasive E. coli (EIEC, penetrieren in die Schleimhaut
des Kolons und koénnen intrazellular persistieren mit der Folge geschwiriger
Inflammationen; enge Verwandtschaft mit Shigella ssp.), diffus adharente E. coli
(DAEC) wund extraintestinale, uropathogene E.coli (UPEC, verursachen
Harnwegsinfektionen, HWI) und weitere Kategorien (Fischer, 2014; Kaper et al., 2004).
Insbesondere bei akuten HWI beruht die Ursache in 70-80 % der Falle, bei
chronischen in 30-40 % der Falle auf einer Infektion durch E. coli. Andere durch E. coli
beschriecbene klinische Manifestationen sind u.a. Wundinfektionen, Sepsis,
Appendizitis, Peritonitis und Meningitis von Frih- und Neugeborenen (Kayser et al.,
2010).

Ein bedeutsames Beispiel flr eine durch pathogene Stdmme von E. coli verursachte
Lebensmittelinfektion stellt die Epidemie vom Mai 2011 in Deutschland dar. Klinische
Symptome waren eine erhdhte Inzidenz des HUS und nicht-blutige oder blutige Diarrho
(Mayer et al.,, 2012). Diese wurden mit dem multiresistenten, biofilmbildenden,
saureunempfindlichen, enteroaggregativen, Shiga-Toxin (STX)-2-produzierenden (nicht
STX-1) E. coli (EaggSTEC) (EAHEC 0O104:H4, Multilocus-Sequenztyp ST678) in
Verbindung gebracht, der ebenso Shiga-Toxin-produzierender, enteroaggregativer
E. coli (STEAEC) genannt wird (Clements et al.,, 2012). Klinisch bedeutsam ist die
neuartige genetische Kombination aus Eigenschaften des enterohamorrhagischen
(EHEC) und des enteroaggregativen E. coli (EAEC), der fest wie geschichtete
Ziegelsteine in mehreren Gbereinanderliegenden Lagen (,stacked-brick adherence®) an
die Epithelzellen der Darmwand adhariert (Mellmann et al., 2011; Brzuszkiewicz et al.,
2011; Muniesa et al., 2012). In der folgenden Arbeit wird dieser Stamm der Epidemie
2011 als enteroaggregativer-namorrhagischer E. coli (EAHEC) bezeichnet
(Brzuszkiewicz et al., 2011; Frank et al., 2011; Mellmann et al., 2011; Mellmann et al.,
2008; Hauser et al., 2013; Rasko et al., 2011; Abb. 2).

EHEC
EAEC 7
J AAF ’
O_' astA L | Resistance
| enromosome ) “ plasmid
h — / STX phage
\ A
plasmid
Resistance plasmid
TEM-1
CTX-M
TEM-1
CTX-M

EAHEC

Abb. 2: Ursprung des neuartigen E. coli-Pathotyps EAHEC (Brzuszkiewicz et al., 2011)
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HUS ist eine schwerwiegende und in manchen Fallen tédliche Komplikation, die durch
akutes Nierenversagen, hamolytische Andmie und Thrombozytopenie (150.000 oder
weniger Zellen/mm?®) charakterisiert ist. Der Klon EAHEC41 (EAHEC O104:H4) ist seit
2001 bekannt (RKI, 2011; Kinne et al., 2012; Cheung et al., 2011). Bei EAHEC
werden als weitere mobile Elemente neben dem Bakteriophagen (STX-2) Plasmide
beschrieben, die u.a. fir Antiobiotikaresistenz-vermittelnde Extended-Spektrum-3-
Laktamasen (ESBL) vom Typ TEM-1 und CTX-M-15 kodieren (Bielaszewska et al.,
2011; EFSA, 2011; Brzuszkiewicz et al., 2011; Abb. 2). Bei einer Infektion mit EAHEC
erfolgte die Therapie mit Carbapenemen und Rifampicin zum Abtdten der Bakterien
und Verminderung der STX2-Freisetzung (Muniesa et al., 2012), allerdings sind die
Therapieoptionen aufgrund der Multiresistenz bei diesem hochpathogenen
Krankheitserreger stark eingeschrankt.

Im Ausbruchszeitraum 2011 wurden in Deutschland 855 HUS-Falle (davon 35
Todesfalle) und 2.987 Falle akuter Gastroenteritis (davon 18 Todesfélle) festgestellt,
wobei sich Uberwiegend Frauen mit einer gesunden Ernahrung, seltener Kinder und
Manner mit EAHEC infizierten (Anhang A1) (Konsiliarlabor fur hadmolytisch-uramisches
Syndrom, KL HUS, 2011; RKI, 2011; Muniesa et al., 2012). Dies ist im Hinblick auf die
vorliegenden Untersuchungen mit den Beerenextrakten ernahrungsphysiologisch
interessant. Die Epidemiologie 2011 war fur HUS untypisch, wie der Vergleich mit den
Jahren 2006-2010 zeigt, in denen nur 1,5-10 % der erwachsenen Personen erkrankt
und beide Geschlechter gleichermalRen betroffen waren (Frank et al., 2011).
Vermutlich handelt es sich beim EAHEC (2011) um ein ausschlieRlich humanes
Pathogen. EAHEC Uberlebt nach Freisetzung in die Umwelt auf Lebensmitteln,
Pflanzen oder in Gewassern, mdglicherweise in einem viable-but-not-culturable
(VBNC)-Zustand (Aurass et al.,, 2011). Dieser charakterisiert Bakterien in einem
Stadium mit geringer metabolischer Aktivitat, die ihre Vermehrung zwar eingestellt
haben, aber noch lebensfahig sind. Bakterien ziehen sich in diesen Zustand als
Reaktion auf Stress, nicht adaquatem Nahrstoffangebot, unguinstige Temperatur-,
Sauerstoff- oder Lichtbedingungen zurick. Im VBNC-Stadium sind die Bakterien
morphologisch kleiner, weisen eine verminderte Nahrstofftransport-, Respirationsrate
und Synthese von Makromolekilen auf. Der VBNC-Zustand kann als eine von
Bakterien entwickelte Uberlebensstrategie angesehen werden, die es ermdglicht,
Antibiotikaresistenzen, Informationen  zur  Produktion von  Virulenz- und
Pathogenitatsfaktoren zu konservieren und jahrelang in der Umwelt zu persistieren
(Oliver, 2005).
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1.2 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies bei der Antibiotikatherapie
1.2.1 Bildung und Wirkungen von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Sauerstoff (O,), ein lebenswichtiges chemisches Element, ist mit ca. 21 % in der Luft
enthalten. Der durch die Photosynthese der Pflanzen entstandene O, wird bei der
Atmung in den Organismus aufgenommen und dient der vollstandigen Oxidation von
Nahrstoffen. O, kann jedoch innerhalb der Atmungskette zur Bildung von aggressiven
Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species) (ROS) fuhren (Loffler, 2008). Die
wesentliche Quelle fur ROS ist die Ein-Elektronenreduktion von molekularem O, zum
reaktiven  Superoxidanion (O,¢). Dabei spielt die Geschwindigkeit des
Elektronenflusses innerhalb der Elektronentransportkette, weniger die O,
Konzentration, eine Rolle. Wenn die Komplexe der Atmungskette reduziert werden,
sind sie reaktiver gegeniber O, und durch das héhere Membranpotential kénnen die
Elektronen zurlick zu Komplex | transportiert werden, was ROS induziert. Ohne
Kompensation fuhrt die Bildung von ROS zu einer Wachstumsinhibition bei geringerem
Adenosintriphosphat (ATP)-Bedarf und stark reduzierten Atmungskettenkomplexen
(Lane, 2011). Der Begriff ,oxidativer Stress“ wurde im Jahre 1985 von Helmut Sies
eingeflihrt und beschreibt das Ungleichgewicht zwischen gebildeten ROS (bzw.
anderen toxischen Substanzen wie reactive nitrogen species) zu Ungunsten der
antioxidativen Mechanismen (Sies, 1985). Solange der Organismus in der Lage ist, die
entstehenden Radikale zu entgiften, wird oxidativer Stress verhindert. Die Aktivitaten
von Entgiftungsenzymen wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalase
vermindern eine Akkumulation von ROS (Imlay & Linn, 1986). Ebenso kdnnen nicht-
enzymatische Antioxidantien und Chelatoren wie Glutathion, Thiourea, Dipyridyl,
Ubichinon, Vitamin C und Vitamin E oder bioaktive sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wie
Anthocyane oxidativen Reaktionen entgegenwirken (Berg et al., 2012). Sowohl die
Entstehung von ROS als auch die beschriebenen Entgiftungsmdglichkeiten hangen
von zahlreichen Faktoren ab. Aus einem Ungleichgewicht zwischen Prooxidation und
antioxidativen Prozessen resultierender oxidativer Stress fuhrt zu einer Schadigung
von Makromolekilen wie Zellproteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) (Abb. 3).

NAD* Fc2+ HQOZ \"\P‘b :
N
Wwn,
NADH Fe** "OH _> 7%
Q.

Abb. 3: Fenton-Reaktion durch Recycling von Fe®* zu Fe* durch zellulidre Reduktionsmittel (NADH)
(Perron & Brumaghim, 2009)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perron%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19184542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brumaghim%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19184542
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1.2.2 Einfluss von Eisen auf die Bildung von ROS

Eisenionen (Fe) sind fur die meisten Organismen als Cofaktor fur verschiedene
Enzyme und innerhalb der Elektronentransportkette essentiell, aber unter aeroben
Bedingungen aufgrund der geringen L&slichkeit des stabilen Oxidationszustandes als
Fe® potenziell toxisch. Freies Fe ist in Kombination mit O, gefahrlich fur die Zellen, da
es die Produktion von ROS durch folgende Reaktionen potenziert (Chiancone et al.,
2004):

1) Fe* + 0, —

2) 20, +2H" —  H0, + 0,

3) H,0, + Fe* —  OHs + OH + Fe** (Fenton-Reaktion)
Uber die Fenton-Reaktion wird das redoxaktive und diffusionsfahige zweiwertige Fe?
(H20,) zum
hochreaktiven Hydroxylradikal (OH¢) und stabilerem dreiwertigem Fe** in unmittelbarer
Nahe der DNA oxidiert. Bereits 1894 fand H. J. H. Fenton heraus, dass Fe(ll)sulfat und

H,O, die Oxidation von Weinsaure verursachen und sich nach Zugabe von Alkalisalz

Fe3+ + 02_

mit dem im Verhaltnis weniger gefahrlichen Wasserstoffperoxid

eine violette Farbe bildet. Spater wurden diese chemisch extrem reaktionsfreudigen
Substanzen als Hydroxylradikale identifiziert und deren Produktion nach dem
Entdecker als Fenton-Reaktion bezeichnet (Fenton, 1894) (Abb. 3).

OH- kann einerseits das 4’-Wasserstoffatom des Desoxyribose-Zuckerrickgrates der
DNA abspalten, woraus Strangbriiche der Desoxyribose resultieren. Anderseits kébnnen
OH- die Nukleotidbasen schadigen, wobei oxidierte Basenprodukte wie 8-oxo-Guanin
DNA-Schaden beider Typen

(Strangbriiche oder Basenschaden) enden letztlich in genetischen Mutationen mit
& WP FsE

A/

und fragmentierte ringoffene Derivate entstehen.

Fehlpaarungen und Auswirkungen auf die
Primary Drug-Target
Interaction

Genexpression (Perron & Brumaghim,
2009). Kohanski et al. postulieren, dass
bakterizide Antibiotika Uber Induktion von
Uber
Citratzyklus und die Hyperaktivierung der

oxidativem Stress wirken. den

Metabolic Feedback

NADH NAD+

Fenton gg2%
Reaction

Hydroxyl
Radical 4——¢— OH"
Damage

Cell Death

Elektronentransportkette wird die Bildung
von O, stimuliert. Dies schadigt Fe-
Schwefel-Komplexe, aus denen
reduziertes Fe®* fiir die Fenton-Reaktion
freigesetzt wird (Kohanski et al., 2007)

(Abb. 4).

Abb. 4: Modell fiir die Wirkmechanismen bakterizider
Antibiotika
(Kohanski et al., 2007)
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Andere Forscher zeigen jedoch, dass der bakterizide Effekt der Antibiotika nicht auf
ROS zurickzufihren ist (Keren et al., 2013; Liu & Imlay, 2013), worauf in der
Diskussion dieser Arbeit eingegangen wird.

Zur Erzeugung von oxidativem Stress wurde neben H,O, in den Experimenten der
vorliegenden Arbeit Paraquat, eine quartare Ammoniumverbindung, verwendet.
Paraquat wird Uber Multidrugtransporter in die Bakterienzelle transportiert und durch
eine NAD(P)H-abhéngige Paraquat (PQ?*')-Diaphorase zu einwertigem Paraquat
reduziert. Bei Anwesenheit von O, wird dabei O,* gebildet (Kao & Hassan, 1985).

1.2.3 Eisenaufnahme und -speicherung in L. monocytogenes und E. coli
Um die groRe Spannbreite zwischen Eisenangebot und Eisenbedarf zu regulieren,
exprimieren Bakterien verschiedene Eisenakquisitionssysteme. Gram-negative
Bakterien verfigen Uber Eisenaufnahmemechanismen wie Siderophore (griech.
Eisentrager) (500-1.500 Da) mit einer hohen Affinitit und Spezifitit fir Fe**-lonen
(Komplexbildungskoeffizient K; >10*°) und der Synthese von Transportsystemen, die
Fe Uber spezifische Rezeptoren in die Zelle transportieren (Hider & Kong, 2010). Dabei
werden verschiedene Typen unterschieden und die fir die vorliegende Arbeit
relevanten, wie Enterobaktin (K >1045) (Avdeef et al., 1978), Yersiniabaktin und
Aerobaktin, gezeigt (Abb. 5). Nach der Biosynthese im Zytoplasma, der Siderophore-
Sekretion, der Ferri-Siderophore-Rezeption und der Ferri-Siderophore-Internalisierung
wird Fe letztlich ins Zytoplasma abgegeben (Garénaux et al.,, 2011; Miethke &
Marahiel, 2007). Die Transkription der Fe-llI-Dicitrat-Transportgene (fecABCDE) wird in
E. coli nur initiiert, wenn Fe-lll-Dicitrat an das aufere Membranprotein FecA bindet,

wodurch eine Signalkaskade von der Zelloberflache ins Zytoplasma resultiert.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23471409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23471409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kao%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3897218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hassan%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3897218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hider%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kong%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20376388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miethke%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17804665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marahiel%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17804665
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Abb. 5: Siderophore-abhidngige Eisenaufnahmesysteme in E. coli
Synthese (gelbes Rechteck), Sekretion (dunkelblau), Rezeption (hellgriin), Internalisierung (braun) und Freisetzung des
Eisens/Abbau der Siderophore (Garénaux et al., 2011)

Gram-positive Bakterien hingegen wie L. monocytogenes besitzen relativ wenige
Mechanismen fiir die Eisenaufnahme. Spezifisch ist die Reduktion von Fe* durch eine
Ferrireduktase, die auf der Bakterienoberflache lokalisiert ist und den direkten Import
von Fe?*-lonen ermdéglicht (Chiancone et al., 2004). L. monocytogenes produziert keine
Siderophore, sondern sekretiert einerseits ein Reduktionsmittel in Kombination mit der
Prasenz einer Fe-lI-Bindungsdomane auf der Bakterienoberflache oder nimmt die
Metallionen Uber einen induzierbaren Fe-llI-Citrat-Aufnahmemechanismus auf. Die
Eisenaufnahme in L. monocytogenes lasst sich in zwei Prozesse separieren: Die
Eisenakquisitionsphase mit Eisenmobilisierung aus der Umgebung und der Interaktion
des Metalls auf der Bakterienoberflache und eine zweite Phase, in der Fe durch die
Zellwand und Zellmembran transportiert und in das Zytoplasma freigegeben wird
(Coulanges et al., 1998; Adams et al., 1990; Simon et al., 1995).

Die Eisenakquisition wird unter Eisenmangelbedingungen stimuliert (Avdeef et al.,
1978; Simon et al., 1995; Newton et al., 2010). Der hohen Reaktivitat von Fe wirken die
Bakterien durch Einlagerung von freiem Fe in Eisenspeicherproteinen wie Ferritin
entgegen. Eine engmaschige Regulierung der Eisenhomoostase ist unabdingbar zur
Erhaltung der Balance zwischen ausreichender Aufnahme und Verhinderung

schadigender Wirkungen des Metalls (Chiancone et al., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
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1.3 Problematik der Antibiotikaresistenzen

Viele (pathogene) Bakterien entwickeln Resistenzen durch genetischen
vertikalen/klonalen (innerhalb einer Spezies) und horizontalen (Gattungs- und Spezies-
Ubergreifend) Informationsaustausch. Es resultiert eine enorme Variabilitat an
Eigenschaften durch Aufnahme/Verlust von chromosomal, Plasmid- und/oder Phagen-
kodierten Virulenzfaktoren und Resistenzen, wodurch therapeutische Strategien
unwirksam werden kénnen (EFSA, 2011).

Als bekannteste Vertreter der MRE sind Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA) zu nennen. Die Antibiotikatherapie bei einer schweren Infektion mit S. aureus
erfolgt initial nicht mit einem einzelnen B-Laktam-Antibiotikum, sondern i.d.R. mit einer
Kombinationstherapie, wie ein Cefalosporin+Clindamycin oder Vancomycin+Rifampicin
(Stille et al., 2005). Allerdings bilden 80 % der Stamme B-Laktamasen. MRSA breitet
sich weltweit aus, wobei die Resistenz auf einer Veranderung der Expression des
Penicillinbindeproteins beruht (Otto, 2010; GroR3, 2009). Dabei werden im Krankenhaus
erworbene Infektionen (hospital-associated, HA-MRSA), aulierhalb des klinischen
Settings (community-associated, CA-MRSA) (Otto et al, 2013) und im
landwirtschaftlichen Bereich auftretenden Resistenzen differenziert (livestock-
associated, LA-MRSA) (van Meurs et al., 2013).

Weitere bekannte MRE sind die Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE), wobei
Enterokokken allgemein eine intrinsische Resistenz gegeniber vielen Antibiotika
aufweisen. VRE haben zusatzlich gegenuber den Glykopeptiden Vancomycin und
Teicoplanin Resistenzen erworben (Paulsen et al., 2003; Kayser et al., 2010; Jett et al.,
1994). Vancomycin in Kombination mit Aminoglykosiden stellt eine effiziente
Alternative gegen schwere enterokokkale und andere Infektionen bei Patienten dar, die
eine Medikation mit Antibiotika der Penicillin-Klassen nicht tolerieren. Ende der 1980er
Jahre wurden Vancomycin-resistente Stdmme von E. faecalis beschrieben, wobei
insbesondere bei klinischen Isolaten von E. faecium und E. faecalis VRE auftreten
(Sahm et al., 1989; Paulsen et al., 2003; Rathnayake et al., 2012). Vancomycin lagert
sich an das endstdndige D-Alanyl-D-Alaninpeptid an und verhindert die
Transpeptidase-Reaktion (Transglykosylierung), die die Quervernetzung des Mureins
der bakteriellen Zellwand katalysiert. Die Vancomycinresistenz ist bedingt durch
Expression einer alternativen D-Alanyl-D-Alanin-Ligase, die D-Lactat anstelle von D-
Alanin ligiert, woraus ein (-OH)- statt eines (-NH;)-Terminus auftritt. Dies verhindert die
Bindung von Vancomycin und ermdglicht die Quervernetzung des Mureins. Isolate von
Enterokokken mit einer geringeren Suszeptibilitat gegentber Vancomycin werden als

vanC (intrinsisch), vanA, vanB, vanD, vanE und vanG (erworben) kategorisiert, wobei
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die Phanotypen vanA und vanB am haufigsten auftreten (Foulquié Moreno et. al.,
2006; Murrary, 1998; Ogier & Serror, 2008; Freitas et al., 2013).

Der Einfihrung von Breitbandcephalosporinen in den 1970er Jahren folgte das
Auftreten von klinisch resistenten Stammen der Enterobacteriaceae-Familie, die
sogenannte Extended-Spektrum-B3-Laktamasen (ESBL) produzieren. Diese werden
insbesondere von E. coli und Klebsbiella spp. gebildet und hydrolysieren den B-
Laktam-Ring von [B-Laktam-Antibiotika, wodurch deren therapeutische Wirksamkeit
verhindert wird (Wollheim et al., 2011). EAHEC (2011) ist ein Beispiel flir sogenannte
ESBL produzierende Bakterienstamme. ESBL zeigen eine erweiterte Substratspezifitat
der bereits existierenden B-Laktamasen durch einfache oder multiple Aminosauren
(AS)-Substitutionen in entscheidenden Positionen und eine Ausbreitung von neuen
plasmidalen Elementen, die fur Enzyme mit ESBL-Aktivitat kodieren. Die Vielzahl an
verschiedenen ESBL-Varianten werden in neun evolutiondre Familien, basierend auf
dem AS-Sequenzvergleich, eingeteilt: TEM, SHV, PER, VEB, GES, TLA, BES, OXA
und CTX-M. Typ CTX-M-ESBL ist dabei am weitesten verbreitet und nach der erhdhten
hydrolytischen Aktivitat gegenuber Cefotaxim (CTX) im Vergleich zu Ceftazidim und
dem Platz der Isolation in Midnchen (M) benannt (Naseer & Sundsfjord, 2011,
Livermore et al., 2007; Mshana et al., 2009).

Problematisch ist die weltweite Verbreitung von Carbapenemasen, die zusatzlich
Reserveantibiotika wie Meropenem, Doripenem und Tebipenem unwirksam machen.
Carbapenemase (z.B. New Delhi metallo-beta-lactamase 1, NDM-1)-produzierende
Enterobacteriaceae sind nicht nur flr hospitalisierte Patienten gefahrlich, da die
Therapieoptionen extrem eigeschrankt sind (Tzouvelekis et al., 2012; Kumarasamy et
al., 2010). Neuere Klassifikationen charakterisieren multiresistente, Gram-negative
Stabchen (MRGN) nicht aufgrund von Resistenzmechanismen, sondern anhand ihrer
Resistenzen gegenuber den vier verschiedenen Antibiotikagruppen
Acylureldopenicillinen (Leitsubstanz: Piperacillin), 3./4. Generations-Cephalosporinen
(Leitsubstanzen: Cefotaxim, Ceftazidim), Carbapenemen (Leitsubstanzen: Imipenem,
Meropenem) und Fluorochinolonen (Leitsubstanz: Ciprofloxacin). Dabei sind 3MRGN
bzw. 4MRGN gegen 3 bzw. 4 der Antibiotikagruppen resistent (RKI, 2012), was

Patienten mit solchen Erregern isolierungspflichtig macht.

1.4 Potenziell antiinfektive Substanzen gegen multiresistente
Krankheitserreger

Die Forschung an multiresistenten Krankheitserregern wie EAHEC ist von enormer

Relevanz. Im Rahmen von nosokomialen Infektionen ist eine besorgniserregende,

unkontrollierbare und  kostenverursachende Ausbreitung von sogenannten


http://de.wikipedia.org/wiki/Meropenem
http://de.wikipedia.org/wiki/Doripenem
http://de.wikipedia.org/wiki/Tebipenem
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tzouvelekis%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23034326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tzouvelekis%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23034326
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multiresistenten Erregern (MRE) mit neuartigen Resistenzprofilen zu verzeichnen.
Diese wird durch die weltweite Zunahme des Antibiotika-Verbrauches begunstigt.
Allerdings sind fur die Therapie der (multi)-resistenten Bakterien keine nennenswerten,
neuartigen Antibiotika in der Entwicklung. Daher ist die Suche nach Alternativen zu den
herkdbmmlichen Antibiotika von grolRer Bedeutung. Naturstoffe aus der Flora
(sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wie Anthocyane aus Beerenextrakten) und Fauna
(Insekten-spezifische Substanzen wie antimikrobielle Peptide) bieten eine enorme
Vielfalt an potenziell antiinfektiven Substanzen, deren Wirkungen in dieser Arbeit

untersucht werden.

1.4.1 Anthocyane aus Pflanzenextrakten
Neben Makronahrstoffen (Kohlenhydrate, Proteine, und Lipide) werden Mikronahrstoffe
wie Vitamine, Mineralstoffe, Spurenelemente und sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe oral
aufgenommen. Mehr als 200.000 Strukturen dieser chemisch sehr heterogenen
Sekundarmetabolite werden beschrieben. Darunter befinden sich die in der Flora weit
verbreiteten Anthocyane mit Uber 625 identifizierten Vertretern (He & Giusti, 2010), die
eine Untergruppe der Flavonoide (ca. 10.000 bekannte Flavonoide) bilden (Tahara,
2007). Der fruhevolutionare Einsatz von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen in der
Pharmakologie zeigt ihre Relevanz fir den humanen Organismus und erklart die

vielseitigen Forschungsaktivitaten (Bresinsky, 2008).

1.4.1.1 Herkunft (Traube, Holunder, Heidelbeere)

Das im Rahmen dieser  Dissertation verwendete  Anthocyan-haltige
Untersuchungsmaterial stammt von den beiden Weintraubensorten Dakapo und
Accent, von Heidel- und Holunderbeeren. Im Folgenden werden diese Nutzpflanzen
beschrieben, wobei insbesondere auf die Weinrebe eingegangen wird ( Tab. 1), da das

Traubenextrakt Dakapo fur die Transkriptomanalysen verwendet wurde.

Tab. 1: Taxonomie der Kultur-Weinrebe
Abteilung Bedecktsamer (Magnoliophyta)

Klasse Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige (Rosopsida)

Unterklasse | Rosenahnliche (Rosidae)

Ordnung Weinrebenartige (Vitales)

Familie Weinrebengewachse (Vitaceae)
Gattung Weinrebe (Vitis)
Art Weinrebe (Vitis vinifera L.)

Die Weinrebe findet sich besonders im Mittelgebirge. Diese wirtschaftlich
bedeutendsten heimischen Beeren werden zu Wein, Sekt, hochprozentigen

alkoholischen Getranken und anderen Produkten verarbeitet und konsumiert (Haeupler
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& Muer, 2007; Lieberei et al., 2007). Die Testsubstanz Dakapo ist eine Kreuzung der
Traubensorten Deckrot und Blauer Portugieser. Die Deckrotweinsorte Dakapo
kennzeichnen eine dunkelrote Farbe, weiche Sdure und ein neutraler Geschmack
(Dietrich et al., 2009).

Heidelbeeren (auch Blaubeeren genannt) werden zum Beerenobst der gemafigten
Breiten gezahlt. Die bereiften Heidelbeeren haben aufgrund eines hohen Gehaltes an
antioxidativ wirksamen Anthocyanen eine blau-schwarze Farbe und pharmakologische
Wirkungen. In ahnlichen Verbreitungsgebieten wie die Heidelbeere sind
Holunderbeeren zu finden. Die im Herbst reifen Frichte dieser dem Wildsteinobst
zugeordneten Heilpflanze mit ethnobotanischer Bedeutung sind schwarz und werden
fur Suppen, SolRRen, Saft, Fruchtwein oder Likor verwendet. Allerdings kann bei einer
unprofessionellen Handhabung das cyanogene Glykosid Sambunigrin im Saft
enthalten sein, aus dem Blausaure freigesetzt wird (Haeupler & Muer, 2007; Lieberei et
al., 2007).

1.4.1.2 Einteilung, Struktur und Aufbau

Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe zeigen sehr heterogene chemische Strukturen. Zu
diesen Sekundarmetaboliten gehdéren u.a. Polyphenole, die sich weiter in
Phenolcarbonsauren (z.B. hydroxylierte Derivate der Benzoe- und Zimtsaure), Stilbene
(z.B. Resveratrol), Lignane (z.B. Pinoresinol) und Flavonoide unterteilen lassen. Zu
den Flavonoiden zdhlen neben den im Rahmen dieser Dissertation ndher betrachteten
Anthocyanidinen u.a. die Flavonole, Flavan-3-ole, Flavone, Flavanone und
Dihydrochalkone. Das Cg-C3-Ce-Grundgerist bildet bei diesen Flavonoidunterklassen
ein Flavan (2-Phenylbenzodihydropyran) aus zwei aromatischen Ringen A und B und
einem heterozyklischen C-Ring. Dieser weist je nach Unterklasse unterschiedliche
Sattigungs- und Oxidationsgrade der Kohlenstoffatome auf (Abb. 6A,B) (Bayer, 1996).
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Abb. 6: Anthocyanidin-Grundgeriist; Substitutionsmuster; Malvidin-3-O-Glukosid; Eisenkomplexbildung

A: Grundgerust der Anthocyanidine (Dietrich et al., 2009). B: Substitutionsmuster der wichtigsten Anthocyanidine (He &
Giusti, 2010; EFSA, 2013). C: Malvidin-3-O-Glukosid (Neveu et al., 2010). D: Octahedrale Koordinationsgeometrie von
Fe-Polyphenol-Komplexen, R=H bei Catechol (Perron & Brumaghim, 2009).

Als Anthocyanidine (englisch anthocyanidins) werden die Aglykone der Anthocyane
(englisch anthocyanins) bezeichnet. Der Name Anthocyan leitet sich von anthos
(griech. Blite) und kyanos (griech. blaue Farbe) ab (He & Giusti, 2010). Bei sehr
niedrigen pH-Werten (<2) ist das Sauerstoffatom im C-Ring der Anthocyane positiv
geladen und liegt als stark rot gefarbtes Flavyliumkation (2-Phenylbenzopyrylium) vor,
was einzigartig fur diese Flavonoidunterklasse ist (Mas et al., 2000). In wassriger
Lésung bei pH-Wert 3-6 fuhrt die Hydration des Flavyliumkations an der C,-Position zur
Bildung einer farblosen Carbinol-Pseudobase. Die Carbinolform kann bei pH-Wert 6-7
in eine purpurfarbene chinoide Anhydrobase lUbergehen und bei weiterem pH-Wert-
Anstieg bildet sich eine tiefblaue, ionische Anhydrobase, die durch Ringéffnung zu
einer farblosen Chalkon-Pseudobase transformiert wird, wobei héhere Temperaturen
diese Umwandlung fordern (Lapidot et al., 1999; Fleschhut, 2004).

Die Vielfalt der Pflanzenfarbstoffe resultiert aus den Substitutionsmustern des B-Rings
kombiniert mit verschiedensten Glykosilierungen des A- und C-Ringes. Der Zuckerrest
ist bei einigen Anthocyane u.a. mit Essig-, Zimt-, Malon-, Oxalsaure, Cumar-, Kaffee-
oder Gallussaure acyliert (Song et al., 2013; Reiersen et al., 2003). Die Anthocyanidine
Cyanidin, Delphinidin, Malvidin, Pelargonidin, Peonidin und Petunidin sind in der Natur
am weitesten verbreitet. Sie bilden durch einfache oder mehrfache Glykosylierung v.a.
mit den Monosacchariden Glukose, Rhamnose, Arabinose, Galaktose, Xylose und den
Disacchariden Rutinose und Sambubiose ca. 95 % aller Anthocyan-Unterklassen
(Abb. 6C) (He & Giusti, 2010; Dietrich et al., 2009; Wu et al., 2006). Anthocyanidine
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absorbieren sichtbares Licht, wobei die Farbe von tiefrot bis -blau je nach Grad der
Hydroxylierung (Blauverschiebung), Glykosylierung und Methylierung
(Rotverschiebung) variiert. Diese nehmen ebenso Einfluss auf die Stabilitdt der
Verbindungen wie die Temperatur, Lichtintensitat, Proteine, Metallionen und
insbesondere der pH-Wert. In saurer Umgebung sind die Anthocyane stabiler, ein
neutrales und alkalisches Milieu fordert den Zerfall (Zhang et al., 2005; He & Giusti,
2010; Andersen & Markham, 2006). Glukosidasen hydrolysieren die glykosidischen
Bindungen in Anthocyanen, wodurch instabilere, Zucker-freie, braune oder farblose
Anthocyanidine entstehen (Song et al., 2013; Manzanares et al., 2000). Diese
Aglykone haben einen gréReren biologischen Effekt als die Glykoside, so dass die
Deglykosilierung wichtig fur die Wirkung der Anthocyane ist (Day et al., 1998). Nach
Offnung der Ringstruktur werden aus dem resultierenden Diketon als intermediare
Metabolite Aldehyde und eine charakteristische Phenolcarbonsaure gebildet. Das
Aldehyd ist fur alle Aglykone identisch. Als Phenolcarbonsaure entstehen z.B. aus
Cyanidin — Protocatechusaure, aus Malvidin — Syringasaure, aus Peonidin —
Vanillinsdure und aus Pelargonidin — 4-Hydroxybenzoesaure (Fleschhut, 2004;
Seeram et al., 2001). Einige Anthocyane kdénnen Fe und andere Metalle chelatieren
(Abb. 6D). Fir die komplexierende Wirkung ist eine Catecholstruktur verantwortlich,
wie sie in den Anthocyanen Delphinidin (mit Pyrogallolhalfte im Flavylium-B-Ring),
Cyanidin oder Petunidin (jeweils mit Catechol substitutiertem B-Ring) auftritt und beim
Abbau dieser Anthocyane entsteht (van Acker et al., 1996). Die Anthocyane haben
unterschiedliche antioxidative Kapazitdten (Delphinidin > Cyanidin > Peonidin >
Malvidin), wobei nur Delphinidin, Petunidin und Cyanidin aufgrund der Ortho-
dihydroxystruktur antioxidativ wirksam und effizient im Radikal-Scavenging sind (Cooke
et al., 2005; Rice-Evans et al., 1996; Buchweitz et al., 2012; Bayer, 1966).

1.4.1.3 Funktionen in Pflanzen

Die bioaktiven Substanzen sind in der Pflanze quantitativ unbedeutend, nehmen aber
wichtige Funktionen ein. Eine der Hauptaufgaben der Anthocyane ist ihre antioxidative
Wirkung und daraus resultierende Protektion der Pflanze vor oxidativem Stress durch
das Abfangen freier Radikale. Anthocyane sind in der Lage die DNA zu stabilisieren,
wobei durch die Komplexbildung oxidative Schaden, sowohl von der DNA als auch von

den Anthocyanen abgehalten werden (Abb. 7).


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Oyvind%20M.%20Andersen
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Kenneth%20R.%20Markham
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Abb. 7: Mechanismus fiir die Cyanidin-DNA-Interaktion

(modifiziert nach Kong et al., 2003)
Ebenso schiitzen Anthocyane die Pflanze vor ultraviolettem Licht. Hervorzuheben ist
die Okochemische Funktion der farbintensiven Anthocyane als Lock- und
Schreckstoffe. Anthocyane stellen einen quantitativ bedeutsamen Schutz gegeniber
Pflanzenfressern (Herbivoren) und vielen mikrobiellen Pathogenen (Viren, Bakterien,
Pilze) dar und sind an der Fortpflanzung durch Anlocken von Pollen-sammelnden und
Fruchtbestande-bestaubenden Insekten beteiligt (Mas et al., 2000; Kong et al., 2003).
Die Biosynthese der Anthocyane findet im Zytoplasma mit Beteiligung des
endoplasmatischen Retikulums statt. Die Flavonoid-Endprodukte werden zu
verschiedenen subzellularen oder extrazellularen Lokalisationen transportiert und ihre

Lagerung erfolgt in den Vakuolen (Andersen & Markham, 2006; Bresinsky et al., 2008).

1.4.1.4 Aufnahme, Metabolismus und erndhrungsphysiologische Relevanz

Die individuell sehr unterschiedliche alimentare Zufuhr an sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen wird in Deutschland fir eine gemischte Kost auf ca. 1,5¢g
geschatzt (Watzl & Leitzmann, 2005). Dabei zahlt die taglich aufgenommene Menge an
Anthocyanen mit durchschnittlich ca. 2,7 mg zur hdchsten unter den Flavonoiden,
unterliegt jedoch starken individuellen Schwankungen in Abhangigkeit von z.B.
Erndhrungspraferenzen, finanziellen, kulturellen, regionalen und saisonalen
Bedingungen (Schwankungsbreite  0-76 mg/Tag, Watzl et al, 2002;
12,5 mg/Tag/Person in den USA, Wu et al., 2006; bis zu 200 mg/Tag, McDougall et al.,
2007). Selbst moderater Rotweinkonsum (Richtwert fUr eine akzeptable Alkoholmenge:
10 g/Tag fur gesunde Frauen und 20 g/Tag flr gesunde Manner, entspricht ca. 250 ml
Wein/Tag, Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung, DGE, 2013) erhoéht die
Anthocyanzufuhr enorm (100 ml enthalten ca. 24-35 mg Anthocyane), ebenso wie ein
saisonal bedingter erhohter Verzehr Anthocyan-haltiger Frichte (z.B. Holunder,
Kirschen, Trauben, Heidel-, Apfel-, Preisel-, Johannis- und Himbeeren) und Gemise
(z.B. Bohnen, Auberginen, Rotkohl) (Wu et al., 2006; Neveu et al., 2010). Im


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Oyvind%20M.%20Andersen
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Kenneth%20R.%20Markham
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Lebensmittelbereich werden Anthocyane als Farbstoffe verwendet und als E 163
bezeichnet (Bundesministerium fur Gesundheit, 2013; EFSA, 2013). Ebenso werden
Anthocyane als Nahrungserganzungsmittel verkauft sowie in der pharmazeutischen
und kosmetischen Industrie verarbeitet (Dietrich et al., 2009).

Allgemein ist eine sehr geringe Bioverflugbarkeit der Anthocyane zu verzeichnen (Watzl
et al., 2002), wobei die Anthocyan-Konzentrationen nach Konsum von entsprechenden
Nahrungsmitteln im Dickdarm schwierig abzuschatzen sind und in Abhangigkeit von
der Aufnahmemenge und -art stark variieren kénnen (McGhie & Walton, 2007). Die
Absorption beginnt bereits im Magen, im Dinndarm findet allerdings die starkste
Aufnahme statt, wobei endogene (B-Glukosidasen den Zuckeranteil abspalten (Seeram
et al., 2001). Die Aglykone sind hydrophober und kleiner, so dass sie die Dinndarm-
Epithelschicht leichter passiv penetrieren als die Glykoside. Nicht absorbierte
Anthocyane erreichen den Dickdarm, wo nur noch eine sehr geringe Absorption
stattfindet und sie auf hydrolysierende Mikroorganismen treffen. Allgemein verbleiben
komplexer aufgebaute Anthocyane wie Di- oder Triglykoside langer im Darm als
einfache Anthocyane wie Monoglykoside (Kaume et al., 2011). Die vom GIT
aufgenommenen Anthocyanidine und Anthocyane werden durch Enzyme des Phase-II-
Detoxifikationsmetabolismus verstoffwechselt und die konjugierten Metabolite Gber den
Urin oder wie nicht-absorbierten Anthocyane Uber den Fazes ausgeschieden (He &
Giusti, 2010; Crozier et al., 2009; Manach et al., 2005).

Bedeutsam sind Anthocyane aufgrund vielfaltig untersuchter gesundheitsférdernder
Eigenschaften. Sie fungieren als Antioxidantien, einerseits durch das Abfangen von
ROS und andererseits verhindern Fe-chelatierende Eigenschaften einiger Anthocyane
die ROS-Bildung (Perron & Brumaghim, 2009). Anthocyane zeigen eine antimikrobielle
Wirkung gegen z.B. L. monocytogenes (Lacombe et al., 2013; Sagdic et al., 2013; Che
Omar et al., 2013), E. coli (Lacombe et al., 2013), S. aureus (Che Omar et al., 2013;
Sagdic et al., 2013), Yersinia enterocolitica (Sagdic et al., 2013), Streptococci,
Branhamella catarrhalis und einen antiviralen Effekt gegen das humanpathogene
Influenzavirus (Krawitz et al., 2011). Anthocyane haben antikanzerogene (Hadi et al.,
2007), antithrombotische, antidiabetische, Blutdruck- und Cholesterinspiegel-senkende
sowie antiinflammatorische, immunmodulierende und verdauungsférdernde Wirkungen
(Scalbert et al.,, 2005; Kim et al., 2012). Dabei hemmen sie die gefahrliche
Lipidperoxidation, DNA-Schadigungen, wirken entziindlichen und oxidativen Prozessen
und den damit verbundenen Erkrankungen entgegen. Ein schitzender Effekt der
Anthocyane wird z.B. bei Arthritis (Jean-Gilles et al., 2011), Adipositas (Tsuda, 2008),
Diabetes, Lipidstoffwechselstérungen, koronare Herzerkrankungen und Krebs
postuliert (Zhang et al., 2005; Cooke et al., 2005; He & Giusti, 2010). Weitere
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gesundheitsférdernde Eigenschaften von Anthocyanen werden im Rahmen von
Studien an  neurodegenerativen Erkrankungen  wie  Alzheimer-  oder
Parkinsonerkrankungen beschrieben, da die Flavonoide die Blut-Hirn-Schranke
passieren und bei wichtigen Signalfunktionen involviert sind (Kelsey et al., 2011;
Kaume et al., 2011).

1.4.2 Antimikrobielle Peptide (AMP) aus Insekten

1.4.2.1 Herkunft

Antimikrobiell wirksame Peptide sind in der Natur weit verbreitet und werden sowohl
von Mikroorganismen als auch von mehrzelligen Organismen im Pflanzen- und
Tierreich synthetisiert. Ein enormes Reservoir flr potenzielle, neuartige Antiinfektiva
stellen AMP aus verschiedenen Insekten, der artenreichste Klasse der Tiere (ca. eine
Million charakterisierte Arten), dar (Bulet & Stocklin, 2005). Als Teil ihres angeborenen
Immunsystems nutzen Insekten AMP um mikrobiellen Belastungen entgegenzuwirken
und Pathogene direkt zu vernichten. In verschiedenen Datenbanken lassen sich
detaillierte Informationen Uber AMP beziehen. AMP haben typischerweise <40 AS,
wirken schnell und systemisch, zeigen ein breites Aktivitdtsspektrum mit hoher Affinitat
gegenuber bakteriellen Zellmembranen, sind stabil gegenuber einer Proteolyse und die
Gefahr einer Resistenzentwicklung ist limitiert (Bulet et al., 2004). Die Datenbank The
Antimicrobial Peptide Database (APD) wird regelmalig erganzt und enthalt
>2400 AMP (Mai 2014). Diese werden in die Datenbank aufgenommen, wenn sie
naturlichen Ursprungs sind (Bakterien, Pilze, Pflanzen, Tiere), ihre antimikrobielle
Aktivitat (minimale Hemmkonzentration (MHK) <100 uyM oder <100 pg/ml) bekannt, die
AS-Sequenz zumindest teilweise aufgeklart ist und deren ausgereiftes Peptid aus
<100 AS besteht (Wang & Wang, 2009).

1.4.2.2 Einteilung, Struktur und Aufbau

Die AMP kénnen in drei verschiedene strukturelle Klassen eingeteilt werden, trotz
teilweise geringer Vergleichbarkeit ihrer AS-Sequenzen: (1) lineare a-helikale Peptide
ohne die AS Cystein (Cys), (2) Peptide mit globularer B-Faltblatt Struktur, die durch
intramolekulare Disulfidbricken stabilisiert werden und (3) Peptide mit einer
ungewohnlichen Verteilung einiger AS wie Prolin (Pro), Glycin (Gly), Arginin (Arg),
Tryptophan (Trp) oder Histidin (His) (Vilcinskas, 2011). Bei homometabolen Insekten
werden a-helikale AMP im Fettkorper (funktionell aquivalent zur mammalischen Leber),
im Blut- bzw. in den Epithelzellen produziert, wahrend sie bei heterometabolen
Insekten in den Hamozyten produziert und bei Infektion in die Hamolymphe abgegeben
werden (Bulet et al., 2004; Bulet & Stécklin, 2005).
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Zu den linearen a-helikale Peptide gehéren die Cecropine wie beispielsweise
Cecropin A von Hyalophora cecropia mit einer fir Cecropine charakteristischen AS Trp
an Position 2 und der C-terminalen Amidierung, die auch bei Sarcotoxin 1A und
Stomoxyn vorkommt. Ebenso weisen die AMP Ceratotoxin und Spinigerin eine a-
helikale Struktur auf (Vilcinskas, 2011). Durch intramolekulare Disulfidbricken werden
zahlreiche AMP stabilisiert, wobei diese typischerweise kovalente Bindungen zwischen
den Schwefel-Atomen zweier Cys enthalten. Beispiele fiir Disulfid-stabilisierte AMP
sind Gallerimycin und Defensin Tca1. Bei der Strukturgruppe der Pro-reichen AMP ftritt
die AS Pro meist in Dubletts oder Tripletts in Gesellschaft von Arg auf. Das
charakteristische PRP- oder PHP-Motiv kommt bei allen bekannten kurz- (<20 AS) und
vielen langkettigen (>20 AS) Pro-reichen AMP vor (Tab. 5). Da das Stickstoffatom von
Pro in der Peptidgruppe nicht mit einem H-Atom verbunden ist, kann keine
Wasserstoffbrickenbindung ausgebildet werden. An diesen Positionen einer

Polypeptidkette kommt es zur Stérung der Sekundarstruktur (Bulet & Stécklin, 2005).

1.4.2.3 Wirkmechanismen der AMP

Die Wirkung der AMP beruht auf der Permeabilisierung und einer durch
elektrostatische Interaktion verursachten Bindung der AMP an die Membranen.
Helikale und die Mehrzahl der Cys-stablisierten AMP téten dabei die Bakterien
innerhalb von Minuten, wahrend die Wirkung von kurzkettigen, Pro-reichen AMP erst
nach Stunden eintritt (Bulet & Stdcklin, 2005). Die detaillierten Wirkmechanismen der
verschiedenen AMP sind sehr unterschiedlich. Die meisten AMP besitzen bei
physiologischem pH-Wert eine positive Nettoladung, da sie sich im Allgemeinen aus
mehr positiv geladenen AS wie Arg und Lysin (Lys) als negativ geladenen wie
Asparagin- (Asp) und Glutaminsaure (Glu) zusammensetzen (Bulet et al., 2004). Die
Zellwand Gram-positiver Bakterien enthalt negativ geladene Teichonsauren, wahrend
auf der auReren Membran von Gram-negativen Bakterien Lipopolysaccharid (LPS)
lokalisiert ist, wodurch ihre Oberflachen negativ geladen sind. Die Adsorption der AMP
und ihre Integration in die Membranen resultiert aus einer Expansion ihres auf’eren
Faltblattes, wobei es zur Membranverdinnung kommt. Neben diesem Mechanismus
wird eine  konzentrationsabhangige, verschiedenartige = Porenbildung als
Aufnahmemechanismus fir die amphiphilen AMP postuliert. Nach dem toroidalen
Modell aggregieren die Peptide, wodurch sowohl die AMP als auch die lipophilen
Kopfgruppen der Membran den hydrophilen Kanal auskleiden (Abb. 8A). Nach dem
linearen Schlauchporen-Modell ordnen sich die hydrophoben AMP-Regionen an die
lipophile Phase der Membran an und die hydrophilen AMP-Regionen bilden die innere

Oberflache des Porenkanals (Abb. 8B). Das Teppich-Modell geht davon aus, dass sich


http://de.wikipedia.org/wiki/Schwefel
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die AMP parallel zur Membranoberflache ausrichten und bei héheren Konzentrationen
die Membran durch Mizellenbildung zerstéren (Abb. 8C) (Vilcinskas, 2011).

toroidal model barrel-stave model carpet model

Abb. 8: Modelle der Porenbildung und Zerstérung der Lipiddoppelschicht durch AMP
A: Toroidales Modell. B: Lineares Schlauchporen-Modell. C: Teppich-Modell (Vilcinskas, 2011).

Wie beschrieben Gben die meisten bekannten AMP ihre Aktivitat durch Zerstérung der
bakteriellen Membran mittels Porenbildung aus, die Wirkung von z.B. Drosocin,
Pyrrhocoricin  und Apidaecinen ist hingegen auf die Interaktion mit einem
stereoselektiven Targetmolekll Gram-negativer Bakterien zurtickzufihren und nicht
auf Poren-bildende Prozesse (Bulet et al., 1996; Gobbo et al., 2002; Bulet & Stdcklin,
2005). Diese AMP binden an die multi-helikale Deckelregion des bakteriellen
Hitzeschockproteins DnaK (70 kDa). Diese Anlagerung verhindert die Chaperon-
unterstitzte Proteinfaltung und die ATPase-abhangige Aktivitdt von DnaK (Kragol et
al., 2002; Kragol et al., 2001; Morell et al., 2008; Zhu et al., 1996).

1.5 Invertebraten-Infektionsmodell Galleria mellonella

Die beschriebenen potenziell antimikrobiellen Substanzen (Anthocyane, AMP) kénnen
fur ein primares in vivo-Screening ihrer Effektivitat in Larven der GroRen Wachsmotte
G. mellonella gespritzt werden. Dieser flr Laborexperimente einzigartige Organismus
mit folgender Phylogenie (Tab. 2) ermdglicht es im Hochdurchsatzverfahren wirksame
Substanzen zuverlassig zu identifizieren (UniProt, 2013; Nuss et al., 2012; Nuss et al.,
2003-2011).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=UniProt%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
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Tab. 2: Taxonomie von Galleria mellonella

Stamm (Phylum) GliederfuRer (Arthropoda)

Unterstamm (Subphylum) | SechsfilRer (Hexapoda)

Klasse Insekten (/Insecta)

Ordnung Schmetterlinge (Lepidoptera)
Superfamilie Zunslerfalter (Pyraloidea)

Familie Zunsler (Pyralidae)

Unterfamilie Wachsmotten (Galleriinae)

Gattung Galleria

Art GroRe Wachsmotte (Galleria mellonella)

Die Ordnung der Lepidoptera umfasst Motten und Schmetterlinge und stellt mit Gber
150.000 Spezies nach der Ordnung der Kéfer (Coleoptera) die zweitartenreichste
Ordnung im Tierreich dar (Goldsmith & Marec, 2010). Innerhalb der Ordnung der
Lepidoptera kbnnen 46 Superfamilien und 126 Familien unterschieden werden. Eine
dieser Superfamilien ist die der Pyraloidea, die sogenannten Zinslerfalter mit etwa
16.000 beschriebenen Arten. Bedeutung fur die Menschheit hat die Insektenordnung
der Lepidoptera in der Land- und Forstwirtschaft, in denen die Insekten als Schadlinge
negative Auswirkungen haben kodnnen. Andererseits wirken zahlreiche Vertreter der
Lepidoptera an der Blutenbestdubung in der Flora mit und bieten eine wichtige
Nahrungsquelle in der Fauna. Vertreter der Lepidoptera sind wie auch die Ordnungen
Diptera (Fliegen), Coleoptera (Kéfer) und Hymentoptera (Wespen, Bienen, Ameisen)
holometabole Insekten. In Abgrenzung zu den hemimetabolen Insekten entwickeln sie
sich in einer vollstandigen Metamorphose vom Larven-, Uber ein Puppenstadium zum
ausgewachsenen Insekt (Imago), wobei das Insekt keine Ahnlichkeit mehr mit der
Larve zeigt und oftmals eine andere Lebensweise hat.

G. mellonella bietet als Versuchsorganismus fir humanpathogene Mikroorganismen
herausragende Vorteile. Neben den in Kap. 3.1.2 detailliert beschriebenen
kostengtinstigen Aufzucht- und Haltungsbedingungen sind die anspruchsarmen Larven
der Grolien Wachsmotte weltweit, ganzjahrig schnell und preiswert verfugbar, ethisch
akzeptiert und aufwendige Tierversuchsantrage entfallen. Normalerweise werden die
Larven als Tierfutter flr beispielsweise Reptilien oder als Angelkdéder angeboten.
Larven von G. mellonella haben im letzten Larvenstadium ein Kdrpergewicht von
durchschnittlich 150-200 mg und sind ca. 2-3cm lang. Dies ermdoglicht eine
unkomplizierte und rapide Injektion von Bakterien und Testsubstanzen in die
Hamolymphe. Der entscheidende Vorteil ist ihre Temperaturtoleranz, denn unter
natlrlichen Bedingungen lebt G. mellonella als Parasit in Bienenstdcken. Daher
tolerieren die Larven Temperaturkonditionen von 37°C, bei der Vviele

krankheitsverursachende Mikroorganismen Pathogenitats- oder Virulenzfaktoren


http://de.wikipedia.org/wiki/Metamorphose_(Zoologie)
http://de.wikipedia.org/wiki/Larve
http://de.wikipedia.org/wiki/Puppe_(Insekt)
http://de.wikipedia.org/wiki/Imago_(Zoologie)
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exprimieren. Tierarten wie Mause, Ratten oder andere Nagetiere stellen zwar
geeignete Modelle fir die Untersuchung von humanen Infektionen dar. Diesen
Infektionsmodellen stehen jedoch ein hoher Kosten- und Zeitaufwand sowie ethische
Kritik gegenuber. Neben logistischen Problemen erhdht die Existenz eines adaptiven
und angeborenen Immunsystems bei Vertebraten-Versuchstieren die Komplexitat der
Immunreaktion (Vilcinskas, 2011).

Insekten haben im Gegensatz zur angeboren und adaptiven Immunabwehr von
Wirbeltieren nur ein angeborenes Immunsystem, das humorale und zellulare
Immunantworten umfasst (Abb. 9). Durch Bindung von Plasmaproteinen in der
Hamolymphe an mikrobielle Oberflachenstrukturen werden infektiose Mikroorganismen
erkannt. Diese ,Mustererkennung“ (,pattern recognition’) fihrt zur Auslésung der
verschiedenen Immunantworten. Die humorale Antwort des angeborenen
Immunsystems ist intensiver erforscht als die zellulare, wobei eine Homologie
zwischen dem angeborenen Immunsystem von Vertebraten und Invertebraten existiert
(Garcia-Lara et al., 2005; Jiang et al., 2010) (Abb. 9).

Die humorale Antwort besteht aus der unmittelbaren Aktivierung einer Phenoloxidase-
Kaskade und der Synthese von AMP im Fettgewebe der Insekten Uber einen Zeitraum
von Stunden, die in die Hdmolymphe sezerniert werden. Melanisierung beschreibt
dabei einen komplexen Abwehrmechanismus der angeborenen Immunantwort, bei
dem Tyrosin in fir Mikroorganismen toxisches Melanin durch einen Phenoloxidase und
andere beteiligte Enzyme konvertiert und der an Koagulation und Wundheilung beteiligt
ist. Neben diesen Aufgaben nutzen Insekten die Melanisierung, um pathogene
Faktoren von einer harten, proteinogenen Kapsel zu begrenzen (Fauvarque &
Williams, 2011; De Gregorio et al., 2001).

Die zellulare Immunantwort wird innerhalb von Minuten nach Infektion durch
Hamozyten vermittelt (Gandhe et al., 2007). Die Hdmozyten der Insekten sind bei der
Wundheilung und Koagulation von Bedeutung und werden als frihe Antwort auf eine
Infektion aktiviert. Die beiden Hamozytentypen Plasmatozyten und Granularzellen sind
bei der Nodulierung, Einkapselung und Phagozytose von Pathogenen und bei der
Entsorgung von apoptotischem Gewebe beteiligt (Jiang et al., 2010). Nodulierung
beschreibt den quantitativ wichtigsten Abwehrmechanismus gegenuber bakteriellen,
fungalen und viralen Infektionen bei Insekten. Dabei bilden sich Aggregate von
Hamozyten um den eingedrungenen Erreger. Eng verwandt mit dem Prozess der
Nodulierung ist die Einkapselung, wobei dadurch insbesondere gréBere, invasive
Pathogene wie Parasiten oder Nematoden von zahlreichen Hamozyten umringt und
unschadlich gemacht werden (Gandhe et al., 2007; Desbois & Coote, 2012). Bei der

Phagozytose werden pathogene Mikroorganismen an ihrer Oberflachenstruktur erkannt
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und nach Bindung von Plasmaproteinen in der Hamolymphe von zirkulierenden
Hamozyten aufgenommen (Fauvarque & Williams, 2011). Dabei wird das mikrobiell
degradierend wirksame Enzym Lysozym in den phagozytischen Hamozyten produziert,

das die mikrobielle Peptidoglykanschicht zerstort (Garcia-Lara et al., 2005).

Sepsis, Verletzung, Infektion

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (‘pathogen associated molecular pattern’) (PAMP)

Zellulare Immunantwort <l Humorale Immunantwort
Beteiligung von Plasmatozyten, Granularzellen » Koagulation der Hdmolymphe
» Phagozytose » Aktivierung der Phenoloxidase-Kaskade
> Kapselbildung (Nodulierung, Einkapselung) (Melanisierung)
> Synthese von AMP

Abb. 9: Das Immunsystem von G. mellonella
(eigene Darstellung nach verschiedenen Literaturangaben)
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Viele pathogene Bakterien wie Listeria monocytogenes EGD-e (Gram-positiv) und der
multiresistente, enteroaggregative-hamorrhagische Escherichia coli (EAHEC) (Gram-

negativ) der Epidemie vom Mai 2011 werden Uber Lebensmittel Gbertragen.

Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt in vitro und in vivo

1)die Wirkung von Lebensmittelzusatzstoffen am Beispiel der haufig verwendeten
Anthocyane (E 163 oder naturlicher Bestandteil von Nahrungsmitteln, z.B. in
Weintrauben) exemplarisch auf die durch Lebensmittel Gbertragenen Erreger
L. monocytogenes und EAHEC zu untersuchen und

2)auf der Suche nach antiinfektiven Substanzen gegen pathogene, multiresistente
Krankheitserreger die Wirkung von potenziell antimikrobiellen Peptiden (AMP)
aus Insekten auf diese beiden Erreger und weitere multiresistente Erreger zu
testen. Der Einsatz dieser AMP ist dabei nicht nur zur Behandlung von
infizierten Patienten denkbar, sondern auch als ,Konservierungsstoff in
Lebensmitteln gegen Krankheitserreger oder zur Prophylaxe von Infektionen in

Tiermastbetrieben.

Dabei soll das ethisch akzeptierte Insekteninfektionsmodell Galleria mellonella fir die
in vivo-Untersuchung der Anthocyan- und AMP-Wirkung etabliert werden.

Durch Isolierung und Zellkultur von Hamozyten aus G. mellonella sollen Interaktionen
der Krankheitserreger mit dem Wirtsorganismus aufgezeigt werden.
Transkriptomanalysen mittels Next generation sequencing (NGS) mit dem System von
lon Torrent™ sollen die Wirkmechanismen aufschliisseln, die den antimikrobiellen
(L. monocytogenes) bzw. promikrobiellen (EAHEC) Effekten des Anthocyan-reichen
Traubenextraktes Dakapo zugrunde liegen.

Die Untersuchung der isolierten Anthocyane Delphinidin-3-Glukosid (Eisen-
komplexierend) und Malvidin-3-Glukosid (nicht-Eisen-komplexierend) soll Hinweise
geben, welche Substanzen des komplexen Beerenextraktes Dakapo fir die
divergierenden Wachstumseffekte verantwortlich sind.

In L. monocytogenes werden die Effekte einer Eisensupplementation, Glukose,
Veranderung der Sauerstoffverfugbarkeit und Antibiotika in Kombination mit Dakapo
untersucht und verschiedene Mutanten getestet.

In EAHEC wird die antioxidativen Wirkung des Traubenextraktes, sein Einfluss auf die
Serumresistenz, die Eisenhomobostase und auf den sogenannten viable-but-not-
culturable (VBNC)-Zustand charakterisiert.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Tab. 3: Ubersicht Bakterienstimme, Angaben zur Herkunft, pathogenem Potential und Kultivierung

Bakterienstamm Herkunft pathogenes Potential Eigenschaften Kultivierung
(Agarplatte/
Fliissigkultur)
EAHEC (2001) 41 (0104:H4 01- enteroaggregativ, HUS fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
9591)
EAHEC (2011) ST3305 (Gielen), Pl enteroaggregativ, HUS, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
multiresistent +2 pg/ml CTX
EAHEC (2011) S$102644 (Frankfurt), enteroaggregativ, HUS, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Pl multiresistent +2 pg/ml CTX
EAHEC (2011) E3503 (Lubeck), PI enteroaggregativ, HUS, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
multiresistent +2 pg/ml CTX
EAHEC (2011) ST3431 (Marburg), enteroaggregativ, HUS, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Pl multiresistent +2 pg/ml CTX
EHEC EDL933 1051 hamorrhagische Kolitis, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
hamolytische Anamie,
Thrombozytopenie, HUS
Enterococcus faecalis DSM 16431, apathogen fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
probiotisch
Enterococcus faecalis V583 ENT1002 HWI, Lokalinfektionen fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
(VRE)
Escherichia. coli ECO1069 MG1655 apathogen fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Escherichia coli ECO1080 K12 apathogen fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Escherichia. coli Afur ME8332 K12 apathogen fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Escherichia coli CTX-M-15414 HWI, Sepsis, Diarrhd, | fakultativanaerob LB-Agarplatte/LB
(ESBL) multiresistent +2 pg/ml CTX
(Ali Ahmed, 2012)
Escherichia coli CTX-M-15672 HWI, Sepsis, Diarrhd, | fakultativanaerob LB-Agarplatte/LB
(ESBL) multiresistent +2 yg/ml CTX
Klebsiella pneumoniae MS39 (ESBL) Pneumonie, Pleuritis, fakultativ anaerob LB-Agarplatte/LB
Bronchitis, Sinusitis, HWI, +2 pg/ml CTX
Sepsis, multiresistent
Listeria monocytogenes LMO1052 (konnatale) Listeriose, fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e (Wt) Abort, Septikamie
Listeria monocytogenes LMOM1128 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Almo0263 (AinlH)
Listeria monocytogenes EDCC 2240 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Aimo0319 (Abgl2)
Listeria monocytogenes LMOM1363 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo0415
Listeria monocytogenes LMOM1330 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo0555 (AdtpT)
Listeria monocytogenes LMOM1405 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Almo0610
Listeria monocytogenes LMOM1406 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo0880
Listeria monocytogenes LMOM1240 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo0943 (Afri)
Listeria monocytogenes LMOM1395 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Aimo1054
Listeria monocytogenes LMOM1024 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo1364 (AcsplA)
Listeria monocytogenes LMOM1188 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo1439 (AsodA)
Listeria monocytogenes LMOM1335 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Almo1580
Listeria monocytogenes LMOM1393 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e Almo1978
Listeria monocytogenes LMOM1266 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo2196 (AoppA)
Listeria monocytogenes LMOM1334 (konnatale) Listeriose fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
EGD-e AImo2673
Staphylococcus aureus EDCC 5398 Woundinfektionen, Sepsis fakultativ anaerob BHI-Agarplatte/BHI
T625930, PI (MRSA)

3.1.2 Larven der GroBRen Wachsmotte G. mellonella
Fir die Infektion mit Bakterien und das in vivo-Screening potenziell antimikrobieller
Substanzen wurden Wachsraupen (Galleria mellonella) (Zuchtansatze, Art.-Nr. 527)
der Firma fauna topics Zoobedarf, Zucht- und Handels GmbH (Marbach/N.-
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Rielingshausen) verwendet (Abb. 10). Die Larven wurden in groRen Petrischalen
(145/20 mm, Greiner Bio-One GmbH) mit einer Futtermischung bestehend aus
Maismehl (22 %), Weizenkeimen (22 %), Trockenhefe (11 %), Bienenwachs (17,5 %),
Honig (11 %) und Glycerin (11 %) bei 30 °C lichtgeschiitzt aufgezogen.

3.1.3 Bereitstellung der Pflanzenextrakte
Im Rahmen eines Drittmittel-geférderten BMBF-Projektes in Kooperation mit der
Forschungsanstalt Geisenheim, Fachgebiet Weinanalytik und Getrankeforschung
(Prof. Dr. H. Dietrich) wurden die Anthocyan-haltigen Beerenextrakte (Dakapo, Accent,
Heidelbeere) zur Verfugung gestellt (Dietrich et al., 2009). Das patentrechtlich
geschutzte 3,2 % Rubini-Holunderbeer-Liquid wurde von der Firma BerryPharma AG
(Leichlingen) hergestellt (Tab. 4; Anhang A2) (Krawitz et al., 2011). Dabei ist zu
beachten, dass es sich um natlrliche Produkte handelt, deren Gehalte an einzelnen
Inhaltsstoffen Schwankungen unterliegen, bedingt durch Faktoren wie Jahrgang, Sorte,
Erntezeitpunkt, Klima und Wetter, Boden, Dingung, Pilzbefall, Insekten, Verarbeitung,

Lagerbedingungen und Alterung.

Tab. 4: Anthocyangehalt der Beerenextrakte Dakapo, Accent, Heidelbeere und Holunderbeer-Liquid
(9/100 g) (n.b. = nicht bekannt; n.n. = nicht nachweisbar)

Inhaltsstoffe Accent Dakapo Heidelbeere | Holunder
Cyanidin 0,9 0,5 7.9 7.2
Delphinidin 4,1 2,6 53 n.b.
Malvidin 9,5 10,3 3,2 n.b.
Anthocyanin Pelargonidin n.b. n.b. n.b. 0,3
Peonidin 49 57 1,9 n.b.
Petunidin 4,3 3,9 1,7 n.b.
Gesamtgehalt Anthocyane 23,7 23,0 20,0 7,5
Glukose n.n. n.n. n.n. 2,09
Zucker Fruktose n.n. n.n. n.n. 1,94
Gesamtgehalt Zucker n.n. n.n. n.n 4,03

3.1.4 Bereitstellung der Insektenpeptide
Die Insektenpeptide wurden im Rahmen des LOEWE-Schwerpunktes
»Insektenbiotechnologie“ von Herrn Prof. Dr. A. Vilcinskas und Herrn PD Dr. J. Wiesner
vom Technologie- und Innovationszentrum GielRen GmbH, Fraunhofer-Institut (Giel3en)

als Lyophilisat bezogen (Tab. 5).
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Tab. 5: Insektenpeptide
Peptid Organismus Aminosauresequenz Anzahl | MW** Struktur-
AS [Da] klasse
Abaecin Bombus H-FVPYNPPRPGQSKPFPSFPGHGPFNPKIQWPYPLP | 39 4395,0 langkettig
pascuorum NPGH -OH Pro-reich
Alo3 Acrocinus H-CIKNGNGCQPNGSQGNCCSGYCHKQPGWVAGYC | 36 3875,3 Cys-reich
(Rohpeptid) longimanus RRK-OH
Apidaecin Bombus H-GNRPVYIPPPRPPHPRL-OH 17 1963,3 kurzkettig
pascuorum Pro-reich
Apidaecin 1A Apis mellifera H-GNNRPVYIPQPRPPHPRI-OH 18 2108,4 kurzkettig
Pro-reich
Cecropin A Aedes aegypti H-GGLKKLGKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKALR | 36 3675,4 linear a-
K-OH helikal
Cecropin A Hyalophora H-KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIA 37 4004,8 linear a-
cecropia K-NHy* helikal
Cecropin-D-like- Galleria H-ENFFKEIERAGQRIRDAIISAAPAVETLAQAQKIIKGG | 39 4255,8 linear a-
peptide mellonella D-OH helikal
Ceratotoxin Ceratitis capitata | H-SIGSAFKKALPVAKKIGKAALPIAKAALP-OH 29 2860,5 linear a-
helikal
Defensin Aeshna cyanea H-GFGCPLDQMQCHRHCQTITGRSGGYCSGPLKITC 38 4179,8 Cys-reich
(Rohpeptid) TCYR-OH
Defensin Tca1 Tribolium H-VTCDLLSAEAKGVKVNHAACAAHCLLKRKRGGYC 44 4830.7 Cys-reich
castaneum NKRRICVCRN-OH
TcaTrandomSS Tribolium H-VTCDLLSAEAKGVKVNHAACAAHCLLKRKRGGYC 44 4830.7 Cys-reich
(Rohpeptid) castaneum NKRRICVCRN-OH
Tca2randomSS Tribolium H-FTCDVLSAEGSFRGVSVKLNHSACATHCLFLKKRG | 48 5166.0 Cys-reich
(Rohpeptid) castaneum GYCNN KAICV CRN-OH
Tca3randomSS Tribolium H- FTCDVLSAEGGFRGVSIKLNHAACAAHCLYLKKRG | 48 5223,0 Cys-reich
(Rohpeptid) castaneum GYCNDKAVCVCRK-OH
Drosocin Drosophila H-GKPRPYSPRPTSHPRPIRV-OH 19 2198,5 kurzkettig
melanogaster Pro-reich
Drosomycin Drosophila H-DCLSGRYKGPCAVWDNETCRRVCKEEGRSSGHC 44 4897,5 Cys-reich
(Rohpeptid) melanogaster SPSLKC WCEGC-OH
Formaecin-1 Myrmecia gulosa | H-GRPNPVNNKPTPHPRL-OH 16 1794,0 kurzkettig
Pro-reich
Gallerimycin Galleria H-GVTITVKPPFGCVFYECIANCRSRGYKNGGYCTIN 43 47245 Cys-reich
(Rohpeptid) mellonella GCQCQCIR-OH
Heliomicin Heliothis H-DKLIGSCVWGAVNYTSDCNGECKRRGYKGGHCG 44 4790,3 Cys-reich
(Rohpeptid) virescens SFANVNCWCET-OH
Lebocin-1 Bombyx mori H-DLRFLYPRGKLPVPTPPPFNPKPIYIDMGNRY-OH 32 37734 langkettig
Pro-reich
Metalnikowin-1 Palomena H-VDKPDYRPRPRPPNM-OH 15 1838,1 kurzkettig
prasina Pro-reich
Metalnikowin-2A | Palomena H-VDKPDYRPRPWPRPN-OH 15 1893,1 kurzkettig
prasina Pro-reich
Metchnikowin-1 Drosophila H-HRHQGPIFDTRPSPFNPNQPRPGPIY-OH 26 3026,3 langkettig
melanogaster Pro-reich
Metchnikowin-2 Drosophila H-HRRQGPIFDTRPSPFNPNQPRPGPIY-OH 26 3045,4 langkettig
melanogaster Pro-reich
Pyrrhocoricin Pyrrhocoris H-VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN-OH 20 2340,6 kurzkettig
apterus Pro-reich
Sapecin Sarcophaga H-ATCDLLSGTGINHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKA 40 4080,6 Cys-reich
(Rohpeptid) peregrina VCVCRN-OH
Sarcotoxin 1A Sarcophaga H-GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAA | 39 4156,8 linear a-
peregrina TAR-NHy* helikal
Spinigerin Pseudacantho- H-HVDKKVADKVLLLKQLRIMRLLTRL-OH 25 3000,7 linear a-
termes spiniger helikal
Stomoxyn Stomoxys H-RGFRKHFNKLVKKVKHTISETAHVAKDTAVIAGSGA | 42 4416,1 linear a-
calcitrans AVVAAT -NH,* helikal
Termicin Pseudacantho- H-ACNFQSCWATCQAQHSIYFRRAFCDRSQCKCVFV | 36 4221,8 Cys-reich
(Rohpeptid) termes spiniger RG-NH*

*C-termiale Amidierung; **berechnet mit ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)

3.1.5 Bereitstellung des Humanserums

Humanes Vollblut eines freiwilligen Probanden wurde zur Gewinnung des Serums

zweimal zentrifugiert (5 Min., 3000 rpm; 5 Min, 13.000 rpm). Die Analysen wurden mit

nativem und Hitze-inaktiviertem (56 °C, 30 Min.) Serum durchgefuhrt.

3.1.6 Chemikalien

Agilent High Sensitivity DNA Kit
Agilent RNA 6000 Nano Kit und 6000 Pico Kit
Alexa Fluor® 647 phalloidin, 300 units

Ampicillin fir die Molekularbiologie

(Grand Island, USA)

Agilent Technologies (Waldbronn)
Agilent Technologies (Waldbronn)
Invitrogen™ Life Technologies

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)
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Anaerocult® A fir die Mikrobiologie

Bacto™ Peptone

B-Glucosidase from Caldocellum saccharolyticum
recombinant, 2300 units/g; G6906

Borsaure

Cefotaxim

Ciprofloxacin (Ciprobay®)
Delphinidin-3-Glucosid (Myrtillinchloride)

Dimethylformamide reserach grade

Dimethylsulfoxid fur die Gas-Chromatographie
Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat; zur Analyse
Eisen(lll)-citrat granuliert

Ethanol, puriss. p.a., absolute, 299.8 %
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd 16 % methanol-free, Ultra Pure

Formic acid, puriss. p.a., ~98 %, 06440 Fluka
Gentamycin Sulfate

Glucose-D(+)-Monohydrat fiir die Mikrobiologie
Glycerin wasserfrei zur Synthese
Hydroxyphenylfluorescein (HPF)

Immersionsoél fur die Mikroskopie

Isotone Natriumchloridlésung, 0,9 %
Kaliumchlorid zur Analyse EMSURE®
Kaliumdihydrogenphsphat wasserfrei, Suprapur®
Lambda Ladder PFG Marker (50 pg/ml)

LIVE/DEAD® BacLightT"’I Bacterial Viability Kit, L7012
LL-37 amide, Trifluoroacetate salt
Low Range PFG Marker (25 pg/ml)

Lysozym (from egg white)

Malvidin-3-Glucosid (Oeninchloride)

Meropenem (Meronem®)

miRNeasy Mini Kit (50) For 50 preps

Methanol, 99,8 %

Mutanolysin from Streptomyces globisporus
ATCC 21553, 24000 units/mg protein (biuret)

Natriumchlorid, 299,5 %, p.a.

Natriumhydroxid Platzchen zur Analyse

N-Lauroylsarcosine sodium salt, 299.0 %

N-Phenylthiourea, 298 %

4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside, 298 %

Paraquat dichloride, PESTANAL®, analytical standard
PBS-Losung ohne Ca**, Mg®*, low endotoxin
ProLong® Gold antifade reagent with DAPI
Proteinase K, lyophilisiert, 230 u/mg

Proteinase K Solution, (20 mgMml), 10000 u

Pyrocatechol 299 %, powder
QIlAquick PCR Purification Kit
QuantiTec® SYBR®Green PCR Kit
Ribo-ZeroTM Magnetic Kit (Bacteria)

Rifampicin
RNAprotect Bacteria Reagent

Merck KGaA (Darmstadt)
BD (Franklin Lakes, USA)
Sigma-Aldrich GmbH (Mulnchen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg)

Bayer Schering Pharma (Leverkusen)

Extrasynthese (Genay Cedex,
France)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

Polyscience, Inc. (Warrington,
England)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt a. M.)

Invitrogen GmbH (Darmstadt)

Bachem AG (Bubendorf, Schweiz)

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt a. M.)

Merck KGaA (Darmstadt)

Extrasynthese (GenayCedex, France)

AstraZeneca (Wedel)

Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)
Fluka, Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Mlnchen)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Dulbecco, Biochrom AG (Berlin)
Life Technologies GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)
Ambion® Life Technologies
(Grand Island, USA)
Sigma-Aldrich GmbH (Mlnchen)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Epicentre Biotechnologies
(Madison, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Qiagen (Hilden)


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s0876?lang=de&region=DE
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s0876?lang=de&region=DE
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s0876?lang=de&region=DE
http://www.merckmillipore.com/germany/food-analytics/natriumhydroxid/MDA_CHEM-106498/p_rw.b.s1OUE0AAAEvCSZnWvhc?WFSimpleSearch_NameOrID=sodium+hydroxid&BackButtonText=search+results
http://products.invitrogen.com/ivgn/product/AM2548?ICID=search-product
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RNase-Free DNase Set

Sodium Phosphate, Dibasic,
Molecular Biology Grade (Na,HPO,)

Sodium phosb)hate dibasic 299.0 %

Superase-lnT 20 u/ul

SuperScript® Il Reverse Transcriptase
Tris, 1 M, pH 7.0 buffer is certified RNase-free

Tris, Handelsname PUFFERAN®, 299,9 %
Triton® X-100

Wasserstoffperoxidlosung, 3 %

3.1.7 Flussigndhrmedien und Agarplatten

BHI-Nahrmedium (Hirn-Herz-Bouillon)

15 g/l BD Bacto™ Agar (Zusatz bei BHI-Agarplatten)
Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon (TSB)

fur die Mikrobiologie

Columbia Agar with sheep blood plus
Grace’s Insect Medium; G8142
LB-Medium (lysogeny broth)

10 g/l BD Bacto™ Tryptone, Enzymatic digest of casein

5 g/l BD Bacto™ Yeast Extract

10 g/l Natriumchlorid

15 g/l BD Bacto™ Agar (Zusatz bei LB-Agarplatten)
Minimalmedium (MM)

6560 mg/l  Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
16420 mg/l  di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
410 mg/l. Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4x7H;0)
10000 mg/l  Glukose (wasserfrei) oder alternativ Glycerin
100 mg/l  L-Leucin
100 mg/l  L-Isoleucin
100 mg/l  L-Arginin
100 mg/l  L-Methionin
100 mg/l  L-Valin
100 mg/l  L-Cystein
600 mg/l  L-Glutamin
88 mg/l  Eisen(lll)-citrat granuliert
0,5mg/l  Riboflavin
0,5mg/l  Biotin
1mg/l  Thiamin
0,005 mg/l Thioctsaure

Yeast extract solution

Qiagen (Hilden)
Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma-Aldrich GmbH (Miinchen)

Ambion®, Life Technologies
(Grand Island, USA)

InvitrogenTM, Life Technologies
(Grand Island, USA)

Ambion®, Life Technologies
(Grand Island, USA)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Heidelberg)

Otto Fischar GmbH & Co. KG,
(Saarbriicken)

Merck KGaA (Darmstadt)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Merck KGaA (Darmstadt)

Oxoid Deutschland GmbH (Wesel)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)
Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Muinchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Muinchen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (MUlinchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Muinchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Muinchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Sigma-Aldrich GmbH (Minchen)
Gibco®, Life Technologies GmbH

(Darmstadt)

3.1.8 Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Cellstar®Tubes, 10, 12, 50 ml

Deckglaschen (Cover slips round; 18 x 18 mm)
Disposable Delta™ Cell Spreader

Disposable Plug Molds for the preparation of
DNA-imbedded agarose plugs

Einmalspritzen, 2-teilig, Injekt®, 2 ml
Erlenmeyerkolben, Fisherbrand®, 100 ml

Greiner BioOne GmbH
(Frickenhausen)
R. Langenbrinck, Labor- und
Medizintechnik (Emmendingen)
Heathrow Scientific LLC
(Vernon Hills, USA)
Bio-Rad Laboratoires B.V.
(Veenendaal, Niederlande)
B. Braun, Meslungen AG (Melsungen)
Fisher Scientific GmbH (Schwerte)


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/s0876?lang=de&region=DE
http://www.fischar.de/arzneimittel/wasserstoffperoxidloesung-3-ph-eur/wasserstoffperoxidloes-3-ph-eur-250-ml/a-258/
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Feindosierungsspritzen Omnican®-F mit
integrierter Kantile, 0,01-1 ml, 0,30x12 mm
Filterpapier Whatman™ Chromatography paper

Impfschlingen, 10 pl

Kivetten: ratiolab® Q-VETTES semi-micro
MicroAmp®Fast 96-Well Reaction Plate (0,1mL)

96 MicroWell™ Plates
Mikro-Schraubréhre, 2 ml
Multi®-SafeSeal®Tubes farblos (1,5 ml)
Objekttrager: ca. 76 x 26 mm, Mattrand

Pergaminpapier 2122 Whatman® 100x100mm
Petrischalen
Petrischalen, 145/20mm; 94/15mm; 60/15mm

Petrischalenspatel Delta™:; Artikel: PC59.1
Pipetten: mLINE, 0,5 -1000 ul
Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 ul)

Pipettenspitzen, 10 ul SafeSeal-Tips® prof.

Polypropylene Tube ®Micronic Systems,

0.75 ml v-bottom non-coded tube, LoBo rack
Prazisionspinzetten, aus Dumoxel®
Schottflaschen 100, 250, 500, 1000 ml
Standard Lids, for 96 MicroWell™ plates
Sterilfilter: MILLEX®GV Filter Unit 0.22 um,

Durapore®PVDF Membrane

3.1.9 Gerite
Agilent 2100 Bioanalyzer

Anaerobiertopf

BD FACSCalibur Flow Cytometer
Biofuge 15

Centrifuge 5415 D (Mikrozentrifuge)
CHEF-DR® II Control Module
Digital-pH-Meter 646

Fluoreszenzmikroskop Biozero, BZ-8000
GeneQuant 1300 Spectrophotometer
Heizblock: Jumo tron

Heizplatte: IKAMAG®REO und IKAMAG®RCT
Infinite® 200 PRO NanoQuant

lon OneTouch™ ES

lon OneTouch™ Insrument
Konfokalmikroskop: Leica TCS SP5
Mikroapplikator

Mikrozentrifuge PerfectSpin 24 Plus

NanoDrop 2000 Micro-Volume UV-Vis
Spectrophotometer for Nucleic Acid and Protein

B. Braun Melsungen AG (Melsungen)

Schleicher & Schuell, WhatmanGmbH
(Dassel)

Sarstedt AG & Co. (Niirnbrecht-
Rommelsdorf)

Ratiolab GmbH (Dreieich)

Applied Biosystems®,
Life Technologies GmbH

(Darmstadt)

Nunc GmbH&Co. KG (Langenselbold)

Sarstedt AG & Co. (Nurnbrecht)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

R. Langenbrinck, Labor- und
Medizintechnik (Emmendingen)

Whatman GmbH (Dassel)

Sarstedt AG & Co. (Nurnbrecht)

Greiner BioOne GmbH
(Kremsminster)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

Biohit Gruppe (Helsinki, Finnland)

nerbe plus kunststofftechnik fir

medizin und forschung (Winsen/Luhe)

Biozym Scientific GmbH
(Hess.Oldendorf)

USA Scientific,Inc. (Orlando FL, USA)

Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

Schott AG (Mainz)

Nunc GmbH&Co. KG (Langenselbold)

Merck Millipore Ltd. (Tulagreen,
Carrigtwahill, Co. Cork, Irland)

Agilent Technologies, Inc.
(Santa Clara, USA)

Merck KGaA (Darmstadt)

BD Bioscience (Heidelberg)

Heraeus Sepatech (Osterode/Harz)

Eppendorf AG (Hamburg)

Bio-Rad (Munchen)

Knick Elektronische Messgerate
GmbH & Co. KG (Berlin)

Keyence Deutschland GmbH
(Frankfurt a.M.)

GE Healthcare Europe GmbH
(Freiburg)

JUMO GmbH & Co. KG (Fulda)

IKA®Werke GmbH&Co. KG (Staufen)

Tecan Group Ltd. (Ma&nnedorf,
Schweiz)

Life technologies (Grand Island, USA)

Life technologies (Grand Island, USA)

Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)

World Precisions Instruments
(Sarasota, USA)

PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Thermo Scientific, NanoDrop products

(Wilmington, USA)


http://www.usascientific.com/1773-2008075mlv-bottomnon-codedtubeloborack.aspx
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Personal Genome Machine (PGM™) Sequencer Life Technologies (Grandisland, USA)

Prazisionswaage, 770-12 Kern & Sohn GmbH
(Balingen-Frommern)

Qubit® 2.0 Fluorometer Life Technologies GmbH (Darmstadt)

Schittelapparat GFL Gesellschaft fir Labortechnik
GmbH (Burgwedel)

StepOnePlus™ System Applied Biosystems®, Life
Technologies GmbH (Darmstadt)

Sterilbank: Clean Air Thermo Scientific Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Thermomixer comfort, 1,5 ml Eppendorf AG (Hamburg)

Ultrospec 3000 pro UV/Visible Spectrophotometer GE Healthcare Europe GmbH
(Freiburg)

Vortex-Genie® 2 Carl Roth GmbH+Co. KG (Karlsruhe)

3.2 Methoden
3.2.1 Steriles Arbeiten und SicherheitsmaRhahmen

Alle Laborarbeiten wurden je nach Bakterienspezies in Laborraumen mit den
entsprechenden Schutzstufen und unter sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank)
durchgefliihrt. Die Isolierung der Gesamt-Ribonukleinsdure (RNA) wurde an einem
speziellen RNA-Arbeitsplatz unter Benutzung von sterilem bzw. RNase-DNase-freiem
Einmalmaterial durchgefihrt. Nach Beendigung der Téatigkeiten erfolgten eine
Desinfektion des Arbeitsplatzes und der Arbeitsmaterialien mit Ethanol (70 %) sowie

eine Handedesinfektion.

3.2.2 Kultivierung der Bakterien
Ausstreichen von Bakterien
Die Bakterien wurden mit einer sterilen Platinése auf geeignete Agarplatten
ausgestrichen (gegebenenfalls wurden zur Erzeugung von Selektionsdruck Antibiotika
zugesetzt) (Tab. 3) und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung eines
anaeroben Milieus wurden die Agarplatten im Anaerobiertopf (Merck KGaA), in den
eine mit 35 ml H,O befeuchtete Anaerocult® A-Reagenzmischung (Merck KGaA)

eingeschlossen wurde, bei 37 °C bebritet.

Anlegen von Ubernachtkulturen (UNK)
10 ml eines fur das entsprechende Bakterium geeigneten Nahrmediums (Tab. 3)
wurden in einen 100 ml Erlenmeyerkolben pipettiert und mit einer Bakterienkolonie von
einer Agarplatte beimpft. Bei Kulturen der Spezies Enterococcus faecium wurde das
verwendete Nahrmedium Tryptic Soy Broth (TSB) mit Glukose (0,25 %) (Merck KGaA)
angereichert. Die Inkubation der Bakterienkulturen erfolgte Uber Nacht (ca. 16 Std.,

37 °C) auf einem Schuittler bei 180 rounds per minute (rpm).
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Anlegen von Glycerinkulturen
Zur Asservierung der Bakterien Uber mehrere Jahre in Glycerinkulturen
(Endkonzentration: 30 % Glycerin) wurde in Mikro-Schraubrohrchen zu Glycerin die
entsprechende Menge der Bakterien-UNK pipettiert. Die Glycerinkulturen wurden in
flussigem Stickstoff schockgefroren und sowohl bei -20 °C als auch bei -80 °C

gelagert.

3.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahlen
Zur Ermittlung der koloniebildenden Einheiten (KBE) von verschiedenen Bakterien
wurde eine Bakterien-UNK im Verhaltnis 1:20 verdunnt, indem 500 pl der UNK zu
9,5ml des jeweiligen Mediums pipettiert wurden (Tab. 3). Die Flussigkulturen
inkubierten (37 °C, 180 rpm) bis sie eine optische Dichte (ODgy) von 1,0 erreicht
hatten, wobei die Zeit je nach Bakterienstamm variierte. Die Messung der ODggg
erfolgte in Halbmikroklvetten in einem Photometer (Ultrospec 3000 pro UV/Visible
Spectrophotometer, GE Healthcare) bei 600 nm. Die bei einer ODgyg von 1,0
eingestellten Bakterienlésungen wurden bei 8.000 rpom 3 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde zum Waschen in 1 ml Natriumchlorid (NaCl)
(0,9 %) (B. Braun Melsungen AG) aufgenommen und nach dem Vortexen erneut
zentrifugiert (8.000 rom, 3 Min.). Nachdem der Uberstand abgenommen wurde,
erfolgte wie zuvor beschrieben, ein weiterer Waschschritt. Das Bakterienpellet wurde in
1 ml NaCl resuspendiert und anschliefend mit NaCl eine Verdinnungsreihe (1:10)
hergestellt. Von der experimentell ermittelten und zum Auszdhlen geeigneten
Verdiinnung (10°®) wurden jeweils 100 ul auf drei entsprechende Agarplatten mit einem
sterilisierten Drigalskispatel ausplattiert. Die Bakterien wurden Uber Nacht (37 °C)
bebritet, anschlieRend die Bakterienkolonien ausgezahlt und der arithmetische
Mittelwert der KBE gebildet (Angabe in KBE/m).

3.2.4 Vorbereitung der Pflanzenextrakte
Die Lagerung der Anthocyan-Extrakte (Accent, Dakapo, Heidelbeere) und des 3,2 %
Rubini-Holunderbeer-Liquids erfolgte bei 4 °C, um einen Zerfall der Anthocyane, der
mit steigender Temperatur zunimmt, zu vermeiden. Das Ansetzen der Extrakt-
Stockldsungen mit dem jeweiligen Nahrmedium (LB, BHI, TSB) (Tab. 3) fur die ODggo-
Messungen bzw. mit NaCl (0,9 %) fur die Injektionsversuche erfolgte jeweils direkt vor
dem Experiment. Fur die photometrischen Messungen im Mikrotiterplatten-Gerat
wurden jeweils 3,4 mg des pulverférmigen, charakteristisch st3lich-holzig riechenden
Beerenextrakts eingewogen, in 1 ml Nahrmedium durch Vortexen geldst. Zur

Praparation des Flussig-Extrakts wurde eine 1:50 Verdinnung mit einem fir die
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Bakterien geeigneten Nahrmedium hergestellt (Tab. 3) (20pl des Rubini-
Holunderbeer-Liquid + 980 pyl Nahrmedium). Diese steril-filtrierten Stockldsungen
(MILLEX®GV Filter Unit 0,22 pm, Durapore®PVDF Membrane, Merck Millipore Ltd.)

hatten folgende molare Konzentrationen:

Accent - 200 yM (bezogen auf Malvidin-3-Diglukosid)
Dakapo - 660 uM (bezogen auf Malvidin-3-Glukosid)
Heidelbeere - 224 uyM (bezogen auf Cyanidin-3-Glukosid)

Holunderbeere 1.082 uM (bezogen auf Cyanidin-3-Sambubosid).
Die Berechnung der molaren Konzentration beruhte auf der Mengenangabe des
quantitativ am haufigsten vorkommenden Anthocyans im jeweiligen Extrakt (Tab. 4;

Anhang A2).

3.2.5 Vorbereitung der Insektenpeptide
Die antimikrobiellen Peptide (AMP) wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) (25 %)
vorgelost. Cys-haltige AMP lésten sich in Dimethylformamid (DMF) (25 %), wobei
durch Auffillen mit destilliertem H,O eine Konzentration der AMP-Stocklésung von
10 mg/ml in 5% DMSO bzw. DMF eingestellt wurde. Diese DMSO- oder DMF-
Konzentrationen hatten, wie experimentell ermittelt, keine Auswirkungen auf das

Bakterienwachstum.

3.2.6 Messung der optischen Dichte
Kontinuierliche  photometrische Messungen ermdglicht das multifunktionale
Mikrotiterplatten-Gerat Infinite® 200 PRO NanoQuant der Firma Tecan (Instructions for
Use for infinite® 200, 2008). In durchsichtigen Mikrotiterplatten mit Deckel
(96 MicroWell™ Plates und Standard Lids, Nunc GmbH & Co. KG) kdnnen mit dem
Gerat im Hochdurchsatzverfahren Wachstumskurven von Bakterien erzeugt werden.
Bei einer Temperatur von 37 °C (Temperaturminimum: 36,0 °C; Temperaturmaximum:
38,0 °C) wurde uber einen Zeitraum von 24 Stunden in 20-Minuten-Intervallen die
ODgoo ermittelt. Die verwendete Wellenlange betrug 600 nm und hatte eine Bandbreite
von 9 nm. Die multiplen Messungen erfolgten pro Messzeitpunkt im sogenannten
.FilledSquare*-Typ an vier verschiedenen Stellen in jedem mit 200 ul geflllten Well.
Vor jeder Messung wurden die Bakterienkulturen orbital fir 7,5 Minuten mit einer
Amplitude von 3 mm und einer Frequenz von 44,3 rpm geschuttelt. Fir die Analysen
wurde zunéchst das Bakterien-Nahrmedium in den Wells vorgelegt, 10 pl einer UNK
(experimenell ermittelt geeignetes Inokulum fiir diese Ansatze) und die verschiedenen
Mengen an Anthocyan-haltigen Stocklésungen, AMP-Stocklésungen bzw. andere

Testsubstanzen hinzugeflgt.
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3.2.7 Umgang und Infektion von Larven der G. mellonella

Im Folgenden wird der Ablauf einer Infektion sowie die Verabreichung des Anthocyan-
haltigen Traubenextrakts Dakapo, exemplarisch fir alle getesteten AMP, beschrieben.
Eine Uber Nacht angewachsene Bakterienkultur wurde 1:20 mit entsprechendem
Nahrmedium verdinnt und erneut bei 37 °C inkubiert. Das anschliefend eingesetzte
Bakterienvolumen wurde berechnet, so dass es einer ODgy von 1,0 entsprach. Die
Bakterienkultur wurde zweimal mit NaCl (0,9 %) gewaschen und das gereinigte
Bakterienpellet in 1 ml NaCl aufgenommen. An jedem Injektionsversuchstag wurde die
injizierte Bakteriendosis (KBE) erneut bestimmt (Kap. 3.2.3). In Abhangigkeit von der
Bakterienspezies wurde eine geeignete Injektionsdosis mittels eines Dosis-Wirkungs-
Versuches ermittelt (Kap. 4.2.1). Die Injektionssuspension wurde in eine sterile
Feindosierungsspritze (Omnican®-F, 0,01 mL-1 mL, 0,30x12 mm, B. Braun Melsungen
AG) aufgezogen, diese in den Mikroapplikator (World Precisions Instruments, Inc.)
eingespannt und die Kanule in geeignete Position gedreht. Nachdem die Larve mit
einer weichen, stumpfen Pinzette gegriffen wurde, erfolgte die Injektion zwischen das
letzte Beinpaar der Larve durch Betatigung der Dosierungsschraube. Eine Umdrehung
entspricht der gewiinschten Injektionsdosis von 10 pl. Nach kurzem Warten wurde die
Larve in eine Petrischale (94/15 mm) gesetzt, wobei in einer Petrischale jeweils zehn
infizierte Larven nach Zugabe von etwas Futter bei 37 °C inkubiert wurden.

Im in vivo-Versuchsmodell wurde die Wirkung von potenziell antimikrobiellen
Substanzen getestet. Berechnungsgrundlage flir die Konzentration der injizierten
Dakapo-Losung war die verwendete Konzentration in den in vitro-Versuchen
(Kap. 3.2.4), die auf das ermittelte Larvendurchschnittsgewicht (ca. 150 mg; Lange:
ca.2cm) bezogen wurde (Abb. 10A). Die in die Larve injizierte Dakapo-
Endkonzentration betrug 30 uM bzw. 153 pg/Larve (Konzentration der sterilfiltrierten
Stocklésung vor Mischung mit Bakterien: 5.940 uM) (Abb. 10B). Beim
Infektionsversuch wurden fir die Behandlungsgruppe Bakterien und Testubstanzen
kurz vor der Injektion zusammengefligt und jeder Larve eine Injektionsdosis von 10 pl
verabreicht. Die in die Larve injizierte Endkonzentration von 30 uM Dakapo (bzw.
153 pg/Larve) wurde von den Larven metabolisiert, denn nach der Injektion farbten
sich diese zwar blau, nahmen aber schon nach einigen Stunden ihre gewoéhnliche
Farbe wieder an (Abb. 10). Die eingesetzte Konzentration der Anthocyan-haltigen
Stocklésung konnte jedoch nicht beliebig erhéht werden, da die Larven bei zu hohen

Endkonzentrationen abstarben.
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A) Verschiedene Larvenstadien von G. mellonella. B) Injektion des Traubenextraktes Dakapo + Bakterien.

Abb. 10: Die GroBe Wachsmotte G. mellonella

Als Kontrollgruppen dienten bei den Versuchen Larven, in die NaCl (0,9 %) oder die zu
testende Substanz injiziert wurden sowie eine Kontrollgruppe ohne Injektion, um die
Effekte durch die Inkubationsbedingungen zu kontrollieren. Bei jedem Versuchsansatz
wurden mindestens 10 Larven behandelt und jeder Versuch wurde mindestens dreimal
wiederholt. Nach der Injektion wurden taglich Gber einen Zeitraum von 3-7 Tagen je
nach Bakterienstamm und Infektionsdosis die Uberlebenden Larven bestimmt. Dabei
galten die Larven als tot, wenn sie nach BerUhrung mit einer weichen Pinzette keine
Regung mehr zeigten. Die schwarze Farbung der toten Larven ist auf die
Melanisierung, eine Immunreaktion, zuriickzufihren (Kap. 1.5). Nach Beendigung der
Versuche wurden die Larven Uber Nacht bei -20°C eingefroren und im

Autoklavierabfall entsorgt.

3.2.8 Genexpressionsanalyse

3.2.8.1 RNA-Isolierung

Zur Untersuchung der divergierenden Effekte (Wachstumsinhibition bzw. -induktion)
von Dakapo auf das Wachstum von verschiedenen Bakterien wurde fir die
Genexpressionsanalyse RNA aus Bakterien-Kulturen isoliert. Jeweils eine mit und
ohne Dakapo (77 uM) angewachsenen UNK von L. monocytogenes EGD-e Wildtyp
(Wt) bzw. EAHEC (ST3305, Gielten) wurde verdinnt (1:20), Uber einen Zeitraum von
drei Stunden 30 Minuten (L. monocytogenes) bzw. drei Stunden (EAHEC) auf dem
Schttler bei 37 °C kultiviert und die ODgoo bestimmt. Nach diesen Zeitraumen war der
Dakapo-Effekt am deutlichsten ausgepragt. Zu jeweils 1 ml RNAprotect Bacteria
Reagent (Qiagen) wurden 500 uyl von den Bakterienkulturen gegeben, gemischt und
5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. Anschlieliend wurde nach
Zentrifugation (8.000 rpm, 10 Min.) der Uberstand abgenommen, die gewonnenen

Bakterienpellets in Flissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Zur lIsolierung der Gesamt-RNA bei RT wurde das miRNeasy Mini Kit (Qiagen)
verwendet, wobei bei diesem Verfahren die selektive Bindungseigenschaft einer
Silicagel-Membran mit der Mikrosaulenzentrifugationstechnik kombiniert wird. Die
aufgetauten Bakterienpellets wurden in 200 pl SET-Puffer [50 mM NaCL, 5 mM ETDA,
30 mM Tris-Salzsaure pH 7,0, 10 % Natriumlaurylsulfat (SDS)] resuspendiert,
zentrifugiert (3 Min., 13.200 rpm, RT) und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe von
sterilfiltriertem Lysozym (50 mg/ml; Merck KGaA), geldst in 83 ul 50 mM Tris (pH 6,5),
wurde ein Enzymmix bestehend aus 2 yl SUPERase (20 u/pl; Ambion®), 5 pl
Mutanolysin (5 u/ul; Sigma-Aldrich) und 10 uyl Proteinase K (20 mg/ml; Ambion®)
hinzugefigt und im Thermomixer (37 °C, 350 rpm, 45 Min.) inkubiert. Nach Zugabe von
600 pl QlAzol lysis reagent wurde fur 5 Minuten inkubiert, anschlieBend 140 pl
Chloroform (Merck KGaA) dazu pipettiert und erneut 2-3 Minuten gewartet. Zur
Phasentrennung wurde in einer Kuihlzentrifuge fur 15 Minuten zentrifugiert (4 °C,
13.200 rpm), so dass sich die obere, wassrige Phase in ein neues Eppi transferieren
lie. Durch die Zugabe des 1,5-fachen Volumens an Ethanol (100 %) (Sigma-Aldrich)
und anschlieRendem Uberfiihren der Probe auf eine RNeasy Mini spin column in ein
2 ml Collection Tube wurden Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den RNA-
Molekilen und Hydroxylgruppen-Silcat-Atomen ausgebildet und die RNA selektiv an
die Silicagel-Membran gebunden. Nach dem darauffolgenden Zentrifugationsschritt fur
15 Sekunden bei 8.000 rcf (relative centrifugal force) wurde der Durchfluss verworfen.
Einem Waschschritt mit 350 yl RWT Buffer und Zentrifugation wie zuletzt beschrieben,
folgte flr 40 Minuten eine Behandlung der gebundenen RNA mit einem Inkubationsmix
bestehend aus 105yl RDD Buffer + 15 pl DNase-Stocklésung zur Degradierung
eventuell vorhandener genomischer Desoxyribonukleinsdure (DNA). Mehrfache
Zentrifugationsschritte mit Waschpufferldsungen dienten zur Entfernung von Proteinen,
Salzen und anderen zellularen Bestandteilen von der Membran. Dazu wurde 350 pl
RWT Buffer auf die Saule gegeben, zentrifugiert (15 Sekunden, 8.000 rcf) und der
Durchfluss entsorgt. Dieser Schritt wurde mit 500 pyl RPE wiederholt und nach Zugabe
von 500yl RPE 2 Minuten zentrifugiert (8.000 rcf). Nach Trockenzentrifugation
(13.200 rpm, 1 Min.) wurde die Saule in ein neues 1,5 ml Eppi transferiert und die
gereinigte  RNA mit 40 yl RNase-freiem H,O von der Saulenmembran durch
Zentrifugation (1 Min., 8.000 rcf) eluiert. Die empfindliche RNA wurde bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gekihlt oder bei -80 °C gelagert.

3.2.8.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und RNA-Reinheit
Die Konzentrationsmessung der RNA erfolgte mit dem NanoDrop 2000 Micro-Volume

UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific) und mit dem Qubit® 2.0 Fluorometer
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(Life Technologies GmbH). Trotz thermostabiler Eigenschaften kann eine Degradation
der RNA durch ubiquitar vorkommende RNase-Enzyme relativ schnell stattfinden. Die
Reinheit der isolierten RNA wurde mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) durch eine standardisierte Prozedur der RNA-Qualitatskontrolle
abgeschatzt, die eine Kalkulation der sogenannten RNA Integritdtsnummer (RIN)
mithilfe eines Software Algorithmus ermoglicht. Auf Basis einer mikrofluiden
Technologie werden mittels automatisierter, elektrophoretischer Separation kleinste
Mengen an RNA Proben in gelgefiillten Kanalen eines Chips entsprechend des
molekularen Gewichts aufgetrennt und mit einer Laser-induzierten Fluoreszenz
detektiert. Visualisiert wird das Ergebnis als Elektropherogramm, da die gemessene
Fluoreszenz mit der Menge an RNA einer bestimmten GroRRe korreliert. Der RIN wird in
der GroRenordnung zwischen 1 (vollig degradiert) und 10 (intakt) angegeben. Dabei
weist eine Abnahme der Signalintensitat im Bereich der ribosomalen Banden (16S- und
23S-rRNA bei Prokaryonten) kombiniert mit einer Zunahme an kirzeren RNA-

Fragmenten auf eine vermehrte RNA-Degradation hin (Schroeder et al., 2006).

3.2.8.3 Next generation sequencing (NGS) mit dem lon Personal Genome Machine®
(PGM™) System
Zur Analyse der Gesamtheit aller in einer Zelle hergestellten RNA-Molekule musste
nach lIsolierung der Gesamt-RNA zunachst die rRNA (ribosomale RNA) mithilfe des
Ribo-Zero™ Magnetic Kit (Bacteria) (Epicentre Biotechnologies) eliminiert werden.
Dieses Praparations-Kit entfernt >99 % der 16S und 23S rRNA bzw. >85 % der 5S
rRNA der bakteriellen Gesamt-RNA. Typischerweise werden nur 3-10 % der
eingesetzten RNA nach rRNA-Eliminierung und der sdulenbasierten Aufreinigung
erhalten. Die Bestimmung der Qualitat von der rRNA-abgereicherten RNA erfolgte mit
dem Agilent 2100 Bioanalyzer auf einem Agilent RNA6000 Nano Chip (Agilent
Technologies). Die Umwandlung des 5'-Triphosphat-Endes in ein
monophosphoriliertes Ende wurde nach Angaben des Herstellers durch eine Tobacco
Acid Pyrophosphatase ermdglicht (Epicentre Biotechnologies). Fur die Fragmentierung
und Umschreibung der mRNA (messenger RNA) in eine reprasentative,
komplementare cDNA (complementary DNA) wurden die Proben mit dem lon Total
RNA-Seq Kit v2 (Katalog-Nr.: 4475936, Rev. B, 09.05.12, Life Technologies) nach
Angaben des Herstellers verarbeitet. Die Grofenverteilung nach der Fragmentierung
wurde mit dem Agilent RNA 6000 Pico Kit Uberprift (Agilent Technologies). Die durch
reverse Transkription erzeugte cDNA wurde anschlieliend aufbereitet, amplifiziert und
erneut aufgereinigt. Zur Bestimmung der Konzentration und Menge der synthetisierten

cDNA wurde das Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies) verwendet
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und eine Emulsions-PCR zur Amplifizierung im lon OneTouch™ Instrument nach
Verarbeitung mit dem lon One Touch™ 200 Template Kit v2 (Katalog-Nr.: 4478316,
Rev. A, Life Technologies) angeschlossen. Die Methode amplifiziert die DNA innerhalb
von Wassertropfen in einer Olldsung, wobei jeder Tropfen ein einzelnes DNA-Template
enthdlt, an das sich ein Primer-Uberzogenes Magnetkigelchen anlagert. Die
automatisierte Anreicherung im lon OneTouch™ ES mittels Glasperlentechnik
(magnetic bead technology) diente der Isolation von Template-positiven lon-Sphere ™-
Partikeln, mit denen der lonen-Halbleiterchip beladen wurde. Die Sequenzierung
erfolgte mit dem PGM™ Sequencer (lon Torrent™, Life Technologies) nach
Bearbeitung der Proben mit dem lon PGM 200 Sequencing Kit (Rev. D, 08.06.12, Life
Technologies). Das Prinzip beruht auf der Verknlpfung einer Halbleitertechnologie mit
einer einfachen Sequenzierungschemie. Die Sequenzierung erfolgt dabei beim
Verknipfen eines zum DNA-Fragment komplementaren Stranges. Die Vertiefungen
des Chips wurden zunachst mit je einem vorbereiteten lon-Sphere™-Partikel
gleichmaRig beladen. Anschlieend wurden LAosungen der vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) nacheinander Uber den Chip gesplilt. Beim
Einbau einer Base in den neu entstehenden Strang kommt es zur Freisetzung eines
Protons, das den pH-Wert der Ldsung verandert und durch einen lonensensor
detektiert wird (Prinzip eines pH-Meters). lon Torrent™ benutzt einen Array von Mikro-
Wells um den biologischen Prozess des Baseneinbaus zu initiieren. Jedes Well
beinhaltet ein unterschiedliches DNA-Template. Unter den Wells befindet sich eine
lonen-sensitive Schicht, worunter der passende lonensensor eingebaut ist. Durch die
direkte Transformation der chemischen in eine digitale Information wird eine schnelle
Sequenzierung ermoglicht. Die technischen Daten zur Sequenzierung befinden sich im
Anhang A3.

3.2.8.4 cDNA-Synthese

Die Analyse der Transkripte durch Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-chain-
reaction) (PCR) macht die selektive Umschreibung der mRNA in eine zur
Basenabfolge der mRNA komplementare DNA (cDNA) erforderlich. Diese
Umwandlung wird von reversen Transkriptasen durch Verwendung von Hexamer- und
Nonamer-Oligonukleotiden katalysiert. Je cDNA-Syntheseansatz wurden zu 3 ug
isolierter RNA jeweils 1 ul unspezifische Hexamer(5’-NNN NNN-3') und Nonamer(5’-
NNN NNN NNN-3’)-Primer gegeben, mit RNase-freiem H,O auf 12 pl aufgeflllt und bei
70 °C far 5 Minuten erhitzt. Nach 10 Minuten bei RT wurden je Ansatz die in Tab. 6

aufgefihrten Komponenten zugefuigt. Die Umschreibung von mRNA in cDNA erfolgte



3 Material und Methoden 40

im Heizblock durch enzymatische Umsetzung mit dem Enzym SuperScript® |l Reverse
Transcriptase bei 42 °C (90 Min.).

Tab. 6: Einfacher Ansatz fiir die cDNA-Synthese

Reagenzvolumen: 20,0 pl

3 ug RNA x ul
RNase-freies H,O x ul
Primer: Hexamer 5’-NNN NNN-3’ (100 pmol/pl) Eurofins MWG Operon) 1,0 pl

Nonamer 5-NNN NNN NNN-3 (100 pmol/ul)  (Eurofins MWG Operon) 1,0 pl

10 mM dNTP Mix

SuperScript® || Reverse Transcriptase

(
(

0,1 M DTT (Invitrogen™) 2,04l
(Thermo Fisher Scientific Bioscience) 1,0 pl
(Invitrogen™) 1,0 pl
(

5x First Strand Buffer Invitrogen™) 4,04l

Anschlieend wurde die cDNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt und die Konzentration mit dem NanoDrop

(ssDNA-33) bestimmt. Die Lagerungstemperatur fur die cDNA betragt -20 °C.

3.2.8.5 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Zur Verifizierung der Transkriptomanalysedaten wurde von selektierten Genen eine
Primereffizienz-korrigierte, relative Quantifizierung mittels quantitativer Real-Time-PCR
(gRT-PCR) mit dem QuantiTec® SYBR®Green PCR Kit (Qiagen) durchgefihrt. Die
gRT-PCR dient dazu, einen beliebigen, genau definierten kurzen Teil eines DNA-
Stranges zu vervielfachen. Die Amplifikation erfolgte in drei Schritten, wobei der
Reaktionsansatz zunachst zur Aufschmelzung der doppelstrangigen DNA auf 95 °C
erhitzt wurde (Denaturation). Dann banden die fur jedes untersuchte Gen selektierten
Primer bei einer Primer-spezifischen Temperatur an die Einzelstrange, wobei in diesem
Fall 55 °C gewahlt wurde (Annealing). Anschliefend wurden die komplementaren
Strange durch die hitzestabile Polymerase bei 72 °C synthetisiert (Extension) und es
kam zu einer schrittweisen, exponentiellen Vermehrung der DNA. Die Quantifizierung
der PCR-Produkte erfolgte in der exponentiellen Phase der PCR am Ende der
Elongation durch den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der an die doppelstrangige
DNA band und ein Fluoreszenzsignal erzeugte. Pro Ansatz wurden 22,5 pl Mastermix
(Tab. 7), cDNA (Endkonzentration: 2,5 ng/ul) eingesetzt und mit H,O auf ein
Endvolumen von 25 pl aufgefullt. Als Positiv-Kontrollen diente chromosomale DNA von

L. monocytogenes EGD-e bzw. EAHEC und als Negativ-Kontrolle H,O.
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Tab. 7: Mastermix, einfacher Ansatz fiir die qRT-PCR

Reagenzvolumen: 22,5 pl

H2O 8,0 ul
Forward Primer [10 pmol/ul] (Eurofins MWG Operon) 1,0 pl
Reverse Primer [10 pmol/pl] (Eurofins MWG Operon) 1,0 pl
QuantiTec® SYBR®Green PCR Kit (Qiagen) 12,5 pl

Die verwendeten Primersequenzen (Tab. 8) wurden mit dem Programm Primer3
(v. 0.4.0) ausgewahlt (Kriterien: Primerlange optimal 20 bp; Produktlange 120-150 bp;
CG-Gehalt optimal 40 %) und von der Firma Eurofins MWG Operon bezogen.

Die gRT-PCR wurde mittels des StepOnePlus™ Systems (Applied Biosystems®, Life
Technologies GmbH) durchgefihrt. Die Primeramplifikationseffizienz (E) wurde fur
jeden Primer Uber eine probenindividuelle cDNA-Verdinnungsreihe und einer daraus
erstellten Standardkurve errechnet, wobei zur Bestimmung der cycle threshold (Ct)-
Werte die Analysesoftware des StepOnePlus v2.2.2 verwendet wurde. SigB (Imo0895)
(kodiert fur RNA polymerase sigma factor bei L. monocytogenes) bzw. gpsA (kodiert
fur Glycerol-3-phosphat-dehydrogenase bei EAHEC) dienten als Referenzgene, da
deren Expressionen keine Veranderung nach Behandlung mit Dakapo zeigten. Zur
Ermittlung der relativen mRNA-Konzentration eines Genes wurde das AA-Ct-

Berechnungsmodell nach Pfaffl (2001) herangezogen:

ACt = CtZieIgen‘CtReferenzgen

AACt = CtDakapo-BehandIung'CtunbehandeIt
E = 10[—1/Steigung]

' — ACt Zielgen (Kontrolle-Behandlung) ACt Referenzgen (Kontrolle-Behandlung)
Ratio = (EZieIgen) /(

EReferenzgen)

Die relative mRNA-Konzentration wurde durch den Vergleich der mRNA-Konzentration
des entsprechenden Zielgens in Bezug zur mRNA-Konzentration von SigB bzw. gpsA
berechnet und die mRNA-Konzentration der unbehandelten Probe zur

Veranschaulichung dabei auf 1,0 gesetzt.
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Tab. 8: Verwendete Primer fiir die gqRT-PCR

Gen Forward Primer (5‘-3¢) Reverse Primer (5‘-3°) P* (bp) E** (%) Referenz

Listeria monocytogenes EGD-e

Imo0018 CAAAATGGAAGATGGCGACT TAGTGTTGCGAAAACGTTGC 139 96,20 diese Arbeit
Imo0027 GAACCAGCGATTTACGGTGT GACCGAAGATTCCAAGTCCA 139 98,47 diese Arbeit
Imo0319 TTACTGACGGTCCAACACCA CACCATTTGGGAAGATACGG 147 96,83 diese Arbeit
Imo0536 TGCTAACCCTGGAAAAGTCG GCATTGCATCCGTCATGTAG 122 93,35 diese Arbeit
Imo0880 AACAAGGGTAGACGGTGTCG  TGCGTCCAAATGTAAAACCA 122 106,93 diese Arbeit
Imo0995 TCCAATTGCTTGATCCTGAA CAACGAAGAGAGCAATGCAA 123 96,90 diese Arbeit
SigB  GCGCCGAATCAAAGAGTTAG  TTTCCCATTTCCATTGCTTC 147 88,42 diese Arbeit
EAHEC (ST3305, GieBen)

bfr TCCGACCTGCGATTAGAACT AGCTCAGTTTCGAGCCAGTC 149 91,97 diese Arbeit
cir TGACGAACGAAGGGGATAAC AAATCATTGTGGCGGAAGAC 124 105,21 diese Arbeit
entA TGATCAAGCGTTCACTCAGG CATTGATCAGCACGTCCAGT 131 89,10 diese Arbeit
entE  TGAGATTGGCTGTCAGTTGC GTCCGGACACATTGGGTAAC 121 90,70 diese Arbeit
entF  TGAAGGCAACTACGCTGAT CACGTTCGGGACTCATACCT 122 95,82 diese Arbeit
eptA  TCCCTAATACCGCATCTTGC ATGATATCCAGCACGCCTTC 124 87,00 diese Arbeit
fecA TGGGGCTGTTCCTGATTAAC CGTTAGCGTACCCAGATCGT 131 88,55 diese Arbeit
fecC  AGGATGTCTGGCAGCTCTTG AGGTTCACTCCCAGCGTATG 121 105,54 diese Arbeit
fepA  TTGTATGGCAACCTCGACAA GCACCACGCCGTTAATATCT 142 90,19 diese Arbeit
fhuF  ATTAGATGTGTCGCCGGAAC GCCTGGCTGATTAACGTTTC 141 100,10 diese Arbeit
ftnA  GTTGAATCTCCGTTTGCTGA CTGATTGGTCATTGCAGCA 120 99,26 diese Arbeit
fyuA  TGACCGATGACTGGAGAGTG CGGGTGCCAAGTTCATAGTT 136 89,00 diese Arbeit
gpsA  AGGGCATGGATGTACAAAGC TCCTCGGTTATTGGCATTTC 121 100,86 diese Arbeit
iucA  GATTTGCAGACGGGTCACTT CTGCCATTTGTGGATGTTTG 142 85,33 diese Arbeit
tonB  TGACATCAAGTACGGCAACG TTTAACCTGCCCTTCAATGC 134 99,79 diese Arbeit

*P=ProduktgroRe; **E=ermittelte Primeramplifikationseffizienz (Pfaffl, 2004)

3.2.9 Nachweis der Beta-Glukosidase-Aktivitat
Der Nachweis der B-Glukosidase-Aktivitat in L. monocytogenes EGD-e nach Zugabe
von Dakapo erfolgte durch Umsetzung des Substrates 4-Nitrophenyl-3-D-
Glukopyranosid, wobei B-Glukosidasen folgende Reaktion katalysieren (Darbouche,
2012; Darbouche et al., 1996):
Glukosid + H,O Slkes9ase. 1y Gjukose + Alkohol

Die Bakterien wurden wie in Kap. 3.2.8 (Transkriptomanalyse) beschrieben mit und
ohne Dakapo (77 uM) angezuchtet. Jeweils 1 ml dieser Kulturen wurde zentrifugiert
(3 Min., 8.000 rpm), der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 ul BHI-
Nahrmedium geldst. 60 mg 4-Nitrophenyl-3-D-Glukopyranosid (Sigma-Aldrich) wurden
in 10 ml 0,1 M Natrium-Phosphatpuffer (pH: 7,0) (Sigma-Aldrich) gelést und diese
Lésung im Verhaltnis 1:5 mit steriler Pepton-Losung (0,1 % Pepton; 0,05 % NaCl)
gemischt. Davon wurden jeweils 500 pl auf die gelésten Bakterienpellets pipettiert und
auf dem Heizblock inkubiert (37 °C, 30 Min.). Nach Abzentrifugation (13.200 rpm,

5 Min.) war die durch Dakapo spezifische, braunliche Farbe eliminiert und die ODyx
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konnte gegen den entsprechenden Leerwert (500 ml BHI+500 pyl Peptonldsung)
gemessen werden. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz mit 2,25 ng/pl B-Glukosidase

(aus Caldocellum saccharolyticum, Sigma-Aldrich).

3.2.10 Umgang mit Hamozyten aus G. mellonella

3.2.10.1 Isolierung der Himozyten

Die Hamolymphe konnte mittels eines ventralen Einstichs mit einer Kanile und
anschlieliendem Ausdriicken der Larven gewonnen werden. Die Hamozyten wurden
kultiviert, so dass die Untersuchung bakterieller Infektionen und Reaktionen des
Immunsystems in vitro moglich wurde. Das zu gewinnende Hamolymphevolumen aus
einer Larve variierte in Abhangigkeit von der Gré3e und dem Zustand der Larven und
betrug ca. 5-20 yl. Das Zytoskelett, der Zellkern der Hamozyten und die infizierten
Bakterien wurden durch Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen sichtbar gemacht. Zur
Vorbereitung eines fir die Hamozyten geeigneten Nahrmediums wurden zu Grace’s
Insect Medium (GIM) (pH-Wert 6,6) (Sigma-Aldrich) Gentamycin Sulfate (Merck KGaA)
und 1 pg/ml N-Phenylthiourea (298 %, Sigma-Aldrich) (zur Verhinderung einer
Melanisierung) hinzugefugt. In Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte wurde jeweils ein
steriles Deckglaschen mit einer spitzen Pinzette gelegt. Mehrere Larven im
fortgeschrittenen Larvenstadium wurden zur Desinfektion ihrer Oberflache und
Vermeidung einer Verunreinigung der Hamolymphe mit destilliertem H,0,
anschlielend mit Ethanol (70 %) in kleinen Petrischalen gewaschen und kurz
getrocknet. Die Larven wurden mit einer Einmal-Kanule angestochen und die
gewonnene Hamolymphe auf hydrophoben Parafilm getropft. Ca. 30 ul Hamolymphe
wurden in die Eppis mit je 1 ml vorbereitetem, vortemperiertem (30 °C) GIM gegeben,
vorsichtig durch Drehen mit der Nahrldsung vermischt und in je ein Well der
Zellkulturplatte pipettiert. Die Hamozyten inkubierten Uber Nacht (oder langer) bei
30 °C.

3.2.10.2 Infektion der Hdmozyten

Fiir die Infektion wurde eine Bakterien-UNK 1:20 verdiinnt, auf eine ODgy von 1,0
eingestellt und die KBE bestimmt (Kap. 3.2.3). In einem Vorversuch wurde in
Mikrotiterplatten getestet, dass N-Phenylthiourea das Wachstum der Bakterien nicht
beeinflusst, verbrauchtes GIM hingegen, in dem die Hamozyten Uber Nacht
angewachsen sind, eine drastische Wachstumshemmung hervorruft. Daher wurden zu
900 pl frischem GIM mit 1 ug/ml N-Phenylthiourea, 100 pl der mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) [NaCl 140 mM/l; Kaliumchlorid 2,7 mM/l; KH,PO, 1,8 mM/I;
Na,HPO,x2 H,0 10 mM/l; pH=7,4] gewaschenen Bakterienkultur hinzugefigt
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(Kap. 3.2.3). Die Uber Nacht kultivierten Hamozyten wurden dreimal mit PBS
gewaschen und je Well mit 1 ml der verdinnten Bakteriensuspension infiziert. Die
Inkubation mit den Bakterien erfolgte bei 37 °C fur vier Stunden. Danach wurden die
Deckglaschen in PBS getaucht und die Hamozyten und Bakterien mit 3,7 %-igem
Formaldehyd (Formaldehyd 16 %, mit PBS verdinnt) auf dem Deckglaschen fir
10 Minuten fixiert. Permeabilisiert wurde nach dreimaligem Waschen in PBS mit Triton
(0,2 %, mit PBS verdinnt) fur 10 Minuten. Danach wurden die Deckglaschen erneut

dreimal mit PBS gewaschen.

3.2.10.3 Fluoreszenzférbung der Hdmozyten

Zum Anfarben des Zytoskeletts wurde der Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 647
phalloidin (300 units, Invitrogen™) verwendet. Die Farbung erfolgte in einer
Feuchtkammer (leere Spitzenbox, befeuchtetes Papier, Parafiim). Je bewachsenem
Deckglaschen wurde 0,5 yl Alexa Fluor® 647 phalloidin in 19,5 ul PBS verdinnt
(0,1 u/Deckglaschen), auf Parafilm pipettiert, das Deckglaschen mit der bewachsenen
Seite nach unten darauf gelegt und lichtgeschitzt inkubiert (37 °C, 60 Min.).
Anschlieend erfolgten erneut drei Reinigungsschritte mit PBS. Auf Objekttragern
wurde je 3 pl ProLong® Gold mit integriertem 4°,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI)-
Fluoreszenz-Farbstoff (ProLong® Gold antifade reagent with DAPI, Invitrogen™)
vorgelegt, die Deckglaschen darauf gelegt und lichtgeschitzt trocknen gelassen.
Endgultig befestigt wurden die Deckglaschen mithilfe einer dinn aufgetragenen

Nagellackschicht. Die Lagerung der Objekttrager erfolgte lichtgeschitzt bei 4 °C.

3.2.11 Fluoreszenzmikroskopie
Die Hamozyten wurden mithilfe des Fluoreszenzmikroskops (Biozero, BZ-8000
Fluorescence Microscope, Keyence Deutschland GmbH) unter Verwendung eines
speziellen, Benzylbenzoat enthaltenden Immersionsdls (Merck KGaA) mikroskopisch
untersucht. Unter Durchlicht und mit den Filtern DAPI-BP (Exitation 360/40, Absorption
460/50, dichroidic wavelength 400 nm) (fur die Bakterien und den Zellkern der
Hamozyten) und TexasRed (Exitation 560/40, Absorption 630/60, dichroidic
wavelength 595 nm) (fir das Zytoskelett der Hamozyten) konnten die Praparate
betrachtet werden. Zur Auswertung der Bilder wurde die Software BZ-Image Analyzer
Image analysis applification BZ-H1AE System version 3.54 angewandt. Eine
aufwendigere Beobachtung ermdglichte das Konfokalmikroskop (Leica TCS SP5, Leica

Microsystems GmbH).
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3.2.12 Untersuchung des viable-but-not-culturable (VBNC)-Zustandes
Zur Untersuchung, ob sich der Bakterienstamm EAHEC (2011) in der Umwelt in einem
viable-but-not-culturable (VBNC)-Zustand befindet, wurde der Stamm EAHEC
(ST3305, Giellen) in FlieRgewasser (FL), Leitungswasser (LW) und
Oberflachenwasser (OW) (Gewasser aus Hessen, Deutschland) Uber einen Zeitraum
von zwei Jahren (720 Tagen) untersucht. Die frisch gewonnenen Gewasser wurden
autoklaviert (20 Min., 121 °C, 2 bar), um das Wachstum anderer Mikroorganismen zu
unterbinden. Jeweils eine UNK von EAHEC (ST3305, GieRen) und E. coli ECO1080
K12 wurden in LB 1:20 verdiunnt und Uber einen Zeitraum von sechs Stunden
anwachsen gelassen. 7 ml von diesen logarithmisch gewachsenen Bakterienkulturen
wurden zweimal mit PBS, wie im Kap. 3.2.3 beschrieben, gewaschen und die KBE
bestimmt. 1 ml dieser Bakterienkulturen wurde jeweils in 49 ml FL, LW und OW
verdinnt und die Ansatze sowohl bei 4 °C als auch bei RT (ca.20 °C) stehen
gelassen. Einmal wochentlich wurden die Wasserproben durch kurzes Schiitteln
gemixt. In gewissen Zeitabstanden (ca. alle 8 Wochen) wurden die KBE, wie in
Kap. 3.2.3 beschrieben, bestimmt und mit dem Tecan-Gerat Wachstumskurven mit und
ohne Zugabe von Dakapo erstellt (Kap. 3.2.6). Im 200 ul Well der Mikrotiterplatten
wurden dabei je 100 ul der sich in Wasser befindenden Bakterien zu 100 ul zweifach-

konzentriertem LB-Flissigndhrmedium pipettiert.

3.2.12.1 Untersuchung der Resistenzstabilitat

Die EAHEC-Kulturen in den verschiedenen Gewassern wurden sowohl auf LB-
Agarplatten als auch auf LB-Agarplatten mit 2 ug/ml Cefotaxim (Fresenius Kabi GmbH)
ausplattiert, um zu testen, ob die Bakterien ohne Selektionsdruck die
Resistenzeigenschaft verlieren. Ebenso wurden einzelne Kolonien gepickt und auf

beiden Agarplatten ausgestrichen.

3.2.12.2 Live-dead-staining

Mit dem Zwei-Farben-Fluoreszenz-Assay LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability
Kit for microscopy and quantitative assays (Invitrogen™), Iasst sich quantitativ die
Uberlebensfahigkeit verschiedenster Bakteriengattungen feststellen. Die Bestimmung
der Lebendzellzahlen erfasst nur die kultivierbaren Bakterien, die sehr sensitiv
gegenuber Kulturbedingungen wie Temperatur, Medium und Inkubationsdauer
reagieren. Es bilden sich nur quantifizierbare Kolonien, wenn sich die Bakterien in einer
ausreichenden Rate teilen. Das LIVE/DEAD® BacLight™ hingegen erméglicht es
durch simultane Anfarbung zwischen noch existenzfahigen und toten Bakterien zu

unterscheiden (Boulos et al.,, 1999). Das Kit besteht aus zwei an Nukleinsaure-


http://de.wikipedia.org/wiki/Bar_(Einheit)
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bindenden Farbemitteln, wobei sich durch Anfarbung und anschlieBendem Auszahlen
der Zustand der Bakterien in einer Bakterienkultur differenzieren lasst. Die beiden
verwendeten Farbstoffe unterscheiden sich aufgrund ihrer Fahigkeit Zellen zu
penetrieren. Der Farbstoff SYTO 9 dye (1,67 mM, in DMSO, Exitation/Emission
Maxima: 480/500 nm) durchdringt grundsatzlich bakterielle Membranen und farbt alle
Bakterien grun. Propidium iodine (20 mM, in DMSO, Exitation/Emission Maxima:
490/635 nm) penetriert nur beschadigte Bakterienmembranen, wobei durch die
Kombination der beiden Farbereagenzien tote Bakterien rot erscheinen (Product
Information, Invitrogen GmbH, Darmstadt 2004; Boulos et a, 1999).

Fir das Live-Dead-Staining wurde die Bakterien-UNK 1:20 verdiinnt, eine ODgyo von
1,0 eingestellt bzw. die Wasseransatze (Kap. 3.2.12) untersucht und zweimal mit NaCl
(0,85 %) gewaschen (Kap. 3.2.3). Experimentell ermittelt hat sich ein
Farbereagenzverhaltnis von 2 yl SYTO 9 dye und 1 ul Propidium iodine fir 250 pl der
gewaschenen Bakteriensuspension als geeignet erwiesen. Nach 15 Minuten
lichtgeschutzter Inkubation bei RT wurden 0,5 ul der angefarbten Bakteriensuspension
auf einen Objekttrager pipettiert und mit einem quadratischen Deckglas (18x18 mm)
bedeckt. Zur Fixierung wurde Nagellack um das Deckglaschen aufgetragen und die

Proben unter dem Fluorenszenzmikroskop betrachtet.

3.2.13 Fluorescence activated cell sorting (FACS)-Analyse
Fur die Untersuchung des antioxidativen Potentials von Anthocyanen wurde
Wasserstoffperoxid (H,0O.) eingesetzt. Uber die Fenton-Reaktion (Kap. 1.2.2) werden
hochreaktive Hydroxylradikale (OH<) erzeugt, die mit dem reactive oxygen species
(ROS)-Indikator-Farbstoff Hydroxyphenylfluorescein (HPF) (Life Technologies GmbH)
im Durchflusszytometer detektiert werden koénnen. Neben der Untersuchung der
Anthocyane wurden die fur E. coli MG1655 (Wt) bakteriziden Antibiotika Ampicillin
(30 pg/ml; Carl Roth GmbH + Co. KG) und Ciprofloxacin (250 ng/ml; Ciprobay®, Bayer
Schering Pharma) eingesetzt. Dazu wurde eine UNK von E. coli MG1655 (Wt) 1:20
verdinnt und H,O, (Endkonzentration: 0,2 %; Otto Fischar GmbH & Co. KG)
zugegeben. In einem weiteren Ansatz wurde die Kombination H,O, (Endkonzentration:
0,2 %) und Dakapo (77 uM) untersucht. Als Vergleichskontrollen diente jeweils ein
Ansatz ohne Behandlung, nur mit Dakapo sowie mit Antibiotika-Behandlung. Nach drei
Stunden lichtgeschitzter Inkubation (37 °C, 180 rpm) und Messung der ODgoo wurde
jeweils 1 ml der Bakterienkulturen abzentrifugiert (3 Min., 8.000 rpm), der Uberstand
abgenommen und das Pellet zweimal mit PBS (Dulbecco, Biochrom AG) gewaschen.
Zur Detektion der *OH-Bildung wurde jeweils eine 1:10-Bakterienverdinnung mit HPF
(Endkonzentration: 10 uM) fur 30 Minuten lichtgeschiitzt bei RT angeféarbt,
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anschlielend abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und in jeweils 1 ml PBS in
Polypropylene Tubes aufgenommen. Die folgenden Einstellungen wurden fir die
Analyse im FACS-Gerat (BD FACSCalibur, BD Bioscience) mit der Software BD
CellQuest gewahlt: E0O1 (FSC), 502 (SSC) und 701 (FL1). Das Gerat wurde mit BD
FACSFlow Sheath Fluid, BD FACS Clean Solution und BD FACSRinse Solution nach

Angaben des Herstellers gespdilt.

3.2.14 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die Wirkung von Dakapo gegenlber L. monocytogenes und E. coli durch Erzeugung
von oxidativem Stress (H,O,) wurde mittels PFGE untersucht. Dazu wurden die UNK
von L. monocytogenes bzw. E. coli ECO1069 MG1655 (Wt) 1:20 verdunnt und H,0O,
(Endkonzentration: 0,3 % bzw. 0,2 %) oder Dakapo (77 uM; 385 uM) zugegeben. In
einem weiteren Versuchsansatz mit E. coli wurde H,O, (0,2 %) mit Dakapo (77 puM)
kombiniert. Unbehandelte Anséatze dienten als Vergleichskontrollen. Nach drei Stunden
30 Minuten (L. monocytogenes) bzw. drei Stunden (E. coli) Inkubation (37 °C, 180 rpm)
(Kap. 3.2.8.1) wurde eine ODgg von 1,35 eingestellt und flr 10 Minuten bei 6.000 rpm
zentrifugiert. Es folgten zwei Waschschritte durch Zentrifugation (jeweils 13.000 rpm,
4 Min.) mit TE-Puffer [10 mM Tris:1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), pH 8].
Fir E. coli (Gram-negativ) wurde das Bakterienpellet in 400 pl TE-Puffer resuspendiert,
Proteinase K (Carl Roth GmbH + Co. KG) (Endkonzentration: 1 mg/ml) und 400 pl
handwarme Pulsfeld-Agarose (1,8 %; Bio-Rad Laboratoires) zugegeben, gemischt und
in sogenannte Plugs (Disposable Plug Molds for the preparation of DNA-imbedded
agarose plugs, Bio-Rad Laboratoires) pipettiert. Die Agarose-Plugs mussten ca.
5 Minuten bei 4 °C ausharten. Bei L. monocytogenes (Gram-positiv) wurde fur die
Zelllyse das Bakterienpellet vor dem Anfertigen der Plugs in 400 yl TE-Puffer fur
60 Minuten, 37 °C, 300 rpm mit Lysozym (Endkonzentration: 2 mg/ml) behandelt. Erst
anschlieliend wurden Poteinase K und Agarose hinzugefiigt und die Plugs gegossen.
Die Plugs wurden in vorbereitete Réhrchen mit 5 ml cell lysis buffer [25 ml 1 M Tris,
50 ml 0,5 M EDTA, 50 ml N-Lauroylsarcosine sodium salt, 375 ml destilliertes H,O] und
Proteinase K (Endkonzentration: 0,1 mg/ml) gegeben und zwei Stunden im Wasserbad
(54 °C, 150 rpm) inkubiert. Die Bléckchen wurden jeweils zweimal mit je 5 ml
erwarmtem (54 °C) destilietem H,O und viermal mit temperietem TE-Puffer
gewaschen und zwischendurch fir jeweils 10 Minuten ins Wasserbad gestellt. Nach
dem letzten Waschgang konnten die Plugs in jeweils 5 ml TE-Puffer bei 4 °C gelagert
werden.

Die Plugs wurden in die Taschen eines Agarosegels (1 %) gegeben ebenso wie ein
Low Range PFG Marker oder Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs
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GmbH). Nach Abdichten der Taschen mit erwarmter Agarose (1,8 %) wurde das Gel in
0,5x TBE-Puffer in Block 1 bei 6 V, 14 °C, Switch 1-25 20 Stunden in der CHEF-DR® II
(clamped homogenous electric field) Apparatur (Bio-Rad) laufen gelassen. Diese
besteht aus der Elektrophoresekammer, einer Pumpe, die den Pufferkreislauf
aufrechterhalt, einer Kuhl- und einer Kontrolleinheit zur Steuerung der Elektroden. Die
24 Elektroden sind hexagonal um das Gel angeordnet und das elektrische Feld wird
durch ein Kontrollgerat zwischen zwei einander gegenlberliegenden Elektroden
angelegt. Die Richtung der elektrischen Feldvektoren ist jeweils +60° bzw. -60°
gegenuber der Richtung der vertikalen Achse des Gels verschoben. Im
Ethidiumbromidfarbebad (Endkonzentration: 1 mg/ml) wurde das Gel 15 Minuten
gefarbt und 10 Minuten im Wasserbad entfarbt. Die Auswertung erfolgte mit dem
Programm Gel Doc XR, Quantity one 4.6.3 auf einem Geldokumentationsystem der

Firma Bio-Rad Laboratoires.

3.2.15 Statistische Auswertung

Die Ermittlung der ODgo-Messwerte zur Erstellung der Wachstumskurven erfolgte mit
dem Programm Magellan™-Data Analysis Software (Tecan Group Ltd.). Dabei wurde
von den Messwerten eines jeden Messzeitpunktes das arithmetische Mittel gebildet
und der gemittelte Leerwert (ohne Bakterien) von den Messwerten in den Wells mit
Bakterien subtrahiert. Mit SigmaPlot 11.0 (Systat Software GmbH) wurden die
konzentrationsabhangigen Dosis-Wirkungs-Beziehungen ausgewertet. Die Effekte der
Anthocyane bzw. AMP wurden durch Vergleich der Uber einen Zeitraum von
24 Stunden gemessenen ODgg-Werte mit denen der Kontroll-Wachstumskurven ohne
AMP- bzw. Anthocyan-Supplementation bei einer festgelegten Referenzkonzentration
von 66 uM Dakapo (bzw. 20 uM Accent, 22 uM Heidelbeere, 108 uM Holunder) nach
dem Schema in Tab. 9 ermittelt. Die Berechnungen der Referenzkonzentrationen
basierten auf dem Anthocyan, das in der hochsten Menge in dem jeweiligen Extrakt
vorlag (Tab. 4; Kap. 3.2.4).

Tab. 9: Einteilung der Determinanten zum Vergleich des Bakterienwachstums

Abweichung der Versuchs- von
der Kontrollwachstumskurve
Symbol (in OD-Einheiten) Interpretation
0 -0,1 bis 0,1 kein Effekt
- -0,1 bis -0,25 schwache Wachstumsinhibition
- - -0,25 bis -0,5 mittlere Wachstumsinhibition
<-0,5 starke Wachstumsinhibition
+ +0,1 bis +0,25 schwache Wachstumsinduktion
+ + +0,25 bis +0,5 mittlere Wachstumsinduktion
++ + > +0,5 starke Wachstumsinduktion
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Die in vivo-Experimente wurden in Microsoft Excel 2010 (Microsoft Deutschland
GmbH) eingetragen und nach Berechnung von Mittelwerten, Standardabweichung und
Anwendung des student’s t-tests (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005) graphisch dargestellt.
Alle Experimente wurden in Dupli- oder Triplikaten und jeweils zwei oder drei
biologisch unabhangige Versuche durchgeflhrt, wobei bei den Wachstumskurven
jeweils ein Experiment exemplarisch dargestellt wird. Bei den Infektionsversuchen ist
die verwendete Larvenanzahl (n = 10 oder 20 Larven) pro Behandlungsgruppe jeweils
beim Experiment angegeben. CLC Genomics Workbench 5.1 diente zur
Transkriptomdatenauswertung ebenso wie die Datenbanken KEGG (Kanehisa & Goto,
2000), KEGG mapper (Billion, unveroffentlichte Software), GECO (Kuenne et al.,
2007), MetaCyc (Caspi et al., 2012), EcoCyc (Keseler et al., 2011) und STRING 9.0.
(Szklarczyk et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanehisa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10592173
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4 Ergebnisse

Zunachst werden die Wirkungen der Anthocyane und der antimikrobiellen Peptide
(AMP) in vitro dargestellt, anschlieliend die Ergebnisse in Galleria mellonella. Diesen in
vivo-Versuchen schlief3en sich die Transkriptomanalysen mit L. monocytogenes EGD-e
Wildtyp (Wt) und dem enteroaggregativen-hamorrhagischen E. coli (EAHEC) (ST3305,
Gielken) nach Dakapo-Behandlung und darauf basierende, weiterflihrende

Experimente an.

4.1 In vitro-Versuche mit potenziell antimikrobiellen Substanzen

4.1.1 Einfluss Anthocyan-haltiger Beerenextrakte auf das Wachstum von

Bakterien

4.1.1.1 Screening der Beerenextrakte
Die Auswirkungen von Anthocyan-haltigen Beerenextrakten und eines Holunderbeer-
Liquids auf das Wachstum der in Tab. 10 aufgefihrten Bakterien wurden untersucht.
Die Testung der Substanzen an zahlreichen Bakterienspezies erfolgte im Rahmen
eines BMBF-geforderten Projektes in der Doktorarbeit von Nora Wirdemann
(personliche Mitteilung, 2012).
In der vorliegenden Dissertation wird der wachstumsinduzierende (E. coli; Abb. 11A)
bzw. wachstumsinhibierende (L. monocytogenes; Abb. 11B) Effekt des Anthocyan-
haltigen Traubenextraktes Dakapo gezeigt. Die ebenso getesteten Anthocyan-reichen
Extrakte Accent, Heidelbeere und Holunder hatten vergleichbare Wirkungen wie
Dakapo (Tab. 10). Auf der Abszisse ist die Zeit, auf der Ordinate die gemessene
optische Dichte (ODgqo) aufgetragen.
Die Effekte der Anthocyan-haltigen Zugaben sind in Tab. 10 dargestellt. Sie wurden
durch Vergleich der Gber einen Zeitraum von 24 Stunden gemessenen ODgyo-Werte mit
denen der Kontroll-Wachstumskurven ohne Anthocyan-Supplementation nach dem
Schema in Tab. 9 ermittelt. Grundlage war der jeweilige Zeitpunkt der starksten
Veranderung. Durch Anthocyan-haltige Extrakte war eine Wachstumsinduktion u.a. bei
Vertretern der Enterobacteriaceae zu verzeichnen, wahrend Enterokokken und

L. monocytogenes schlechter wuchsen (Tab. 10).
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Abb. 11: In vitro-Effekt von Dakapo auf EAHEC und L. monocytogenes

Eine Ubernachtkultur (UNK) von EAHEC (ST3305, GieRen) bzw. L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den
Wells der Mikrotiterplatte mit Nahrmedium (Tab. 3) verdiinnt. Nach Zugabe verschiedener Konzentrationen des
Traubenextraktes Dakapo (Stocklésung: 660 uM) erfolgte die Messung der ODgyp alle 20 Min. im
Mikrotiterplattenlesegerat. Dakapo hatte einen konzentrationsabhangig wachstumsinduzierenden Effekt auf EAHEC (A)
und einen -inhibierenden auf L. monocytogenes (B).

Tab. 10: Bakterienwachstum verschiedener Spezies nach Inkubation mit Anthocyan-haltigen Substanzen

Bakterienstamm Phénotyp Herkunft Accent Dakapo Heidelbeere Holunder
EAHEC (2001) Wt 41 (0104:H4) ++ ++ ++ ++
EAHEC (2011) Wt, ESBL ST3305 (Gielen) ++ ++ ++ ++
EAHEC (2011) Wt, ESBL S102644 (Frankfurt) ++ ++ + ++
EAHEC (2011) Wt, ESBL E3503 (Lubeck) ++ ++ ++ ++
EAHEC (2011) Wt, ESBL ST3431 Marburg) ++ ++ ++ ++
EHEC Wt EDL933 1051 ++ ++ + + + +
Enterococcus faecalis WHt, probiotisch DSM 16431 -- -- -- --
Enterococcus faecalis Wt, VRE V583 ENT1002 -- -- -- -
Escherichia coli Wt ECO1080 K12 ++ +++ ++ ++
Escherichia coli Wt EC01069 MG1655 ++ +++ ++ ++
Escherichia coli Wt, ESBL CTX-M-15414 ++ + 4+ ++ ++ +
Escherichia coli Wt, ESBL CTX-M-15672 ++ +++ +++ +++
Klebsiella pneumoniae Wt, ESBL MS39 ++ + +++ ++ + ++ +
Listeria monocytogenes | Wt EGD-e LMO1052 - -- - -
Staphylococcus aureus Wt, MRSA EDCC 5398 T625930 ++ + +++ ++ ++

Eine Bakterien-UNK wurde 1:20 in den Wells einer Mikrotiterplatte mit geeignetem Nahrmedium verdiinnt (Tab. 3).
Nach Zugabe der jeweiligen Anthocyan-reichen Substanz erfolgte die Messung der ODggo alle 20 Min. Uber einen
Zeitraum von 24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat. Angegeben ist das Ausmal der Wachstumsinhibition (schwach: - ;
mittel: - - ; stark: - - -) oder -induktion (schwach: +; mittel: + +; stark: + + + ) (EinteilungTab. 9) bei einer spezifisch fiir
das jeweilige Extrakt festgelegten Referenzkonzentration (Kap. 3.2.4). Die Anthocyan-reichen Extrakte hatten eine
eindeutig inhibitorische Wirkung auf Enterokokken und L. monocytogenes, wéahrend sie bei Vertretern der
Enterobacteriaceae wie z.B. E. coli einen wachstumsférdernden Effekt zeigten.

4.1.1.2 Dosis-Wirkungs-Effekte

Die induzierenden (E. coli, Klebsiella, S. aureus) bzw. inhibierenden (E. faecalis,
L. monocytogenes) Wirkungen von Dakapo wurden anhand der folgenden Dosis-
Wirkungs-Beziehungen deutlich, wobei in den Darstellungen auf der Abszisse die

Konzentration und auf der Ordinate die gemessene ODgyq aufgetragen sind (Abb. 12).
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Abb. 12: Dosis-Wirkungs-Effekt von Dakapo auf das Wachstum von verschiedenen Bakterien

Eine Bakterien-UNK wurde 1:20 in den Wells einer Mikrotiterplatte mit geeignetem Nahrmedium verdiinnt (Tab. 3).
Nach Zugabe verschiedener Konzentrationen Dakapo (Stocklésung: 660 uM) erfolgte die Messung der ODgg alle
20 Min. Uber einen Zeitraum von 24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat. Die Graphen zeigen die gemessene ODggo zum
angegeben Zeitpunkt. Die Erlauterung der Symbole befindet sich in Tab. 9. Der angegebene Korrelationskoeffizient (r)
kann theoretisch Werte zwischen —1,00 und +1,00 annehmen, wobei bei einem Wert von +1,00 (wie bei A) (bzw. —1,00)
ein vollstéandig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den Merkmalen Konzentration und ODggo
besteht. Die konzentrationsabhangig wachstumsinduzierenden (E. coli, K. pneumoniae, S. aureus) (A-D) bzw.
-inhibierenden (E. faecalis, L. monocytogenes) (E,F) Effekte des Traubenextraktes wurden deutlich.
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4.1.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahlen
Zur Verifizierung der Wachstumskurven und zum Test des Effektes hdherer Dakapo-
Konzentrationen wurden die koloniebildenden Einheiten (KBE) ermittelt. Dazu wurde in
bestimmten Zeitabstdénden aus Rdéhrchen (Abb. 13B), in denen die Bakterien mit und
ohne Dakapo (3 mM) kultiviert wurden, ein Aliquot entnommen und ausplattiert. Die
wachstumsinduzierende Wirkung von Dakapo auf EAHEC (Abb. 13A) und der
-inhibierende Effekt auf L. monocytogenes EGD-e (Wt) (Abb. 13C) bestatigten sich.
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Abb. 13: Ermittlung der KBE von EAHEC und L. monocytogenes nach Inkubation mit Dakapo

Inkubation von EAHEC (ST3305, Gielen) Uber einen Zeitraum von 8 Std. (37 °C, 180 rpm) in Reagenzglasern (B) bzw.
von L. monocytogenes EGD-e (Wt) in je 1 ml Nahrmedium (Tab. 3) mit und ohne Dakapo (Endkonzentration: 3 mM).
Die KBE wurden alle 2 Std. nach Verdiinnungsreihe mit NaCl durch Ausplattieren auf je drei Agarplatten (Tab. 3) und
Inkubation der Agarplatten tiber Nacht bei 37 °C bestimmt. Dakapo induzierte das Wachstum von EAHEC signifikant
(A), wahrend das Wachstum von L. monocytogenes signifikant inhibiert wurde (C) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005).

4.1.2 Einfluss von AMP auf das Wachstum verschiedener Bakterien
4.1.2.1 Screening der Peptide
Auf der Suche nach neuen Antiinfektiva wurde im Hochdurchsatzverfahren im
Mikrotiterplattenlesegerat  ein  Screening  potenzieller  AMP  durchgeflihrt
(Testkonzentration: 1 mg/ml). Exemplarisch fir die inhibitorische Wirkung des AMPs

Apidaecin 1A von Apis mellifera gegenitber Gram-negativen Bakterien wird die
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Wachstumskurve von EAHEC gezeigt (Abb. 14). Auf das Wachstum von Gram-
positiven Spezies wie S. aureus, E. faecalis und L. monocytogenes (Wt) hatte
Apidaecin 1A (1 mg/ml) keinen Effekt (Tab. 11).
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Abb. 14: Wachstum von EAHEC nach Zugabe von Apidaecin la

Eine UNK von EAHEC (ST3305, GieRen) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit LB-N&ahrmedium verdiinnt.
Nach Zugabe von Apidaecin 1A von Apis mellifera (Endkonzentration: 1 mg/ml) erfolgte die Messung der ODg alle
20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Apidaecin 1A hatte einen bakteriziden Effekt auf EAHEC.

In Tab. 11 sind die Wirkungen verschiedener Insekten-AMP gegeniber Gram-
negativen und -positiven Bakterien dargestellt. Dabei wurden die Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden gemessenen ODgy-Werte mit denen der Kontroll-Wachstumskurven
ohne AMP-Zugabe verglichen. Die Bewertung der Wachstumsinhibition erfolgte zum
jeweiligen Zeitpunkt der starksten Inhibition beim Testen einer AMP-Konzentration von
1 mg/ml anhand der Konventionen inTab. 9. Bei wirksamen AMP wurden weitere AMP-
Konzentrationen untersucht und eine minimale Hemmkonzentration (MHK) angegeben,
wenn Uber einen Zeitraum von 24 Stunden kein Wachstum festzustellen war. Dabei
zeigte sich bei einigen AMP ein inhibitorischer Effekt gegenuber Gram-negativen
Spezies. Allerdings hatten die Substanzen keine nennenswerten Wirkungen auf Gram-
positive Vertreter mit Ausnahme von Defensin Tca1 aus Tribolium castaneum. Dieses
Cys-reiche AMP mit korrekt verknUpften Disulfidbricken wirkte wachstumshemmend
gegenuber L. monocytogenes, Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA)
und E. coli. Drei weitere getestete Defensine von T. castaneum mit willkirlich
verknlpften Schwefel-Briicken (TcalrandomSS, Tca2ZrandomSS, Tca3randomSS)

zeigten jedoch eine geringere bis keine antibakterielle Wirkung (Tab. 11).



4 Ergebnisse 55

Tab. 11: Bakterienwachstum verschiedener Spezies nach Inkubation mit AMP von Insekten

E. coli EAHEC K. pneu- S. aureus E. L. mono- L. mono-
. EDCC .
Peptid Organismus CTX-M- (S_T3305, monia 5308 faecalis cytogenes cytogenes
15414 GieRen) MS39 T625930 V583 EGD-e EGD-e
(ESBL) (ESBL) (ESBL) (MRSA) (VRE) (Wt) AsodA
Abaecin Bombus n.b. 0 0 0 0 0 n.b.
pascuorum
Alo3 Acrocinus 0 n.b. 0 0 0 0 0
longimanus
Apidaecin Bombus --- --- --- 0 0 0 --
pascuorum (1 mg/ml)
Apidaecin 1A | Apis mellifera --- --- --- 0 0 0 -
(0,5 mg/ml) (1 mg/ml)
Cecropin A Aedes aegypti --- --- --- 0 0 0 -
(1 mg/ml) (0,5 mg/ml)
Cecropin A Hyalophora --- --- --- - 0 0 -
cecropia (1 mg/ml) (1 mg/ml)
Cecropin-D- Galleria - n.b. 0 0 0 0 n.b.
like-peptide mellonella
Ceratotoxin Ceratitis --- --- --- 0 0 0 .-
capitata
Defensin Aeshna cyanea 0 n.b. 0 - 0 0 0
Defensin Tribolium -- n.b. 0 --- 0 --- ---
Tcat castaneum (0,1mg/ml) (0,2 mg/ml) (0,1 mg/ml)
Tcatrandom Tribolium 0 n.b. 0 0 0 0 0
SS castaneum
Tca2random Tribolium - n.b. - 0 0 0 0
castaneum
Tca3random Tribolium 0 n.b. 0 0 0 0 0
SS castaneum
Drosocin Drosophila 0 --- 0 0 0 0 -
melanogaster
Drosomycin Drosophila 0 n.b. 0 0 0 0 0
melanogaster
Formaecin-1 Myrmecia 0 n.b. 0 0 0 0 n.b.
gulosa
Gallerimycin Galleria 0 n.b. 0 0 0 0 0
mellonella
Heliomicin Heliothis 0 n.b. 0 0 0 0 0
virescens
Lebocin-1 Bombyx mori n.b. 0 0 0 0 0 n.b.
Metalnikowin Palomena --- --- 0 0 0 0 -
-1 prasina
Metalnikowin Palomena --- --- - 0 0 0 -
-2A prasina
Metchniko- Drosophila n.b. 0 0 0 0 0 n.b.
win-1 melanogaster
Metchniko- Drosophila n.b. 0 0 0 0 0 n.b.
win-2 melanogaster
Pyrrhocoricin | Pyrrhocoris -- -- 0 0 0 0 -
apterus
Sapecin Sarcophaga 0 n.b. - - 0 0 0
peregrina
Sarcotoxin Sarcophaga --- --- --- - 0 0 -
1A peregrina
Spinigerin Pseudacantho- n.b. - 0 -- 0 0 n.b.
termes spiniger
Stomoxyn Stomoxys --- --- ... 0 0 0 --
calcitrans (0,5 mg/ml) (1 mg/ml) (0,1 mg/ml)
Termicin Pseudacantho- 0 n.b. 0 0 0 0 0
termes spiniger

Eine Bakterien-UNK wurde 1:20 in den Wells einer Mikrotiterplatte mit Nahrmedium verdiinnt (Tab. 3). Nach Zugabe
des jeweiligen AMPs (Endkonzentration: 1 mg/ml; bei effizienten AMP wurden ebenso geringere Konzentrationen
untersucht) erfolgte die Messung der ODgq alle 20 Min. liber einen Zeitraum von 24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat.
Angegeben ist sofern ermittelbar die MHK in mg/ml oder das Ausmalf der Wachstumsinhibition (schwach: - ; mittel: - - ;
stark: - - - ) (EinteilungTab. 9). Die meisten getesteten AMP hatten allerdings keinen wachstumshemmenden Effekt auf
die Bakterien (angezeigt mit dem Zeichen 0) (n.b. = nicht bestimmt).
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Zur Ergrindung moglicher Wirkmechanismen der AMP wurden die Substanzen an
Mutanten von L. monocytogenes getestet. Die AoppA-Mutante (AImo2196), bei der das
deletierte Gen fir einen in den Oligopeptidtransport involvierten 62-KDa ABC
(Adenosintriphosphat (ATP)-binding cassette)-Transporter (558 AS) auf der aufleren
Seite der Zytoplasmamembran kodiert (Oligopeptide transport system substrate-
binding protein) (Borezee et al., 2000), zeigte sich weniger sensibel gegenuber
Defensin Tcat als der Wt (Abb. 15). Die AsodA-Mutante (AImo1439) hingegen war
empfindlicher gegenulber einigen der AMP, insbesondere gegeniber Ceratotoxin
(Tab. 11).
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Abb. 15: Effizienz von Defensin Tca1 gegeniiber L. monocytogenes AoppA und Wt

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw. der AoppA (AImo2196)-Mutante wurde 1:20 in den Wells einer
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdlinnt. Nach Zugabe des Defensins Tca? (Endkonzentration: 100 pg/ml)
erfolgte die Messung der ODgg alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Die AoppA-Mutante zeigte sich resistenter
gegenuber Defensin Tca1 als der Wt.

4.1.2.2 Dosis-Wirkungs-Effekte

Nach Identifizierung effizienter  AMP wurden konzentrationsabhangige
Wirkungsunterschiede ermittelt. Dabei zeigte sich einerseits eine lineare Beziehung
zwischen Dosis und Wirkung (Cecropin A und Stomoxyn) (Abb. 16A,B; Abb. 17A,B).
Allerdings kam es in einigen Fallen erst ab einer bestimmten AMP-Konzentration zu
einer Art ,Quantensprungereignis“ (Q) bei E. coli mit Ceratotoxin und Metalnikowinen
(Abb. 16C,D; Anhang A4); bei K. pneumoniae mit Ceratotoxin und Sarcotoxin 1A
(Abb. 17C,D). Defensin Tca1 war das einzige AMP, dass gegen die Gram-positiven
Bakterien MRSA und L. monocytogenes in relativ niedrigen Konzentrationen
(100 pg/ml bzw. 200 pg/ml) wirksam war (Abb. 18). In den folgenden Grafiken
(Abb. 16; Abb. 17; Abb. 18; Anhang A4,A5) sind auf der Abszisse jeweils die AMP-
Konzentrationen (logarithmische Skalierung), auf der Ordinate die Zeit bis zum
Erreichen einer ODggo von 0,4 aufgetragen, die allerdings bei sehr wirksamen AMP wie
Stomoxyn (Abb. 17B) oder Defensin Tcal (Abb. 18A) nur bei geringen AMP-
Konzentrationen erreicht werden konnte, da bei héheren Konzentrationen (>100 ug/ml)

kein Bakterienwachstum mehr moglich war.
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A) Wirkung von Cecropin A (Hyalophora cecropia) B) Wirkung von Stomoxyn (Stomoxys calcitrans)
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Abb. 16: Dosis-Wirkungs-Effekte von AMP auf E. coli (ESBL)

Eine UNK von E. coli CTX-M-15414 (ESBL) wurde 1:20 in den Wells einer Mikrotiterplatte mit LB-N&hrmedium
verdinnt. Nach Zugabe verschiedener Konzentrationen (25; 50; 100; 200; 500; 1000 pg/ml) des jeweiligen AMPs
(Stocklosung: 10 mg/ml) erfolgte die Messung der ODgy alle 20 Min. Uber einen Zeitraum von 24 Std. im
Mikrotiterplattenlesegerat. Die Graphen zeigen die Zeit bis zum Erreichen einer ODgy von 0,4. Der angegebene
Korrelationskoeffizient (r) kann theoretisch Werte zwischen -1,00 und +1,00 annehmen, wobei bei einem Wert von
+1,00 (bzw. -1,00) ein vollstdndig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den Merkmalen
Konzentration und ODgy besteht. Cecropin A (A) und Stomoxyn (B) hatten einen dosisabhangigen Hemmeffekt,
wahrend Ceratotoxin (C) und Metalnikowin-1 (D) erst ab einer Konzentration von 500 ug/ml wirksam waren

(,Quantensprungereignis®, 0).
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A) Wirkung von Cecropin A (Hyalophora cecropia) B) Wirkung von Stomoxyn (Stomoxys calcitrans)
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Abb. 17: Dosis-Wirkungs-Effekte von AMP auf K. pneumoniae (ESBL)

Eine UNK von K. pneumoniae MS39 (ESBL) wurde 1:20 in den Wells einer Mikrotiterplatte mit LB-Nahrmedium
verdiinnt. Nach Zugabe verschiedener Konzentrationen (25; 50; 100; 200; 500; 1000 pg/ml) des jeweiligen AMPs
(Stocklésung: 10 mg/ml) erfolgte die Messung der ODgy alle 20 Min. Uber einen Zeitraum von 24 Std. im
Mikrotiterplattenlesegerat. Die Graphen zeigen die Zeit bis zum Erreichen einer ODgy von 0,4. Der angegebene
Korrelationskoeffizient (r) kann theoretisch Werte zwischen -1,00 und +1,00 annehmen, wobei bei einem Wert von
+1,00 (bzw. -1,00) ein vollstdndig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den Merkmalen
Konzentration und Zeit bis zum Erreichen einer ODgo von 0,4 besteht. Cecropin A (A) und Stomoxyn (B) zeigten einen
dosisabhangigen Hemmeffekt, wahrend Ceratotoxin erst ab einer Konzentration von 1 mg/ml (C) bzw. Sarcotoxin 1A ab
500 pg/ml effizient waren (D) (,Quantensprungereignis®, 0).

A) Wirkung von Defesin Tca1 gegen MRSA B) Wirkung von Defesin Tca1 gegen L. monocytogenes
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Abb. 18: Dosis-Wirkungs-Effekte von Defensin Tca1 von T. castaneum auf MRSA und L. monocytogenes (Wt)
Eine UNK von MRSA EDCC 5398 T625930 oder L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells einer
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdiinnt. Nach Zugabe verschiedener Konzentrationen (25; 50; 100; 200; 500;
1000 pg/ml) des Defensins Tca1 (Stocklésung: 10 mg/ml) erfolgte die Messung der ODggo alle 20 Min. Uber einen
Zeitraum von 24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat. Die Graphen zeigen die Zeit bis zum Erreichen einer ODggo von 0,4.
Der angegebene Korrelationskoeffizient (r) kann theoretisch Werte zwischen -1,00 und +1,00 annehmen, wobei bei
einem Wert von +1,00 (bzw. —1,00) ein vollstandig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den
Merkmalen Konzentration und Zeit bis zum Erreichen einer ODgo von 0,4 besteht. Defensin Tca1 hatte gegen MRSA in
einer Konzentration von 50 pg/ml (A) (bakterizide Konzentration: 100 yg/ml, Tab. 11); gegen L. monocytogenes EGD-e
(Wt) von 200 pg/ml (B) einen nennenswerten Hemmeffekt.
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4.2 In vivo-Versuche mit potenziell antimikrobiellen Substanzen
421 G. mellonella als alternatives Infektionsmodel zur Untersuchung von
Pathogenitat bei Bakterien
Fir jede getestete Bakterienspezies wurden Dosis-Wirkungs-Versuche in G. mellonella
durchgeflihrt, um eine geeignete Infektionsdosis festzulegen, wie hier exemplarisch fur
L. monocytogenes EGD-e (Wt) gezeigt (Abb. 19).
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Abb. 19: Dosis-Wirkungs-Effekte nach Infektion von G. mellonella mit L. monocytogenes (Wt)
Uberlebensrate von G. mellonella nach Infektion mit verschiedenen Bakteriendosen von L. monocytogenes EGD-e (Wt)
(n=10).

Es zeigten sich jedoch nicht nur Unterschiede zwischen verschiedenen
Bakterienspezies, sondern ebenso zwischen Stammen derselben Spezies wie z.B. bei
E. coli. Nach einer Infektion mit EAHEC (ST3305, Gielden) (2011) Uberlebten bei einer
Infektionsdosis von 10° KBE/Larve drei Tage nach Infektion 45 % der Larven
(Abb. 20B), wahrend bei einem anderen Isolat eines Extended-Spektrum-3-
Laktamasen (ESBL)-produzierenden E. coli CTX-M-15414 aus Agypten (dieser Stamm
wurde fir die AMP-Testungen in Tab. 11, Abb. 16, Anhang A4 und Abb. 23 verwendet)
bereits mit einer Infektionsdosis von 4*10* KBE/Larve iiber die Hélfte der Larven tot
waren (Abb. 20A). Getestet wurde der Einfluss des Shiga-Toxins (STX) in vivo. Es
zeigte sich eine signifikant (***p<0,005) héhere Uberlebensrate der Larven nach
Infektion mit der nicht-STX-produzierenden Mutante des Stammes EHEC EDL933 im
Vergleich zum STX-produzierenden Wt. Nach Injektion des nicht-pathogenen Stammes
E. coli ECO1080 K12 Uberlebten alle Larven (Abb. 20C). G. mellonella eignet sich
ebenso als Modell zur Testung von antimikrobiellen Substanzen, denn z.B. war das

Antibiotikum Meropenem in den Larven gegen EAHEC wirksam (Abb. 20D).
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A) E. coli CTX-M-15414 (ESBL) B) EAHEC (ST3305, GieRen) (ESBL)
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C) E. coli K12; EHEC EDL933 (STX-); EHEC EDL933 (Wt) D) EAHEC (ST3305, GieRen) mit Meropenem
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Abb. 20: Dosis-Wirkungs-Effekte nach Infektion von G. mellonella mit E. coli Stammen; Schutzeffekt durch
Meropenem gegeniiber EAHEC

Beobachtung der Uberlebensrate von G. mellonella nach Infektion mit verschiedenen Stammen von E. coli. Die Stdmme
sind unterschiedlich pathogen: E. coli CTX-M-15414 (ESBL) (A) > EHEC EDL933 (Wt) (C) > EAHEC (ST3305, Gielen)
(B) > EHEC EDL933 (STX-) (C) > E. coli ECO1080 K12 (C). Das G. mellonella-Infektionsmodell ist geeignet um die
Effizienz von antimikrobiellen Substanzen zu testen. Meropenem schitzte die Larven nach Infektion mit EAHEC (D)
(*p<0,05; ***p<0,005) (n=10).

4.2.2 Infektionsversuche in G. mellonella mit Anthocyan-haltigen
Beerenextrakten
Die in vitro ermittelten Effekte der Anthocyane konnten in vivo in den Larven verifiziert
werden. Dakapo induzierte das Wachstum von multiresistenten (ESBL) E. coli CTX-M-
15414 (Abb. 21A), EAHEC (ST3305, GieRen) (2011) (Abb. 21B), K. pneumoniae MS39
(Abb. 21D) und nicht-STX-produzierendem EHEC EDL933 (Abb. 21C), wodurch mehr
Larven nach Zugabe des Extraktes starben. Der hemmende Effekt von Dakapo auf den
Vancomycin-resistenten E. faecalis V583 (Abb. 22A) und L. monocytogenes EGD-e
(Wt) (Abb. 22B) resultierte in einer signifikant hoéheren Uberlebensrate der

Larven, wenn Bakterien und Dakapo (153 ug/Larve) injiziert wurden.
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A) E. coli CTX-M-15414 (ESBL) B) E. coli K12; EAHEC (ST3305, GieRen) (EBSL)
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Abb. 21: In vivo-Wachstumsinduktion pathogener Bakterien durch Dakapo

Das Traubenextrakt Dakapo (Dakapo-Stocklésung: 6 mM) wurde kurz vor der Injektion mit den Bakterien
zusammengefiihrt und in die Larven gespritzt. Durch die Dakapo-Behandlung (153 pg Dakapo/Larve) in Kombination
mit Bakterien starben signifikant mehr Larven als bei der nur mit Bakterien infizierten Gruppe (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,005), da das Traubenextrakt das Bakterienwachstum férderte (A-D). In der Dakapo-Kontrollgruppe (153 pg
Dakapol/Larve) (A,D) bzw. der mit E. coli ECO1080 K12 infizierten Gruppe (B,C) uberlebten alle Larven (n=20).
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Abb. 22: In vivo-Schutzeffekt gegeniiber pathogenen Bakterien durch Dakapo

Das Traubenextrakt Dakapo (Dakapo-Stocklésung: 6 mM) wurde kurz vor der Injektion mit den Bakterien
zusammengefiihrt und in die Larven gespritzt. Durch die Dakapo-Behandlung (153 ug Dakapo/Larve) in Kombination
mit Bakterien Uberlebten signifikant mehr Larven als bei der nur mit Bakterien infizierten Gruppe (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,005). Das Traubenextrakt hatte einen Schutzeffekt gegeniber E. faecalis V583 (VRE) (A) und L. monocytogenes
EGD-e (Wt) (B). In der Dakapo-Kontrollgruppe (153 ug Dakapo/Larve) Uberlebten alle Larven (n=20).

o



4 Ergebnisse 62

4.2.3 Infektionsversuche in G. mellonella mit wirksamen AMP

Die in vitro wirksamen AMP wurden im Insektenmodell in einer wirksamen
Konzentration bezogen auf das Larvengewicht getestet. Alle Larven Uberlebten nach
funf Tagen, wenn Bakterien und jeweils eines der AMP in der angegebenen Menge in
die Larven injiziert wurden (Kontrollgruppe Injektion von 1 % DMSO bzw. DMF). Dabei
hatten insbesondere Stomoxyn (75 pg/Larve) gegen ESBL-produzierende E. coli CTX-
M-15414 und K. pneumoniae MS39 (Abb. 23; Abb. 25) sowie Defensin Tcal gegen
MRSA EDCC 5398 T625930 (15 ug/Larve) und L. monocytogenes EGD-e (Wht)
(75 pg/Larve) auch in geringen Konzentrationen einen Schutzeffekt (Abb. 26).
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Abb. 23: In vivo-Schutzeffekt verschiedener AMP gegeniiber E. coli (ESBL)

Jeweils eines der AMP wurde kurz vor der Injektion mit E. coli CTX-M-15414 (ESBL) vermischt und in die Larven
gespritzt. Durch das AMP uberlebten signifikant (***p<0,005) mehr Larven im Vergleich zur Infektion mit Bakterien ohne
AMP (n=10).

Abb. 24 zeigt die Wirksamkeit von Pyrrhocoricin bei Infektion mit E. coli (ESBL).
Unbehandelt starben die infizierten Larven nach Melanisierung (Abb. 24A), wahrend
sich die AMP-behandelten Larven normal entwickelten und am Tag 5 das
Puppenstadium erreichten (Abb. 24B).

A) Infizierte Larven (Melanisierung). B) Infizierte Larven+AMP-Behandlung.

Abb. 24: Schutzeffekt von Pyrrhocoricin in G. mellonella gegeniiber einer Infektion mit E. coli (ESBL)
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Abb. 25: In vivo-Schutzeffekt verschiedener AMP gegeniiber K. pneumoniae (ESBL)

Jeweils eines der AMP wurde kurz vor der Injektion mit K. pneumoniae MS39 (ESBL) zusammengefiihrt und in die
Larven gespritzt. Durch das AMP uberlebten signifikant (**p<0,01; **p<0,005) mehr Larven im Vergleich zu mit
Bakterien infizierten Larven (n=10).
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Abb. 26: In vivo-Schutzeffekt von Defensin Tca1 gegeniiber Gram-positiven Bakterien

Defensin Tca1 wurde kurz vor der Injektion mit L. monocytogenes EGD-e (Wt) (A) bzw. MRSA EDCC 5398 1625930
(B) zusammengefiihrt und in die Larven gespritzt. Durch das AMP Uuberlebten signifikant (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,005) mehr Larven im Vergleich zu den mit Bakterien infizierten Larven (n=10).

4.3 Transkriptomanalyse mittels NGS
4.3.1 Einfluss von Dakapo auf das Wachstum von L. monocytogenes

Es stellte sich die Frage nach dem Mechanismus, der der Wachstumshemmung durch
das Traubenextrakt Dakapo in L. monocytogenes EGD-e (Wt) zugrunde liegt. Dies
wurde mittels einer Transkriptomanalyse untersucht. Dazu wurden die Bakterien bei
37 °C uber einen Zeitraum von drei Stunden 30 Minuten im Kolben in BHI (brain heart
infusion)-Flussignahrmedium (10 ml) mit und ohne Dakapo (77 uM) kultiviert und die
ODgoo gemessen (ohne Dakapo: ODgy 2,69; mit Dakapo: ODgyy 1,96). Es zeigte sich
eine braunliche Verfarbung des Nahrmediums, das zuvor durch Dakapo blau gefarbt
war (Abb. 27).
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Abb. 27: L. monocytogenes (Wt) nach Kultivierung mit Dakapo, drei Stunden 30 Minuten, 37 °C

Kultur im 100 ml Kolben, befiillt mit je 10 ml. A: L. monocytogenes EGD-e (Wt) unbehandelt in BHI-Nahrmedium.

B: L. monocytogenes EGD-e (Wt) in BHI-Nahrmedium + Dakapo (77 uM). C: Leerwert: BHI-Nahrmedium + Dakapo
(77 uM).

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop ermittelt
(L. monocytogenes EGD-e ohne Dakapo: 921,9 ng/ul; L. monocytogenes EGD-e mit
Dakapo (77 uM): 865,2 ng/pl) (Anhang A6). Die Qualitdt der anschlieend isolierten
RNA war in beiden Proben mit einem RIN von jeweils 10 hervorragend (Anhang A7)
(Erlauterung zum RIN Kap. 3.2.8.2) (Schroeder et al., 2006).

Zur Analyse der Ursachen fiir die Wachstumsinhibition wurden die mit dem PGM™
Sequencer von lon Torrent™ generierten Transkriptomdaten (Kap. 3.2.8.3) mit dem
Programm CLC Genomics Workbench 5.1 gegen das entsprechende Referenzgenom
angeordnet (gemapped). Der Stamm L. monocytogenes EGD-e LMO1052 (Glaser et
al., 2001) wurde als Referenz verwendet. Anhand der RPKM-Werte (reads per kilobase
of exon model per million mapped reads) auf Grundlage der total gene reads wurde ein
fold change errechnet, der die Anderung der Genexpressionen nach Zugabe von

Dakapo angibt. Es wurden folgende Formeln verwendet:

RPKM = total gene reads/[mapped reads(millions) x gene length (kb)] und
Fold change = RPKMpi Dakapo/RPKMohne Dakapo

Dabei beschreiben die fotal gene reads alle reads, die zu einem Gen und seinen
benachbarten Regionen gehdren. Mapped reads (millions) bezeichnete die Summe der
total gene reads von allen analysierten Genen. Insgesamt verfligt der sequenzierte
Stamm L. monocytogenes EGD-e Uber 2853 Protein-kodierende Gene, 67 tRNA-Gene
und sechs rRNA-Operons (Glaser et al., 2001). In der weiteren Analyse wurden (sofern
nicht anders angegeben) nur Gene mit einem fold change von <-1,9 bzw. 2+1,9 und
mindestens 10 reads betrachtet. Danach wurden durch Dakapo 11 % (329 Gene) der
gesamt 3.090 analysierten Gene reguliert, wobei von diesen 11 % 91 Gene vermindert
und 238 Gene vermehrt exprimiert wurden (Abb. 28). Eine Auflistung der analysierten
Gene befindet sich im Anhang A12.



4 Ergebnisse 65

A) B)

91
2761;89% 329;11%

®asmsmsmsEmmEnEw,

L3
.

g
*

238

Onicht regulierte Gene Bregulierte Gene

sEEEEEEEEEEEEEn?®

*

~
“tanaa,

Ohochregulierte Gene Orunterregulierte Gene

Abb. 28: Anderung der Genexpression in L. monocytogenes (Wt) durch Dakapo

In L. monocytogenes EGD-e (Wt) waren von 3.090 Genen, 329 (=11 %) durch die Dakapo-Behandlung reguliert
(Kriterien: mindestens 10 reads, fold change: <-1,9 bzw. 2+1,9) (A). Unter diesen Kriterien waren 238 Gene hoch- und
91 Gene runterreguliert (B).

Nach Kategorisierung der regulierten Gene mittels Informationen aus verschiedenen
Datenbanken (Pubmed; UniProt, 2013; GECO, Kuenne et al., 2007) zeigte sich
insbesondere eine Hochregulierung von B-Glukosidasen, Veranderungen bei Genen,
die in die Stressantwort involviert sind und bei der Regulation der Transkription
(Abb. 29). Auffallig vermindert exprimiert durch Dakapo waren verschiedene rRNAs
und Transportsysteme der bakteriellen Zellen (Abb. 30).

m Eisenspeicherung
OKohlenhydratmetabolismus
ERegulator der Transkription
ETransporter

OStressantwort, Reparaturmechanismen

OZellwandautbau

BEAminosduresynthese
E Ribonukleoprotein
Enicht-kodierende RNA
Eribosomale RNA
ORibosomenbiogenese

Oandere

Abb. 29: Kategorisierung der durch Dakapo (77 pM) induzierten Gene in L. monocytogenes (Wt)

Die Einteilung in Kategorien erfolgte anhand von Informationen aus den Datenbanken UniProt (2013), GECO (Kuenne
et al., 2007) und Pubmed. Dabei wurden nur Gene beachtet, die den Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: <-1,9
bzw. 2+1,9“ entsprachen.
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Abb. 30: Kategorisierung der durch Dakapo (77 uyM) inhibierten Gene in L. monocytogenes (Wt)

Die Einteilung in Kategorien erfolgte anhand von Informationen aus den Datenbanken UniProt (2013), GECO (Kuenne
et al., 2007) und Pubmed. Dabei wurden nur Gene beachtet, die den Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: <-1,9
bzw. 2+1,9“ entsprachen.

Eine erste Analyse der generierten Daten erfolgte mit der Datenbank KEGG mapper
(Billion, unveroffentlichte Software), in die alle Daten mit 2 10 reads und einem fold
change ab -1,2 bzw. 1,2 und eingegeben wurden, um Hinweise auf die involvierten
relevanten metabolischen Kreisldufe zu erhalten (Anhang A8). Zahlreiche in den
Kohlenhydratstoffwechsel involvierte Gene (Starke-, Saccharose-, Galaktose-,
Fruktose-, Aminozucker-, Mannose-, Nukleotidzucker-Metabolismus, Glykolyse,
Glukoneogenese) wurden durch Dakapo vermehrt exprimiert. Gleichzeitig waren aber
andere Gene, die in dieselben Stoffwechselprozessen involviert sind, gehemmt, was

auf eine sehr komplexe Regulation hinweist (Anhang A8).

4.3.1.1 Metabolische Genexpression

Die hochsten fold change-Werte waren bei verschiedenen B-Gukosidasen zu
verzeichnen, wobei neun dieser Enzyme eine induzierte Expression unter
Berticksichtigung der gewahlten Selektionskriterien zeigten mit z.B. einem extremen
fold change von +42,11 bei Imo0536 (kodiert fur eine dieser 6-Phospho-3-
Glukosidasen) (Abb. 31). Die Glykolyse war stimuliert, worauf die Hochregulierung von
Imo0517 (+10,01), das fur die Phosphoglyceratmutase kodiert (Interkonversion von 2-
Phosphoglycerat und 3-Phosphoglycerat) hindeutete. Ebenso schien der Citratzyklus
verstarkt abzulaufen, da Imo0355 (+3,371) (kodiert fir Fumaratreduktase-Flavoprotein-
Untereinheit) mit  Succinatdehydrogenase-Aktivitdt  (Succinat — Fumarat) im
Citratzyklus und im Komplex Il der Elektronentransportkette, vermehrt exprimiert
wurde. Die Degradation von durch die Glukosidasen abgespaltenen Zuckern im
glykolytischem Abbauweg gefolgt vom Citratzyklus stimuliert die Oxidation von

reduziertem Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) in der Elektronentransportkette. Die
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vermehrte Genexpression von atpE (Imo2534) (H'-transportierende ATP-Synthase
chainc) (+2,71) und atpF (Imo2533) (H'-transportierende ATP-Synthase chain b)
(+2,31) deutete auf die Hyperaktivierung der Atmungskette und ATP-Produktion hin,
was eine Induktion der Superoxidradikalbildung implizierte. Die Reaktion mit
aufgenommenem Eisen (Fe) fihrte (Ober die Fenton-Reaktion  zur
Hydroxylradikalbildung (OH-) und letztlich zu oxidativem Stress, dem die Bakterienzelle

versucht entgegenzuwirken (Kap. 1.2.1; Kap. 1.2.2; Kap. 4.3.1.2).
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Abb. 31: Induktion von verschiedenen Glukosidasen durch Dakapo in L. monocytogenes

Die Transkriptomdatenanalyse zeigte unter Beriicksichtigung der gewahlten Kriterien ,mindestens 10 reads, fold
change: £-1,9 bzw. =2+1,9" eine sehr starke Hochregulierung von verschiedenen B-Glukosidasen (/mo0536, /mo0018,
Imo0027, Imo0261, Imo0319, Imo0917, Imo0272, Imo2761, Imo2771) in L. monocytogenes EGD-e (Wt) nach
Behandlung mit dem Traubenextrakt Dakapo (77 uM).

4.3.1.2 Stressantwort und DNA-Reparatur

Die bakterielle Zelle wird durch die Zugabe von Dakapo und das vermehrte Angebot
von Kohlenhydraten und deren Metabolismus unter Stress gesetzt. Es war eine
ausgepragte Induktion von Genen der Stressregulation festzustellen (Abb. 29), wie
Imo2705 (+3,81), recX (Imo1693) (+2,81), recO (Imo1460) (+2,61), recU (Imo1891)
(+2,21), Imo1502 (+2,31), recF (Imo0005) (2,01), dinG (Imo1899) (+2,57). Ebenso
wurden Gene fur Kalteschockproteine, wie cspL (Imo1364) (+3,21) und cspD
(Imo1879) (+3,01), aber auch fur Hitzeschockproteine clpQ (Imo1278) (+3,41), Imo0942
(+3,01), Imo1736 (+2,51) und hslU (Imo1279) (+2,51) vermehrt exprimiert.
Reparaturmechanismen von DNA-Doppelstrangbriichen wie /mo2267 (+3,87) und
addB (Imo2268) (+2,11) waren als Antwort auf vermehrten oxidativen Stress induziert.
spxA (Imo2191), ein transkriptionaler Regulator der Thiolhoméostase war stark

runterreguliert (-3,0]). Spx ist fur die Erhaltung der Redoxhomobostase unter
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Disulfidstress bedeutsam (Zuber, 2013; Zuber, 2004; Liebeke et al., 2008; Rochat et
al., 2012). Dieses Gen regulierte ebenso Gene der Antwort auf oxidativen Stress wie
sodA  (Imo1439) (-1,9]) (Mangan-abhangige Superoxiddismutase, zerstort
Superoxidanion, 0O,*) (Vasconcelos & Deneer, 1994) und /mo0998 (-2,8])
(Glutathionperoxidase, reduziert Wasserstoffperoxid, H,O,), die beide runterreguliert
waren. Die Runterregulierung dieser Enzyme verstarkte die Wachstumsinhibition. Der
vermehrten Radikalbildung durch Abbau von Kohlenhydraten via glykolytischen
Abbauweg versuchte die Bakterienzelle zwar durch Hochregulierung der Stressantwort
entgegenzuwirken, aber das UbermaR an oxidativem Stress endete letztlich in der

Wachstumsinhibition.

4.3.1.3 Eisenspeicherung

Das fur die Bildung von OHe+ bendtigte, reduzierte Fe?" kann aus extrazellularer Quelle
aufgenommen oder intrazellular aus Eisenspeicherproteinen und Fe-Sulfur-Clustern
freigesetzt werden. Oxidativer Stress in Verbindung mit intrazelluldren Eisenquellen
schien durch Dakapo abgefangen zu werden, was auf die Hochregulierung des
Eisenspeicherproteins Fri (Nicht-Hameisen-bindendes Ferritin) zurtickzufiihren war
(Kap. 1.2.2). Diese Hochregulierung von fri (Imo0943) (+2,01), bekannt als DNA
protection during starvation protein (dps), gab Hinweise darauf, dass die bakterielle
Zelle auf Fe angewiesen ist, stellte aber auch eine Gefahr dar, da akkumuliertes Fe

eine Toxizitat zur Folge hat.

4.3.1.4 Transportsysteme

Zahlreiche Transportmechanismen waren durch Dakapo gehemmt. Nach der
vorliegenden Analyse waren insgesamt 28 Transporter, u.a. die des
Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferasesystems (PEP-PTS), inhibiert ( Tab. 12). Fir
L. monocytogenes EGD-e werden insgesamt 86 Phosphotransferasesystem (PTS)-
Gene beschrieben, wobei 29 fir den Transport von Kohlenhydraten bedeutsam sind
(Stoll & Goebel, 2010). Ebenso waren Gene runterreguliert, die wichtig fur den
Sulfatimport sind, wie /trC (Imo2398) (-2,9]), Imo0524 (-2,4]) und /Imo0994 (-2,1]).
Trotz reichhaltigen Angebots von Traubenextrakt im Medium schaltete die Zelle auf
Energiesparmodus um, da die Substanzen nicht adaquat transportiert und verwertet

werden konnten.
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Tab. 12: Suppression von Transportmechanismen in L. monocytogenes (Wt) durch Dakapo

Gen Protein Potenzielle Funktion Fold change
Imo0641 Schwermetalltransport-ATPase Metallionentransport, ATP-Biosynthese, PTS -5,8]
Imo0995 Lmo0995 Protein Acyltransferase, ABC-Typ-Multidrug-Transportsystem -5,2]
Imo0642 Lmo0642 Protein Transporter, PTS -4,1]
Imo1300 Lmo1300 Protein Arsenit(Sandstein)transport -3,9]
Imo0783 Lmo0783 Protein Zink-bindenden Dehydrogenase, PTS -3,8]
Imo1422 Lmo1422 Protein Transportsystem, Multipassmembranprotein -2,9]
Imo2398 (/trC) Low temperature requirement C protein Sulfat-/Thiosulfatimport, Lipidmetabolismus -2,9]
Imo1241 Lmo1241 Protein ABC-Typ-AMP-Transportsystem -2,9|
Imo0555 Lmo0555 Protein Oligopeptidtransport, Multipassmembranprotein -2,7]
Imo0524 Lmo0524 Protein Sulfattransporter -2,4]
Imo2602 Lmo2602 Protein Zinktransporter, Membranprotein -2,4|
Imo0819 Lmo0819 Protein Putrescintransport -2,3]
Imo0593 Lmo0593 Protein Transporter -2,3]
Imo2441 Lmo2441 Protein Transporter, PTS -2,3]
Imo1694 Lmo1694 Protein ABC-Typ-Mangan-Transporter -2,2]
Imo0405 Lmo0405 Protein Transporter, PTS -2,2|
Imo2695 Lmo2695 Protein PTS-Transportsystem, Glycerolmetabolismus -2,2|
Imo2697 Lmo2697 Protein Transporter, PTS -2,2]
Imo0782 Lmo0782 Protein Transporter, PTS 2,10
Imo2259 Lmo2259 Protein Transporter, PTS -2,1]
Imo0994 Lmo0994 Protein Zuckertransporter -2,1]
Imo2733 Lmo2733 Protein PTS, DNA-Polymerase -2,1]
Imo0795 Lmo0795 Protein Transporter -2,0]
Imo2495 Phosphate-transporting ATPase 1 ATP-Katabolismus, ABC-Phosphattransporter -2,0)
Imo0648 Lmo0648 Protein Metallionentransporter -2,0]
Imo1040 Lmo1040 Protein Multipassmembranprotein -1,9]
Imo0013 (qoxA) | AA3-600 quinol oxidase subunit Il Quinoloxidase, Multipassmembranprotein -1,9
Imo0912 Lmo0912 Protein Transporter -1,9]

4.3.1.5 Sonstige transkriptionelle Verdnderungen

Enzyme der Zellwandsynthese wurden vermehrt exprimiert wie z.B. das Operon 155
mit ditD (Imo0971) (+4,61) und dltB (Imo0973) (+3,81), die fur die D-Alaninveresterung
der Lipoteichonsauren und Zellwandteichonsauren verantwortlich sind, sowie dltA
(/mo0974) (+2,61), das mit seiner D-Alaninpoly(phosphoribitol)-Ligaseaktivitat in den
Lipoteichonsaure-Biosyntheseprozess involviert ist. MurG (Imo2035) (+2,41) kodiert fir
das in der Peptidoglykanbiosynthese involvierte Enzym, das den Transfer einer
GIcNAc-Untereinheit auf das Undecaprenyl-pyrophosphoryl-MurNAc-Pentapeptid
(Lipidintermediat 1) katalysiert, um das Udecaprenyl-pyrophosphoryl-MurNAc-
(pentapeptid)GIcNAc (Lipidintermediat 1) zu bilden. Lmo0540 (+2,57), ein Gen, das flr
das Penicillin-bindende Protein kodiert, war ebenso induziert. Andererseits waren
Enzyme des Zellwandkatabolismus, wie Imo0880 (-2,9]) und /Imo0729 (-2,8]) (lytische
Mureintransglycosylase), runterreguliert. Diese Beobachtungen flihrten zu weiteren
Untersuchungen der Sensitivitdt gegenlber verschiedenen Antibiotika nach
Behandlung mit Dakapo (Kap. 4.5.7; Anhang A9). Dakapo schien keinen Einfluss auf

das Virulenzpotenzial von L. monocyfogenes zu haben, da das Virulenzgencluster mit
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den Genen prfA, plcA, hly, mpl, actA und plcB (Imo0200 bis Imo0205) keine
Veranderung in der Transkription nach Behandlung mit Dakapo zeigte. Eine veranderte
Expressionsrate hatte lediglich das inB-Gen (/mo0434) (+2,01), das fur das

Oberflachenprotein Internalin B kodiert.

4.3.2 Einfluss von Dakapo auf das Wachstum des enteroaggregativen-
hamorrhagischen E. coli (EAHEC, 2011)
Zur Untersuchung der Wachstumsférderung von EAHEC (2011) (ST3305, Gielen)
durch Dakapo wurden die Bakterien bei 37 °C Uber einen Zeitraum von drei Stunden
im Kolben in LB-Flussignahrmedium (lysogeny broth) (10 ml) mit und ohne Dakapo
(77 M) kultiviert und die ODggy gemessen (ohne Dakapo: ODggy 3,71; mit Dakapo:
ODgoy 4,15). Es =zeigte sich, im Gegensatz zur braunlichen Verfarbung bei

L. monocytogenes (Abb. 27), eine grunliche Verfarbung des Mediums (Abb. 32).
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Abb. 32: EAHEC nach Kultivierung mit Dakapo, drei Stunden, 37 °C
Kultur im 100 ml Kolben, befiillt mit je 10 ml. A: EAHEC (ST3305, Gielen) unbehandelt in LB-Nahrmedium. B: EAHEC
(ST3305, GieRen) in LB-Nahrmedium + Dakapo (77 uM). C: Leerwert: LB-Nahrmedium + Dakapo (77 uM).

Die Konzentration der isolierten RNA (EAHEC ohne Dakapo: 459,1 ng/ul; EAHEC mit
Dakapo (77 uM): 1229,8 ng/ul) (Anhang A6) und die Qualitdt der anschlielend
isolierten RNA war in beiden Proben sehr gut (Anhang A7) (Erlduterung zum RIN
3.2.8.2) (Schroeder et al., 2006).

Analog wie in Kap. 4.3.1 beschrieben, wurden die Transkriptomdaten ausgewertet,
wobei der Stamm EAHEC S102644 (Frankfurt) (Genom unveréffentlicht) als Referenz
verwendet wurde. Fur die weitere Analyse wurden nur Gene mit einem fold change von
<-1,9 bzw. 2+1,9 und mindestens 10 reads betrachtet. Danach wurden durch Dakapo
lediglich 6 % (294 Gene) der gesamten 5.276 Gene reguliert, wobei das Verhaltnis von
hoch- bzw. runterregulierten Genen gegenlaufig zu dem von L. monocytogenes EGD-e
(Wt) war (Abb. 28; Tab. 13). Von den regulierten Genen waren bei der EAHEC-Analyse
199 Gene vermindert und 95 Gene vermehrt exprimiert (Abb. 33). Eine Auflistung der

analysierten Gene befindet sich im Anhang A13.
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Abb. 33: Anderung der Genexpression in EAHEC durch Dakapo

In EAHEC (ST3305, Giellen) waren von 5.276 Genen, 294 (= 6 %) durch die Dakapo-Behandlung reguliert (Kriterien:
mindestens 10 reads, fold change: < -1,9 bzw. = +1,9) (A). Unter diesen Kriterien waren 95 Gene hoch- und 199 Gene
runterreguliert (B).

Nach Kategorisierung der regulierten Gene mittels Informationen aus verschiedenen
Datenbanken (Pubmed; UniProt, 2013; Keseler et al., 2011) zeigte sich insbesondere
eine Hochregulierung von Genen des Eisenaufnahmesystems (Siderophore) wie
Enterobaktin, Aerobaktin und Yersiniabaktin und von anderen Transportsystemen
(Abb. 34). Auffallig runterreguliert waren Gene des Eisendicitrattransportes und der

Eisenspeicherung (Abb. 35).

m Enterobactin

OAerobactin

m Yersiniabactin

m Eisenreduktion
OKohlenhydratmetabolismus
mRegulator der Transkription
mTransporter

O Stressantwort, Reparaturmechanismen
O Zellwandaufbau
EAminosauresynthese

B Ribonukleoprotein

Oandere

Abb. 34: Kategorisierung der durch Dakapo (77 pM) induzierten Gene in EAHEC

Die Einteilung in Kategorien erfolgte anhand von Informationen aus den Datenbanken UniProt (2013), GECO (Kuenne
et al., 2007) und Pubmed. Dabei wurden nur Gene beachtet, die den Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: <-1,9
bzw. 2+1,9“ entsprachen.
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Abb. 35: Kategorisierung der durch Dakapo (77 pM) inhibierten Gene in EAHEC

Die Einteilung in Kategorien erfolgte anhand von Informationen aus den Datenbanken UniProt (2013), GECO (Kuenne
et al., 2007) und Pubmed. Dabei wurden nur Gene beachtet, die den Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: £-1,9
bzw. 2+1,9“ entsprachen.

Allgemein war die Expression zahlreicher Gene der Eisenhomdostase bzw. solcher,
die fur eisenhaltige Proteine kodieren, verandert. Zahlreiche dieser Gene werden durch
das Gen fur, das flr den ferric uptake regulator, einem Eisen-abhangigen Repressor
der globalen Eisenhomdostase kodiert, reguliert (Abb. 36; Anhang A13). Wird der fold
change bei £-3,0 bzw. 2+3,0 gesetzt, zeigt sich, dass unter diesen Kriterien fast die
Halfte aller Gene am Eisenstoffwechsel beteiligt sind. Besonders auffallend waren
dabei die enormen Veranderungen bei den hochregulierten Gene, da 83 % der
induzierten Gene mit der Eisenhomdostase in Verbindung standen, im Vergleich zu
lediglich 17 % der runterregulierten Gene (Abb. 36B).
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Abb. 36: Anteil der durch Dakapo regulierten, am Eisenmetabolismus beteiligten Gene

Unter den gesetzten Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: < -1,9 bzw. = +1,9“ waren von den insgesamt 5.276
Genen 52 (=18 %) fur- und nicht-fur-regulierte Gene am Eisenstoffwechsel beteiligt (Eisentransport, -speicherung, -
reduktion) oder kodierten fir eisenhaltige Proteine. Bei den induzierten Genen waren 35 (=37 %) fur- und nicht-fur-
regulierte Gene von 95 Genen im Eisenmetabolismus involviert, bei den inhibierten Genen 17 (=9 %) von 199 Genen
(A). Durch Anderung des fold changes auf <-3,0 bzw. 2+3,0 wurde die enorme Regulierung der Eisenhomdostase durch
Dakapo noch deutlicher (B).

4.3.2.1 Metabolische Genexpression

Anders als bei L. monocytogenes EGD-e (Wt) war in EAHEC keine Stimulation von
Glukosidasen durch Dakapo zu finden. Lediglich ein Gen, das fir eine a-Galaktosidase
kodiert, war  hochreguliert  (+2,31). Es gab Hinweise, dass der
Kohlenhydratmetabolismus streng kontrolliert ablief. Die Hochregulierung der
Expression der  6-Phosphofruktokinase class Il (+2,11), die den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykolyse (Fruktose-6-phosphat —
Fruktose-1,6-bisphosphat) katalysiert, bestimmt entscheidend, wie viel Energie (ATP,
Citrat, NADH/H') der Zelle =zur Verfigung steht. Gleichzeitig waren die
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Succinatdehydrogenase-Cytochrom b-556-Subunit (-3,4]), und die
Succinatdehydrogenase-Subunit D (-2,1]), (beide eisenhaltig) (Oxidation Succinat —
Fumarat; Reduktion Ubichinon — Ubichinol) runterreguliert. Es schien eine optimale,
streng kontrollierte Kohlenhydratmetabolisierung stattzufinden, die der Entstehung von

reaktiven Sauerstoffspezies entgegenwirkte.

4.3.2.2 Stressantwort und DNA-Reparatur

Oxidativer Stress wurde durch die starke Hochregulierung der Mangan- (+3,07) und
der Kupfer-Zink-abhangigen Superoxiddismutasen (+2,37) abgefangen, wahrend die
Fe-abhangige Superoxiddismutase runterreguliert war (-2,9]). Proteine der
Stressantwort, wie ein nicht naher charakterisiertes Chaperonin (-6,4|) sowie die
Kalteschockproteine CspC (-4,3]), CspE (-3,8]) und CspA (-2,6]) waren

runterreguliert.

4.3.2.3 Eisenspeicherung

Die beiden Eisenspeicherproteine Ferritin-like Protein 2 (-5,5]) und Bacterioferritin
(-5,0]) waren auffallig runterreguliert (Abb. 35), was darauf hindeutet, dass Fe zwar
uber die Siderophore aufgenommen wurde. Nach Reduktion durch die stark
hochregulierte Ferrireduktase (fhuF) (+9,01) wurden die Metallionen jedoch zum
Wachstum verwendet, so dass es in der Bakterienzelle nicht zu einer

Eisenakkumulation kam.

4.3.2.4 Transportsysteme

Auffallig war die Hochregulierung von in Eisentransportsystemen involvierten Genen.
Fur Siderophore mit unterschiedlichen Strukturen kodierende Gene wie fir
Enterobaktin (Tricatecholstruktur) fepA (+23,01), entF (+21,41), entE (+17,71), entA
(+14,51) und fepB (+5,71) waren stark induziert, ebenso wie Gene fur Aerobaktin
(Mixed-type Citrat-Hydroxamat) JjucA (+7,01), iucB (+5,81), iucD (+4,71) oder
Yersiniabaktin (Carboxylattyp) fyuA (+6,61) und irp2 (+3,11), die beide nicht in E. coli
MG1655 exprimiert werden (Abb. 37; Anhang A13.1). In Abb. 37 sind dabei die
Ergebnisse der Transkriptomanalyse dargestellt, wobei die Funktionen der einzelnen

Gene in der Literatur beschrieben sind (Garénaux et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
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Abb. 37: Gencluster fiir Siderophore in EAHEC

Gencluster der relevanten Siderophore in EAHEC. Angabe der fold changes im Transkriptomexperiment mit EAHEC
(ST3305, Gielden) nach Behandlung mit Dakapo (77 uM). Legende: +1 hochreguliert; -| runterreguliert durch Dakapo-
Behandlung. Farben geben die Funktion der Gene an: Gene fiir Produkte der Biosynthese (schwarz), Export (blau),
Rezeption (gelb), Internalisierung (rot) und Abbau (grau) der Siderophore (eigene Darstellung, in Anlehnung an
Garénaux et al., 2011).

Ebenso war eine Hochregulierung weiterer Transporter/Rezeptoren fir Fe zu
verzeichnen, wie cir (Colicin | receptor precursor) (+9,01), tonB (Ferric siderophore
transport system, periplasmic binding protein TonB) (+6,11), fhuA (Ferric hydroxamate
outer membrane receptor FhuA) (+4,71) oder fhuD (Ferric hydroxamate ABC
transporter periplasmic substrate binding protein FhuD) (+3,01). Im Gegensatz dazu
war der Fe-lll-Dicitrattransport stark eingeschrankt, da fecA (-5,1|), fecC (-4,6)), fecD
(-4,5]), fecB (-4,2]) und fecE (-2,1]) vermindert exprimiert wurden (Mahren et al.,
2005).

Transporter des PTS-Systems, wobei flr E. coli 38 verschiedene PTS-Proteine
beschrieben werden, schienen durch Dakapo nicht stark beeinflusst zu werden mit
Ausnahme der Runterregulierung des Phosphoenolpyruvat-abhangigen
Phosphotransferaseenzyms |l fir Cellobiose, Arbutin und Salicin (-2,2]) (Siebold et al.,
2001). Das wiederum deutet darauf hin, dass von Anthocyanen abgespaltene Zucker
langsam und kontrolliert in die Zelle transportiert wurden. Andererseits war eine
Induktion anderer Transporter, wie Blei-Cadmium-Zink-Quecksilber-transportierende
ATPase/Kupfer-transportierende-P-type ATPase (+2,51) und des
Hexosephosphattransportproteins UhpT (+2,21) festzustellen.

4.3.2.5 Sonstige transkriptionelle Verdnderungen

Die starken Alternanzen im Eisenmetabolismus zeigte auch die extreme Induktion von
fhuF (+9,07), das fiir die Eisenreduktase kodiert. Fe wurde als Fe* in die Zelle
transportiert, anschliefend reduziert und stand der Zelle zur Verfligung. Die
Hochregulierung der Phosphoadenylylsulfatreduktase (Thioredoxin) (+2,11), deutete
auf eine vermehrte Schwefelassimilation hin. Andererseits waren verschiedene

Ribonukleoproteine verstarkt runterreguliert (Abb. 35).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gar%C3%A9naux%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21680117
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4.4 \Verifizierung der Transkriptomanalyse bei L. monocytogenes und
EAHEC mittels gRT-PCR

Von der isolierten RNA wurde nach Umschreibung in cDNA eine quantitative Real-

Time-PCR (qRT-PCR) von selektierten Genen zur Kontrolle durchgefiihrt. Diese

verifizierte die detektierten Tendenzen der Transkriptomanalysen (Abb. 38; Abb. 39).
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Abb. 38: gRT-PCR mit ausgewahiten Genen von L. monocytogenes (Wt)
Primereffizienz-korrigierte relative Quantifizierung mittels gqRT-PCR. Der fold change der Gene wurde auf das gewahlte

Referenzgen sigB (mit fold change von 1,0 in der Transkriptomanalyse) bezogen.
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Abb. 39: gRT-PCR mit ausgewahlten Genen von EAHEC
Primereffizienz-korrigierte relative Quantifizierung mittels qRT-PCR mit EAHEC (ST3305, GieRen). Der fold change der

Gene wurde auf das gewahlte Referenzgen gpsA (mit fold change von 1,0 in der Transkriptomanalyse) bezogen.
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4.5 Mechanismen fur die Wachstumsinhibition durch Dakapo in
L. monocytogenes
4.51 Beta-Glukosidase-Assay

Der Nachweis der B-Glukosidase-Aktivitat in L. monocytogenes EGD-e (Wt) nach
Zugabe von Dakapo erfolgte durch Umsetzung des Substrates 4-Nitrophenyl-3-D-
glukopyranosid. Dabei bestatigte sich die signifikant erhoéhte Aktivitat der [-
Glukosidasen (***p<0,005). Das Substrat wurde vermehrt umgesetzt, woraus ein
gelber Farbumschlag resultierte, dessen relative Intensitat durch Messung der ODgy
nach 30 Minuten Inkubation mit 4-Nitrophenyl-B-D-glukopyranosid ermittelt werden
konnte (Abb. 40).
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HL. monocytogenes + Dakapo OL. monocytogenes O Positiv-Konrolle (B-Glucosidase 2,25 ng/pl)
Abb. 40: Aktivitdt der B-Glukosidasen in L. monocytogenes (Wt) nach Inkubation mit Dakapo
L. monocytogenes EGD-e (Wt) wird 3 Std. 30 Min. mit und ohne Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) im Kolben kultiviert.
Nach einem Waschschritt wurde das Bakterienpellet mit dem Substrat 4-Nitrophenyl-B-D-Glukopyranosid versetzt und
inkubiert (37 °C). Die Messung der OD4y erfolgte nach 30 Min. Als Positivkontrolle wurde 2,25 ng/ul B-Glukosidase aus

Caldocellum saccharolyticum eingesetzt. Die enzymatische Aktivitdt der B-Glukosidasen war durch die Dakapo-
Behandlung signifikant erhéht (***p<0,005).

4.5.2 Effekt von Sauerstoff auf die Dakapo-Wirkung
Anaerobe Kultivierung schwachte den hemmenden Effekt von Dakapo in
L. monocytogenes EGD-e (Wt) ab. Die AsodA-Mutante wuchs sowohl aerob als auch
anaerob schlechter als der Wt (Abb. 41A). Auf mit Dakapo-beschichteten (77 uM)
Agarplatten wuchsen beide Stdmme anaerob besser als aerob (Abb. 41B,C).
Sauerstoff schien den inhibitorischen Effekt von Dakapo zu verstarken. Das bestatigte

die Annahme des durch Kohlenhydratmetabolismus induzierten, oxidativen Stresses.



4 Ergebnisse 78

A) aerob, ohne Dakapo D)

&
PP @

OH
Glucose

B) aerob, mit Dakapo C) anaerob, mit Dakapo

Abb. 41: Abschwichung des inhibitorischen Effektes von Dakapo bei anaerobem Wachstum

Eine 1:10-Verdiinnungsreihe von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw. AsodA wurde auf BHI-Agarplatte nach Schema
getropft (jeweils obere Halfte der Agarplatte Listeria monocytogenes EGD-e (Wt), untere Halfte AsodA) (D). Bei B und C
wurden die BHI-Agarplatten zuvor mit Dakapo (Endkonzentration: 77 pM) beschichtet. Die Inkubation erfolgte aerob
(A,B) und im Anaerobiertopf (C) fiir 16 Std. bei 37 °C. Die AsodA-Mutante wuchs schlechter als der Wt. Auf der mit
Dakapo beschichteten Agarplatte wuchsen beide Stamme schlechter. Der Vergleich der aeroben (B) mit anaeroben (C)
Bedingungen zeigte, dass beide Stdmme auf Dakapo-beschichteten Platten anaerob besser wuchsen als aerob. Aerob
wird Glukose zu Acteyl-CoA abgebaut, gefolgt vom Citratzyklus und der Atmungskette (Radikalbildung), anaerob zu z.B.
Lactat (Berg et al., 2012) (E) (uvd. = unverdiinnt).

4.5.3 Effekt unterschiedlicher Kohlenhydratquellen im Minimalmedium
Verschiedene Kohlenhydratquellen im Minimalmedium (MM) zeigten, dass der
Zuckerabbau via Citratzyklus und Atmungskette zu oxidativem Stress und
Wachstumshemmung flhrte. L. monocytogenes EGD-e (Wt) wuchs schlechter in MM
(Premaratne et al., 1991) mit Glycerin (1 %) anstelle von Glukose (1 %). Durch eine
Dakapo-Supplementation (77 uM) konnten die Bakterien im Glukose-haltigen MM
allerdings nicht mehr wachsen, wahrend das Wachstum im mit Glycerin-

angereichertem MM lediglich verschlechtert war (Abb. 42).
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Abb. 42: Effekt von Dakapo auf das Wachstum von L. monocytogenes (Wt) im MM mit verschiedenen
Kohlenhydratquellen

MM wurde hergestellt (gemaR Premaratne et al., 1991) wobei als Kohlenhydratquelle 1 % Glukose oder 1 % Glycerin
zugesetzt wurden. Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit
Glukose- oder Glycerin-haltigem MM verdiinnt. Nach Zugabe von Dakapo (77 uM) erfolgte die Messung der ODg alle
20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat Uber einen Zeitraum von 48 Std. In Glycerin-haligem MM wuchs
L. monocytogenes EGD-e (Wt) schlechter im Vergleich zum Glukose-haltigem MM. Dakapo fihrte zu einer
Wachstumshemmung, allerdings war diese im Glukose-haltigen MM deutlich ausgepragter als im Glycerin-haltigen MM.

4.5.4 Effekt von Dakapo auf das Wachstum verschiedener Mutanten

Beim Test verschiedener Mutanten mit Dakapo wurde ein entscheidendes Resultat mit
der Almo1054-Deletionsmutante erzielt, da das Traubenextrakt gegenlber dieser
schlechter als der Wt-wachsenden Deletionsmutante keinen inhibitorischen Effekt hatte
(Abb. 43A). Das deletierte Gen der Mutante kodiert fir das Pyruvatdehydrogenase-E2-
Komponent (pdh), das in die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA
zwischen Glykolyse und dem Citratzyklus involviert ist (Abb. 43B) (Kanehisa & Goto,
2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanehisa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10592173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10592173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10592173
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Abb. 43: Effekt von Dakapo auf das Wachstum der Apdh-Deletionsmutante

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw. Apdh-Mutante (Almo1054) wurde 1:20 in den Wells der
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) erfolgte die
Messung der ODgg alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Das Traubenextrakt hatte keinen wachstumshemmenden
Effekt auf die Apdh-Mutante (A) (im Gegensatz zum Effekt von Dakapo im Wt (Abb. 11B). Das Gen pdh kodiert firr das
Pyruvatdehydrogenase-E2-Komponent, das die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA zwischen
Glykolyse und dem Citratzyklus katalysiert (B) (Kanehisa & Goto, 2000).

Die AsodA-Mutante wuchs deutlich schlechter im Vergleich zum Wt. Gegenuber dieser

Mutante hatte Dakapo einen akkumulativen, inhibitorischen Effekt (Abb. 44).
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Abb. 44: Effekt von Dakapo auf das Wachstum der AsodA-Deletionsmutante
Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw. der AsodA-Mutante (AImo1439) wurde 1:20 in den Wells der
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium, verdinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) erfolgte die
Messung der ODgqo alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Die AsodA-Mutante wuchs schlechter als der Wt. Das
Traubenextrakt hatte einen verhaltnismagig gleichen wachstumshemmenden Effekt auf die AsodA-Mutante wie auf den
Wi.

Gegenuber weiteren getesteten Deletionsmutanten zeigte Dakapo den gleichen
inhibitorischen Effekt wie im Wt (AImo1580, AImo0415, AImo0610, AImo0880,
AImo1364 (AcsplA), AImo2016 (Acsp/B), AImo0263 (AinMH), AImo0943 (Afri), AImo0555


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanehisa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10592173
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(AdtpT), Almo2673, Almo1978 und AImo0319 (Abgl2) (kodiert fur eine der pB-
Glukosidasen) (Darbouche et al., 2012; Darbouche, 1996).

4.5.5 Untersuchungen zu oxidativem Stress
Das vermehrte Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen und -Schaden durch Dakapo-
Behandlung konnte mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) gezeigt werden. Die
Kultivierung mit Dakapo mit 77 uM und im Uberschuss mit 385 uM (fiinfache Menge)
fuhrte zu deutlich breiteren Banden (Spuren 3 und 4) als der unbehandelte Ansatz
(Spur 1) (Abb. 45).

Low range unbehandelt H,O, Dakapo Dakapo
marker 0,3 %) (77 uM) (385 uM)

Abb. 45: Induktion von DNA-Schéaden in L. monocytogenes (Wt) durch Dakapo (PFGE)

L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 3 Std. 30 Min. im BHI-Nahrmedium (37 °C, 180 rpm) mit und ohne Dakapo
(77 uM bzw. 385 pM) oder H;0, (0,3 %) kultiviert und in Plugs gegossen. Im PFGE-Gel (1 %) zeigten sich durch die
Dakapo-Behandlung vermehrte DNA-Strangbriiche, angezeigt durch deutlich starkere Banden (Spuren 3 und 4).

4.5.6 Effekt isolierter Anthocyane
Die in Dakapo enthaltenen Anthocyane Delphinidin-3-Glukosid (D-3-G) (mit
Catecholstruktur) und Malvidin-3-Glukosid (M-3-G) (ohne Catecholstruktur) (Abb. 70)
wurden isoliert gegen L. monocytogenes EGD-e (Wt) getestet. D-3-G hatte keinen
nennenswerten Effekt auf das Wachstum des Wt. Dieses Anthocyan bildet mit Fe
Komplexe. Andererseits inhibierte M-3-G, das keine Fe-komplexierenden
Eigenschaften hat, das Wachstum vergleichbar mit dem Effekt der komplexen
Substanz Dakapo (Abb. 46A). Gegenlber der sodA-Mutante flihrten beide Substanzen

zu einer Wachstumshemmung, insbesondere M-3-G (Abb. 46B).
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Abb. 46: Effekt von D-3-G und M-3-G auf das Wachstum von L. monocytogenes (Wt) und AsodA-Mutante

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw. der AsodA-Mutante (A/Imo1439) wurde 1:20 in den Wells der
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdinnt. Nach Zugabe von D-3-G (Fe-komplexierend) bzw. M-3-G (nicht-Fe-
komplexierend) (Endkonzentration: jeweils 77 uM) erfolgte die Messung der ODgyp alle 20 Min. im
Mikrotiterplattenlesegerat. Gegenliber dem Wt hatte M-3-G einen hemmenden Effekt (A), in der AsodA-Mutante
(AImo1439) wirkten sowohl M-3-G als auch D-3-G wachstumsinhibierend (B).

Bei der pdh-Mutante (/mo1054) hoben sich die Effekte von D-3-G
(Wachstumsinduktion) und M-3-G (Wachstumshemmung) nach 10 Stunden auf
(Abb. 47A), was eine Erklarung fir das Resultat mit Dakapo sein kénnte (Abb. 43A).
Gegenuber AImo1978, das fir die Glukose-6-phosphat-1-dehydrogenase kodiert
(Pentosephosphatzyklus,  B-D-Glukose-6-phosphat —  D-Glukono-1,5-lakton-6-
phosphat), zeigte sich ein vergleichbarer Effekt der Substanzen wie beim Wt, bei dem
nur M-3-G eine hemmende Wirkung aufwies (Abb. 47B; Abb. 46A).
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Abb. 47: Effekt von D-3-G und M-3-G auf Deletionsmutanten von L. monocytogenes

Eine UNK der Mutanten AImo1054 und Almo1978 von L. monocytogenes EGD-e wurde 1:20 in den Wells der
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdinnt. Nach Zugabe von D-3-G (Fe-komplexierend) bzw. M-3-G (nicht-Fe-
komplexierend) (Endkonzentration: jeweils 77 uM) erfolgte die Messung der ODgq alle 20 Min. Uber einen Zeitraum von
24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat. Nach 10 Std. Wachstum hatte D-3-G bei der A/mo1054-Mutante einen
wachstumsstimulierenden, M-3-G einen -hemmenden Effekt (A). In der AImo1978-Mutante zeigte nur M-3-G eine
wachstumsinhibierende Wirkung (B).
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4.5.7 Effekt einer Eisensupplementierung
Fe-lll-Citrat (300 ug/ml) hatte keinen Effekt auf das Wachstum von L. monocytogenes
EGD-e (Wt), aber der Einsatz dieser Eisenkonzentration in Kombination mit Dakapo
verschlechterte das Wachstum deutlich (Abb. 48). Die Eisensupplementierung schien

den durch Dakapo verursachten oxidativen Stress zu verstarken.
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Abb. 48: Effekt von Fe-lll-Citrat und Dakapo auf das Wachstum von L. monocytogenes (Wt)

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium
verduinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) und Fe-IlI-Citrat (Endkonzentration: 300 pM) erfolgte
die Messung der ODg alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Der hemmende Effekt des Traubenextraktes wurde
durch die Eisensupplementation verstarkt.

Der Test mit den Anthocyan-Substanzen zeigte, dass im Wt D-3-G und nicht M-3-G flr
diesen durch Fe potentierten, inhibierenden Effekt verantwortlich war, da nach
10 Stunden mit D-3-G-Fe-Supplementierung eine drastische Wachstumshemmung
auftrat (Abb. 49A). Auf die beschriebene inhibitorische Wirkung von M-3-G (Abb. 46A)
hatte Fe keinen Einfluss (Abb. 49B). Interessanterweise war Fe fur die sodA-Mutante
ein wachstumsstimulierender Faktor. Der wachstumshemmende Effekt von D-3-G und
M-3-G gegenulber dieser Mutante (Abb. 46B) wurde durch Fe-llI-Citrat kompensiert,
woraus ein verbessertes Wachstum im Vergleich zu den unbehandelten Bakterien
resultierte (Abb. 49C,D). Bei dieser Mutante ist die Bildung von H,O, aus dem Oy*

nicht moglich, was wiederum die durch Fe vermittelte Fenton-Reaktion verhindert.



4 Ergebnisse 84

A) L. monocytogenes EGD-e (Wt) B) L. monocytogenes EGD-e (Wt)
09 08
08 08
07 07
06 06
005 g 03
g 3
8 04 Wt CD) 04 Wt
03 03
02 02
01 01
0 0 P . .
unbehandelt mitD3G mitFellCiat  mil FellCitrat+*D3G unbehandelt mith3-6 mitFe Gt mitFedllCiratl-3-6
C) L. monocytogenes EGD-e AsodA D) L. monocytogenes EGD-e AsodA
09 09
08 08
07 07
06 06
g0s 205
8 2
a EAsodA g = AsodA
O 4 Op4
03 03
02 02
01 01
0 0
unbehandeit mit 0-3-6 mitFelllGirat  mit Fe-lll-Citral+ D-3-6 unbehandelt mit N3G mit Fe-ll-Citrat mit Fe-lIl-Citrat+14-3-G

OH ~,
‘ OH OH
Ho. o
O = OH Ho | &N O o
# ™ on Delphinidin # oy Malvidin

OH OH

Abb. 49: Effekte von Fe-llI-Citrat und isolierter Anthocyane auf das Wachstum von L. monocytogenes

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) bzw der AsodA-Mutante (Almo1439) wurde 1:20 in den Wells der
Mikrotiterplatte mit BHI-Nahrmedium verdinnt. Nach Zugabe von D-3-G (Fe-komplexierend) bzw. M-3-G (nicht-Fe-
komplexierend) (Endkonzentration: jeweils 77 uM) oder/und Fe-llI-Citrat (300 uM) erfolgte die Messung der ODgq alle
20 Min. Uber einen Zeitraum von 24 Std. im Mikrotiterplattenlesegerat. Nach 10 Std. Wachstum hatte im Wt Fe-llI-Citrat
in Kombination mit D-3-G eine starke wachstumshemmende Wirkung, D-3-G alleine jedoch nicht (A). Auf den
hemmenden Effekt von M-3-G hatte das Metall keine Auswirkungen (B). Fur die AsodA-Mutante war Fe-llI-Citrat ein
Wachstumsfaktor, dessen Wirkung noch starker ausgepragt war, als der wachstumshemmende Effekt der Anthocyan-
Einzelsubstanzen. Der Hemmeffekt der Anthocyan-Einzelsubstanzen wurde durch Fe-lll-Citrat kompensiert (C,D).

4.5.8 Effekt von Catechol und verschiedenen Antibiotika
Aufgrund der Veranderungen von Zellwandproteinen (Kap. 4.3.1.5) wurde die Wirkung
von Dakapo und Catechol auf die Suszeptibilitdt gegenuber verschiedenen Antibiotika
untersucht. Catechol, eine Fe-bindende Struktur, ist Bestandteil verschiedener
Anthocyane (Delphinidin, Cyanidin, Petunidin) und ein mégliches Abbauprodukt. Es
zeigte sich nach Zugabe von Dakapo ein akkumulativer, inhibitorischer Effekt zur
hemmenden Wirkung von subletalen Konzentration von Penicillin (0,05 ug/ml)
(Abb. 50), Ciprofloxacin (1 pg/ml) und Nalidixinsaure (128 ug/ml), der allerdings bei
den Proteinsynthesehemmern Gentamycin (1 pg/ml), Erythromycin 0,1 yg/ml) und
Tetrazyklin (0,15 pg/ml) nicht festzustellen war (Anhang A9).
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Abb. 50: Wirkung von Dakapo auf die Suszeptibilitdt gegeniiber Penicillin

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit BHI-N&hrmedium
verdliinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 pyM) oder/und Penicillin (Endkonzentration: 0,05 ug/ml)
wurde die ODggo alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Dakapo potenzierte den wachstumshemmenden
Effekt des B-Laktam-Antibiotikums Penicillin. Die Ergebnisse des Tests mit weiteren Antibiotika sind im Anhang A9
dargestellt.

Catechol hatte einen konzentrationsabhangigen, inhibitorischen Effekt, was eine
Erklarung fur die wachstumshemmende Wirkung von Dakapo liefert, denn Catechol
kann zu Acetyl-CoA abgebaut werden, das in den Citratzyklus gelangt (Caspi et al.,
2012). Catechol (5 mM) hatte vergleichbare Effekte in Kombination mit Penicillin wie
Dakapo (Abb. 51).
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Abb. 51: Wirkung von Catechol auf die Suszeptibilitat gegeniiber Penicillin

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit BHI-N&hrmedium
verdlinnt. Nach Zugabe von Catechol (Endkonzentration: 5 mM) oder/und Penicillin (Endkonzentration: 0,05 pg/ml)
wurde die ODgg alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Catechol potenzierte den wachstumshemmenden
Effekt des B-Laktam-Antibiotikums Penicillin.

4.5.9 Wirkung des Peptides LL-37
Die erhdhte Expression des Operons 155 (ditD, ditB, dltA) (Anhang A12.1;
Kap. 4.3.1.5) gab Hinweise, dass eine vermehrt positive geladene Zellwand durch die
Dakapo-Behandlung vorlag. Daher wurde das kationische humane, a-helikale Peptid
LL-37 (37 AS) aus der Gruppe der Cathelicidine in Kombination mit Dakapo getestet
(Turner et al., 1998; Bulet et al., 2004; Zanetti, 2005). Die inhibitorische Wirkung des
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Peptids wurde durch Dakapo nahezu aufgehoben bzw. durch den Dakapo-Effekt
Uberdeckt (Abb. 52).

300000000

250000000

m L. monocytogenes

200000000

B L. monocytogenes +

150000000 - Dakapo

KBE/mI

L. monocytogenes + LL-37

100000000 -

L. monocytogenes + LL-37
+ Dakapo

50000000 -

0

Abb. 52: Effekt des kationischen Peptides LL-37 mit Dakapo

Eine UNK von L. monocytogenes EGD-e (Wt) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit BHI-N&hrmedium
verdunnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) oder/und LL-37 (Endkonzentration: 20 ug/ml) wurde
nach Inkubation bei 37 °C, 2 Std. die KBE durch Ausplattieren auf je drei BHI-Agarplatten bestimmt. LL-37 hatte einen
starkeren wachstumshemmenden Effekt als Dakapo. Bei der Kombinationsbehandlung (Dakapo + LL-37) Uberlagerte
der Dakapo-Effekt den starken Hemmeffekt des Peptides.

4.6 Mechanismen fir die Wachstumsinduktion durch Dakapo in EAHEC
4.6.1 Untersuchungen zu oxidativem Stress

Aufgrund des verbesserten Wachstums in Gegenwart von Dakapo wurde

angenommen, dass das Traubenextrakt in der Lage ist in E. coli oxidativen Stress zu

vermindern. Dies konnte in den Versuchen mit H,O, und Paraquat gezeigt werden,

denn durch Dakapo wurde die wachstumshemmende Wirkung dieser Substanzen

vermindert (Abb. 53).
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Abb. 53: Abfangen von oxidativem Stress durch Dakapo in E. coli

Eine UNK von E. coli ECO1080 K12 bzw. EAHEC (ST3305, GieRen) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit
LB-Nahrmedium verdinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) oder/und den Stress-induzierenden
Substanzen H;0, (0,2 %) (A) bzw. Paraquat (5 mM) (B) wurde die ODgy alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat
gemessen. Das Traubenextrakt konnte die hemmende Wirkung beider Substanzen durch Abfangen von oxidativem
Stress reduzieren (A,B).

Der antioxidative Effekt von Dakapo konnte ebenso mithilfe von
Hydroxyphenylfluorescein (HPF) im FACS-Gerat gezeigt werden. Der durch H,O,

verursachte oxidative Stress wurde durch das Traubenextrakt vollstdndig aufgehoben

(Abb. 54).
A)Kontrollexperiment: E. coli ECO1080 K12 unbehandelt; B) E. coli ECO1080 K12 unbehandelt;
mit Ampicillin (30 pg/ml); mit H,02 (0,2 %);
mit Ciprofloxacin (250 ng/ml) mit Dakapo (77 uM);
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Abb. 54: Untersuchung von oxidativem Stress mittels HPF

Eine UNK von E.coli ECO1080 K12 wurde 1:20 in 10 ml LB-N&hrmedium im Kolben verdiinnt, mit Dakapo
(Endkonzentration: 77 yM) oder/und H,O, (0,2 %) oder Antibiotika behandelt und Uber einen Zeitraum von 3 Std.
angeziichtet. Nach Anfarben mit dem reactive oxygen species (ROS)-Indikator-Farbstoff Hydroxyphenylfluorescein
(HPF) konnte im Durchflusszytometer das Ausmafy der Radikalbildung gemessen werden. Als Kontrolle wurde das
Experiment mit Ampicillin (30 pg/ml); und Ciprofloxacin (250 ng/ml) durchgefiihrt, wobei bei beiden Substanzen die
Entstehung von ROS detektiert werden konnte (A). Dakapo fing oxidativen Stress in der Kultur mit H,O, ab (B).
Abszisse: FL-1=Fluoreszenz. Ordinate: Counts=Zellzahl.
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Im PFGE-Versuch konnten die antioxidativen Effekte besonders effizient gezeigt
werden. Die verstarkte Bande durch H,O.,-Behandlung (Spur 2) resultierte aus
vermehrt aufgetretenen Doppelstrangbrichen der DNA, die in der mit H,O, und
Dakapo behandelten Probe vermindert waren. Dies wurde durch eine erheblich

schmalere Bande angezeigt (Spur 4) (Abb. 55).

unbehandelt.  H,0, Dakapo H,0, PFGE
(0,2 %) (77 M) +Dakapo marker

Abb. 55: Antioxidativer Effekt von Dakapo in E. coli (PFGE)

E. coli wurde 3 Std. im LB-Nahrmedium (37 °C, 180 rpm) mit und ohne Dakapo (77 uM) oder H,O, (0,2 %) kultiviert und
in Plugs gegossen. Dakapo vermindert die Entstehung von DNA-Strangbriichen, wie im PFGE-Gel (1 %) durch die
dinnere Bande (Spur 4) im Vergleich zur mit H,O,-behandelten Kultur (Spur 2) gezeigt werden konnte.

4.6.2 Effekt isolierter Anthocyane
Analog wie in Kap. 4.5.6 beschrieben wurden die Wirkungen von D-3-G und M-3-G
gegen EAHEC getestett Es zeigte sich bei beiden Substanzen ein
wachstumsinduzierender Effekt. Dieser war fir M-3-G stark ausgepragt, wahrend es im
Falle von D-3-G nach 10 Stunden zu einer Aufhebung der Wachstumsinduktion kam
(Abb. 56).
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Abb. 56: Effekt von D-3-G und M-3-G auf das Wachstum von EAHEC

Eine UNK von EAHEC (ST3305, GieRen) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit LB-N&hrmedium verdiinnt.
Nach Zugabe von D-3-G (Fe-komplexierend) bzw. M-3-G (nicht-Fe-komplexierend) (Endkonzentration: 66 uM) erfolgte
die Messung der ODgy alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. M-3-G hatte den gleichen wachstumsinduzierenden
Effekt wie Dakapo. D-3-G wirkte zunachst wachstumsférdernd, nach ca. 10 Std. liel® der Effekt jedoch nach.

4.6.3 Effekt einer Eisensupplementierung
Der Einsatz von FeCl; (3 mM) hemmte das Wachstum von E. coli ECO1080 K12.

Dieser Hemmeffekt wurde durch Dakapo vollstdndig kompensiert, was auf einen

starken Einfluss von Dakapo hinwies (Abb. 57).
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Abb. 57: Effekte einer Eisensupplementierung und Dakapo auf das Wachstum von E. coli
Eine UNK von E. coli MG1655 wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit LB-Nahrmedium verdiinnt. Nach Zugabe
von Dakapo (Endkonzentration: 77 yM) und/oder FeCl; (3 mM) erfolgte die Messung der ODggo alle 20 Min. im
Mikrotiterplattenlesegerat. Der hemmende Effekt von FeCl; konnte durch die wachstumsinduzierende Wirkung von
Dakapo vollstandig aufgehoben werden.

4.6.4 Untersuchungen zur Serumresistenz in Kombination mit Dakapo
Natives (und ebenso Hitze-inaktiviertes humanes Serum, Anhang A10) hemmte das
Wachstum von EAHEC. Dieser Hemmeffekt konnte durch Dakapo-Zugabe nach einer
kurzen Adaptationszeit von ca. drei Stunden aufgehoben werden (Abb. 58).
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Abb. 58: Erhéhung der Serumresistenz durch Dakapo bei EAHEC

Eine UNK von EAHEC (ST3305, GieRen) wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit LB-N&hrmedium verdiinnt.
Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) und Humanserum (50 %) erfolgte die Messung der ODgqo alle
20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Dakapo konnte den wachstumshemmenden Effekt des Serums vollstandig
aufheben.

Da viele der durch Dakapo regulierten, im Eisen-Metabolismus involvierten Gene durch
das Gen fur reguliert werden (Anhang A13; Abb. 36), erfolgte der Test der fur-Mutante
E. coli ME8332 mit Dakapo und Serum. Es zeigte sich, dass die Mutante im Vergleich
zu EAHEC (ST3305, Gielten) (Abb. 11) eine erheblich langere Zeitperiode bendtigt, um
durch Dakapo schneller wachsen zu konnen (Abb. 59A). Der Serum-Hemmeffekt
konnte bei der fur-Mutante durch das Traubenextrakt Dakapo nicht aufgehoben werden
(Abb. 59B).
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Abb. 59: Einfluss von Dakapo und Serum auf die fur-Mutante von E. coli K12
Eine UNK der Afur-Mutante von E. coli ME8332 wurde 1:20 in den Wells der Mikrotiterplatte mit LB-Nahrmedium
verduiinnt. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 yM) und Humanserum (50 %) erfolgte die Messung der
ODgo alle 20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Im Gegensatz zu EAHEC (ST3305, GielRen) (Abb. 11) hatte Dakapo bei

der fur-Mutante erst nach ca. 12 Std. einen wachstumsfordernden Effekt (A) und das Traubenextrakt konnte den
wachstumshemmenden Effekt des Serums in der fur-Mutante nicht aufheben (B).
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Der apathogene Stamm E. coli MG1655 reagierte deutlich sensibler auf Humanserum
und der Dakapo-Effekt war nur sehr schwach ausgepragt (Anhang A10). Der Effekt
einer Serum-Hitzeinaktivierung wurde insbesondere durch Erhohung der
Serumkonzentration auf 75 % bei EAHEC (bzw. bei 50 % Serum bei E. coli MG1655)
deutlich, da sich durch die Hitzebehandlung die Adaptationszeit nach Zugabe von
Hitze-inaktiviertem Serum in Kombination mit Dakapo im Vergleich zum nativen Serum
verkurzte (Anhang A10).

4.7 Untersuchung des VBNC-Zustandes von E. coli in verschiedenen
Gewadssern
4.7.1 Bestimmung der Lebendzellzahlen

Uber einen Zeitraum von 720 Tagen (103 Wochen) wurde die Persistenz von EAHEC
(ST3305, GieRen) und E.coli ECO1080 K12 (als Kontrolle) in verschiedenen
Gewassern untersucht. Durch Anthocyane kann der viable-but-not-culturable (VBNC)-
Zustand von E. coli moéglicherweise aufgehoben oder gemindert werden, da diese das
Wachstum der Spezies E. coli induzieren. Dabei wurde einerseits der Einfluss der
Gewasser analysiert (FlieRgewasser (FL), Leitungswasser (LW), Oberflachengewasser
(OW) und andererseits der Effekt bei unterschiedlichen Temperaturen (4 °C; 20 °C)
betrachtet. Bei 4 °C persistierten EAHEC und E. coli ECO1080 K12 am besten im OW,
gefolgt von FL und LW, wobei es ab Tag 320 zu einer drastischen Abnahme der KBE
kam (Kap. 3.2.3). Bei 20 °C zeigten sich nur geringe Unterschiede zwischen den
Gewassern (Abb. 60). In FL und OW wuchsen bei beiden Stammen
temperaturunabhangig Mikrokolonien auf den Agarplatten, die bei den in LW
gehaltenen Bakterien nicht auftraten. Zunachst schienen die Bakterien bei der
niedrigeren Temperatur besser zu Uberleben, langfristig jedoch bei 20 °C (Abb. 61).

Wachstumskurven bestatigten diese Ergebnisse (Anhang A11).
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Abb. 60: Uberleben von E. coli K12 und EAHEC in verschiedenen Gewissern

E. coli ECO1080 K12und EAHEC (ST3305, GieRen) in FL, LW bzw. OW wurden Uber einen Zeitraum von 720 Tagen
jeweils bei 4 °C (A) bzw. 20 °C (B) beobachtet. In gewissen Zeitabstanden (ca. alle 8 Wochen) wurde die KBE durch
Ausplattieren auf LB- (E. coli K12) bzw. LB-Abarplatten + Cefotaxim (2 pyg/ml) (EAHEC) bestimmt. Bei 4 °C Uberlebten
beide Stamme in OW am besten, gefolgt von FL und LW (A). Bei 20 °C zeigten sich keine groRen Unterschiede
zwischen den Gewassern (B). Das Ende einer Kurve zeigt an, dass keine Kolonien mehr auf den Agarplatten
gewachsen sind.
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Abb. 61: Uberleben von E. coli K12 und EAHEC in FL, LW, OW und Vergleich 4 °C mit 20 °C

E. coli ECO1080 K12 und EAHEC (ST3305, GieRen) wurden in FL (A), LW (B) bzw. OW (C) uber einen Zeitraum von
720 Tagen jeweils bei 4 °C bzw. 20 °C beobachtet. In gewissen Zeitabstanden (ca. alle 8 Wochen) wurde die KBE
durch Ausplattieren auf LB- (E. coli K12) bzw. LB-Abarplatten + Cefotaxim (2 pg/ml) (EAHEC) bestimmt. Zunéchst
Uberlebten die Bakterien bei der kiihleren Temperatur besser, langfristig jedoch bei 20 °C Das Ende einer Kurve zeigt
an, dass keine Kolonien mehr auf den Agarplatten gewachsen sind.

4.7.2 Live-Dead-Staining
Das Anfarben mit den Live-Dead-Detektions-Farbstoffen (SYTO 9 dye: farbt alle
Bakterien grin; Propidium iodine: farbt tote Bakterien rot) zeigte, dass viele Bakterien
im FL bereits nach 4 Wochen abgestorben waren im Vergleich zu in LB kultivierten
Bakterien (ODgoo von 1,0) (Abb. 62). Die wenigen, im Gewasser uberlebenden
Bakterien regenerierten sich demnach, sobald sie unter optimaleren Bedingungen auf

LB-Agarplatten kultiviert wurden.

A) EAHEC im FL, 20 °C nach 4 Wochen

Abb. 62: Live-Dead-Staining von Bakterien

Griin: lebende Bakterien (angefarbt mit SYTO 9 dye). Rot: tote Bakterien (angefarbt mit Propidium iodine). Im
Kontrollexperiment mit einer 1:20 verdiinnten UNK (Bakterienkultur: ODggo von 1,0), lebten deutlich mehr Bakterien
(ca. 96 %) (B), als im FL-Ansatz (20 °C) mit nur ca. 47 % Uberlebenden Bakterien (A). Dies konnte ebenso fir die
anderen Gewasser (LW, OW) und Temperaturen bestatigt werden [Skalierung: 10 pm].

4.7.3 Effekt von Dakapo auf den VBNC-Zustand
Nach 500 Tagen wurden die Kulturen von E. coli ECO1080 K12 in den verschiedenen
Gewassern in LB-Medium bzw. mit Dakapo (77 uM) angereichertem LB-Medium
angezilchtet und die optischen Dichten ermittelt. Es zeigte sich, dass Dakapo auf die
Kulturen in allen Gewassern, temperaturunabhangig, einen wachstumsstimulierenden
Effekt hatte und die Bakterien mit Dakapo-Supplementation aus dem VBNC-Zustand

effizienter regenerierten als nur im LB-Medium. Bei 4 °C wurde der Dakapo-Effekt nach
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24 Stunden besonders deutlich (Abb. 63C), bei 20 °C bereits nach 16 Stunden
(Abb. 63B). Nach 86 Wochen liel3 sich EAHEC in OW (4 °C) nach Kultivierung (8 Std.,
37°C, 180 rpm) in LB + Dakapo (77 uM) wiederbeleben und auf der LB-Agarplatte
(+ 2ug/ml CTX) waren 11 KBE auszuzahlen, wahrend bei den nur in LB angezlchteten
Bakterien keine Kolonien wuchsen. In FL und LW allerdings lie® sich EAHEC zu

diesem Zeitpunkt nicht mehr reanimieren.

4°C nach 16 Std. 20°C nach 16 Std.
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Abb. 63: Effekt von Dakapo auf den VBNC-Zustand von E. coli in verschiedenen Gewéassern

Je 100 pl der "Gewasser-Bakterienkulturen" wurden in Wells einer Mikrotiterplatte mit doppelt konzentriertem LB-
Nahrmedium pipettiert. Nach Zugabe von Dakapo (Endkonzentration: 77 uM) erfolgte die Messung der ODgq alle
20 Min. im Mikrotiterplattenlesegerat. Der wachstumsinduzierenden Effekt von Dakapo in E. coli zeigte sich bei den
Gewassern in kihlerer Temperatur nach 24 Std. deutlicher (C) als nach 16 Std. (A). Bei den bei 20 °C beobachteten
Gewassern war die wachstumsférdernde Wirkung des Traubenextraktes nach 16 Std. starker (B) als nach 24 Std. (D).

4.7.1 Untersuchungen zur Resistenzstabilitat
Wahrend des betrachteten Inkubationszeitraumes kam es in keinem der Gewasser zu
einem Resistenzverlust in EAHEC wie exemplarisch nach 400 Tagen fur FL (4 °C und
20 °C) in Abb. 64 gezeigt wurde, obwohl die Bakterien in den Gewassern keinem
Selektionsdruck ausgesetzt waren.
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A) FL, 4 °C auf LB

B) FL, 4 °C auf LB mit CTX

C) FL, 20 °C auf LB D) FL, 20 °C auf LB mit CTX

Abb. 64: Untersuchung der Resistenzstabilitat von EAHEC in FL

Picken von Kolonien von Agarplatten von EAHEC (ST3305, Gieen) aus FL 4 °C (A,B) bzw. 20 °C (C,D) und
Ausstreichen auf LB (A,C) bzw. LB + CTX (2 pg/ml) (B,D). EAHEC wuchs auf beiden Platten temperaturunabhangig
gleich gut. Das bedeutet, dass es durch die Inkubation in den Gewassern nicht zu einem Resistenzverlust kam (ebenso
getestet fur LW und OW).

4.8 Zellkultur mit Insektenzellen aus G. mellonella

4.8.1 Hamozyten aus G. mellonella
Neben dem beschriebenen Einsatzes von G. mellonella als Infektionsmodell eignet
sich dieses Insekt flr Zellkulturversuche. Als Teil der zellularen Immunantwort sind
Hamozyten in G. mellonella, wie in Abb. 65 dargestellt, bedeutsam. Der Zellkern und

die Bakterien wurden mit DAPI angefarbt (blau), wahrend das Zytoskelett mithilfe des

Abb. 65: Himozyten

isoliert aus G. mellonella
Die Hamozyten wurden
nach lIsolation in Grace’s
Insect Medium bei 37 °C
Uber Nacht kultiviert. Mit
den Fluoreszenzfarb-

Fluoreszenzfarbstoffes Phalloidin Alexa 647 (rot) sichtbar wurde.
stoffen  Phalloidin  Alexa
647 wurde das Zytoskelett

A)
(rot) bzw. mit DAPI der
Zellkern (blau) angefarbt
und die Insektenzellen mit
dem Fluoreszenzmikros-
kop Biozero, BZ-8000 der
Firma Keyence betrachtet.
A: Einzelfarbungen einer
Hamozyte aus
G. mellonella.
B: Verschiedene
Hamozyten
aus G. mellonella
[Skalierung:10 pym].
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4.8.2 Infektion von Hamozyten mit verschiedenen Bakterien
Die Insektenzellen eignen sich zur Untersuchung bakterieller Infektionen und Wirt-
Pathogen-Interaktionen. Nach Infektion der Hamozyten mit dem nicht-pathogenen
E. coli MG1655 zeigte sich eine homogene Distribution der Bakterienzellen (Abb. 66A),
wahrend sich EAHEC, wie fur humane intestinale Zellen beschrieben, wie Ziegelsteine
aneinander lagerten und sich an die Hamozyten anhefteten (,stacked-brick layer®)

(Abb. 66B; Abb. 67) (Bielaszewska et al., 2011).

A) Infektion mit dem apathogenen E. coli MG1655 B) Infektion mit EAHEC (ST3305, GieRen)

Abb. 66: Infizierte Himozyten (Fluoreszenzmikroskopie)

Die Hamozyten wurden nach Isolation in GIM bei 30 °C uber Nacht kultiviert und anschlieBend mit logarithmisch
gewachsenen Bakterienkulturen (ODggo von 1) fiir 4 Std. bei 37 °C infiziert. Nach Fixierung mit Formaldehyd (3,7 %) und
Permeabilisierung mit Triton (0,2 %) erfolgte das Anfarben mit den Fluoreszenzfarbstoffen Phalloidin Alexa 647 fur das
Zytoskelett (rot) bzw. mit DAPI fir den Zellkern und die Bakterien (blau). Die Pfeilspitzen weisen exemplarisch auf die
durch EAHEC gebildete so genannte ,stacked-brick layer* (B), wahrend sich bei dem apathogen E. coli eine
gleichmaRige Verteilung zeigte (A). Mikroskopiert wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop der Firma Keyence
[Skalierung: 10 pm].



4 Ergebnisse 96

A)

Abb. 67: Infizierte Himozyten mit EAHEC (Konfokalmikroskopie)

Die Hdmozyten wurden nach Isolierung in GIM bei 30 °C Uber Nacht kultiviert und anschlieRend mit einer logarithmisch
gewachsenen Bakterienkultur (ODggo von 1) von EAHEC (ST3305, Gielen) fur 4 Std. bei 37 °C infiziert. Nach Fixierung
mit Formaldehyd (3,7 %) und Permeabilisierung mit Triton (0,2 %) erfolgte das Anfarben mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Phalloidin Alexa 647 fir das4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside Zytoskelett (rot) bzw. mit DAPI fir den Zellkern und die
Bakterien (blau). Die Pfeilspitzen zeigen exemplarisch auf die durch EAHEC gebildete so genannte ,stacked-bricked
layer*. Mikroskopiert wurde mit dem Konfokalmikroskop Leica TCS SP5. A: Einzelfarbungen einer infizierten Hamozyte.
B: Infizierte Himozyte mit Querschnitten. C: Zoom.
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5 Diskussion

5.1 Problemstellung

Zahlreiche pathogene Bakterien werden Uber Lebensmittel Ubertragen. Dazu zahlen
die in der vorliegenden Dissertation untersuchten Spezies Listeria monocytogenes und
pathogene Stamme von Escherichia coli wie der enteroaggregative-hamorrhagische
E. coli (EAHEC), der 2011 in Deutschland und europaweit flr zahlreiche Infektionen
und Todesfélle verantwortlich war (Anhang A1). Die rickwirkenden Analysen deuten
darauf hin, dass EAHEC uber aus Agypten importierte Bockshornkleesprossen
Ubertragen wurde, allerdings wurde der Erreger bis heute nicht eindeutig auf den
Sprossen oder anderen Lebensmitteln nachgewiesen. Die Interaktion von
Nahrungsmittelbestandteilen und deren Einfluss auf das Wachstum von
(krankheitserregenden) Bakterien sind interessant flir die Aufklarung von derartigen
Epidemien und bei der Pravention von Infektionen. Anthocyane aus verschiedenen
Beerenextrakten (z.B. Weintrauben, Heidelbeere, Holunder) sind fur den Menschen
von Relevanz, da sie natlrlicherweise Uber die Nahrung aufgenommen werden. Sie
hemmten in den vorliegenden Experimenten das Wachstum von einigen wenigen
untersuchten Bakterien (z.B. L. monocytogenes, Enterococcus faecalis), induzierten
allerdings das Wachstum von zahlreichen Bakterien, insbesondere der
Enterobacteriaceae-Familie, unabhangig von deren pathogenem Potential oder
Resistenzmustern. Der EAHEC-Ausbruch 2011 war besonders problematisch, da es
sich um einen multiresistenten Krankheitserreger handelte und die Therapieoptionen
aus diesem Grund stark eingeschrankt waren. Im Rahmen des LOEWE-
Forschungskooperationsprojektes ,Insektenbiotechnologie® sollten verschiedene
antimikrobielle Peptide (AMP) aus Insekten getestet werden, um Substanzen zu
identifizieren, die gegen solche resistenten und multiresistenten, pathogenen Bakterien
eingesetzt werden konnen.

In einer Stufenanalyse wurden erfolgsversprechende Substanzen zunachst in vitro im
Hochdurchsatzverfahren identifiziert, dann in vivo im Infektionsmodell in Larven von
Galleria mellonella getestet und anschlieBend konnten mittels Transkriptomanalysen
die Wirkmechanismen untersucht werden, die flir die beobachteten Effekte
verantwortlich waren. Idealerweise folgen Tierexperimente und Humanstudien, bis die
Substanzen letztlich in der Lebensmittel- und Pharma-Industrie Verwendung finden

konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die Transkriptomexperimente aus

folgenden Grinden mit dem Anthocyan-reichen Traubenextrakt Dakapo durchgeflhrt:
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e FUr Transkriptomanalysen und weitere Versuche sind groRere Mengen an
Testsubstanz Voraussetzung zur Durchfuhrung der Forschungsaktivitaten.
Dakapo stand fur diese Zwecke in ausreichender Menge zur Verfligung,
wirksame Insekten-AMP zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht.

¢ Die Insekten-AMP zeigten nur vereinzelt in fur die Klinik interessanten (niedrigen)
Konzentrationen (<100 ug/ml) Effekte. Anthocyane hingegen sind als
antioxidativ.  wirksame  Substanzen bekannt. Divergierende Effekte
(Wachstumsinhibition, -induktion, keine Wirkung) gegeniber verschiedenen
Bakterienspezies werfen Fragen im Hinblick auf das antioxidative Potential der
Anthocyane auf. Welche Mechanismen liegen diesen Effekten zugrunde? Was
fuhrt dazu, dass Anthocyan-haltige Beerenextrakte das Wachstum von einigen
Bakterien forderten, von anderen Bakterien jedoch hemmten, unabhangig vom
pathogenen Potential der Mikroorganismen?

e Das Beerenextrakt der Traubensorte Dakapo wurde fir die Transkriptomanalyse
mit L. monocytogenes und EAHEC gewahlt, da die Effekte gegeniber
verschiedenen Bakterien bei dieser Anthocyan-reichen Substanz am starksten

ausgepragt waren.

Bei der Wahl der fiur die Transkriptomanalyse selektierten Bakterienspezies wurden
folgende Aspekte bertcksichtigt:

e L. monocytogenes und EAHEC kénnen beide durch Lebensmittel Ubertragen
werden.

e EAHEC wird als Vertreter der durch Dakapo im Wachstum induzierten,
pathogenen Bakterien gewahlt. Aufgrund des Ausbruchs 2011 in Deutschland
mit diesem hochpathogenen Krankheitserreger (S3-Organismus) ist es
interessant, die Mechanismen zu identifizieren, die der Wachstumsstimulation
durch die Anthocyane zugrunde liegen und in vivo die Effekte einer bestimmten
Infektionsdosis mit anderen Stdmmen von E. coli zu vergleichen. Nach der
Transkriptomanalyse  wurden bei EAHEC aufgrund des hohen
Pathogenitatspotentials weiterfiihrende Experimente zum Teil mit einem
apathogenen Stamm von E. coli durchgefihrt, bei dem Dakapo ebenso einen
wachstumsinduzierenden Effekt zeigte.

e L. monocytogenes wurde als Vertreter der durch Dakapo im Wachstum
inhibierten Bakterien ausgesucht. Mit dieser Bakterienspezies sind bereits
zahlreiche Studien am Institut durchgefiihrt worden und entsprechende isogene
Mutanten verfligbar. Diese konnten fur sich an die Transkriptomanalyse

anschlieRende Versuche verwendet werden.
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e Der wachstumshemmende Effekt von Dakapo ist vor dem Hintergrund der Suche
nach neuen Antiinfektiva von noch gréflerer Bedeutung, als die
Wachstumsinduktion in E. coli, weshalb sich die Forschungsarbeiten nach der
Transkriptomanalyse auf das opportunistische Pathogen L. monocytogenes

fokussierten.

Es ist wichtig zu beachten, dass es sich bei dem Traubenextrakt Dakapo um ein
Naturprodukt handelt. Der Gehalt an Inhaltsstoffen, wie einzelnen Anthocyanen,
unterliegt starken Schwankungen. Diese sind durch den Jahrgang bedingt, da
Wettereinflisse, Erntezeitpunkt, Boden, Diingung, Pilzbefall, Insekten, Verarbeitung,
Lagerbedingungen und Alterung von Jahr zu Jahr stark variieren und eine
Standardisierung der Inhaltsstoffe nicht oder nur sehr schwer maéglich ist. Daher ist es
beim Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit anderen Publikationen, in denen
Anthocyan-reiche Substanzen an Bakterien getestet wurden, sehr wichtig die
Substanzen und deren Anthocyan-Muster genau zu betrachten. Es bleibt des Weiteren
anzumerken, dass die maximal einsetzbare Endkonzentration an Beerenextrakten
limitiert war. Einerseits in vitro bei den Messungen der optischen Dichte aufgrund der
starken, blauen Eigenfarben der Substanzen und andererseits in vivo, denn die in die
Larve injizierte Endkonzentration von 30 uM Dakapo (bzw. 153 pg/Larve) wurde von
den Larven noch metabolisiert. Nach der Injektion farbten sich diese zwar blau,
nahmen aber schon nach einigen Stunden ihre ursprungliche Farbe wieder an
(Abb. 10). Die eingesetzte Konzentration der Anthocyan-haltigen Stockldsung konnte
jedoch nicht beliebig erhoht werden, da die Larven bei zu hohen Endkonzentrationen

abstarben.

Zunachst sind die Ergebnisse mit den Insekten-AMP und das Infektionsmodell
G. mellonella Bestandteil der Diskussion, anschlieRend die komplexen und

interagierenden Prozesse, die die Transkriptomanalysen mit Dakapo offenlegten.

5.2 Effekte der AMP

Die getesteten AMP verschiedener AMP-Klassen sind in Datenbanken wie der The
Antimicrobial Peptide Database (APD) oder UniProt (2013) zu finden, mit Ausnahme
der Defensine von Tribolium canstaneum, wobei drei verschiedene Defensine in
diesem Insekt charakterisiert wurden (Altincicek et al., 2008). Fur Insekten-Defensine
werden in der Literatur insbesondere gegeniber Gram-positiven Bakterien der Genera
Micrococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Listeria, Corynebacterium, Clostridium
und Streptomyces antimikrobielle Wirkungen beschrieben, weniger gegeniiber Gram-

negativen Erregern (Hofmann & Hetru, 1992). Allen weiteren getesteten AMP wird in
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den Datenbanken eine antibakterielle und/oder antimykotische Aktivitdt zugewiesen.
Diese antibakterielle Aktivitdt konnte in der vorliegenden Studie allerdings nur flr
wenige AMP bestatigt werden. In der Datenbank APD werden nur AMP mit einer
minimalen Hemmkonzentration (MHK) von <100 uM oder 100 ug/ml registriert (Wang &
Wang, 2009). Nach dieser strengen Konvention waren lediglich das Cys-reiche
Defensin Tca1 von T. castaneum gegeniber der AsodA-Mutante (AImo1439) von
L. monocytogenes und gegen Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA)
sowie das a-helikale AMP Stomoxyn von Stomoxys calcitrans gegen
Klebsiella pneumoniae (ESBL) wirksam, so dass diese AMP fir weitere
Forschungsaktivitaten von Interesse sind. In hoheren Konzentrationen waren jedoch
einige der AMP insbesondere gegen Gram-negative Bakterienspezies effizient,
wahrend sie gegenlber Gram-positiven keine Wirkung hatten. Gegen den pathogenen,
multiresistenten EAHEC der Epidemie 2011 in Deutschland wirkten von den 29
getesten AMP finf AMP (zwei Cecropine, zwei Apidaecine und Stomoxyn) in einer
Konzentration von 1 mg/ml bakterizid (Tab. 11). Obgleich diese Wirkkonzentration
relativ hoch war, zeigte sich dennoch die Effizienz dieser Naturstoffe als potenziell
neuartige Antiinfektiva gegeniber dem multiresistenten EAHEC.

Wie aus der Literatur bekannt, interagieren die kationischen AMP mit der negativ
geladenen Oberflache der Bakterien durch elektrostatische Bindung der AMP, wobei
die Wirkmechanismen sehr unterschiedlich sind (Bulet et al., 2004). Durch die
Anlagerung und Integration der AMP an die bakterielle Oberflache kommt es zu einer
Verdlinnung der bakteriellen Zellmembran. Ebenso wird eine AMP-
konzentrationsabhangige Porenbildung als Aufnahmemechanismus beschrieben. Dies
erklart den linear konzentrationsabhangigen Effekt bei Cecropinen A, Sarcotoxin 1A
und Stomoxyn (Abb. 16A,B; Abb. 17A,B; Anhang A4 und A5). Bei Ceratotoxin und den
Metalnikowinen wurde in E. coli ab einer gewissen Konzentration ein abrupter
Wirkungseffekt festgestellt, der darauf zurtickzuflhren sein kénnte, dass sich ab einer
bestimmten AMP-Konzentration Poren in der Bakterienmembran bilden, so dass die
AMP in die Zelle eindringen und das Bakterienwachstum inhibieren konnen
(Abb. 16C,D; Anhang A4). Dieser mit einer Art ,Quantensprungereignis* vergleichbare
Effekt war auch fur Ceratotoxin und Sarcotoxin 1A in K. pneumoniae (Gram-negativ)
erkennbar (Abb. 17C,D). Es wirkten weniger AMP gegen dieses multiresistente
Pathogen als gegen E. coli-Spezies, was an der Kapsel liegen koénnte, die
K. pneumoniae zusatzlich schitzt. Fur die AMP Apidaecin 1A, Apidaecin, Drosoin und
Pyrhocoricin ist aus der Literatur ein Wirkmechanismus Uber das bakterielle
Hitzeschockprotein DnaK bekannt, wobei die AMP-Anlagerung die Chaperon-

unterstitzte Proteinfaltung und die ATPase-abhangige Aktivitdt von DnaK verhindert
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(Bulet et al., 1996; Gobbo et al., 2002; Bulet & Stocklin, 2005; Kragol et al., 2001;
Kragol et al., 2002; Morell et al., 2008; Zhu et al., 1996). DnaK ist in die chromosomale
DNA-Replikation involviert (UniProt, 2013) und aus diesem Grund kann eine Hemmung
von DnaK durch die genannten AMP 2zu einer AMP-konzentrationsabhangigen
Wachstumsinhibition flihren.

Neben diesen bereits bekannten Wirkmechanismen der AMP gab das Experiment mit
der AoppA-Mutante von L. monocytogenes Hinweise, dass wirksame AMP wie
Defensin Tca1 in L. monocytogenes Uber ABC-Transporter aufgenommen werden. Die
Experimente mit dieser Mutante wurden in Zusammenarbeit mit Gopala K. Mannala
(Doktorand am Institut) durchgefihrt, der die Analysen mit dieser Mutante fortfihrt. Das
deletierte Gen Imo2196 (oppA) kodiert fir ein 62-kDa Oligopeptidtransportsystem-
Substrat-bindendes Protein. Dieses Gen kodiert in Abhangigkeit von der
Bakterienspezies flr ein Peptidbindeprotein, das Peptide mit einer Grofle von 2-18 AS
transportiert (Monnet, 2003). Die Ausschaltung des Gens resultierte in einer deutlich
schlechteren Wirksamkeit von Defensin Tca1 (44 AS) (Abb. 15) im Vergleich zum
Wildtyp (Wt). Dies gab Hinweise, dass das AMP Uber das opp-Operon, das sich aus
funf Genen (oppA, oppB, oppC, oppD und oppF) zusammensetzt, transportiert wird.
Allerdings muss das AMP zuvor gespalten werden, um von diesem Transporter
aufgenommen werden zu koénnen. Das beschriebene Oligopeptidtransportsystem
gehort zur Familie der ABC-Transporter, die mithilfe der ATP-Spaltung Energie flr den
Peptidtransport gewinnt. Dabei wird zwischen dem extrazellularen AMP-
Bindungsprotein (oppA), zwei transmembranen Poren-bildenden Proteinen (oppB,
oppC) und den zwei flr die ATP-Spaltung verantwortlichen Proteinen (oppD, oppF)
unterschieden. Das erste Gen dieses Operons, oppA, kodiert fur ein Protein, das vor
allem in der Phase exponentiellen Wachstums exprimiert wird. Das Lipoprotein OppA
transportiert Oligopeptide und ist fur das Wachstum bei niedrigen Temperaturen
wichtig (Borezee et al., 2000). Mdglicherweise wurde die Deletion weiterer Oligopeptid-
transportierender Gene wie Imo2192, Imo2193, Imo2194 und Imo2195 die Effizienz von
Defensin Tca1 weiter reduzieren.

Aufschlussreich fur Wirkmechanismen der AMP war ebenso der Effekt gegenlber der
AsodA-Mutante von L. monocytogenes, bei der einige AMP deutlich wirksamer als im
Wt waren (Tab. 11). Bei dieser Mutante kann aus Superoxidanion (O.*) kein
Wasserstoffperoxid (H,O,) gebildet werden, wobei die AsodA-Mutante allgemein
schlechter wuchs als der Wt (Abb. 44). AMP, die im Wt keine Effekte zeigten, hemmten
das Wachstum der AsodA-Mutante (Tab. 11). Dies deutete darauf hin, dass oxidativer

Stress als Wirkmechanismus eine Rolle spielt. Sobald nicht alle flir den Abbau von
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oxidativem Stress notwendigen Enzyme aktiv sind, ist die Bakterienzelle empfindlicher
gegenuber den AMP.

Die getesteten AMP wurden synthetisch hergestellt, da eine Isolierung aus naturlichen
Organismen zu aufwendig, teuer und nicht standardisiert méglich war. Insekten-
Defensine unterscheiden sich strukturell von Vertebraten-Defensinen, die von einer
antiparallelen B-Faltblattstruktur durch Disulfidblcken stabilisiert werden, aber selten a-
Helix-Strukturen enthalten (Hoffmann & Hetru, 1992; Bulet et al., 2004). Im Falle des
Defensins Tca? ist es von entscheidender Bedeutung, dass die enthaltenen
Disulfidbriicken innerhalb der Cys-Reste korrekt verknulpft sind, da nur das AMP mit
richtig verbundenen Disulfidbriicken antimikrobiell aktiv war (Abb. 68; Tab. 11). Bei der
AMP-Synthese stellt diese korrekte Verknlpfung der Disulfidbriicken eine

Schwierigkeit dar, weshalb die Herstellung des AMPs sehr kostenintensiv ist.

| |
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Abb. 68: Korrekte Disulfidbriickenverkniipfung in Defensin Tca1 (T. castaneum)

Weiterhin bleibt anzumerken, dass es sich bei zehn der 29 getesteten AMP um nicht
aufgereinigte Rohpeptide handelte (Tab. 5). Bei den AMP-Experimenten hat sich
herausgestellt, dass die AMP-Aktivitdten entscheidend davon abhingen, wie frisch
gelost das AMP ist. Die Effizienz der AMP scheint im geldsten Zustand durch Auftau-
und Einfrierprozesse beeintrachtigt zu werden, was fir weitere Analysen mit den AMP
und bei einer eventuellen klinischen Applikation bedacht werden muss.

In vivo zeigten in vitro wirksame AMP einen Schutzeffekt in G. mellonella. Dieses
Insektenmodell wird zur Pathogenitatstestung verschiedenster Bakterien und fir die
Testung von neuen antimikrobiellen Agentien verwendet. Infektionsversuche mit
G. mellonella sind geeignet fur Gram-positive und Gram-negative Bakterien, denn das
als Endotoxin wirkende Lipopolysaccharid (LPS) spielt nicht die entscheidende Rolle
fur die Pathogenitat der Gram-negativen Bakterien, da nach Injektion des apathogenen
E. coli K12 alle Larven uberlebten (Abb. 20C). Einzigartig bei G. mellonella ist die
Beobachtung der Infektion bei einer Temperatur von 37 °C, die von diesem
Organismus toleriert wird, im Gegensatz zu Infektionsexperimenten mit Drosphila
melanogaster und Caenorhabditis elegans, die normalerweise bei 30 °C durchgefihrt
werden (Desbois & Coote, 2012). Dabei ist anzumerken, dass die Bakterien und AMP
in den vorliegenden Experimenten kurz vor der Injektion zusammengefiigt und dann in
einer Einmalinjektion in die Larven gespritzt wurden (Kap. 3.2.7). Durch die einmalige
Injektion entsteht den Larven weniger Stress. Denkbar ware es ebenso, die Bakterien

zuerst zu injizieren und die wirksamen AMP erst einige Zeit spater, was eine Therapie
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mit den AMP bedeuten wirde, wobei sich dieses Vorgehen einer ,Doppelinjektion”
allerdings experimentell als ungeeignet erwies. Weiterhin ware es mdglich, zunachst
das AMP in die Larven zu spritzen und diese dann mit Bakterien zu infizieren, was der
Pravention einer Infektion entsprechen wirde. Allerdings waren viele der AMP nur fir
einen gewissen Zeitraum wirksam, so dass diese in bestimmten Zeitintervallen in die
Larven von G. mellonella injiziert werden mussten. Im Rahmen der in vivo-Vorselektion
dieser Arbeit wurde allerdings von Mehrfachinjektionen abgesehen, um den
Applikationsprozess zu standardisieren und die Larven nicht unnétig zu stressen. Die
Verwundung durch die Injektion induziert bereits eine Immunreaktion in der Larve. Dies
wurde in T. castaneum untersucht, bei dem eine Injektion mit steriler Salzlésung zur
Induktion der in die Immunantwort involvierten Proteine Defensin-2, Thaumatin-1 und
ApoD fuhrte. Die Immunantwort (nach bakterieller Infektion) und Stressantwort (durch
Verwundung mit der Injektionsnadel) scheinen eng verknupft zu sein (Altincicek et al.,
2008). Es zeigte sich in den vorliegenden Analysen bei allen in vivo getesteten AMP,
dass diese im Insektenmodell Uber einen Beobachtungszeitraum von finf Tagen
protektiv gegenuber verschiedenen Bakterien wirkten (Abb. 23; Abb. 25; Abb. 26). Die
Kombination aus AMP und den eigenen Abwehrsystemen der Larven, wie sie in
Kap. 1.5 beschrieben werden, scheinen die Pathogenen effizient abzuwehren.

Neben der Injektion sind weitere Applikationswege denkbar wie das Aussetzen der
Bakterien auf der Cuticula der Larven. Entscheidender Nachteil dieser Methode ist die
unzureichende quantitative Bestimmung des infizierten Inokulums (Scully & Bidochka,
2005). Fur die orale ad libitum Applikation werden Pathogene in die Futtermischung
gegeben, die die Larven unter Laborbedingungen in den Petrischalen umgibt.
Vorteilhaft bei dieser Ingestionsmethode ist die Nachahmung einer natirlichen
Infektion Uber kontaminierte Nahrung, aber die von den Larven aufgenommene
Bakteriendosis kann nicht definiert, sondern lediglich das Inokulum in jeder Petrischale
angegeben werden. Das konnte erklaren, warum bei den Larven allgemein eine
geringere Mortalitat nach oraler Infektion mit verschiedenen Bakterien zu verzeichnen
ist, als nach direkter Injektion (Fedhila et al., 2010). Die in dieser Forschungsarbeit
angewandte Injektionsapplikation ist die am besten geeignete Methode, da sie es
ermoglicht, sowohl die Bakteriendosis als auch die injizierte AMP-Konzentration genau

zu quantifizieren.

5.3 Effekte der Anthocyane
Effekte von Dakapo auf EAHEC
Die Transkriptomanalyse gab Hinweise, dass in EAHEC durch Dakapo-Zugabe eine

optimale Regulierung der Eisenhomdostase stattfindet. Anthocyane wirken als
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Antioxidantien, einerseits durch Chelatbildung mit Metallen bei Anthocyanen mit zwei
ortho-verwandten Hydroxylgruppen im B-Ring (Abb. 6A), was die Hydroxylradikal
(OHe)-Produktion verhindert, und andererseits durch das direkte Scavenging von

reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) (ROS).

Bei der Auswertung der groRen Mengen an Transkriptomdaten ist es von grofer
Relevanz, welche Daten bei der Interpretation bericksichtigt werden, d.h. bis zu
welchem fold change Gene eingeschlossen werden und welche Mindestanzahl an
reads vorausgesetzt wird. Fur die Analyse der Transkriptomdaten der vorliegenden
Arbeit wurden zunachst nur Gene betrachtet, die den Kriterien von mindestens 10
reads entsprachen und eine veranderte Expressionsrate von <-1,9 bzw. 2+1,9 zeigten.
Bereits bei diesem fold change zeigte sich eine enorme Regulierung mit veranderten
Expressionsraten bei 18 % der analysierten Gene. Insbesondere war eine
Hochregulierung von Genen zu verzeichnen, die in der Eisenhomodstase involviert
sind (37 % der induzierten Gene) (Abb. 36A). Wurde der fold change bei <-3,0 bzw.
=+3,0 gesetzt, zeigten sich die Veranderungen im Eisenmetabolismus noch deutlicher.
Fast die Halfte (45 %) der durch das Traubenextrakt regulierten Gene spielen im
Eisenmetabolismus eine Rolle oder kodieren flr Eisen-haltige bzw. -Eisen-abhangige
Proteine. Mit dieser mindestens dreifach erhdhten Expressionsrate waren unter den
durch Dakapo induzierten Genen 83 % am Eisenstoffwechsel beteiligt (Abb. 36B),

wobei die meisten von diesen durch Fur reguliert werden (Anhang A13.1).

Die ausgepragten Veranderungen in der Eisenhomdstase durch Dakapo deuteten auf
einen sehr starken Einfluss des Metalls auf das Wachstum von E. coli hin. Zahlreiche
Siderophore mit unterschiedlichen Strukturen waren durch Anthocyane hochreguliert,
insbesondere Enterobaktin sowie Yersiniabaktin und Aerobaktin, wobei die beiden
zuletzt genannten in dem apathogenen E. coli MG1655 nicht exprimiert werden
(Anhang A13.1) (Abb. 37). Naturlicherweise sezernieren Bakterien unter
Eisenmangelbedingungen diese Siderophore, die Fe**-lonen mit einer hohen Affinitat
binden (Siderophilie) (Avdeef et al., 1978; Simon et al., 1995; Newton et al., 2010).
Durch die metallkomplexierenden Eigenschaften der Anthocyane werden
moglicherweise derartige Mangelbedingungen suggeriert und es entsteht eine starke
Konkurrenz um das gebundene und freie Eisen (Fe), auf das die Bakterien angewiesen
sind. Dabei ist die Bindung zwischen Anthocyanen und Fe*" starker, als zwischen
Enterobaktin und Fe, was die enorme Hochregulierung der Siderophore erklart
(George et al.,, 1999). Der Eisengehalt im Dakapo-Beerenextrakt (ca. 13 pg/g; im
Experiment eingesetzte Menge nach Einwaage: 0,121 ng/200 pyl Well) (Hofmann,
2012) war vergleichsweise gering. Durch die im LB (lysogeny broth)-Medium
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enthaltene Eisenmenge von 506,5 ug/l (101,3 ng/200 pl Well) steht durch das
Nahrmedium deutlich mehr Fe zur Verfugung, so dass Dakapo keine nennenswerte
zusatzliche Eisenquelle darstellte. Doch durch die Zugabe von Eisen-komplexierenden
Anthocyanen in Dakapo wurden vermutlich die Eisenaufnahmesysteme in EAHEC zur

Aufnahme des im Nahrmedium vorhandenen Fe stimuliert.

Aus der Komplexbildung der Anthocyane mit im Extrakt und im Medium enthaltenen
Eisenionen resultierte die blaue Farbe der Substanz und der Versuchsansatze (Bayer,
1966). Eisenionen sind beispielsweise fir die tiefblaue Farbe von Scheinmohn
(Meconopsis grandis) verantwortlich (Yoshida et al., 2006). Durch die
Verstoffwechselung des Fe anderte sich die Farbe des Mediums von blau nach
griinlich, da Fe entzogen und von den Bakterien metabolisiert wurde (Abb. 32). Fe**
wurde aufgenommen, durch die stark hochregulierte Ferrireduktase reduziert und der
Zelle zum Wachstum bereitgestellt (Kap. 4.3.2.3). Aufgrund einer engmaschigen
Regulierung des Eisenstoffwechsels durch zahlreiche Eisenakquisitionssysteme wurde
nur so viel Fe aufgenommen, wie zum Wachstum bendtigt wird (Chiancone et al.,
2004). Die fur-regulierten Eisendicitrattansporter (FecA, FecB, FecC, FecD, FecE)
wurden vermindert exprimiert (Kap. 4.3.2.4; Anhang A13.2), da Fe aus den Fe-Citrat-
Komplexen schlecht I6sbar ist und die Aufnahme von Fe mit héheren Energiekosten
verbunden ware.

Interessant war der Effekt von Dakapo auf die Serumresistenz in EAHEC, da das
Traubenextrakt die inhibierende Wirkung von Humanserum vollstandig aufheben
konnte (Abb. 58). Serumresistenz beschreibt dabei die Fahigkeit der Bakterien im Blut
zu uberleben, was als ein Pathogenitatsmerkmal angesehen wird, da daraus eine
Sepsis resultieren kann. Der apathogene Stamm E. coli MG1655 reagierte deutlich
empfindlicher auf Humanserum und die kompensierende Dakapo-Wirkung war deutlich
schwacher ausgepragt (Anhang A10). Die zusatzlich in EAHEC im Gegensatz zu
E. coli MG1655 exprimierten Siderophore Aerobaktin und Yersiniabaktin stellen eine
Erklarung fur die divergierenden Serum-Effekte bei diesen beiden Stadmmen dar.
Hinweise darauf gab das Experiment mit der fur-Mutante, da Dakapo bei dieser
Mutante den Serumeffekt nicht aufzuheben vermochte (Abb. 59B). Viele der im
Eisenstoffwechsel beteiligten Gene werden durch den Eisen-abhangigen Repressor
Fur reguliert (Anhang A13), so dass die Ausschaltung dieses Gens die Dakapo-
Wirkung stark verminderte (Abb. 59A). Unter Bedingungen eines ausreichenden
Eisenangebotes bindet Fur an die Zielsequenzen im Promoter von Eisen-regulierten
Genen und vermindert deren Expression (Skaar, 2010). Die Expression von fur war

durch Dakapo nicht nennenswert verandert, aber fur ist flir die engmaschige
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Regulierung der Eisenhomdostase verantwortlich. Daher kann durch die Deletion
dieses Gens die durch Dakapo positiv beeinflusste Eisenausnutzung nicht mehr
optimal ablaufen, so dass der wachstumsinduzierende Effekt des Traubenextraktes bei
der fur-Mutante erst nach einer gewissen Adaptationszeit sichtbar wurde und im
Vergleich zum Wt nicht so stark ausgepragt war (Abb. 59A). Die Reduzierung der
Serumresistenz durch Anthocyan-haltige Beerenextrakte ist insbesondere bedeutsam
vor dem Hintergrund, dass wahrend der Epidemie 2011 mit Gastroenteritis und
hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS), untypisch fir EAHEC-Infektionen,
Uberwiegend Frauen mit einer gesunden Erndhrungsweise betroffen waren. In der
Literatur wird von einer sehr geringen Bakteriendosis von EHEC ausgegangen, die zur
Infektion fihrt (Fischer, 2014). Die vorliegenden in vivo-Experimente in G. mellonella
zeigten jedoch, dass ein ESBL-E. coli aus Agypten (E. coli CTX-M-15414) mit einer
geringeren Dosis von 4*10° KBE/Larve (Abb. 20A) mehr Larven totete, im Vergleich zu
EAHEC (ST3305, GieRen) oder EHEC EDL933 bei einer Infektionsdosis von
10° KBE/Larve (Abb. 20B,C).

Anthocyane werden neben dem Einsatz als Lebensmittelfarbstoff E 163 (ohne
Mengenbeschrankung; EFSA, 2013) verwendet, um die Farbe von Zierpflanzen zu
modifizieren. Setzt man beispielsweise der Erde von Hortensien Fe zu, werden die
Bluten blau. Bei Rosen funktioniert dies jedoch nicht, da Fe bereits mit anderen, starker
Fe-bindenden Substanzen wie Citrat Komplexe bildet. Dies bietet einen
Erklarungsansatz fir die Runterregulierung der fur-regulierten Eisendicitrattansporter
(FecA, FecB, FecC, FecD, FecE), da Fe mit Citrat Komplexe bildet, aus denen das
Metall nur schwer l6sbar ist und die Aufnahme von Fe mit héheren Energiekosten
verbunden ware (Bayer, 1986; Kap. 4.3.2.4; Anhang A13.2).

Um eine Uberladung der Bakterienzelle mit Fe zu verhindern, wurden die beiden
Eisenspeicherproteine Bakterioferritin und Ferritin-like Protein 2 runterreguliert, so dass
Fe nicht akkumulierte, sondern aufgenommen und zum Wachstum verwendet wurde.
Zur Verhinderung von oxidativem Stress, der durch den vermehrten Metabolismus von
an den Anthocyanen angeknlpften Zuckern entstehen kénnte, waren die Mangan- und
Kupfer-Zink-abhangigen Superoxiddismutasen, nicht jedoch die Fe-abhangige
Superoxiddismutase, hochreguliert (Kap. 4.3.2.2; Anhang A13). Es wurde demnach
vermehrt H,O, gebildet, aufgrund der regulierten Eisenhomdostase entstanden jedoch
keine OHe-. Die fir E. coli angenommene Konzentration von ungebundenem, freien Fe
von 10-30 uM wird durch niedermolekulare, intrazellulare Liganden, wie Ascorbat oder

Citrat koordiniert und durch eine optimale Eisenaufnahme und -speicherung
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gewahrleistet (Perron & Brumaghim, 2009). Zuviel nicht-gebundenes, freies Fe wirde

intrazellular zu oxidativem Stress fuhren (Rice-Evans, 1996).

Neben der Eisenhomobostase gab es ebenso Hinweise flr einen sehr kontrolliert
ablaufenden Energiegewinnungsprozess bei der Metabolisierung von Kohlenhydraten,
da die 6-Phosphofruktokinase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Glykolyse, hochreguliert war, wahrend Untereinheiten der Succinatdehydrogenase, ein
im Citratzyklus und in der Atmungskette involviertes Enzym, durch Dakapo
runterreguliert wurden (Kap. 4.3.2.1). Es bestand eine Hochregulierung
verschiedenster Transporter fir die optimale Nahrstoffversorgung der Zelle.
Transporter des Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferasesystem (PEP-PTS) zeigten
jedoch keine veranderten Expressionsraten (Anhang A13). Die an die Anthocyanen
angelagerten Zucker wurden demnach in optimaler Menge aufgenommen und zum
Wachstum genutzt, ohne dass oxidativer Stress durch die Atmungskette, wie bei
Kohanski et al. (2007) beschrieben, entstand. Durch allgemeine Hochregulierung von
verschiedenen Transportern (Abb. 34; Kap. 4.3.2.4), schien der Nahrstofftransport

optimiert zu werden, was eine Begrindung fur die Wachstumsinduktion ist.

Die bekannten antioxidativen Eigenschaften der Anthocyane scheinen in E. coli effektiv
zu sein. Tatsachlich wurde oxidativer Stress vermindert, wie im Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE)-Experiment und mit dem Hydroxyphenylfluorescein (HPF)-
Farbstoff gezeigt werden konnte (Abb. 54; Abb. 55). Anthocyane kénnen durch H,O,-
oder Paraquat-bedingten oxidativen Stress effizient abfangen (Abb. 53). Hinweise
darauf, dass Fe eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der
wachstumsinduzierenden Wirkung der Anthocyane spielt, zeigte das Experiment mit
Malvidin-3-Glukosid (M-3-G), das kein Fe chelatiert und das Bakterienwachstum
uneingeschrankt forderte, wahrend es mit Delphidin-3-Glukosid (D-3-G), einem Fe-
komplexierenden Anthocyan, nach einer gewissen Zeit zu einer Einstellung der
Wachstumsinduktion kam (Abb. 56; Kap. 4.6.2). Offenbar bestand eine Konkurrenz um
das Fe im Medium, denn einerseits werden die Metallionen durch D-3-G komplexiert,
andererseits durch die Siderophore aufgenommen, bis der Eisenanteil aufgebraucht ist

und kein vermehrtes Bakterienwachstum mehr festzustellen war.

Dakapo ist eine sehr komplexe Substanz, die sich aus mehreren Anthocyanen
zusammensetzt. Es konnte eine eindeutige Wachstumsstimulation in E. coli detektiert
werden, sowohl mit diesem natlrlichen Traubenextrakt, als auch mit den synthetisch
hergestellten Einzel-Anthocyanen M-3-G und D-3-G. Andere Forschergruppen wie z.B.

Lacombe et al. beschreiben jedoch wachstumsinhibitorische Effekte durch Anthocyan-
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reiche Cranberries (Lacombe et al., 2013) und Komponenten aus Heidelbeeren in
E. coli (Lacombe et al.,, 2012). Anthocyan-haltigen Bluten- und Fruchtextrakten von
Melastoma malabathricum aus Malaysia waren gegen L. monocytogenes und
S. aureus wirksam, wobei der Einfluss unterschiedlicher Temperaturen (4 °C; 25 °C;
37 °C) und pH-Werte (pH: 4, 6, 7, 8) untersucht wurde. L. monocytogenes war dabei
gegenuber dem Blatenextrakt sensitiver bei den pH-Werten 4, 6 und 7 bei allen
Testtemperaturen, wahrend S. aureus eher auf das Fruchtextrakt mit einer
Wachstumsinhibition unter allen pH-Wert-Konditionen bei 25 °C und 37 °C reagierte,
nicht jedoch bei 4 °C. Der pH-Wert und die Temperatur scheinen einen enormen
Einfluss auf die Effizienz der Testsubstanzen zu haben, da die Anthocyane bei
niedrigeren Temperaturen und pH-Werten stabiler sind (Che Omar et al., 2013).
Wachstumsinhibitorische Wirkung hatte des Weiteren ein Anthocyan-haltiger
Weintraubentrester in Listeria innocua und E. coli (Tseng & Zhao, 2012). Ebenso
wurden von Cesoniene et al., (2009) antimikrobielle Effekte europaischer Anthocyan-
reicher Cranberries gegenliber humanpathogenen Bakterien wie L. monocytogenes,
E. faecalis, aber auch E. coli, Salmonella typhimurium und S. aureus gezeigt, wobei
Dakapo gegenuber den letzten drei Bakterienspezies einen promikrobiellen Effekt hatte
(Tab. 10; personliche Mitteilung, Nora Wurdemann, 2012). Inhibitorische Wirkungen
verschiedenster Beerenextrakte wurden ebenso von Puupponen-Pimia et al., (2005)
gegenluber Salmonella enterica sv. typhimurium und S. aureus publiziert. Allerdings
zeigten die Substanzen gegenuber L. monocytogenes keine Effekte, mit Ausnahme
von Cranberries in hoheren Konzentrationen, die das Wachstum von
L. monocytogenes hemmten.

Eine Erklarung fur diese divergierenden Beobachtungen im Vergleich mit Dakapo
bietet die komplexe Zusammensetzung dieser Pflanzenstoffe aus verschiedensten
Anthocyanen und anderen Komponenten wie organische Sauren, die Einfluss auf den
pH-Wert nehmen (Puupponen-Pimia et al.,, 2005). Des Weiteren spielen die
Lagerungs- bzw. Wachstumstemperaturen eine wichtige Rolle, da die Anthocyane bei
héheren Temperaturen zerfallen (Che Omar et al., 2013). Die unterschiedlichen Effekte
der Einzel-Anthocyane aufgrund von deren verschiedenartigem Substitutionsmuster
und Anzahl an Hydroxylgruppen im B-Ring (Abb. 6) sind nicht nur bei der Wirkung auf
Mikroorganismen, sondern auch im Hinblick auf das krebspraventive Potential
bedeutsam, wobei die Hydroxylgruppen fir den antikanzerogenen Effekt wichtig sind
und Delphinidin die starkste antiproliferative Wirkung zu haben scheint (Cooke et al.,
2005). In der Humanerndhrung dominiert allgemein die Aufnahme der nicht-
methylierten Anthocyanidine Cyanidin (~30 % Anteil an der Gesamtmenge der

aufgenommen Anthocyane), Delphinidin (~22 %), Pelargonidin (~18 %) im Gegensatz
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zu den methylierten Anthocyane wie Peonidin (~7,5 %), Malvidin (~7,5 %) und
Petunidin (~5 %) (Abb. 6B; Andersen & Markham, 2006). Die Versuche mit den
synthetisch hergestellten Anthocyanen D-3-G und M-3-G zeigten, dass zwischen den
Effekten einzelner Anthocyane differenziert werden muss (Abb. 56). Der Gehalt
einzelner Anthocyane in Dakapo ist analysiert (Anhang A2) und diese spezifische
Mischung aus Einzel-Anthocyanen, wie sie in dieser Traubensorte vorkommt, hatte
einen eindeutigen, probakteriellen Effekt auf das Wachstum von E. coli wie die
Experimente zeigten (Abb. 11; Tab. 10).

Einen wachstumsinduzierenden Effekt hatte Dakapo ebenso auf E. coli, die unter
Nahrstoffmangelbedingungen (ber zwei Jahre (720 Tage) in verschiedenen,
autoklavierten Gewassern gehalten wurden. Dabei waren Unterschiede in
Abhangigkeit von den Temperaturkonditionen, denen die Bakterien ausgesetzt waren,
festzustellen. Bei 4 °C war der Dakapo-Effekt erst nach 24 Stunden sichtbar, wenn die
Bakterien in LB-Nahrmedium und Zugabe des Beerenextraktes angezlchtet wurden,
wahrend die verhaltnismalige Wachstumsinduktion durch Dakapo bei den bei 20 °C in
den Gewassern inkubierten Bakterien schon nach 16 Stunden detektiert werden
konnte (Abb. 63). Das Reanimationsexperiment wurde bei 37 °C durchgefuhrt. Daher
mussten sich die Bakterien zunachst an diese hdhere Temperatur anpassen, was
einige Zeit in Anspruch nahm. Nach 86 Wochen konnte EAHEC aus OW (4 °C) durch
Anzucht mit Dakapo wiederbelebt werden, was bei den FL- und LW-Ansatzen zu
diesem Zeitpunkt nicht mehr moglich war. Offenbar ist der Zeitpunkt des
Wiederbelebungsversuches entscheidend, denn bei der Wiederholung des
Reanimationsexperimentes eine Woche spater flhrte die Dakapo-Behandlung auch in
OW nicht zu einer Wiederbelebung von EAHEC, da sich die Bakterien nicht mehr in
einem viable-but-not-culturable (VBNC)-Zustand befanden, sondern tot waren.

Bei 4 °C (Abb. 60A) schien E. coli zunachst in allen Gewassern besser zu Uberleben
als bei 20 °C, langfristig jedoch waren 20 °C optimaler (Abb. 60B; Abb. 61). Aurass et
al. (2011) fuhrten ein ahnliches Experiment, allerdings nur mit zwei
Leitungswasserproben aus zwei Stadten, Uber 40 Tage durch und stellten dabei eine
bessere Uberlebensfahigkeit der Bakterien bei 4 °C fest. In der vorliegenden
Langzeitstudie Uber zwei Jahre zeigte sich jedoch, dass sowohl der nicht-pathogene
E. coliECO1080 K12 als auch EAHEC (2011) bei der héheren Temperatur persistenter
waren. Im Oberflachengewasser (OW) waren dabei die meisten Nahrstoffe verflgbar,
gefolgt von FlieRgewasser (FL) und Leitungswasser (LW), was bei den klhleren, eher
natirlichen Bedingungen deutlich wurde, wahrend bei 20 °C keine Unterschiede
zwischen den Gewassern festzustellen waren (Abb. 61). Dies zeigte sich insbesondere

nach 720 Tagen bei EAHEC, wobei sich OW als das optimalste Wasser
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rauskristallisierte, da die Bakterien in OW auch bei 4°C noch sehr lange
Uberlebensfahig waren (Abb. 60A; Anhang A11). Temperaturunabhangig war das
Auftreten von sehr kleinen Mikrokolonien insbesondere im FL festzustellen, nicht
jedoch bei LW. Nach 720 Tagen waren die Bakterien in allen Gewassern bei 4 °C
abgestorben. In den bei 20 °C beobachteten Wasseransatzen ulberlebte EAHEC
tendenziell in allen Gewassern besser als E. coli K12 (Abb. 61). In keinem der
Gewasser kam es zu einem Verlust der Resistenzeigenschaften von EAHEC, wie auch
bei Aurass et al. (2011) beschrieben, da sich die Bakterien auf CTX (2 ug/ml)-
enthaltenden LB-Agarplatten kultivieren lieRen (Abb. 64). EAHEC im VBNC-Zustand
tragt nach wie vor alle Charakteristika des Ausbruchsstammes und ist zur Shiga-Toxin
(STX-2)-Produktion befahigt. Es kommt weder zu genetischen Veranderungen noch zu
einem modifizierten Plasmidprofil, allerdings sind die Bakterien im VBNC-Zustand
signifikant kleiner (1,2 yum Lange, 0,8 um Durchmesser) im Vergleich zu den
parentalen bzw. wiederbelebten Bakterienzellen (1,4 um Lange, 0,9 um Durchmesser)
(Aurass et al., 2011). Die Wachstumsinduktion durch Dakapo war bei allen
Wasseransatzen temperaturunabhangig gleichermalien ausgepragt (Abb. 63). Geht
man davon aus, dass sich der hochpathogene EAHEC in einen VBNC-Zustand
zurtickziehen kann und in diesem in der Umwelt persistiert, ist es im Hinblick auf
klinische Ausbriiche mit Krankheitserregern bedeutsam, dass natlrliche Substanzen
wie Beerenextrakte das Wachstum dieser Bakterien férdern kénnen. Dies hat ebenso

Relevanz fur die Spurensuche der Erreger in Lebensmitteln.

Effekte von Dakapo auf L. monocytogenes
Der wachstumshemmende Effekt von Dakapo auf L. monocytogenes ist insbesondere
deshalb interessant, da er durch subletale Konzentrationen von Antibiotika potenziert
werden kann. Dies stellt einen Einstieg in eine weitreichende Diskussion fir die
Wirkmechanismen von Dakapo und den Antibiotika dar. Fur bakterizide Antibiotika
werden von  verschiedenen  Forschergruppen scheinbar  widersprichliche
Wirkmechanismen postuliert. Einerseits wird angenommen, dass bakterizide
Antibiotika Uber die Bildung von ROS effektiv sind durch Aktivierung eines
Stoffwechselweges, bei dem durch den Citratzyklus, eine NADH-Depletion, die
Elektronentransportkette und Fe-katalysierten Fenton-Reaktion oxidativen Stress
erzeugt wird (wie im Versuch mit HPF far Ampicillin und Ciprofloxacin gezeigt)
(Abb. 54), woraus letztlich letale DNA-Doppelstrangbriiche resultieren (Lee & Collins,
2011; Kohanski et al., 2007; Kohanski, 2010a; Kohanski, 2010b; Dwyer et al., 2009).
Im Gegensatz dazu zeigten andere Forschergruppen, dass bakterizide Antibiotika auch

unter anaeroben Bedingungen wirksam sind, z.B. Ampicillin, Norfloxacin und
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Kanamycin nicht zur ROS-Bildung flihren und Chelatoren nur bei geringen Antibiotika-
konzentrationen protektiv sind (Liu & Imlay, 2013; Keren et al., 2013, Abb. 69).

P Abb. 69: Darstellung der divergierenden Aspekte
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Kohlenhydratmetabolismus, antioxi-
dativen Abwehrmechanismen und der Eisenhomoostase sind dabei relevante
Einflussfaktoren, die es weiter zu untersuchen gilt, und die im Hinblick auf

Wachstumsinhibition durch Dakapo in L. monocytogenes relevant sind.

Einfluss von Eisen auf den Dakapo-Effekt
Die beschriebenen Beobachtungen mit bakteriziden Antibiotika stellen Ansatze fir
Annahmen und Erklarungen des inhibitorischen Effekts von Dakapo gegenuber
L. monocytogenes dar. Diese beruhen auf oxidativem Stress, wobei das
Sauerstoffangebot, die Kohlenhydratquelle, Eisenionen und verschiedene Enzyme wie
B-Glukosidasen und die Pyruvatdehydrogenase (pdh) bedeutsam sind. Die Reaktion
auf Dakapo war dabei sehr komplex, da sich das Beerenextrakt aus verschiedenen
Anthocyanen zusammensetzt, die in Abhangigkeit von der jeweiligen chemischen
Struktur unterschiedliche Wirkungen auf das Wachstum zeigten. Dabei wurden
synthetisch hergestellte Einzel-Anthocyane untersucht. Fe-chelatierende Anthocyane

wie D-3-G hatten keinen hemmenden Effekt auf das Wachstum, was auf einen
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weitreichenden Einfluss dieser Metallionen auf den oxidativen Stress in der Zelle
hindeutete, wahrend das nicht-Fe-komplexierende Anthocyan M-3-G fir den
wachstumsinhibitorischen Effekt von Dakapo verantwortlich war (Abb. 46). Im Falle von
M-3-G wurde freies Fe aufgenommen, was oxidativen Stress forderte. Beim D-3-G
fand hingegen durch die Chelatbildung eine kontrollierte Eisenaufnahme statt.

Fri, das Eisenspeicherprotein war durch Dakapo hochreguliert, was auf die
Akkumulation des Metalls und Dysregulierung der Eisenhomdéostase in der Zelle
hinwies (Kap. 4.3.1.3; Anhang A12.1). Dadurch steht Fe fiir die Fenton-Reaktion zur
Verfligung. Normalerweise schitzt Fri die DNA vor oxidativem Schaden durch
Speicherung von intrazelluldarem Fe (Fe*). Dadurch wird die Fenton-Reaktion
verhindert, aber aufgrund der enormen Dysregulierung innerhalb der Zelle ist es
denkbar, dass Fe aus den Eisenspeicherproteinen freigesetzt wurde und die ROS-
Bildung forderte. Fur Anthocyane werden neben den vielfach beschriebenen
antioxidativen Eigenschaften ebenso prooxidative Aktivitaten genannt. Denn
Anthocyane kdnnen an Fe* binden, dieses reduzieren, so dass Fe?" fiir die Fenton-
Reaktion verfligbar ist (Perron & Brumaghim, 2009). Eisensupplementation in
Kombination mit Dakapo potenzierte den inhibitorischen Effekt des Beerenextraktes,
wahrend Fe-llI-Citrat alleine keine Auswirkung auf das Wachstum hatte (Abb. 48). Der
Test mit den synthetischen Anthocyanen zeigte, dass D-3-G beim Wt fir diesen durch
Fe potenzierten, inhibitorischen Effekt verantwortlich war und Fe auf die beschriebene
inhibitorische Wirkung von M-3-G keinen Einfluss hatte (Abb. 49). Offenbar fihrte die
Zugabe von zusatzlichem Fe zur Fe-komplexierenden Substanz D-3-G zu oxidativem

Stress.

Abbau von Zuckern fiihrt zu oxidativem Stress
Neben der Verflgbarkeit von Fe als Komponente fur die Entstehung von oxidativem
Stress, ist die Abspaltung von mit den Anthocyanen verknipften Zuckern
verantwortlich fur die ROS-Bildung. Die starke Stimulierung von B-Glukosidasen in
L. monocytogenes (Abb. 31), deren Aktivitdt im Enzymassay nachgewiesen wurde
(Abb. 40), deutete darauf hin, dass die Degradation von gebundenen Zuckerhalften zu
oxidativem Stress durch glykolytischen Abbau fuhrte. Die schrittweise Degradation von
Kohlenhydraten via Glykolyse, Citratzyklus und Atmungskette resultierte in der
Produktion von freien Radikalen, die toxisch fir die Zelle sind (Abb. 69). Die starke
Metabolisierung der Anthocyane in L. monocytogenes zeigte sich ebenso phanotypisch
durch eine enorme Veranderung der Farbe des durch Dakapo blau gefarbten
Mediums, das nach den Versuchen eine braunliche Farbe annahm (Abb. 27). Hinweise

fur eine Hochregulierung der Glykolyse gab die Transkriptomanalyse. Die
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Hochregulierungen der Phosphoglyceratmutase (Imo0517: Interkonversion von 2-
Phosphoglycerat und 3-Phosphoglycerat), der Succinatdehydrogenaseaktivitat
(Imo0355) und ATP-Synthase (alpE, alpF) =zeigten die Stimulierung dieses
Abbauweges (Kap. 4.3.1.1; Anhang A12.1). Dies fihrte zur Depletion von
Reduktionsaquivalenten (NADH), einer Hyperaktivierung der Atmungskette, ATP-
Produktion und Stimulierung der O, -Bildung. Dadurch kénnen Fe-Schwefel-Cluster
geschadigt und reduziertes Fe freigesetzt werden, das via Fenton-Reaktion oxidiert
wird (Kohanski et al., 2007). Die Annahme der induzierten ROS-Bildung durch Dakapo
unterstrich das PFGE-Experiment (Abb. 45). Durch ROS-Bildung entstanden vermehrt
DNA-Doppelstrangbriiche, die DNA wurde zerstért und wanderte in das Gel, wahrend
bei der unbehandelten und bei der mit H,O,-behandelten Probe nur sehr schwache
Banden sichtbar waren. Offenbar war der durch Dakapo verursachte oxidative Stress
konzentrationsabhangig starker und langlebiger, als der durch H,O.-induzierte Stress.
Die H,O.-Konzentration und Dauer der Behandlung spielten eine Rolle und bieten eine
Erklarung flir die nur schwache Bande nach H,0,-Behandlung. Die
Transkriptomdatenanalyse zeigte, dass die Bakterienzelle als Reaktion auf eine
Behandlung mit Dakapo versucht Doppelstrangbriiche zu reparieren, da viele
Reparaturmechanismen und Enzyme der Stressantwort induziert waren. Die
allgemeine Hochregulierung der Stressantwort deutete auf Regulationsmechanismen
in der Zelle hin, um durch Dakapo-induzierten Stress abzufangen, allerdings
funktionierte dies nicht effizient. Lmo2705 und Imo2267, die fiur ATP-abhangige
Helikasen kodieren und die fahig sind, DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren, wiesen
eine erhdhte Expressionsrate auf. Ebenso waren Kalteschockproteine wie das CsplL-
und CspD-Protein, Regulatoren von temperaturabhangigen Stressbedingungen und
Imo0942, das als Antwort auf Stress induziert wird, hochreguliert. Die Induktion der
DNA-Reparatur, angezeigt durch erhdhte Expressionen von recX, recO, dinG oder
recU und von vielen weiteren Proteinen der DNA-Reparatur und -Rekombination,
deutete auf erhdhte Stressbedingungen nach Dakapo-Supplementation hin (Abb. 29;
Kap. 4.3.1.2; Anhang A12.1). Sauerstoffverminderung verbesserte das Wachstum von
L. monocytogenes, die auf mit Dakapo-beschichteten Agarplatten kultiviert wurden, im
Vergleich zum Wachstum unter aeroben Bedingungen (Abb. 41). Unter aeroben
Bedingungen nutzten L. monocytogenes sowohl die homofermentative Fermentation
durch Substratkettenphosphorylierung als auch die aerobe Respiration zur
Energiegewinnung. Diese ist charakterisiert durch die chemiosmotische Bewegung der
Protonen durch die ATP-Synthase als das finale Enzym der oxidativen
Phosphorylierung. Anaerob, durch Substratkettenphosphorylierung, ist die ATP-

Generation unabhangig von Elektronenakzeptoren oder zellularer Respiration. Dadurch
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kann der Citratzyklus und eine potenzielle ROS-Bildung umgangen werden (Nilsson et
al., 2013). Mit Glycerin anstelle von Glukose als Kohlenhydratquelle im Minimalmedium
(MM), das mit Dakapo supplementiert war, wuchs L. monocytogenes besser, was
wiederum zeigte, dass die Metabolisierung von verknupften Zuckern Stress induzierte
(Abb. 42).

Thiolstress wird durch Dakapo vermindert
Neben oxidativem Stress durch nicht-komplexiertes Fe und durch Abbau von
vermehrtem Zuckerangebot, zeigte sich ein dritter, Uberlagernder Effekt durch die
Anthocyan-Supplementation. Denn Anthocyane scheinen Thiolstress in der
Bakterienzelle zu reduzieren. Die Runterregulierung von spx, dem Hauptregulator von
Thiolstress, deutete darauf hin (Kap. 4.3.1.2). Spx ist in Gram-positiven Bakterien mit
einem geringen-GC-Gehalt hochkonserviert und spielt flr die Aufrechterhaltung der
Redoxhomdostase unter Disulfidstress-Bedingungen eine wichtige Rolle. Spx reguliert
die Expression einiger in die Stressantwort involvierter Gene. In der Spezies Bacillus
subtilis, die eng verwandt mit L. monocytogenes ist, sind viele Gene der Stressantwort
unter der Kontrolle von spx reguliert, wie dps, gor (Glutathionreduktase), katA (Ham-
abhangige Katalase), sodA (Superoxiddismutase), fpx (Thiolperoxidase) and {rxB
(Thioredoxinreduktase) (Kajfasz et al., 2012). Durch die verminderte Expression von
spx wurden die eigenen antioxidativen Enzyme in L. monocytogenes durch Dakapo,
wie Superoxiddismutase und die Glutathionperoxidase, vermindert exprimiert (Anhang
A12.2). Da die Anthocyane O,* zu H,O, umwandeln kdnnen, haben sie eine ahnliche
Funktion wie die Superoxiddismutase (Perron & Brumaghim, 2009). Dies kdénnte
ebenso die Runterregulierung dieses Enzyms erklaren. Allerdings kann aus O,*
dennoch H,O, gebildet werden, da die Gene nicht vollstandig ausgeschaltet sind.
Neben Dakapo wurde weiterhin der Effekt von Catechol, einem mdglichen
Abbaumetabolit der Anthocyane, untersucht. Catechole kénnen beim Katabolismus
aromatischer Substanzen wie Anthocyane gebildet werden. Catecholhalften treten in
Fe-chelatierenden Anthocyanen wie Cyanidin, Delphinidin oder Petunidin auf
(Abb. 6B). Sie sind gute Eisenchelatoren und haben dadurch antioxidative
Eigenschaften. Allerdings verursachen Catechole thiolspezifische Stressbedingungen
und werden durch spezifische, ringspaltende Dioxygenase zu ortho- und para-
Benzoquinonen in Gegenwart von O, metabolisiert (Leelakriangsak et al., 2008;
Vaillancourt et al., 2006; Liebeke et al., 2008). Diese thiolspezifischen
Stressbedingungen konnten durch Dakapo kompensiert werden. Hohe Catechol-
Konzentrationen im mM-Bereich, die ebenso getestet wurden, hatten in

L. monocytogenes jedoch eine vergleichbare wachstumshemmende Wirkung wie
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Dakapo (Abb. 51). Catechole werden zu Metaboliten wie Acetyl-CoA abgebaut, die in
den Citratzyklus einflie3en (Abb. 70; Caspi et al., 2012).
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Abb. 70: Abbau von Catechol zu Acetyl-CoA
(Caspi et al., 2012)

Testungen mit Mutanten geben Hinweise auf Wirkmechanismen
Zur Erklarung der interagierenden und Uberlagernden Dakapo-Effekte wurden
Experimente mit verschiedenen Mutanten von L. monocytogenes durchgefiihrt (Tab. 3;
Kap. 4.5.4) und ebenso die Wirkung einer Eisensupplementierung und von
synthetischen Einzel-Anthocyane untersucht. Aufschlussreich war das Ergebnis mit der
AsodA-Mutante von L. monocytogenes, die unbehandelt ein schlechteres Wachstum
zeigte als der Wt (Abb. 44). Dakapo hat einen verhaltnismafig gleichen hemmenden
Effekt wie beim Wt Beide Einzel-Anthocyan-Substanzen (D-3-G und M-3-G)
verminderten das Wachstum der AsodA-Mutante jedoch drastisch, was darauf
hindeutet, dass die Superoxiddismutase oxidativen Stress verminderte, wozu die
Anthocyan-Einzelsubstanzen in diesem Fall nicht fahig waren. Mit M-3-G war das
Wachstum fast vollstandig inhibiert, wahrend es mit D-3-G stark eingeschrankt war
(Abb. 47). Beim Wt hingegen hatte das Fe-chelatierende Anthocyan D-3-G keinen
Effekt (Abb. 46). Dies zeigte, dass die Kombination von freiem Fe, einem Uberangebot
an Zuckern, die via glykolytischem Abbauweg degradiert wurden, und
eingeschrankten, Radikal-abfangenden Systemen fir die Bakterienzelle tédlich waren.
Interessanterweise fuhrte jedoch eine Zugabe von Fe-IlI-Citrat zur AsodA-Mutante zu
einer starken Wachstumsstimulation, die den hemmenden Effekt von beiden

Anthocyanen aufhob (Abb. 49C,D). Fe schien fur diese Mutante ein Wachstumsfaktor
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zu sein, der aufgrund der verminderten Bildung von H,O,, da die Superoxiddismutase
deletiert ist, nicht zur OH--Bildung via Fenton-Reaktion fuhrte. Auf der Suche nach den
Wirkmechanismen wurde Dakapo an verschiedenen weiteren Mutanten getestet
(Kap. 4.5.4). Bei allen zeigte sich der gleiche Effekt wie im Wt mit Ausnahme von
AImo1054, wobei das ausgeschaltete Gen die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat
zu Acetyl-CoA zwischen Glykolyse und dem Citratzyklus katalysiert (Abb. 43). Fir den
Dakapo-Effekt scheint dies das Schllisselenzym zu sein, was die Hypothese der ROS-
Bildung durch Zuckerabbau im Citratzyklus und der Atmungskette stiitzt. Werden die
Kohlenhydrate nicht Gber diesen Weg abgebaut, sondern in alternative Abbauwege wie
den Pentosephosphatzyklus eingeschleust, entsteht kein oxidativer Stress und das
Wachstum dieser Mutante wurde durch die komplexe Dakapo-Substanz nicht
beeintrachtigt. Auf die AImo1978-Deletionsmutante (Imo1978 kodiert fir die Glukose-6-
phosphat-1-dehydrogenase, die die Reaktion B-D-Glukose-6-phosphat — D-Glukono-
1,5-lakton-6-phosphat im Pentosephosphatzyklus katalysiert) hatten die Einzel-
Anthocyane D-3-G und M-3-G hingegen den gleichen inhibitorischen Effekt wie im Wt
(Abb. 46; Abb. 47). Die Zuckerdegradation lauft bei dieser Mutante vermutlich Gber den
glykolytischen Abbauweg ab.

Dakapo und Abbauprodukte der Anthocyane potenzieren den Effekt von

verschiedenen Antibiotika
Es stellte sich die Frage, ob bei einer Substanz wie Dakapo, die einen
wachstumshemmenden Effekt gegenlber L. monocytogenes zeigte, subletale
Konzentrationen von gegenlber L. monocytogenes wirksamen Antibiotika diese
Wachstumsinhibition verstarken kénnen. Die Induktion von /mo0540 (Kap. 4.3.1.5),
einem Gen, das als ahnlich dem Penicillin-bindenden Protein beschrieben wird, lieferte
einen Erklarungsansatz fur die bessere Wirksamkeit von Penicillin in Kombination mit
Dakapo (Abb. 50; Anhang A12.1). Ebenso wurde die Wirksamkeit der Gyrasehemmer
Ciprofloxacin und Nalidixinsdure durch das Traubenextrakt verstarkt (Anhang A9).
Targets in der Zelle fir Antibiotika werden demnach durch Dakapo modifiziert, so dass
die Antibiotika effizienter sind. Ahnliche Effekte konnten durch Catechole in
Kombination mit Antibiotika detektiert werden, die die hemmende Wirkung der
Pharmaka verstarkten (Abb. 51). Die genauen molekularen Mechanismen kénnen im
Rahmen der vorliegenden Analyse nicht aufgeschlisselt werden, sondern muissten in
weiteren Transkriptomanalysen nach Kombinationsbehandlung mit Dakapo und den
verschiedenen Antibiotika untersucht werden. Allerdings bietet der potenzierende
Effekt des Anthocyan-reichen Traubenextraktes bei der Behandlung mit verschiedenen

Antibiotika einen bedeutsamen Ansatzpunkt im Hinblick auf die Therapie einer
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Listerieninfektion. Im Besonderen, da Anthocyan-haltige Lebensmittel (naturliche
Anthocyane oder als E 163) mit der Nahrung aufgenommen werden bzw. sehr
Anthocyan-reichhaltige Fruchtsafte erganzend zur Antibiose bei einer Infektion mit

Listerien getrunken werden konnten.

Komparative Diskussion und Zusammenfassung der Dakapo-Effekte
Die Interaktionen zwischen Anthocyanen, ROS und Fe sind sehr komplex. Offenbar
spielen das Anthocyan-Muster, die Aufnahme, der Metabolismus und die Interaktionen
mit Metallen eine wesentliche Rolle. Einige Bakterienspezies wie L. monocytogenes
kénnen das reichhaltige Nahrstoffangebot durch die Zuckerverknipfungen der
Anthocyane nicht adaquat metabolisieren und bei deren Abbau entsteht oxidativer
Stress. Bei anderen Spezies wie E. coli entfalten die Anthocyane jedoch ihr
antioxidatives Potential. In Tab. 13 st die Integration der vorliegenden
Transkriptomdaten zu L. monocytogenes und EAHEC dargestellt, die die Komplexitat

der Reaktionen auf Dakapo in einer Ubersicht darstellt.

Tab. 13: Integration der Effekte durch Dakapo in L. monocytogenes und EAHEC

L. monocytogenes EGD-e (Wt)
(Gram-positiv)

EAHEC (ST3305, GieRen)
(Gram-negativ)

Gesamtzahl der analysierten Gene 3.090 5.276
Zahl der induzierten Gene 238 95
Zahl der inhibierten Gene 91 199
metabolischer Stress, Zuckerabbau +++ +
Eisenspeicherung +++

Eisenaufnahme 0 +++
Thiol-Stress +
Wachstum Inhibition| Induktiont

Anzahl der regulierten Gene unter den gesetzten Kriterien ,mindestens 10 reads, fold change: < -1,9 bzw. > +1,9%.
Legende: Inhibition (schwach: - ; stark: --- ), Induktion (schwach: + ; stark: +++ ), 0 kein Effekt.

Es zeigten sich eine vollig gegensatzliche Datenlage und gegenlaufige Reaktionen
beim Vergleich der Transkriptomdaten von L. monocytogenes und EAHEC. In
L. monocytogenes waren verhaltnismaflig mehr Gene hoch- (238 Gene) als
runterreguliert (91 Gene), in EAHEC mehr Gene inhibiert (199 Gene) als induziert
(95 Gene). Wahrend in EAHEC die Eisenaufnahmesysteme stark stimuliert waren,
fanden sich in L. monocytogenes keine Hinweise auf starke Veranderungen in Bezug
auf die Aufnahme dieser Metallionen. Allerdings war die Eisenspeicherung in
L. monocytogenes induziert, angezeigt durch die Hochregulierung von Fri, wahrend in
EAHEC die beiden Eisenspeicherproteine Ferritin-like Protein 2 und Bacterioferritin
stark supprimiert waren (Tab. 13). Eine Akkumulation von Eisen in der Zelle fordert die

Entstehung von oxidativem Stress Uber die Fenton-Reaktion. Eisen ist ein wichtiger
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Wachstumsfaktor flr Bakterien, aber zu viel Eisen wirkt toxisch, so dass eine
engmaschige Regulierung der Eisenhomdostase unabdingbar fur ein optimales
Bakterienwachstum ist. In E. coli scheint die Eisenhomdostase durch die Regulation
des Gens fur optimiert zu werden. Die deutliche Induktion der Eisenaufnahmesysteme
Enterobaktin, Yersiniabaktin und Aerobaktin durch Dakapo forderte das Wachstum von
EAHEC, ohne dass durch den Abbau der komplexen Anthocyane mit verknipften
Zuckern oxidativer Stress entstand. Fur die untersuchten weiteren Bakterienspezies
wie in Tab. 10 dargestellt, werden ahnliche Mechanismen angenommen, die
moglicherweise auf der Entstehung von oxidativem Stress durch vermehrten
Zuckerabbau (Enterokokken, Streptokokken) oder auf einer nicht optimierten
Eisenhomdstase (Y. enterocolitica) beruhen. Alle weiteren getesteten Spezies der
Enterobacteriaceae wurden in ihrem Wachstum durch die Anthocyan-haltigen
Beerenextrakte gefordert, ebenso wie verschiedene Stamme von S. aureus (Tab. 10;
personliche Mitteilung, Nora Wdirdemann, 2012). Zur Aufklarung der genauen

Mechanismen bedarf es weiterer Transkriptomexperimente.

Wichtig ist zuletzt die Bemerkung, dass es sich bei Transkriptomanalysen nur um eine
Momentaufnahme handelt und die Lebenszeit der mRNA sehr kurz ist (wenige
Minuten). Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Analysen ebenso eine gqRT-
PCR von selektierten Genen (Kap. 4.4) und ein biochemischer Assay (Glukosidase-
Assay; Kap. 4.5.1) durchgeflihrt. Transkriptomdaten sind komplex, heutzutage relativ
schnell produziert, aber aufwendig zu analysieren und zu interpretieren. Ebenso gibt
die Hoch- bzw. Runterregulierung einzelner Gene noch keine Gewissheit fur die
tatsachliche Translation eines Proteins und die Aktivitat der Enzyme. Vor diesem
Hintergrund wird anhand der vorliegenden Transkriptomdaten folgendes als Reaktion
auf die Dakapo-Behandlung postuliert:

e L. monocytogenes EGD-e (W) ist sensitiv gegenlber durch Dakapo-induzierten
oxidativen Stress. Der Metabolismus des vermehrten Zuckerangebots durch 3-
Glukosidasen und glykolytischem Abbauweg, in Kombination mit einer
Dysregulierung der Eisenhomoostase unter aeroben Bedingungen bedingt
diesen oxidativen Stress.

e Diese komplexen und interabhangigen Daten zeigen, dass Anthocyan-reiche
Substanzen zu einer enormen Veranderung im Zellmetabolismus flihren, wobei
die Unterscheidung zwischen einzelnen Anthocyanen (Metallkomplexbildungs-
fahigkeit) wichtig ist, da M-3-G und nicht D-3-G fir die Wachstumsinhibition

verantwortlich ist.
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e In E. coli hingegen entfalten Anthocyane ihre antioxidativen Eigenschaften, bei
gleichzeitiger Optimierung der Eisenhombostase, Energiegewinnung und
Erhéhung der Serumresistenz.

e Dakapo stimuliert das Wachstum bei E. coli, die aus dem VBNC-Zustand nach
Inkubation Uber zwei Jahre (720 Tage) in verschiedenen Gewassern
wiederbelebt werden. Dies unterstreicht den sehr stark ausgepragten,

wachstumsinduzierenden Effekt des Traubenextraktes.

5.4 Ausblick

Auf der Suche nach neuen Wirksubstanzen gegenuber multiresistenten Bakterien
bieten Insekten ein enormes Reservoir, das es weiter zu entdecken gilt. AMP wie
Defensin Tca1 sind wirksam gegentiber MRSA und L. monocytogenes oder Stomoxyn
gegen multiresistenten Stdmme von E. coli und K. pneumoniae. Denkbar ware eine
chemische Modifikation der AMP z.B. durch Glykosilierungen, Amidierungen oder
intramolekulare Disulfidbriken, um die Effizienz der AMP zu erhdhen (Gobbo et al.,
2002). Die einzelnen AMP, Interaktionen verschiedener AMP und der Effekt von AMP
auf die Wirkung von Antibiotika mussen in Vertebraten-Tiermodellen im Hinblick auf
MHK und den Einsatz bei humanen Infektionen weiter getestet werden. Dabei missen
die in vivo-Toxizitat, die Stabilitdt und Bioverfigbarkeit und die allgemeine Gefahr der
Resistenzentwicklung gegen antimikrobiell wirksame Substanzen berucksichtigt
werden (Bulet et al., 2004).

Im Gegensatz zu den Insekten-AMP gelangen Anthocyane als naturliche (z.B. in Obst,
Gemduse und Rotwein) und zugesetzte (E 163) Bestandteile der humanen Nahrung in
den Darm, wo sie verstoffwechselt und aufgenommen werden (He & Giusti, 2010).
Aufgrund der wachstumshemmenden und Antibiotika-potenzierenden Effekte von
Dakapo gegenuber L. monocytogenes stellt sich die Frage, inwiefern eine Verwendung
von Anthocyanen zur Pravention und Therapie einer Listerieninfektion sinnvoll ist.
Denkbar ist der Einsatz von isolierten, nicht-Fe-chelatierenden Anthocyanen wie M-3-G
oder von komplex, zusammengesetzten, natirlichen Anthocyan-reichen Substanzen
wie Beerenextrakten. Diese konnten als Additive Lebensmitteln wie z.B. Kase,
zugesetzt werden, um das Risiko einer Listerieninfektion zu vermindern oder eine
solche zu verhindern. Nach dem Vorscreening im G. mellonella-Infektions- und
Zellkulturmodell sind weitere Forschungsaktivitaten mit Anthocyan-reichen Substanzen
in anderen Tiermodellen und Humanstudien von groflem Interesse. Die Substanzen
koénnten als Adjuvantia eingesetzt werden, um die medizinische Antibiotikatherapie bei

einer Listerieninfektion zu unterstitzen.
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Allerdings bleibt zu beachten, dass Anthocyane das Wachstum anderer pathogener
Bakterien induzieren. Beim Ausbruch der EAHEC-Epidemie 2011 waren insbesondere
Frauen mit einer Uberwiegend gesunden, (Anthocyan-reichen) Erndhrung betroffen.
Méglicherweise  kénnen  Anthocyane  durch  die  Uberexpression  von
Eisenaufnahmesystemen und damit verbundener Wachstumsinduktion die dramatische
Vermehrung der Bakterien mitbegunstigt haben. /n vitro- und in vivo-Experimente im
Minimalmedium mit einer definierten Eisenmenge, Versuche mit nativem und Hitze-
inaktiviertem Humanserum und weiteren Mutanten von E. coli sind von Interesse, um
die genauen Mechanismen des Dakapo-Effektes zu ergrinden. Das Wissen des
wachstumsinduzierenden Effekts von Beerenextrakien gegeniber pathogenen
Bakterien kann in der Diagnostik eingesetzt werden, um hochpathogene Erreger wie
EAHEC zu identifizieren und die epidemiologische Analyse bei Infektionsausbriichen

zu unterstutzen.
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6 Zusammenfassung

Aufgrund der Verbreitung von Antibiotikaresistenzen bei pathogenen Mikroorganismen
uber vertikalen und horizontalen Gentransfer ist die Suche nach neuen Antiinfektiva ein
bedeutsames Forschungsfeld. Gegenstand dieser Untersuchung sind Naturstoffe wie
Anthocyane aus Beerenextrakten, denen gesundheitsférdernde, antioxidative
Eigenschaften zugeschrieben werden, und antimikrobiellen Peptiden (AMP) aus
Insekten. Anthocyan-haltige Beerenextrakte und AMP wurden in vifro im
Mikrotiterplatten-Screening getestet. Das Traubenextrakt Dakapo zeigte einen
inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von L. monocytogenes, Enterococci und einen
wachstumsinduzierenden Effekt auf Vertreter der Familie Enterobacteriacea wie E. coli.
Die Insekten-AMP wirkten gegenuber Gram-negativen, multiresistenten Bakterien wie
E. coli und K. pneumoniae (insbes. Stomoxyn von Stomoxys calcitrans), wahrend
Defensin Tca1 aus Tribolium castaneum das Wachstum der Gram-positiven Bakterien
L. monocytogenes und MRSA hemmte. Infektionsversuche mit Larven der GrofRen
Wachsmotte Galleria mellonella bestatigten die Wirkungen der Anthocyane bzw. der
AMP in vivo. Die Injektion von Dakapo in Kombination mit E. coli und K. pneumoniae
fihrte zu einer geringeren Uberlebensrate der Larven, da Dakapo das
Bakterienwachstum férderte. Gegen L. monocytogenes und E. faecalis hatte das
Traubenextrakt einen Schutzeffekt. Die getesteten AMP hatten eine protektive Wirkung
gegenuber multiresistenten Bakterien in G. mellonella, denn nach Injektion der
Pathogene in Kombination mit wirksamen AMP Uberlebten die Larven, wahrend die
nicht AMP-behandelten, infizierten starben. Mittels Transkriptomanalysen wurden
Wirkmechanismen aufgeschlisselt, die den anti- (L. monocytogenes) bzw.
promikrobiellen (EAHEC) Effekten von Dakapo zugrunde liegen. Bei EAHEC zeigte
sich eine enorme Regulierung der Eisenhomdostase mit Induktion verschiedener
Siderophore, Runterregulierung des Eisendicitrattransportsystems und
Eisenspeicherproteinen. In L. monocytogenes deutete die Hochregulierung von pB-
Glukosidasen, des Eisenspeicherproteins Fri und Stressfaktoren auf oxidativen Stress
durch die Metabolisierung der Anthocyane hin. Dakapo verstarkte die Wirkung von
verschiedenen Antibiotika gegen L. monocytogenes, was fur einen madglichen
Therapieeinsatz von Anthocyanen als Adjuvantia in der Humanmedizin oder als Zusatz
in Lebensmitteln zur Pravention einer Listeriose spricht. Die Suche nach neuen
Antiinfektiva ist komplex, da Substanzen wie das Traubenextrakt Dakapo, die auf
einige Krankheitserreger hemmend wirken (L. monocytogenes), gleichzeitig andere
Pathogene durch die antioxidativen Eigenschaften der Anthocyane und Erhéhung der

Serumresistenz im Wachstum férdern (EAHEC).
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7 Summary

The expansion of antibiotic resistances in pathogenic microorganisms due to vertical
and horizontal gene transfers lead to research activities for new anti-infectives. The
purpose of this research is to examine natural substances for example secondary plant
metabolites such as anthocyanins with health promoting, antioxidative properties and
antimicrobial peptides (AMPs) derived from insects. In vitro, the anthocyanins-
containing berry extracts and AMPs were tested in microtiterplates. The grape extract
Dakapo has an inhibitory effect on the growth of L. monocytogenes, Enterococci and a
growth inducing effect on representatives of the Enterobacteriacea family such as
E. coli. The insect AMPs are effective against gram-negative, multiresistant bacteria
e.g. E. coli and K. pneumoniae (especially Stomoxyn from Stomoxys calcitrans). The
Defensin Tca1 from Tribolium castaneum inhibits the growth of the gram-positive
bacteria L. monocytogenes and MRSA. The effects of anthocyanins and AMPs are
confirmed in vivo in larvae of the Greater wax moth Galleria mellonella. Injection with
Dakapo in combination with E. coli and K. pneumoniae reduces the survival rate due to
the bacterial growth induced by Dakapo. The grape extract has a protecting effect
against L. monocytogenes and E. faecalis. In G. mellonella the AMPs have proved to
be effecient against multiresistant bacteria. After being injected with pathogens in
combination with active AMPs, all larvae survived whereas the larvae not treated with
AMP died. Using transcriptomic analysis, information was determined on the
mechanisms lying behind the antimicrobial (L. monocytogenes) and promicrobial
(EAHEC) effects of Dakapo. In EAHEC, the iron homeostasis is strongly regulated by
the induction of different siderophores and the inhibition of iron(lll)dicitrate transport
systems and iron storage proteins. In L. monocytogenes, anthocyanins cause oxidative
stress indicated by the up regulation of B-glucosidases, iron storage protein Fri and
stress factors. Dakapo-treatment potentiates the effect of different antibiotics against
L. monocytogenes. Therefore, anthocyanins can be used as adjuvants in human
medicine or as food additives for prevention of listeriosis. The search for new
antiinfectives is complex and the effects have to be considered in a differentiating
manner. Substances such as the grape extract Dakapo inhibit the growth of some
pathogens (L. monocytogenes) but contemporaneously due to antioxidative properties
of anthocyanins and increased serum resistance induce growth of other disease

causing microogranisms (EAHEC).
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A Ala
ABC
AMP

APD
AS
ATP
BHI
BK
BMBF
bp

C, Cys
cDNA
cfu
CO,
Ct
CTX
D, Asp
Da
DAPI
D-3-G
DGE
DMF
DMSO
DNA
dNTP
dps

E

E, Glu
EAEC
EAHEC
E. coli
EDCC
EDTA
EFSA

EHEC
ESBL
et al.
F, Ph
FACS
FDA
Fe

FL

g

G, Gly
GIM
GIT
G. mellonella
H

H, His

Alanin
ATP-binding cassette transporter (ATP-bindende Kassette Transporter)
antimikrobielle/s Peptid/e

The Antimicrobial Peptide Database

Aminosaure

Adenosintriphosphat

brain heart infusion (Hirn-Herz-Bouillon)
Blutkultur

Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Basenpaar/e

Cystein

complementary DNA (komplementare DNA)
colony forming units (koloniebildende Einheiten, Lebendzellzahl)
Kohlenstoffdioxid

cycle threshold

Cefotaxim

Asparaginsaure

Dalton

4*,6-Diamino-2-phenylindol
Delphinidin-3-Glukosid

Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonukleosidtriphosphat

DNA protection during starvation protein
Primeramplifikationseffizienz

Glutaminsaure

enteroaggregativen Escherichia coli
enteroaggregativer-hamorrhagischer Escherichia coli
Escherichia coli

Eugen Domann Culture Collection
Ethylendiamintetraessigsaure

European Food Safety Authority (Europaische Behdrde fur
Lebensmittelsicherheit)

enterohdmorrhagische Escherichia coli
Extended-Spektrum-p-Laktamasen

et alii (und andere)

Phenylalanin

Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung)
Food and Drug Administration

Eisen

Flielkgewasser

Gramm

Glycin

Grace’s insect medium

Gastrointestinaltrakt

Galleria mellonella (GroRe Wachsmotte)
Wasserstoff

Histidin

Wasser


http://de.wikipedia.org/wiki/Adenosintriphosphat
http://www.efsa.europa.eu/
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H,0, Wasserstoffperoxid

HPF Hydroxyphenylfluorescein

HUS Hamolytisch-uramisches Syndrom

HWI Harnwegsinfektionen

I, lle Isoleucin

K. Klebsiella

K, Lys Lysin

kbp Kilo-Basenpaare (1000 Basenpaare)

KBE koloniebildende Einheiten

Ks Komplexbildungskoeffizient

KL HUS Konsiliarlabor fir hamolytisch-uramisches Syndrom

I Liter

L, Leu Leucin

LB lysogeny broth

LLO Listeriolysin O

L. monocytogenes Listeria monocytogenes

LOEWE Landesoffensive zur Entwicklung wissenschaftlich-Okonomischer Exzellenz

LW Leitungswasser

M Molar

M, Met Methionin

M-3-G Malvidin-3-Glukosid

MHK minimale Hemmkonzentration/en

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

mg Milligramm

Min. Minute/n

mi Milliliter

mM Millimolar

MM Minimalmedium

MRE multiresistente Erreger

MRGN multiresistente, Gram-negative Stabchen

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

MW Molekulargewicht

n number (Anzahl)

N, Asp Asparagin

NaCl Natriumchlorid

NAD*/NADH oxidierte/reduzierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid

NGS Next generation sequencing

nm Nanometer

0O, Sauerstoff

Oy Superoxidanion

oD optische Dichte

OH- Hydroxylradikal

ow Oberflachengewasser

P, Pro Prolin

PAMP pathogen associated molecular pattern (Pathogen-assoziierte molekulare
Muster)

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlésung)

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-chain-reaction)

PEP-PTS Phosphoenolpyruvat-Phosphotransferasesystem

PFGE Pulsfeld-Gelelektrophorese
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PGM ™
pH

Pl

PTS

Q, Glu
gRT-PCR
R, Arg

rcf

RIN

RKI

RNA
ROS
RPKM
rpm
rRNA

RT

S1, 82, S3, S4

S.

S, Ser
SDS
spp.
ssDNA
Std.
STX
T, Thr
TBE

T. castaneum
TRIS
TSB

u

UNK
V, Val
VBNC
VRE
W, Trp
Wit

Y, Tyr

Personal Genome Machine™

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Patientenisolat

Phosphotransferase-System

Glutamin

quantitative Real-Time-PCR

Arginin

relative centrifugal force (relative Zentripetalbeschleunigung)
RNA integrity number (RNA-Integritatsnummer)
Robert-Koch-Institut

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

reads per kilobase of exon model per million mapped reads
rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

ribosomale RNA

Raumtemperatur

biologische Schutzstufe gemaR Biostoffverordnung (BiostoffV) und
Gentechnikgesetz (GenTG)

Staphylococcus

Serin

Sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat)

species pluralis

single-stranded DNA

Stunde/n

Shiga-Toxin

Threonin

Puffer aus Tris-Borat-EDTA

Tribolium castaneum (rotbrauner Reismehlkafer)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tryptic Soy Broth (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon)
units (Einheiten)

Ubernachtkultur/en

Valin

viable-but-not-culturable (lebensfahig, aber nicht kultivierbar)
Vancomycin-resistente/r Enterococcus/Enterokokken
Tryptophan

Wildtyp

Tyrosin


http://de.wikipedia.org/wiki/Sodium_Dodecyl_Sulfate
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In der naturwissenschaftlichen Forschung sind viele Bezeichnungen von der Englisch-
sprachigen Literatur gepragt, fir die es keine adaquaten deutschen Begriffe gibt. Im

Folgenden werden fiir diese Arbeit relevante Fachtermini beschrieben:

Fold change: In einem Zwei-Gruppen-Experiment gibt der fold change an, um wie viel
grolRer oder kleiner die Expressionsrate eines Gens zwischen diesen Gruppen ist. Im
vorliegenden Fall werden die RPKM (reads per kilobase of exon model per million
mapped reads) der mit dem Traubenextrakt Dakapo behandelten Gruppe durch die
RPKM der unbehandelten Gruppe dividiert. Wenn der Wert der behandelten Gruppe
groler ist, als der der unbehandelten Gruppe, liegt eine Induktion der Genexpression
vor (positiver fold change). Ist der Wert der Behandlungsgruppe kleiner als der der
unbehandelten Gruppe, handelt es sich um eine inhibierte Genexpression (negativer

fold change).

Mapping: Reads werden auf der Basis von Sequenzhomologie den passenden Stellen
des Ursprunggenoms zugeordnet. Im Rahmen einer RNA-Sequenzierung bedeutet
dies, dass die sequenzierten RNA-Fragmente den Genen zugeordnet werden, von

denen sie transkribiert wurden.

Next generation sequencing (NGS): Der Begriff bezeichnet moderne, beschleunigte
Sequenzierungs-Verfahren, die chronologisch nach der traditionellen Kettenabbruch-
Methode von Frederick Sanger, entwickelt wurden. NGS ermdglicht die parallele
Sequenzierung von Millionen DNA-Fragmenten in einem einzigen
Sequenzierdurchlauf, wobei sehr viele reads bei vergleichsweise geringerem Aufwand
ermittelt werden kdnnen. Im Gegensatz zur Sanger-Methode ermittein NGS-Methoden
die jeweilige Base im Moment ihres Einbaus, sozusagen in Echtzeit. Dabei werden
verschiedene Methoden unterschieden: Bei der Pyrosequenzierung mit dem 454-
Sequencer der Firma Roche, werden modifizierte Nukleotide zur Synthese des
komplemenater Strangs verwendet, die nach Einbau zur Generation eines Lichtsignals
fuhren. Bei dem in der vorliegenden Dissertation eingesetzten System von lon
Torrent™ wird die Verandung des pH-Wertes beim Einbau der Basen Uber einen
lonensensor detektiert und diese chemische in die digitale Information der Sequenz

transformiert.


http://de.wikipedia.org/wiki/Frederick_Sanger
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Plug: Blockchen bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese. Die Bakterien werden
angezuchtet, mit Agarose verfestigt und in spezielle Kunststoffschienen (Disposable
Plug Molds for the preparation of DNA-imbedded agarose plugs, Bio-Rad Laboratoires)

gegossen. Mit diesen Plugs wird das Gel beladen.

Read: Kurze Sequenz von DNA-Basen, die von einem Gerat bei der Sequenzierung

ermittelt wird.

Vortexen: Schitteln von Proben mithilfe des Gerates Vortex-Genie® 2 der Firma Carl
Roth GmbH + Co. KG. Ldsungen in Reaktionsgefalen konnen mithilfe dieses
vibrierenden Gerates grindlich durchmischt werden, indem das Reaktionsgefal® auf

den Schittelaufsatz, eine Gummimulde, gedrickt wird.

Well: Vertiefung einer Mikrotiterplatte.


http://de.wikipedia.org/wiki/L%C3%B6sung_%28Chemie%29
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A1: Inzidenz von HUS nach Altersgruppe und Geschlecht (n=855 HUS-Fille) (RKI, 2011)

4

80

—= Inzidenz weiblich
—= Inzidenz mannlich
—a— Anteil weiblich

Séulen: HUS-Inzidenz (Falle/100.000 Einw.)

T 60

T 50

1 40

+ 30

+ 20

Linie: Anteil der weiblichen Fallpersonen (%)

0-9 10419 2029 3039 4049 5059 6069  70-79 80+
Altersgruppe

A2: Anthocyangehalte der Beerenextrakte (g/100 g)

Anthocyanin Accent Dakapo Heidelbeere Holunder
Cyanidine

Cyanidin-3-arabinosid n.b n.b. 2,7 n.b.
Cyanidin-3-galaktosid n.b n.b. 2,0 n.b.
Cyanidin-3-glukosid n.b 0,5 3,2 29
Cyanidin-3,5-diglukosid 0,56 n.b. n.b. 0,02
Cyanidin-3-(6*-O-acetyl)glukosid 0,27 n.b. n.b. n.b.
Cyanidin-3-rutinosid n.b n.b. n.b. 0,11
Cyanidin-3-sambubiosid n.b n.b. n.b. 3.1
Cyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid n.b n.b. n.b. 1,1
Delphinidine

Delphinidin-3-arabinosid n.b n.b. 1,7 n.b.
Delphinidin-3-galaktosid n.b n.b. 1,7 n.b.
Delphinidin-3-glukosid 2,75 2,1 1,9 n.b.
Delphinidin-3,5-diglukosid 0,78 n.b. n.b. n.b.
Delphinidin-3-(6“-O-acetyl)glukosid 0,55 0,5 n.b. n.b.
Malvidine

Malvidin-3-arabinosid n.b. n.b. 0,1 n.b.
Malvidin-3- galaktosid n.b. n.b. 0,9 n.b.
Malvidin-3-glukosid 3,1 10,0 2,2 n.b.
Malvidin-3,5-diglukosid 5,21 n.b. n.b. n.b.
Malvidin-3-(p-coumaroyl)-5-diglukosid 0,5 n.b. n.b. n.b.
Malvidin-3-(6“-O-acetyl)glukosid 0,65 0,3 n.b. n.b.
Pelargonidine

Pelargonidin-3-glukosid n.d. n.b. n.b. 0,13
Pelargonidin-3-sambubiosid n.d. n.b. n.b. 0,11
Peonidin

Peonidin-3-galaktosid n.b. n.b. 0,4 n.b.
Peonidin-3-glukosid 2,13 3,5 1,5 n.b.
Peonidin-3,5-diglukosid 2,77 n.b. n.b. n.b.
Peonidin-3-(6“-O-acetyl)glukosid n.b. 2,2 n.b. n.b.
Petunidine

Petunidin-3-glukosid 2,19 2,3 1,7 n.b.
Petunidin-3,5-diglukosid 1,4 n.b. n.b. n.b.
Petunidin-3-(6“-O-acetyl)glukosid 0,66 0,5 n.b. n.b.
Petunidin-3-rutinosid n.b. 1,1 n.b. n.b.
unbekannte Anthocyane 0,76 n.b. n.b. n.b.
Gesamtgehalt Anthocyane 24,3 23,0 20,0 7,47
Zucker
Glukose n.b. n.b. n.b. 2,09
Fruktose n.b. n.b. n.b. 1,94

n.b. = nicht bekannt
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A3: Technische Daten zum Transkriptomexperiment

L. monocytogenes | L. monocytogenes | EAHEC EAHEC
EGD-e EGD-e ohne Dakapo mit Dakapo
ohne Dakapo mit Dakapo
Library Summary
Total Number of Bases [Mbp] 375,97 329,51 333,62 496,66
Number of Q20 Bases* [Mbp] 310,76 233,77 282,12 388,22
Total number of Reads 3.009.279 2.997.018 3.424.303 3.521.371
Mean length [bp] 124 110 97 141
Mapping statistics
Total fragments 2.972.875 2.997.018 3.424.303 3.521.371
Counted fragments 2.092.772 2.271.992 676.680 2.476.666

*Q20 Bases = Qualitatswert fur die Korrektheit einer Base. Entspricht maximal einem Fehler bei 100 Basen.

A4: Wirkung verschiedener AMP auf E. coli CTX-M-15414 (ESBL)
A Wirkung von Apidaecin 1A (Apis mellifera) 24B Wirkung von Apidaecin (Bombus pascuorum) WC Wirkung von Cecropin A (Aedes aegypti)

Zeit [Std ]
Zeit [Std]
Zeit [Std]

9
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Konzentration [ug/mi] Konzentration [ug/mi] Konzentration [ug/mi]

D Wirkung von Drosocin (Drosophila melanogaster) E Wirkung von Metalnikowin-2 (Palomena prasina) F Wirkung von Pyrrhocoricin
2 301 (Pyrrhocoris apterus)
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G Wirkung von Sarcotoxin 1A (Sarcophaga peregrina)

Zeit [Std]

10 100 1000 10000

Konzentration [ug/mi]

AS5: Wirkung verschiedener AMP auf K. pneumoniae MS39 (ESBL)

A Wirkung von Apidaecin 1A (Apis mellifera) B Wirkung von Apidaecin (Bombus pascuorum) C Wirkung von Cecropin A (Aedes aegypti)

12 12 24
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A6: Messung der RNA-Konzentrationen
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AT7: Bestimmung der RNA-Qualitdt durch Angabe der RNA integrity number (RIN)
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A8: Ubersicht iiber Verinderungen in der Genexpression in L. monocytogenes EGD-e (Wt) durch Dakapo

(Analyse mit KEGG mapper, Billion, unveréffentlichte Software)
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A9: Wirkung von Dakapo (77 uM) auf die Suszeptibilitidt gegeniiber verschiedenen Antibiotika in

L. monocytogenes EGD-e (Wt)
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A10: Untersuchungen zur Serumresistenz in EAHEC (ST3305, GieRen) und E. coli ECO1069 MG1655 in
Kombination mit Dakapo (77 uM)
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A11: Persistenz von E. coli ECO1080 K12 (nach 500 Tagen) und EAHEC (ST3305, GieBen) (nach 610 Tagen) in
verschiedenen Gewdéssern
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A12.1

Auswertung Transkriptomanalyse Listeria monocytogenes EGD-e; Vergleich der Genregulation nach Behandlung mit dem Anthocyan-reichen Traubenextrakt Dakapo (induzierte Gen

)

\dentifier | Genname Fold change __|Produkt Funktion/Einordnung Farbcodierung
Imo0536 42,07 | hypothetical protein Kohlenhydratmetabolismus
Imo0018 28,48 | beta-glucosidase Kohlenhydratmetabolismus
Imo0027 23,90 hypothetical protein Kohlenhydratmetabolismus, PTS
132 132 11,82 non-coding RNA
Imo0517 10,00[ hypothetical protein PTS
Imo0261 9,85| hypothetical protein
Imo0243__|sigh 9,59|RNA factor sigma-70 der Tr
55 rlisS 6,24 non-coding RNA
Imor0l __|Imor01 6,19 T RNA
Imo1257 5,76| hypothetical protein
Imo1560 | dnal 5,18 primosomal protein Dnal Helikase, DN.
Imo2436 4,84 hypothetical protein der Tr
Imo0051 4,81 hypothetical protein der Tr
Imo2630__|rpIW. 4,71505 ribosomal protein L23 i
Imo0971__|ditD 4,64 |DItD protein for D-alanine esterification of lipoteichoic acid and wall teichoic acid
Imo0968 | ppnk 4,49 inorganic \TP-NAD kinase Phosphorylierung
Imor09 | Imor09 4,45 T RNA
Imo2627__|rplV. 4,41 50 ribosomal protein L22 i
Imo1259 | proA 4,24 glutamyl reductase (Pro)
1mo0289 4,16 hypothetical protein
Imo2856__|rpmH 4,10[50 ribosomal protein L34
Imo1222__|pheT 3,97 tRNA beta subunit RN,
Imo1597 3,95 hypothetical protein DNA-Polymerase
Im02620 | rplE 3,94]505 ribosomal protein L5 i i
1mo0485 3,92 hypothetical protein Oxidati Prozesse
Imo2636 3,89 hypothetical protein
Imo2616 | rplR 3,88[505 ribosomal protein L18
Imo0319 3,85 hypothetical protein
Imo2622__|rpIN 3,85[505 ribosomal protein L14
Imo2267 3,84 hypothetical protein Reparatur von DNA-DI hen
Imo0973 | ditB 3,83| DItB protein for D-alanine esterification of lipoteichoic acid and wall teichoic acid
Imo0050 3,82 hypothetical protein
Imo2705 3,81 hypothetical protein DNA-Reparatur
Imo0273 3,76 hypothetical protein Hydrolase
1mo0240 338 protein i
rli4a rlia4 337 non-coding RNA
Imo2481 337 ppax
Imo1278__|clpa 3,36|ATP. protease peptidase subunit Hitzeschockprotein
Imo0355 3,33 fumerate reductase tein subunit
Imo1984 _[ivB 3,30 protein (le)
Imo2253 3,24 protein
Imo1364 __|cspL 3,23 protein
Imo2548 | rpmE2 3,13[505 ribosomal protein L31 type B tein
Imo1081 3,09 protein
Imo1556__|hemC 3,06 Por Porphyri
Imo2618 | rpsH 3,06]305 ribosomal protein S8 i tein
Imo0942 3,03 protein Hitzeschockprotein
Imo1879 _|cspD 3,02 protein E i
Imo2621 | rplx 3,00{505 ribosomal protein L24 tein
Imo1390 2,96 ical protein Transporter
Imo1363 2,96 protein
SAM SAM (Imo_extended_transcriptome_3 309209..309408) 2,96
Imo1280__|codY 2,96
Imo1294 _|miaA 2,95 protein der Tr
Imo2541 2,94 protein
Imo1457 2,93 protein
Imo1851 2,91 protein Proteolyse
ssrS 5SS 2,38 non-coding RNA |
Imo1455 | dnaG 2,86|DNA primase Primase
Imo2504 2,84 protein
Imo1799 2,84 binding protein Protein
Imo1359 _|nusB 2,82 protein NusB der Tr i
Imo1693 _|recx 2,82 regulator recX der DNA-Reparatur
Imo1014 __|gbuA 2,82 protein Transporter
Imo1090 2,80 protein Zuckertransporter
Imo1783_|rplT 2,79]505 ribosomal protein L20 i i
Tbox T-box (Imo_extended _transcriptome 3 1711307..1711555) 2,79 T-box Gen
Imo2617 | rplF 2,77]505 ribosomal protein L6 i
Imo1293_|glpD 2,77 protein lycerol-3-Phosphat
Imo0162 2,75|DNA ill subunit delta DN DN.
Imo1091 2,74 protein
Imo1321 2,73 protein
Imo1757 2,72 protein (Glu)
Imo1935 2,70 protein Diguanylatcycl
Imo2574 2,70 protein Homoserindehydrogenase
Imo2534__|atpE 2,70 FOFL ATP synthase subunit C Pr t
Imo2545__[thrB 2,68| homoserine kinase (Thr)
Imo2823 2,68 protein
Imo0242 2,68 protein
Imo1796 2,67 protein Adenylosuccinatlyase
Imo2351__|FMN 2,66 protein FMN
Imo0974 | ditA 2,64 D-alanine-D-alanyl carrier protein ligase
Imo0917 2,62 ical protein
Imo1271 2,61 protein Proteolyse
Tbox T-box (Imo_extended _transcriptome 3 1588878..1589139) 2,57 [T-box T-box Gen
Imo1554  |[hemB 2,57 | Delt: i inic acid Porphyri
Imo2854 2,56 protein Proteintransport I
Imo1400 2,56 protein N-Acetyltr
Imo1710 2,56 protein Oxidati ions-P
Imo1460 _|recO 2,55 | DNA repair protein RecO DNA-Reparatur
Imo1488 2,55 protein Pyridi i
11105 11105 2,54 Hitzeschockprotein
Imo2788 | bvrA 2,54 ion der Tr
Imo0136 2,54 protein Transporter
Imo1028 2,54 protein Transporter
Imo2662 2,54 protein
Imo1079 2,53 protein ter
Imo0540 2,53 protein n-bindendes Protein
1mo0391 2,53 protein i (val, Leu, lle)
Imo2555 2,51 protein Pr t
Imo1899 | dinG 2,50 ATP DNA helicase/DNA polymerase lll subunit epsilon DNA-Reparatur, DN
Imo2718__|cydA 2,50 protein Transporter
Imo1644 2,49 protein Helikase
1m00230 2,49 protein Lysyl-tRN.
Imo1736 2,48 protein Hitzeschockprotein, Chaperon
Imo2261 2,48 protein i i (Phe, Tyr, Trp)
Imo0484 2,47 |heme-degrading i IsdG
Imo1279__|hslU 2,46]ATP: protease ATP-binding subunit Hitzeschockprotein
Imo0992 2,43 ical protein i
Imo1529 2,43 protein der Tr
Imo2581 2,43 protein
Imo2773 2,43 protein der Tr
rnpB 2,42
Imo1936 __|gpsA 2,41 protein
IMm02035__|murG 2,41|N- inyl tran:
Imo1070 2,40 ical protein Di g
Imo1097 2,40 protein DN,
Imo2427 2,39 protein
Imo2374 2,39]aspartate kinase (Lys, Met, The)
Imo2628_|rpss 2,39[305 ribosomal protein 519
Imo2217 2,37 ical protein Oli idtransport
Imo2853 235 protein
Imo1759 _ |pcrA 2,35 |ATP. DNA helicase DN, jikation, Helikase | |
Imo1361 _|xseA 235 i Vil large subunit Exodeoxyri [ |




LhrA 2,35
Imo1552 _ |vals 2,34 | valyl-tRNA synthetase Aminoacyl-tRNA-Synthetase
Im02533 __|atpF 2,33[F1F0 ATP synthase subunit B Protonentransport
Imo0516 2,33[ hypothetical protein Kohlenhydratmetabolismus, PTS
Imo1745 2,33[ hypothetical protein Regulation der Transkription
Im02565 2,31 hypothetical protein L i
Im00560 2,31 [glutamate (Glu)
Imo0415 2,30] hypothetical protein
rli28 rli28 2,29 non-coding RNA
Imo0237 | gltx. 2,28 hypothetical protein Glutamyl-tRNA Synthetase
Im02598 _ |truA 2,27 [tRNA pseudouridine synthase A Pseudour
Imo0737 2,27 hypothetical protein i Protein
Im01080 2,27 hypothetical protein
Imo1334 2,26 hypothetical protein
Im01502 2,26 hypothetical protein DNA-Reparatur, DN;
Im00152 2,25 hypothetical protein [ idtransport
Im02048 2,23[ hypothetical protein Qui
Imo1600 _ |aroA 2,23 3-deoxy-7 synthase/chorismate mutase (Phe, Tyr)
Im01405 2,22 hypothetical protein der Tr i
Imo1272 rbgA 2,21 |ribosomal bi is GTPase
Im02168 2,20 hypothetical protein Membranprotein
Imo1891 _ |recU 2,20 Holliday junction specific endonuclease DNA-Reparatur, DN,
Im02623 _ |rpsQ 2,19[305 ribosomal protein 517 i i
Im00970 2,19 Enoyl-(acyl-carrier-protein) reductase Fettsaurebiosynthese
Imo1324 2,19 hypothetical protein
Imo02154 nrdF 2,17 |Ribonucleoti I reductase subunit beta der Tr
Imo0666 2,16 hypothetical protein
Imo0842 2,16 i binding protein Protein
Imo1705 2,16 i
Im02637 2,15 hypothetical protein Transporter
Imo1782 2,14 hypothetical protein DNA-Reparatur,
Imo0941 2,13[ hypothetical protein
Im02160 2,13[ hypothetical protein PTS
Im00394 2,12 hypothetical protein
Im02268 _ |addB 2,12 hypothetical protein Reparatur von DNA-D. hen
Im01507 2,12 hypothetical protein der Tr
Im01086 _|ispD (Imo_extended_transcriptome_3 255799..256498) 2,12[2-C-methyl-D-erythritol 4 cytidylyltransferase
Im01010 2,10 protein der Tr
Imo1561 dnaB 2,10(Cl ication initiation / protein DnaB
Im00922 2,09 kinase Coenzy
Imo0999 2,09 protein
Imo01335 | rpmG (Imo_extended_transcriptome_3 1363825..1363975) 2,08/505 ribosomal protein L33 tein
Im00108 2,07 ical protein Transporter
Imo1645 2,07 protein
Im01922 2,07 protein Helikase
Im02730 2,06 protein
Im02717 _ |cydB 2,06 protein Transporter
Im02152 2,06 protein ellr
1m00048 2,06 putative accessory gene regulator protein Transporter, Quorum sensing
Imo1333 2,06 protein Uri i
Imo1239 2,06 protein
Im00272 2,05 protein
Imo1385 2,05 protein D S
Im02561 _ |args 2,05 | arginyltRN; Arginyl-tRN
Im01907 | dapB 2,05 ] di ipi reductase ] (Lys)
Im00241 2,04 protein Cysteinyl-tRN.
Im00528 2,04 protein Transporter
Im01510 2,04 protein icoti
Im01490 2,03 protein (aromat. As)
Imo1492 2,03 protein Hydr
Imo0943 fri 2,03 [none-heme iron-binding ferritin i ung
Imo1389 2,03 protein Zuckertransporter
Imo2417 2,02 protein Transporter
Im01017 2,02 protein Transporter, PTS
Im00529 2,02 protein ion der Tr
Imo1817 2,02 protein Tl i
Imo1940 2,01 protein zellulérer
Imo1370 2,00 |butyrate kinase i
Imo2480 2,00 protein ¢
Imo2625 rplP 2,00505 ribosomal protein L16
Imo2651 2,00 ical protein PTS
Imo2056 2,00 protein
Imo1871 1,99 protein
Imo1119 1,99 protein DNA-Methylierung
Imo0887 1,99 protein PTS
Imo1856 deoD 1,99 [purine ide phosphorylase Purinnukleosidphosphorylase
Imo1858 1,98 ical protein Oxidoredukta:
Imo1764 | purD 1,98 in-glycine ligase Puri
Imo2649 ulaA (Imo_extended_transcriptome_3 2721558..2722857) 1,98 |ascorbate-specific PTS system enzyme IIC Transporter, PTS
Imo1423 1,97 ical protein DNA-Mismatch-
Imo2105 1,97 protein Eisentransport
Imo0199 prs (Imo_extended_transcriptome_3 543201..544137) 1,97 Py idbi
Imo1562 1,97|Tr ipti regulator NrdR der Tr
Imo0967 1,97 protein
Imo0217 1,97 Zellzyklus
Imo2547 hom 1,96 |homoserine dehydrogenase inosé (
Imo2524 1,96 protein Transporter
T-box T-box (Imo_extended_transcriptome_3 1597191..1597455) 1,96 T-box-Gen
Imo1905 __|cca 1,96 tRNA CCA-py y RNA-Reparatur, tRNA-Prozessierung
Imo0005 __|recF 1,96 recombination protein F DNA-Reparatur, DN, ikati
Imo0434 inlB 1,96 |internalin B ir ) i
Imo2046 1,96 | 2-dehydropantoate 2-reductase
Imo2790 parB 1,96 | Partition protein ParB homolg Par
Imo2359 1,95 protein PTS
Imo2054 1,95 protein Alaninracemase
Imo2761 1,95 protein
Imo1754  |gatB 1,95 | aspar tRNA ami subunit B
Imo0164 1,95 DN,
Imo1857 1,95 protein Dihy
Imo2771 1,95 protein
Imo2714 1,93 an bound protein Protein
Imo1820 1,93 protein
Imo2626 rpsC 1,93 [305 ribosomal protein $3
Imo1862 1,93 ical protein Transporter
Imo1814 1,92 protein
rli62 rli62 1,92 non-coding RNA
Imo1603 1,92 protein Uni P in, Y
Imo1541 191 protein Aspartyl-tRN,
Imo1314 frr 191 protein
Imo2665 191 protein PTS
Imo0107 191 protein Transporter
Imo2266 1,90 protein ion der Tr
Imo1727 1,90 protein der Tr
Imo1845 1,90 protein Transporter
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A12.2 Auswertung Transkriptomanalyse Listeria monocytogenes EGD-e; Vergleich der Genregulation nach Behandlung mit dem Anthocyan-reichen Traubenextrakt Dakapo (inhibierte Gene]
Identifier | Genname Fold change Produkt Funktion/Einordnung [Farbcodierung
Imo1113 -7,40] hypothetical protein
Imor08 Imor08 7,24 ribosomale RNA
Imor11 Imor11 6,59 ribosomale RNA
Imor05 Imor0s 6,54 T RNA
Imo0641 5,79 hypothetical protein i t
Imo0995 5,16 Transporter
Imo0587 4,51 putative secreted protein
Imo0642 4,09 hypothetical protein Transporter, PTS
IMmo0629 -4,07 | hypothetical protein
Imo1300 -3,90] hypothetical protein Arsenittransport
Imo0783 -3,78| hypothetical protein Transporter, PTS
Imor17 Imor17 3,62 T RNA
Imor02 Imor02 3,50 T RNA
Imo0610 3,46 i Protein
Imo2724 3,35 hypothetical protein D
Imo0221 3,33 kinase
Imo2434 3,23 hypothetical protein
Imo0376 -3,14] hypothetical protein der Ti
Imo2157 __|sepA 3,13 hypothetical protein
Imor14 Imor14 3,11 T RNA
anti0648-2_|antios48-2 3,06 antio648-2
Im02191  |spxA -3,03[transcriptional regulator Spx Tt B gl | |
Imo0654 -2,98] hypothetical protein Sulfatase
Imo1422 -2,94] hypothetical protein Transporter
Imo2485 -2,94] hypothetical protein
Imo2391 -2,92 | hypothetical protein , D |
Imo0880 -2,92| hypothetical protein
Imo2398 | ItrC 2,89 hypothetical protein Sulfat-/TH import
Imo1241 2,87 hypothetical protein Transporter
Imo2673 -2,84] hypothetical protein Stressantwort
Imo0729 2,83 hypothetical protein Mureintr
Imo1912 -2,81] hypothetical protein intrazellulare Si
Imo0998 2,79 hypothetical protein
Imo0555 2,71 hypothetical protein o i t o]
Imo0554 2,71 protein Oxi
Imo0439 2,70 protein Internalin A Prékursor
Imo1803 __|SRP 2,54 protein i itionpartikel
Imo0724 2,47 protein
Imo0539 -2,46 | tagatose 1,6-di aldolase
Imo1225 2,43 protein der T
Imo0524 2,43 protein Sulfattransporter
Imo2570 2,41 protein Peptidketten-Release-Faktor
Imo2602 -2,40 protein Zinktransporter
Imo0325 2,34 protein der T
Imo0819 2,34 protein Putrescintransport
Imo1833 _|pyrD -2,34]dihy 18 Pyrimidinbi
Imo0722 -2,31 pyruvate oxidase
Imo0593 2,29 protein Transporter
Imo2441 2,25 protein Transporter
Imo2571 2,25 protein ikotinami
Imo1694 2,21 protein Transporter
Imo0405 2,21 protein Transporter
Imo0596 2,21 protein Adhasion
Imo0913 2,20 protein Oxidoreduktat
Imo0019 2,20 protein
Im02695 2,19 protein Transporter
Imo1375 2,19 protein T i
Imo0595 2,18 protein Homserinacetylsulfhydryase
Im00210 __|Idh -2,17[Llactate rogenase i
Imo2697 2,16 protein Transporter, PTS
Imo2640 2,15 protein i
Imo0567 | hisD -2,14]histidinol dehydrogenase (His)
Imo0782 2,14 ical protein Transporter, PTS
Imo0723 2,12 protein d i i
Im00158 2,11 protein Hydrolase | |
Imo2572 2,11 protein iboflavinbi
Imo2259 2,10 protein Transporter, PTS
Imo0584 -2,08 protein ion der Tr
Imo0411 2,07 uvate synthase
Imo1140 2,07 protein
Imo0674 2,07 protein der Tr
Imo0263 _|inlH -2,07 [internalin H i 3
1mo0994 2,07 ical protein Sulfat-/Thi import
1m02400 2,05 protein
Imo2733 -2,05 protein Transporter, PTS
Imo0953 2,05 protein
Imo0795 2,03 protein Transporter
1m02495 2,03 protein Transporter
Imo1580 2,02 protein Stressantwort
Imo2213 -2,00 protein oli i
Imo0099 -1,98 protein
IMo2696 -1,96 protein
Imo0648 1,95 protein Transporter ]
Imo1914 1,94 protein inati
Imo0811 1,94 protein
Imo1439 _|sod 1,93 dismut: Abbau von oxidativem Stress
Imo2454 1,93 protein i i
1mo1040 1,93 protein Transporter
Imo1027 -1,93[Im01027 protein Hydrolase
Imo0013 _|qoxA -1,92 | AA3-600 quinol oxidase subunit Il Qui Transporter
Imo0912 -1,90 ical protein Transporter
HE‘ repeicherang
Kohlenhydratmetabolismus 3
Regulator der Transkription 6 B Kohlenhydratmetabolismus
28
4 mRegulator der Transkription
[
1 m Transporter
[
0 o
6
Ribosomenbiogenese 0 B Aminosauresynthese
andere 43
gesamt 91

91 Gene sind nach den Kriterien "mindestens 10 reads, Fold change ab 1,9

(gerundet auf zwei
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