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Abstract

I. Abstract

Most Pathogenic bacteria are able to face different environmental conditions and
survive in their corresponding host cells using different strategies to fight or evade the
host’s immune response to the infection. This ability requires a fast adaptation of gene
expression, translation and metabolism on a molecular level. The csr-system (carbon
storage regulator) is a global regulatory system which is conserved among different
genera of bacteria, regulating virulence, metabolic pathways, motility and
pathogenicity. The system consists of the dimeric mRNA binding protein CsrA and
small regulatory RNAs which suppress CsrA activity. The regulatory function of CsrA
is based on the binding of the protein to GGA motifs of the mRNA which are often
located near the ribosomal binding site. Due to the binding of CsrA, the ribosomes
cannot attach to the mRNA, thereby preventing protein translation and also causing a
faster degradation of the target mRNA.

In this study we analyzed the global influence of CsrA on the bacterial
metabolism using high performance liquid chromatography and gas chromatography
coupled to mass spectrometry for further metabolite identification. Combining different
chromatography techniques maximized the coverage of the metabolome and lipidome
giving insights in the regulatory function of CsrA, by identifying in total 159
metabolites. Further combination with RNA sequencing resulted in a multi omics
approach expanding the knowledge of the regulatory function of the csr-system. Using
optimized growth media to induce virulence factor expression in the model organism
EPEC E2348/69 we observed dramatic changes in the transcriptome and metabolome
landscape of the AcsrA mutant. Additionally, using electron microscopy, dramatic
morphological changes in form of vesicle-like structures on the cell surface could be
observed. We hypothesized that this could be a consequence of the strong upregulation
of the colonic acid synthesis operon which was also clearly visible in the transcriptome
data and also supported by the gquantification of the colonic acid and exopolyssachrid
production in the mutant strain. Also, other pathways like enterobactin biosynthesis,
virulence gene expression, carbohydrate metabolism, aromatic amino acid synthesis,
nucleoside salvage pathways and lipid metabolism were strongly influenced by the

disruption of csrA and not or only partially described in the literature before.



Zusammenfassung

Il. Zusammenfassung:

Pathogene Bakterien sind in der Lage sich verschiedenen Umweltbedingungen
anzupassen und die Immunantwort des Wirts zu umgehen. Diese Fahigkeit erfordert
eine schnelle Anpassung der Genexpression, Translation und des Stoffwechsels auf
molekularer Ebene. Das csr-System (carbon storage regulator) ist ein globales
Regulationssystem, das zwischen verschiedenen Bakteriengattungen konserviert ist. Das
System besteht aus dem dimeren mRNA-bindenden Protein CsrA und kleinen
regulatorischen RNAs, die die CsrA-Aktivitat unterdriicken. Die regulatorische
Funktion von CsrA beruht auf der Bindung des Proteins an GGA-Motive der mRNA,
die oft nahe der ribosomalen Bindungsstelle lokalisiert sind. Aufgrund der Bindung von
CsrA wird die Ribosomenbindestelle blockiert, sodass eine Translation verhindert wird.

In dieser Studie haben wir den globalen Einfluss von CsrA auf den bakteriellen
Stoffwechsel unter Verwendung von Hochleistungsflissigkeitschromatographie und
Gaschromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometrie, zur weiteren Identifizierung
von  Metaboliten  analysiert. Durch  die  Kombination  verschiedener
Chromatographietechniken wurde die Abdeckung des Metaboloms und des Lipidoms
maximiert, was Einblick in die regulatorische Funktion von CsrA ermdglichte, indem
insgesamt 159 Metaboliten identifiziert wurden. Eine weitere Kombination mit RNA-
Sequenzierung flihrte zu einem Multi-Omics-Ansatz, der das Wissen uUber die
regulatorischen  Funktionen des csr-Systems erweiterte.  Mit  optimierten
Wachstumsmedien zur Induktion der Virulenzfaktor-Expression im Modellorganismus
EPEC E2348 / 69 beobachteten wir dramatische Veranderungen in der Transkriptom-
und Metabolom-Landschaft der AcsrA Mutante. Mittels Elektronenmikroskopie konnten
aullerdem dramatische, morphologische Verénderungen in Form von vesikelartigen
Strukturen auf der Zelloberflache beobachtet werden. Dies flihrte zu der Hypothese,
dass dies eine Folge der starken Hochregulierung des Kolonsauresynthesoperons ist, die
auch in den Transkriptomdaten deutlich sichtbar war und durch die Quantifizierung der
Kolonsdure- und Exopolyssacharidproduktion im Mutantenstamm unterstiitzt wurde.
Auch andere Stoffwechselwege wie Enterobactin-Biosynthese, Virulenzgenexpression,
Kohlenhydratmetabolismus, Synthese aromatischer Aminoséauren, Nucleosid-Salvage-
Wege und Lipidmetabolismus wurden ebenfalls stark durch die Deletion von csrA

beeinflusst und wurden in der Literatur nicht oder nur teilweise beschrieben.
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Einleitung

1  Einleitung

1.1  Modellorganismus Enteropathogene Escherichia coli

Die Gattung Escherichia zéhlt zu den y-Proteobakterien, die erstmals durch den
deutschen Kinderarzt Theodor Escherich beschrieben und benannt wurde. Die Gram-
negativen, fakultativ-anaeroben, nicht sporulierenden Bakterien besiedeln den Dinn-
und Dickdarm von warmblitigen Tieren und Reptilien. Die 1 - 2 um langen Stébchen
besitzen peritriche Flagellen und konnen sich aktiv fortbewegen (Berg, 1996; Gordon
and Cowling, 2003; Tenaillon et al., 2010). E. coli Bakterien sind chemoorganotroph
und konnen neben der aeroben Atmung mit Sauerstoff als terminalen
Elektronenakzeptor zusatzlich NOs', Fumarat und DMSO (Jones et al., 2011; Unden
and Bongaerts, 1997) nutzen und zusétzlich Glucose als einzige C-Quelle
(Kohlenstoffquelle) und Energiequelle fermentativ in der gemischten Sduregdrung
umsetzen (Clark, 1989). E.coli st ein beliebter Modellorganismus der
Molekularbiologie, der Stoffwechselbiologie und der Genetik. Die Gattung Escherichia
umfasst zudem eine Reihe relevanter humanpathogener Stamme, die aufgrund ihrer
wachsenden Resistenz gegen Antibiotika (Carbapenem-Resistenz, ESBL-Produzent)
und steigender Infektionsraten immer mehr an Bedeutung im Bereich der

Infektionsforschung gewonnen haben (Liang et al., 2018; Picozzi et al., 2014).

Zwischen virulenten E. coli Stdammen wird generell in intestinale pathogene
E. coli (InPEC) und extratestinale pathogene E. coli (EXPEC) unterschieden. Dabei
bildet die Gruppe der INPEC mit den neun verschiedenen Pathotypen die gréRere
Gruppe. Dazu zéhlen: enteropathogene E. coli (EPEC), enterohdmorrhagische E. coli
(EHEC), enterotoxische E.coli (ETEC), enteroinvasive E.coli (EIEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC), Shiga-Toxin-produzierende E. coli (STEC), Zell-
adhérente E. coli (engl. celldetaching; CDEC), adhé&rent invasive E. coli (AIEC) und
diffus adhdrente E. coli (DAEC) (Fratamico et al., 2016). Bei den EXPEC werden nur
drei Pathotypen unterschieden: uropathogene E. coli (UPEC), Neonatal-Meningitis
E. coli (NMEC) und necrotoxische E. coli (NTEC). Diese kdnnen Gewebe aufRerhalb
des Intestinaltraktes infizieren (Jang et al., 2017; Vila et al., 2016). Als typischer
Erreger, der durch kontaminierte Lebensmittel oder kontaminiertes Trinkwasser

Ubertragen wird, sind Infektionen mit pathogenen E. coli, neben Campylobacter und
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Salmonellen Infektionen fir einen Grofteil der weltweiten Durchfallerkrankungen
verantwortlich (Rangel et al., 2005). Infektionen mit EPEC sind vor allem fir eine hohe
Morbiditdt und Mortalitdt in Kindern unter zwei Jahren in Entwicklungslandern
verantwortlich. Der phylogenetisch sehr nah verwandte Pathotyp EHEC stellt auch in
Industrienationen aufgrund seiner schweren Verlaufsformen ein wachsendes Problem
dar. Zusatzlich wird die Behandlung erschwert, da eine Antibiotika Behandlung von
EHEC Infektionen zur zusétzlichen Stimmulierung der Toxinbildung fuhren kann
(Chong et al., 2018; Defraine et al., 2018; Rojas-Lopez et al., 2018).

Infektionen mit EPEC zeichnen sich durch charakteristische histopathologische
Befunde aus, die im Allgemeinen als , Attaching and Effacing™ (A/E) bezeichnet
werden. Dabei heftet (,,attaching®) sich EPEC direkt an die Darmepithelzellen an und
verursacht starke morphologische Verdnderungen des Cytoskeletts wie die
Akkumulation von polymerisiertem Aktin bei gleichzeitiger Reduktion der Mikrovilli
(,,effacing®) und der Ausbildung von ,,pedestal-like* Strukturen, die als Sockel fiir die
angehefteten Zellen dienen (Kaper, 2005; Rothbaum et al., 1982; Rothbaum et al.,
1983). Die entsprechenden Gene, die flr diese charakteristischen, morphologischen
Verénderungen verantwortlich sind, sind auf der sogenannten LEE-Pathogenitétsinsel
(LEE- Locus of enterocyte effacement, Pathogenitatsinsel PAI) codiert. Die LEE-PAI
ist homolog zu anderen ,attaching and effacing” enteropathogenen Bakterien wie
EHEC (Jerse et al., 1990; Kaper, 2005). Die LEE-PAIl besteht aus funf
polycistronischen Operons (LEE1-5), dem bicistronischen Operon grIRA und mehreren
monocistronischen Genen (escD, map, espG, cesF, rorf3). LEE codiert fur das Typ 3
Sekretionssystem (T3SS) (Abbildung 1), sowie die assoziierten Chaperone und
Effektorproteine (Deng et al., 2004; Elliott et al., 2000).

Darunter sind die wichtigen Virulenzfaktoren und der fur die Anheftung an die
Epithelzellen benétigte translozierte Intiminrezeptor (Tir), welcher sich in die
Wirtszellmembran integriert und als Andockstelle fiir das ebenfalls LEE-codierte
»intimin-outer-membrane® Protein dient (Jerse et al., 1990). Zusatzlich verfligen
typische EPEC Stdamme Uber ein 70-100kb groRes Virulenzplasmid (EAF-,,EPEC
adherence factor plasmid®), welches die Gene fiir einen Typ IV Pilus codiert (Mellies et
al., 1999). Dieser Typ IV Pilus, der auch als ,,bundle forming pilus® (BFP) bezeichnet
wird, vermittelt die initiale Anheftung an die Wirtszellen. Ebenfalls auf dem EAF-

Plasmid codiert ist der Regulator des bfp Operons per (,,plasmid-encoded regulator),
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der zusatzlich den LEE-codierten Masterregulator der LEE-PAI ler reguliert
(Bustamante et al., 2011).

! Intimin

LEE6 LEE1 LEE7 LEE2 LEE3 LEES LEE4
<~ « -
b Q X9 Q z ~ Q 4 O &
< mwm»?mmp:w—»@:mm
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< & S I = %
& cesD2
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Typ Il Sekretionssystems von A/E

Pathogenen. (A): Das T3SS fungiert als molekulare Nadel zum Injizieren von Effektor-
molekilen in die Zielzelle und ist der Hauptpathogenitatsfaktor in enteropathogenen
E. coli Stammen. Das T3SS wird generell in drei Hauptbestandteile unterteilt (von unten
nach oben): (i) extrazellulare Anhange (Translokationspore), Filament und Nadelkomplex,
(ii) Basalkorper (3 Membranringe), (iii) zytoplasmatische Komponenten: C-Ring, ATPase-
Komplex und ,Gatekeeper“ Protein. Zum Anheften an die Wirtszelle wird Intimin
bendtigt. (B): Aufgeklarte Strukturen von T3SS Proteinen. Diese Abbildung wurde aus
Gaytan et al., 2016 entnommen. Der untere Teil der Abbildung zeigt die LEE-PAI in EPEC
(siehe auch Abbildung 28).

! Die Abbildung wurde Erst-Veroffentlicht in “Frontiers Cellular and Infektion Microbiology”

Gaytan, M.O., Martinez-Santos, V.I., Soto, E., and Gonzalez-Pedrajo, B. (2016). Type Three Secretion System in
Attaching and Effacing Pathogens. Front Cell Infect Microbiol 6, 129. © Frontiers Frontiers Cellular and Infektion
Microbiology.
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Das LEE-codierte T3SS ist ein makromolekularer Komplex, welcher als
Nanonadel fir die Sekretion von Effektormolekilen in das Cytoplasma der Wirtszelle
fungiert. Dieser Komplex besteht aus 25 Strukturproteinen (Abbildung 1), wobei die
Mehrzahl dieser Proteine selbst in phylogenetisch weiter entfernten bakteriellen
Pathogenen stark konserviert ist (Ghosh, 2004). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
des T3SS zu der bakteriellen Flagelle ist zudem davon auszugehen, dass beide
bakteriellen Proteinstukturen den gleichen evolutiondren Ursprung haben (Blocker et
al., 2003).

Daneben sind eine Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren wie PerC, QseA, IHF, FIS,
HNS, die auferhalb der LEE-PAI liegen, fir die Regulation des EPEC T3SS
verantwortlich (Bhatt et al., 2009; Darby et al., 2002; Faleev et al., 1988; Forsbach-Birk
et al., 2004; Swimm et al., 2004; Yanofsky et al., 1991). Die Regulation ist abhéngig
von Umweltbedingungen, wie dem pH-Wert, der Osmolaritit, der Fe(NO3)s~ und Ca?* -
Konzentration, der Temperatur, dem ,,Quorum Sensing”, sowie der HCO3
Konzentration (Aballay and Ausubel, 2002; Tan et al., 1999; Wang et al., 2005; Wang
et al., 2004; Wei et al., 2001). In der Regel geschieht dies tber die Regulation von ler.
Ebenfalls wurde der Einfluss des ,,Carbon Storage Systems® (Csr-System) auf die
Transkription der LEE-PAI beschrieben, die allerdings nicht Uber die Regulation von
ler gesteuert wird (Bhatt et al., 2009).
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1.2  Carbon storage system (Csr)

Bakterien sind sich standig &ndernden Umweltbedingungen ausgesetzt. Es haben sich
evolutionér eine Vielzahl an regulatorischen Prozessen entwickelt, um katabolische und
anabolische Prozesse in Antwort auf sich &ndernde Umweltbedingungen zu regulieren.
Dazu zahlt beispielsweise die Optimierung der Energieausbeute in Abhédngigkeit der
verfugbaren Zucker, die Motilitat, die Virulenz, die Biofilmbildung und viele weitere.
Besonders enteropathogene Bakterien sind starken Fluktuationen in der
Néhrstoffzusammensetzung im Wirt sowie der Kompetition mit kommensalen
Bakterien um Nahrstoffe ausgesetzt. In Studien wurde gezeigt, dass die Kolonisierung
der Wirtszellen durch enteropathogene E. coli eng mit der Umsetzung der verfiigbaren
Einfachzucker, organischen Sduren und Faserstoffen zusammenhdngt. In der
Konsequenz ist es sehr wichtig den Primérmetabolismus rapide anzugleichen, um die
Infektion zu etablieren (Snider et al., 2009). Der Einfluss von post-transkriptionellen
Systemen auf metabolische Stoffwechselwege und auf Funktionen in Bakterien, wie
z.B. durch das Csr-System, werden zurzeit noch nicht vollstandig verstanden.

1.2.1 Funktion und Regulation des CsrA-Systems

Das Csr-System besteht aus dem dimeren RNA-Bindeprotein ,,Carbon storage
regulator A“ (CsrA) und kleinen regulatorischen RNAs, welche die Aktivitat von CsrA
inhibieren. Das Gen, welches fir CsrA codiert, wurde urspriinglich wéhrend eines
,, L ransposon-Mutagenese-Screenings entdeckt. Ziel des ,,phdnotypischen Screens* war
die Identifizierung von Genexpressions-Regulatoren, die wahrend der stationdren
Wachstumsphase aktiv sind. Eine Transposoninsertion in den csrA Locus flihrte dabei
zu pleiotrophen Effekten auf den Kohlenstoffstoffwechsel, auf die Zellmorphologie
sowie auf die Fahigkeit sich an Oberflachen anzuheften (Romeo and Gong, 1993;
Romeo et al., 1993).

Mittlerweile ist bekannt, dass CsrA hochkonserviert ist und in vielen Bakterien wie
Yersinia spp, Escherichia spp., Legionella spp, Vibro spp und Bacillus spp. vorkommt.
CsrA besitzt viele unterschiedliche, regulatorische Funktionen in Bezug auf Virulenz,
Zentralstoffwechsel, Biofilmbildung, Zelladharenz, Zellmorphologie und Motilitat. Ein
orthologes Pendant zu CsrA wurde spater in dem pflanzenpathogenen Pectobacterium
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carotovorum entdeckt und als ,,Regulator of secondary metabolites A“ (RsmA)
bezeichnet. Neben Enterobakterien und Bacillus spp. verfligen auch Pseudomonaden
uber das CsrA/RsmA System, wobei die primare Regulation hier auf die Exkretion von
Virulenzfaktoren, T3SS, Type 6 Sekretionssystem (T6SS) und die Ausbildung von Typ
IV Pili ausgerichtet ist.

Die regulatorische Funktion des Csr/Rsm Systems wurde erstmals in E. coli in Bezug
auf die Glykogensynthese charakterisiert. Es konnte jedoch kein Rickschluss auf die
regulatorische Funktion des Systems auf Basis der Proteinsequenz geflhrt werden, da es
keine Ahnlichkeit zu schon bekannten regulatorischen Systemen gab. Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass die regulatorische Funktion von CsrA auf die glgC
MRNA, welche Teil der Glykogensynthese ist, nicht abhangig von der Promotorsequenz
ist, sondern von einem iiberlappenden Bereich der 5° untranslatierten Region (5° UTR)
mit der Ribosomenbindestelle (RBS) (Liu et al., 1995). Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass CsrA die glgC mRNA destabilisiert (Liu et al., 1995). Spater konnte
mittels eines CsrA EMSAs die direkte Bindung von CsrA an die 5’UTR im Bereich der
RBS nachgewiesen werden. Dadurch wird die RBS fiir die Ribosomen blockiert und es
konnte ermittelt werden, dass die regulatorische Funktion von CsrA in Bakterien post-
transkriptional ablauft (Baker et al., 2002).

CsrA ist ein kleines, ca. 9 kDa grofRes Protein, das als funktionelles Dimer an die
mRNA bzw. die 5’UTR bestimmter Ziel mRNAs bindet. Jede Untereinheit von CsrA
setzt sich aus finf Tandem-R-Stringen (B 1-5), einer kurzen a-Helix (H1) und einem
flexiblem C-Terminus zusammen (Gutierrez et al., 2005; Heeb et al., 2006). Die
Dimerisierung der Monomere wird iiber die 1 und B2 Faltblattstrukturen vermittelt,
wobei die Aminosdurereste essentiell fur die direkte Interaktion mit der mRNA sind
(Mercante et al., 2006; Schubert et al., 2007). Eine reprasentative Abbildung des CsrA
Dimers ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Struktur des CsrA-RNA Komplexes. Reprasentative Abbildung des CsrA-
Homologs RsmE (grin/grau) in der Komplexbildung mit zwei RNA-Haarnadelstrukturen
(gelb). Das CsrA Dimer beinhaltet zwei RNA-Binde-Doménen, die das Binden an zwei
verschiedenen RNA GGA Motiven ermdglicht. Die RNAs sind an die stark positiv
geladenene Oberflache gebunden, die auf den B-Faltblattstrukturen, der 1A / B 5B und
der B 1B / B 5A-Struktur, sowie auf den Regionen um die B 3- B 4 und B 4- B 5 Schleifen
liegen (schwarzer Kasten). Diese Abbildung wurde aus Schubert et al., 20072 modifiziert
und entnommen.

Die regulatorische Funktion von CsrA basiert auf der hohen Affinitdt des Protein
Dimers zu GGA Motiven, die in der 5° UTR der entsprechenden mRNA Zielsequenz
liegt. Dabei ist die Konsensus-Sequenz: RUA CAR GGA UGU, wobei die Motive ACA
und GGA komplett konserviert sind. Die meisten Zielsequenzen Uberschneiden sich
oder liegen nahe an der Ribosomenbindestelle (RBS), AGGAGG in E. coli, sodass eine
Bindung von CsrA den Zugang der Ribosomen zu der mRNA blockiert (Duss et al.,
2014). Dadurch wird die Proteinbiosynthese inhibiert und die mRNA zusétzlich in
vielen Fallen schneller abgebaut (Vakulskas et al., 2015). Weitere
Regulationsmechanismen von CsrA wurden ebenso beschrieben. Eine Art der positiven
Regulation von CsrA ist beispielsweise die Stabilisierung der mRNA Zielsequenz bzw.
der Sekundarstruktur der mRNA durch die Bindung von CsrA an die Zielsequenz,
wodurch eine Bindung der Ribosomen Uberhaupt erst erméglicht wird (Mercante et al.,
2009; Vakulskas et al., 2015). Weitere Bestandteile des Csr-Systems, sind die kleinen
regulativen RNAs (SRNAs — engl ,,small regulatory RNAs*), CsrB, CsrC und McaS in
E. coli. Diese regulatorischen SRNAs bilden charakteristische Sekundarstrukturen durch

2 Adaptiert und entnommen mit der Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd: “Nature Structual & Molecular Biology”,
(Schubert et al., 2007) copyright © 2007.
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komplementére Basenpaarung aus, wodurch sich Haarnadelstrukturen (engl. ,,Hairpin -
Loops®) herausbilden, die iiber GGA Motive verfiigen. Durch die hohe Affinitit von
CsrA an die GGA Motive fungieren somit die SRNAs als Bindekonkurrenten zur
jeweiligen Zielsequenz auf der mRNA. Dabei sequestrieren die SRNAs CsrB/CsrC, das
Regulatorprotein CsrA, und verhindern damit die Bindung an die Zielsequenz auf der
potentiellen mRNA (Babitzke and Romeo, 2007; Majdalani et al., 2005; Vogel, 2009).
Ein vereinfachtes Modell der Regulation des Csr-Systems ist in Abbildung 3 gezeigt.
Zusétzlich wurde in E. coli eine weitere Komponente des Csr-Systems identifiziert. Das
Protein CsrD destabilisiert die sRNAs CsrB und CsrC. Zwei funktionale
Aminoséuresequenzen des Proteins GGDEF und EAL erleichtern dabei den Abbau der
SRNAs durch die zelleigene RNAse E (Suzuki et al., 2006).

Neben der Regulation von CsrA durch die Anwesenheit von CsrB/CsrC, auto-reguliert
CsrA seine eigene Translation und indirekt auch die Transkription. Somit tragt CsrA
selbst zum ,,fine-tuning*“ des Csr-Systems bei. Die Transkription von csrA ist von flnf
Promotoren abhingig (' oder °). Die Transkription mit Hilfe des cS-abhingigen P3
Promotors wird indirekt durch CsrA aktiviert. Die 5’UTR des cSrA Transkripts verfiigt
uber vier CsrA Bindemotive, wobei hier die Bindung von CsrA eine Repression der
Translation bewirkt (YYakhnin 2011, Vakulskas 2015).
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Abbildung 3: Beispielmechanismus des Csr—Systems: A (negative Regulation, z.B. glgC).
Die beiden nicht-codierenden RNAs CsrB/CsrC sequestrieren CsrA und verhindern somit
eine Bindung von CsrA auf der mRNA. Bindet CsrA an die Bindemotive (rot), wird die
Ribosomenbindestelle blockiert und es findet keine Translation statt. Die mRNA wird
oftmals zusatzlich schneller mittels RNase degradiert. B (positive Regulation, z.B. moaA).
Die Sekundarstruktur der 5° UTR verhindert ein Binden der Ribosomen an die RBS.
Durch das Binden von CsrA an die Bindemotive (rot) wird die Sekundarstruktur so
verandert, dass ein Binden der Ribosomen an die RBS ermdglicht wird.
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Dies sind nur wesentliche Aspekte der Regulation des Csr-Systems. Generell ist die
Regulation hoch-komplex und wird an unterschiedlichen Stellen in Abhangigkeit von
den Wachstumsbedingungen wie auch der Wachstumsphase beeinflusst. Zusétzlich ist
die Regulation co-abhangig von anderen Kreislaufen. Das BarA/UvrY
Zweikomponentensystem (engl. ,two component system™ — TCS) reguliert die
Transkription der SRNAs CsrB und CsrC. AuBerdem konnte nachgewiesen werden,
dass CsrA ebenfalls indirekt die Expression der RNA Antagonisten CsrB/CsrC in einer
negativen Ruckkopplungsschleife reguliert (Suzuki et al., 2002; Weilbacher et al.,
2003; Yakhnin et al., 2011).

1.2.2 Bekannte Effekte des Csr-Systems in Escherichia

Das Csr-System ist ein komplexes, globales Regulon und hat direkt und indirekt
auf zahlreiche zellulére Prozesse wie Virulenz, Motilitat, Biofilmbildung sowie auf den
Metabolismus Einfluss. In E. coli K-12 Stammen ist die Wirkung von CsrA auf den
Kohlenstoffmetabolismus relativ gut untersucht, aber aufgrund der Komplexitat und
stammspezifischen Unterschiede noch nicht im Detail verstanden. In E. coli K-12
Stammen konnte das csrA Gen nicht deletiert werden, was darauf schlieen I&sst, dass
CsrA fur E. coli K-12 eine essentielle Funktion im Stoffwechsel erfullt (Timmermans
and Van Melderen, 2009). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass CsrA in
E. coli nicht essentiell fir das Wachstum auf Pyruvat jedoch fur das Wachstum auf
Glucose und Glucose-6-Phosphat als einziger Kohlenstoffquelle ist. Dies lieR darauf
schliellen, dass die ersten Schritte der Glykolyse von CsrA reguliert werden, jedoch der
Citratzyklus nicht beeinflusst wird (Timmermans and Van Melderen, 2009). Die
Ursache liegt in der differentiellen Regulation der Glykolyse bei der enzymatischen
Umsetzung von Fructose-6-Phosphat zu Fructose 1,6-Bisphosphat. Aufgrund der
negativen Regulation der Phosphofructokinase (pfkA), durch fehlende Stabilisierung der
pfkA mRNA durch CsrA, kommt es zu einer Akkumulation von Fructose-6-Phosphat
und gleichzeitig zu einem Mangel an allen folgenden Metaboliten in der Glykolyse
(Morin et al., 2016). Neben diesem Effekt auf die Glykolyse sind viele weitere Effekte,
vor allem durch Transkriptomanalysen, auf den zentralen Kohlenstofffluss untersucht
worden. So waren die Transkripte mehrerer Zuckeraufnahmesysteme und des
Citratzyklus negativ durch CsrA beeinflusst, wahrend die Transkripte fir die

Gluconeogenese in hoherer Abundanz vorlagen (Potts et al., 2017). In der Gesamtheit
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konnten mehr als 200 Gene fir verschiedene Kohlenstoffquellenaufnahmesysteme und
andere Nahrstoffe identifiziert werden, die direkt oder indirekt von CsrA beeinflusst
werden und die Komplexitat des Csr-Systems verdeutlichen. Ob diese Effekte jedoch
durch eine direkte Regulation des Csr-Systems hervorgerufen werden oder die Folge
von weitreichenden Veranderungen der Manipulation von CsrA sind, muss im
Einzelnen geklart werden (Potts et al., 2017). In dem kommensalen E. coli Stamm
Nissle 1917 deutete eine Fluxom-Analyse zusatzlich eine regulative Rolle von CsrA im
Entner-Doudoroff-Weg (ED) und im Pentose-Phosphat-Zyklus (PPP) bei einem
Wachstum auf Gluconat an. Dies l&sst darauf schlieBen, dass CsrA die Richtung des
Kohlenstoffflusses in Abhéngigkeit von der genutzten C-Quelle stark beeinflusst. Das
bedeutet, dass die Effekte einer CsrA- Pertubation in Bezug auf den
Kohlenstoffmetabolismus nicht allein auf die Regulation des Embden-Meyerhof-
Parnas-Pathway (EMP) und der Gluconeogenese zurlckzufiihren sind. In Anbetracht
dessen, dass die primaren C-Quellen im natlrlichen Habitat von E. coli hauptsachlich
aus Zuckersauren, vor allem Gluconat, bestehen, stellt dies die Wichtigkeit des Csr-
Systems fiir die Kolonisierung im Dinndarm und Dickdarm von pathogenen und

kommensalen E. coli Stimmen in den Vordergrund (Revelles et al., 2013).

Im Gegensatz zu dem kommensalen E. coli Stamm Nissle 1917 und dem K-12
Stamm MG1655 ist eine Pertubation von CsrA in dem enteropathogenen E. coli Stamm
EPEC E2348/69 nicht letal fur das Wachstum auf Glucose, scheint aber in Bezug auf
die Regulation der Glykolyse und der starken Uberproduktion von Glykogen zu sehr
ahnlichen Effekten auf den Primérmetabolismus zu fihren (Bhatt et al., 2009; Morin et
al., 2016; Revelles et al., 2013). Neben diesen Effekten konnte gezeigt werden, dass
CsrA an der Regulation der Virulenzgene in EPEC eine entscheidende Rolle spielt. So
war der von Bhatt et al. verwendete AcsrA Teildeletionsstamm in EPEC E2348/69 nicht
im Wachstum gehemmt, wies aber eine deutlich reduzierte Fahigkeit auf in vitro an die
Zielzellen zu binden und Aktin-Pedastals auszubilden. Zusétzlich wies diese Mutante
eine deutliche Reduktion in der Sekretion der Translokatoren EspA, EspB und EspD
(Abbildung 1) sowie des Effektors Tir auf (Bhatt et al., 2009). Entsprechend waren
auch auf Transkriptebene die Konzentrationen der entsprechenden Transkripte (sepL,
espADB) in der Mutante reduziert. Auf Regulationsebene konnte jedoch keine direkte
Regulation von CsrA auf den Masterregulator der LEE-PAI (Locus of enterocyte

effacement Pathogenicity island) ler nachgewiesen werden, aber eine direkte Bindung
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von CsrA an den LEE4 mRNA- ,Leader sowie eine indirekte Regulation von escD
beobachtet werden, was die Effekte auf die Translokatoren erklart. Die LEE4-Gene
sowie escD codieren flr wichtige Translokatoren des T3SS und spielen eine zentrale
Rolle in der Virulenz von EPEC (Bhatt et al., 2009). Zusammenfassend fiihrt eine
Deletion von CsrA in EPEC zu einer starken Reduktion der Virulenz, die (ber die
verminderte Fahigkeit der Anheftung und Ausbildung von Aktin Pedastals an die
Zielzellen und der verringerten Konzentration der Translokatoren induziert wird.
Interessanterweise fiihrt eine ,,Multicopy* Uberexpression von CsrA in EPEC ebenfalls
zu einer Repression von LEE4 sowie von LEE2, LEES5 und escD. Dies geschieht
allerdings wahrscheinlich tber eine direkte Regulation des Transkriptlevels von griRA,
welches positiv auf die Transkription von ler und damit auf die LEE Gene wirkt (Bhatt
et al.,, 2009). Dies bedeutet das CsrA die Transkription der LEE-PAI Gene
dosisabhéngig reguliert.

Neben der Virulenz reguliert CsrA auch die Motilitatsgene des flhDC Operons
in EPEC, was dazu fiihrt, dass Acsr4 Mutanten nicht motil sind (Bhatt et al., 2009). Ein
weiterer Effekt von CsrA ist die Regulation der Tryptophanase tnaA in EPEC, welche
fur die Virulenz in Caenorhabditis elegans eine wichtige Rolle spielt (Bhatt et al.,
2011). Auch in uropathogenen E. coli deutet sich eine funktionelle Rolle von CsrA und
des BarA/UvrY TCS Systems fiir die Virulenz im Mausmodell an, wenn auch die
genauen Mechanismen noch ungeklért sind. Anders als EPEC verfugt UPEC als
EXPEC, der intra- und extrazellular die Zellen des Urogenitaltrakts infiziert, Uber eine
ganze Reihe weiterer Virulenzfaktoren wie Toxine und Fimbrien, die in Abhangigkeit
vom Csr-System reguliert sein kénnten (Herren et al., 2006; Palaniyandi et al., 2012;
Vakulskas et al., 2015).

Nach wie vor basieren die meisten Studien tiber die Auswirkungen von CsrA auf
den bakteriellen Stoffwechsel bzw. der Interaktion mit unterschiedlichen
Regelkreislaufen weitgehend auf Analysen des Transkriptoms, wohingegen
ausfihrliche Metabolomanalysen oder Multi-Omics‘-Analysen nur vereinzelt
angewandt wurden. Metabolomstudien zum Einfluss von CsrA bzw. einer Deletion von
csrA wurden im Detail von Morin et al. in Bezug auf die Glykolyse untersucht. Der
verwendete AcsrA E.coli K-12 Teildeletionsstamm wies erhohte Metabolit
Konzentrationen fur die Glykogen-Vorladufer Metaboliten ADP-Glucose, sowie fiir die
Intermediate des oberen Teils des EMP-Weges, Glucose-6-Phosphat, sowie Fructose-6-
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Phosphat auf (Morin et al., 2016). Auch Metaboliten aus dem PPP wiesen eine
Erhdhung in der AcsrA Mutante im  Vergleich zum Wildtyp auf (6-
Phosphogluconolacton, Sedoheptulose-7-Phosphat, Ribose-5-Phosphat). Im Gegensatz
zu den Intermediaten aus dem oberen Teil der Glykolyse, waren Metaboliten im unteren
Teil der Glykolyse  (Fructose  1,6-bisphosphat, 2,3  Phosphoglycerat,
Phosphoenolpyruvat) und Fumarat aus dem Citratcyclus jedoch nicht differentiell
reguliert (Morin et al., 2016). Im Gegensatz dazu, konnte in einer Studie von McKee
et al. gezeigt werden, dass eine Repression von CsrA durch Uberexpression von CsrB
weitreichende Effekte auf auch auf die Intermediate der unteren Glykolyse hat. So
waren unter diesen Bedingungen, auch die Intermediate Glycerol-3-Phosphat, 2
Phosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat und Pyruvat in deutlich hoherer Konzentration
detektierbar als im Wildtyp (McKee et al., 2012). Auch die Intermediate des
Citratzykluses Oxalacetat, Malat, Fumarat und Succinat waren erhoht, wohingegen
Isocitrat/Citrat und Alphaketoglutarat nicht durch eine Uberepxression von CsrB
beeinflusst wurden (McKee et al., 2012).

Der GroRteil der Erkenntnisse Uber die Funktionsweise des Csr-Systems, wurde
jedoch aus verschiedenen Transkriptomanalysen abgeleitet, ohne die Effekte auf die
Metabolitenkonzentrationen zu beriicksichtigen. Aus diesen Analysen ist bekannt, dass
die Regulation von CsrA sehr weitreichende Folgen auf die unterschiedlichsten
zelluldren Prozesse hat. Dazu zéhlen zusétzlich Gene zur Aufrechterhaltung der
Zellhallintegritat (via rseA und der RpoE Signalkaskade), der Eisenregulation und -
aufnahme (Mechanismus nicht bekannt), sowie fiir andere Regulatorproteinen (FliA,
SoxS, Lrp, Cra). Zusammengefasst beeinflusst CsrA die Expression von 87
Transkriptionsregulatoren und elf Sensorkinasen, die wiederum das komplette
Transkriptom von E. coli beeinflussen (Potts et al., 2017; Vakulskas et al., 2015). Diese
diversen Effekte von CsrA demonstrieren, dass CsrA eine Schlisselfunktion bei der
Bestimmung der bakteriellen Uberlebensstrategie spielt, die eine umfassende
Umverteilung von genetischen und metabolischen Ressourcen erfordert (Potts et al.,
2017; Romeo et al., 2013).
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1.3  Ansatze der Systembiologie

Unter Systembiologie versteht man das Studium der Gesamtheit an Strukturen,
sowie die Zusammensetzung und Dynamik eines biologischen Systems, wie z.B. einer
bakteriellen Zelle. Dabei haben sich unterschiedliche ,,omics‘-Technologien® wie
Genomik, Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik etabliert, um die komplexen
Zusammenhange eines biologischen Systems und deren Wechselwirkung untereinander
zu verstehen. Zusammen mit ergdnzenden Experimenten, mathematisch/statistischen
Analysen und Prozessmodellierungen dient die Systembiologie der Findung und
Verbesserung von Hypothesen und verbessert das Verstdndnis biologischer Ablaufe
(Kell, 2004, 2006).

Das Verstandnis von lebenden Organismen auf einem molekularen Level mit
Hilfe der ,,omics* Technologien ist ein relativ neuer Ansatz, wird aber in Zukunft eine
Schliisselrolle in der Wissenschaft darstellen. Einen Uberblick tber die sogenannte

,»omics“ Kaskade ist in Abbildung 4 dargestellt.

Was kann passieren? Genom DNA

4

. . > .
Was scheint zu passieren? TranSkI’I ptom mRNA

) 4

Was macht es moglich? Proteom Protein

L 4

Was ist passiert und passiert? | Metabolom Metabolite

4

Phanotyp

Abbildung 4: Die “Omics” Kaskade der Systembiologie. Die ,Omics‘“ Kaskade
beinhaltet die Hauptverfahren der Systembiologie, die es theoretisch ermdéglichen die
Zellantwort unter einer definierten Testbedingung vorherzusagen. Diese Abbildung
wurde modifiziert und Ubersetzt von Dettmer et al., 2007

Dabei gibt die Genominformation die essentielle Basisinformation (ber die
genetischen Mdglichkeiten des Organismus an. Mit Hilfe von Transkriptomanalysen
kann die direkte Reaktion des Organismus bzw. die Expressionslevels der Gene in

14



Einleitung

verschiedenen Zeitmustern, je nach Aufbau des Experiments, dargestellt werden. Die
Verénderungen im Transkriptom sind dabei der erste Schritt zum Verstandnis der
Reaktion von einem Organismus auf sich andernde Umweltbedingungen oder der
Pertubation von Genen und Regulatoren (Sorek and Cossart, 2010). Durch Kombination
mit Proteomik wird zusétzlich die Regulation auf posttranskriptionaler und
posttranslationaler Ebene mit einbezogen und gibt dabei den ,,Ist-Zustand* wieder, ohne
jedoch die metabolische Antwort genau vorhersagen zu koénnen. Genauere
Beschreibung der Methodik und quantitative Ansatze von Proteom-MS Analytik sind in
folgenden Reviews beschrieben: Bantscheff, 2012; Righetti et al., 2004; Schirle et al.,
2012.

Das Metabolom ist der letzte Schritt in der Systembiologie-Kaskade, die die
Effekte des Proteoms auf die Metaboliten untersucht (Kell, 2006). Sie sind allerdings
stark dynamisch aufgrund der schnellen Adaption der Metabolitenlevel an
unterschiedliche Einflusse (z.B. Umweltbedingungen, Antibiotika-Behandlung etc.).
Die Veranderungen im Metabolom sind dabei um einiges schneller als die Reaktionen
auf dem Gen- und Transkriptlevel. Erschwerend fur die Analyse und Identifikation ist
die strukturelle und physikochemische Vielseitigkeit der Analyten, sowie die einzelnen
stark unterschiedlichen  Charakteristika und Konzentrationsverhéltnisse  der

verschiedenen Metaboliten unter unterschiedlichen Bedingungen (Dettmer et al., 2007).

In dieser Studie wird der globale Einfluss einer CsrA-Pertubation im EPEC
Stamm E2348/69 auf das Metabolom untersucht. Zusammen mit einer kombinierten
Transkriptomanalyse aus dem gleichen Probenbatch liefert dieser systembiologische
Ansatz ein Ubergreifendes Bild der Stoffwechselvorgange und Transkriptionslandschaft
von EPEC in Reaktion auf den posttranskriptionellen Regulator CsrA. Die
grundlegende Methodik der Metabolom- und Transkriptomanalyse wird im Folgenden

beschrieben.
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1.4 Metabolomanalyse

1.4.1 Einfuhrung in Metabolomics

Die grundlegende Fahigkeit eines Organismus/Gewebes zum Transport und zur
Aufnahme von Nahrstoffen sowie die anschlieBende Umwandlung mittels
enzymatischer Reaktionen in Energie, Baustoffe und Reproduktion wird Stoffwechsel
oder Metabolismus genannt. Die in diesen chemischen Reaktionen umgewandelten
Stoffwechselkomponenten werden als Metaboliten bzw. in ihrer Gesamtheit als
Metabolom bezeichnet. Der Ursprung der Metabolomforschung liegt in der Erforschung
von Sekundarmetaboliten in Pflanzen. In der Gesamtheit wird die Anzahl der
Metaboliten in Pflanzen auf 100.000 — 200.000 angegeben (Hall, 2006; Weckwerth,
2003). Dabei wurde der Begriff ,,Metabonomics* das erste Mal von Nicholson et. al. in
der Literatur beschrieben (Nicholson et al., 1999). In Mikroorganismen wie E. coli
wurde aus bioinformatischen Genomanalysen von bis zu ~ 800 verschiedenen
Stoffwechselintermediaten/Metaboliten ausgegangen (Hall et al., 2002). Diese geringe
Zahl wurde auf bis zu 1600 Metabolite in der E. coli Metabolomdatenbank (ECMDB)
aus verschiedenen Studien erweitert (Guo et al, 2013). Heute werden
Metabolomikansatze auf Mikroorganismen, Gewebe, Mikrobiome in Mensch und Tier
ausgeweitet und stellen eine Zukunfts- und Schlusseltechnologie zum Verstandnis von
komplexen Ablaufen auf der Ebene des Stoffwechsels bzw. der Adaptation dar (Cui et
al., 2018; Rochfort, 2005). Aufgrund der hohen Komplexitat des Metaboloms sowie der
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Metaboliten ist es nicht moglich, die
Gesamtheit der Metaboliten einer Probe komplett abzudecken. Anstelle dessen wird
vielfach eine zielgerichtete Analyse durchgefuhrt, um die Metaboliten einzelner
Stoffwechselwege oder bestimmter Stoffklassen zu detektieren. Um ein moglichst
grolRes Spektrum des Metaboloms abzudecken, ist es nétig, verschiedene Extraktions-,
Trenn- und Detektionsverfahren zu nutzen. Zusitzlich wird vielfach ,,Metabolic
footprinting™ genutzt, um nicht jeden einzelnen Metaboliten zu erfassen, sondern um
Muster oder Fingerabdriicke zwischen verschiedenen Zustanden zu vergleichen. Dazu
gezahlt wird bspw. auch die Erfassung der sekretierten Metaboliten (Exometabolom)
oder aus dem Medium aufgenommene Metaboliten (Fiehn, 2002; Kell et al., 2005). Die
Identifikation der Metaboliten wird dabei wahlweise mit hochauflésender

Massenspektrometrie (MS) oder auch Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) in
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Kombination mit Auswertesoftware und Datenbanken durchgefuhrt (Scalbert et al.,
2009).

Metaboliten kénnen in Primarmetaboliten (z.B. Zucker, Aminosduren, Lipide), die
essentiell fur das Uberleben des Organismus sind und damit Teil des
Zentralstoffwechsels (Glykolyse, Citratzyklus, Pentosephosphatweg etc.) oder
Sekundérmetaboliten eingeteilt werden. Die Sekunddrmetaboliten bieten einen
Selektionsvorteil unter bestimmten Umweltbedingungen, der z.B. durch die Expression
von Virulenzfaktoren oder die Bildung von antibiotischen Stoffen erzielt werden kann.
Dabei unterliegt der Stoffwechsel einer stdndigen Dynamik aus katabolen und anabolen
Prozessen. Bei einer Analyse des Metaboloms erhélt man somit eine Momentaufnahme,
die sich im Allgemeinen gut mit dem Phéanotyp korrelieren lasst. Zusammen mit
anderen systembiologischen Ansitzen kann so ein globales Bild von zellularen

Prozessen dargestellt werden (Zhang et al., 2010).

1.4.2 Probenvorbereitung — Quenching und Metaboliten-Extraktion

Zur Analyse des Metaboloms ist ein schnelles Abstoppen des Metabolismus
(“Quenching®) notig, da die Umsatzraten von Hochenergieintermediaten wie
Zuckerphosphaten oder Energietragern wie ATP nur wenige Sekunden betragen (de
Koning and van Dam, 1992; Weibel et al., 1974). Im ersten Schritt wird in der Regel
das Wachstumsmedium via Zentrifugation (Borner et al., 2007) oder Sterilfiltration
(Bolten et al., 2007) entfernt. AnschlieRend erfolgt das Abstoppen der enzymatischen
Reaktionen durch Hitze, Kélte oder Zugabe eines LOsungsmittels. ,,Quenching
Methoden“ sind nicht wuniversell und miissen fiir die jeweilige Probe und
Zielmetaboliten optimiert werden (Mashego et al., 2007a; Mashego et al., 2007b). Die
Methode ist dabei immer ein Kompromiss aus Anwendbarkeit und Effektivitat. Gangige
Aufarbeitungsmethoden sind eine Kombination aus ,,Quenching® und Zelllyse, die den
ersten Schritt der Metaboliten-Extraktion darstellt. Fur E. coli hat sich ein Vermischen
der Zellsuspension im Medium mit 60 % eiskaltem Methanol in gleichen
Volumenanteilen als effektiv erwiesen und war damit klassischen Extraktionen mit
vorhergehender Zentrifugation und Zugabe von Losungsmitteln Gberlegen (Winder et
al., 2008). Der Vorteil gegeniiber alternativen ,,Quenching Methoden® liegt im sehr

schnellen Abstoppen des Metabolismus durch das kalte Methanol. Dabei ist die
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Konzentration des Methanols nicht zu hoch (final 30 %), um eine vorzeitige Lyse und

somit ein ,,Metabolite-Leakage* der Zellen zu verhindern.

Nach dem ,,Quenchen’ werden die Zellen chemisch oder mechanisch lysiert, was eine
Freisetzung der Metaboliten in das Losungsmittel  bewirkt.  Géangige
Extraktionsmethoden fiir Gram-negative Bakterien sind eine Ultraschallbehandlung der
Zellen, Schockfrieren in flissigem Stickstoff oder die Zugabe von Methanol, Ethanol
und Acetonitril zu den Zellpellets, was eine sofortige Lyse der Zellen bewirkt (Yanes et
al., 2011). Die Losungsmittel sollten dabei weder physikalisch noch chemisch mit den
Metaboliten reagieren, um eine nahezu vollstandige Momentaufnahme des Metaboloms
zu gewadhrleisten. Ein mdoglichst breites Spektrum von polaren und unpolaren
Metaboliten lasst sich mit Methanol-Wasser-Extraktionsgemischen erzielen,
wohingegen fiir Lipidomstudien Chloroform-Methanol-Extraktionslosungen effektiver
sind (Ivanisevic et al., 2013; Yanes et al., 2011).

1.4.3 Hochdruckflussigchromatographie-Massenspektrometrie

LC-MS basierte Metabolomik ist eine etablierte Methode zur Analyse von
kleinen Molekilen (typischerweise > 1500 Da). Sie findet Anwendung in der
Biomarkersuche (Nicholson and Lindon, 2008; Zhao et al., 2016), der Mikrobiologie
(Newgard et al., 2009; Rubert et al., 2017; Su et al., 2016) und fur metabolische
Erkrankungen (Mardinoglu et al., 2017; Newgard et al., 2009; Cui et al., 2018). Ein
groler  Vorteil  gegenuber  Gaschromatographie-MS  (GC-MS)  basierten
Metabolommethoden ist die hohe Vielseitigkeit, sowie die Bandbreite an grofRen
Metaboliten, die detektiert werden konnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass
Derivatisierungsreaktionen wegfallen, was eine Analyse von thermolabilen- oder
hydrolyseanfélligen Substanzen ermoglicht (Cui et al., 2018). In ,non-targeted
Metabolomstudien liegt der Fokus auf einem moglichst breiten Spektrum sowie darauf,
mdoglichst eine hohe Anzahl verschiedenster Metaboliten aufzutrennen und zu
identifizieren. Aufgrund der hohen Vielseitigkeit und Effizienz zur Trennung einer
hohen Bandbreite von organischen Verbindungen hat sich die ,reverse Phase*
Chromatographie mittels C18 (RP-C18) S&ule fur die meisten Metabolomanwendungen
etabliert. Alternativ kommt die ,hydrophilic interaction liquid chromatography*

(HILIC) vor allem fur biologische Proben mit einer groflen Anzahl an hydrophilen
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Metaboliten (Zucker, Zuckerséuren, Nukleosiden etc.) zum Einsatz, da die Trennung fiir
diese Metaboliten mittels RP-18 nicht optimal ist, da die Retentionszeiten zu gering sind

oder zu nah beieinander liegen (Cui et al., 2018).

Im Zuge dieser Arbeit wurde fiir den ,untargeted Metabolomansatz eine polare
Extraktion mittels RP-C18 bzw. fiir den Lipidomansatz eine unpolare Extraktion mittels
RP-C8, getrennt. Als stationdre Phase fungiert ein modifiziertes Kieselgel, an das
hydrophobe Alkylketten (Octylsilan (C8), Octadecylsilan (C18)) kovalent gebunden
sind. Die Trennung beruht somit auf hydrophoben Wechselwirkungen, was dazu fihrt,
dass apolare Analyten starker retardiert werden als polare Analyten. C18-RP
Chromatographie kombiniert mit ESI-MS/MS (Elektrospray lonisation) ist eine gut
etablierte Methode fur E. coli Metabolomstudien (Issaq et al., 2008; Yanes et al., 2011).
Fur Lipidomproben gelten sowohl C8-RP Saulen wie auch C18-RP Séulen als Gold-
Standard, wahrend HILIC und Normalphasechromatographie nur vereinzelt genutzt
werden (Cajka and Fiehn, 2014). Fir die in E. coli hauptsachlich vorkommenden
Phosphatidylethanolamin- (PE) und Phosphatidylglycerol- (PG) Lipide sind
ausfihrliche Lipidomstudien mittels RP-C18 (Oursel et al., 2007) wie auch RP-C8
(Triebl et al., 2017) durchgefiihrt worden.

1.4.4 Massenspektrometrie und lonisierung

Fur Metabolomanalysen sind verschiedene Typen von Massenspektometern, die
sich in den genutzten lonenquellen und Detektoren (Quadrupol, Ionenfalle, ,,Time of
flight)  unterscheiden, im  Einsatz. Die am  hiufigsten verwendeten
lonisierungsmethoden sind: ElektronenstoR-lonisierung (EI), Elektro-Spray-lonisierung
(ESI) sowie , Atmospheric Pressure Chemical lonisation“ (APCI). Fir GC-
Anwendungen wird hauptséchlich El zur lonisierung genutzt. Die generierten Spektren
enthalten viele Fragmente mit hoch-reproduzierbaren Mustern, was einen Abgleich mit
der Metaboliten Datenbanken erheblich vereinfacht. ESI ist die in dieser Studie genutzte
lonisierungsmethode fir die LC-MS und MS/MS Messungen. Die lonen werden
erzeugt, indem die Analyten Uber eine Kapillare, die unter Hochspannung steht, geleitet
werden (Abbildung 5 A). Die hohe Spannung zwischen Kapillare und Kammerwand
fihrt zu der Bildung geladener Tropfchen und den Ubergang in die Gasphase
(Abbildung 5 A und B). Die geladenen Tropfchen werden Uber eine geheizte
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Transferkapillare zur Vorvakuumstufe geleitet. Anschlielend werden die Tropfchen in
der Vorvakuum- und der nachfolgenden Hochvakuumstufe aufgeheizt, und haben beim
Erreichen der Offnung zum Massenanalysator durch vollstandige Desolvatisierung freie
lonen gebildet (Abbildung 5 B).

Beheizte Transferkapillare Sk'mmer
Octapol
Konzentrischer Stickstofffluss J
. — ) lonenstrahl zum
» - : 1] Massenanalysator
Atmosphéarendruck Vorvakuum Hochvakuum
B
I_{’"‘ﬁ /.('B@ Die lonen werden bei erreichen des
Ces? kritischen Feldes emetiert
» » £ F » O
Y R
Elektrospray erzeugt f'%_t;,;-‘ \1 @
geladene Trépfchen ) ©

Lésungsmittel verdampft
Die lonen wandern an die Oberflache

Abbildung 5: A: Schematischer Aufbau einer Elektrospray lonisierungsquelle. B:
Mechanismus der lonenfreisetztung. Es ist die Bildung geladener Tropfchen und der
Ubergang in die Gasphase bei der Elektrospray lonisierung schematisch dargestellt.

Der Mechanismus der lonenfreisetzung basiert auf der Anreicherung von
positiven Ladungstragern an der Flissigkeitsoberflache. Es bildet sich ein sogenannter
Taylor-Kegel, der aus der Kapillare austritt. Durch Verdampfung des Losungsmittels
wird die Oberflache der Tropfchen verkleinert, sodass die Dichte des elektrischen
Feldes auf der Tropfchenoberflache vergroRert wird. Ab einem Kkritischen Limit
zerfallen die Tropfchen aufgrund der AbsofRung gleichartiger Ladungen. Dieser
Vorgang wird als Coulomb-Explosion bezeichnet. Dies fuhrt zur Bildung freier lonen in
der Gasphase. Durch die Polaritat der angelegten Spannung an der Kapillare kénnen

entweder positiv oder negativ geladene lonen erzeugt werden (Abbildung 5 B).

Die lonen werden anschliefend in den Massenanalysator abgegeben. ESI kann
sowohl im positiv- wie auch im negativ-lonenmodus durchgefiihrt werden, wodurch
eine bessere Abdeckung bei Metabolomanalysen erreicht werden kann (Dettmer et al.,
2007)., Fur MS-Messungen wird der primédre Massenfilter Q1 nicht als Analysator

genutzt, sondern im r.f. Modus betrieben, sodass er fuktional nur als
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Transmissionselement dient. Der lonenstrahl wird in den zweiten Analysator (TOF)
fokusiert. Im Massenanalysator werden die lonen anhand des Masse zu Ladungs-
Verhaltnis (m/z) sortiert. Der Detektor liefert die Daten fir die Berechnung der

Abundanz der einzelnen lonen.

Poolproben wurden im Auto-MS/MS Mode vermessen. Die Fragmentierung
wird durch die Kollision der abundantesten lonen mit einem neutralen Gas (z.B. Argon)
in einer Kollisionszelle Q2 erreicht. Das in dieser Studie genutzte Massenspektometer
Massenspektometer (QqTOF). Bei
Hybridform aus Quadropol-MS und TOF-MS ist Q3 (entsprechend bei einem
TripleQuad) durch ein TOF Flugrohr ersetzt. Der erste Quadropol Q1 ist der primére

ist ein ,,Quadropole time-of-flight“ dieser

m/z Massenfilter, der nur das Ziel-Mutterionen selektiert. Q2 bildet die Stol3zelle. Die
Produktionen werden entsprechend im zweiten Analysator (TOF) analysiert. Dadurch
entstent ein MS/MS Spektrum das alle Fragmentionen aufzeigt, die auf das zuvor
selektierte VVorlauferion zurtickgehen. Im TOF-Flugrohr findet die Bestimmung des m/z

Verhaltnisses durch Messung der Flugzeit der Fragmentionen statt (Abbildung 6).

Q1 Q2
Quadrupol Analysator i Flugzeit-Analysator
ESI primarer m/z Massenfilter Kollisionszelle TOF Detektor
o ® oo Py o ®
MS = | ee L%, . e & %
°s’.e . e s = ]
lonenspray (Ubertragungselement) rf Modus MS1 Masse
\ r.f. Modus o
MSMS = - coe : * .
. e . . |
(Massenfilter Modus) A Kollisi MS/MS
rgon-Koliisionsgas Spektrum

Abbildung 6: Funktionsweise eines ESI-QqTof in MS (oben) bzw. MS/MS (unten) Modus.

1.4.5 Gaschromatographie — Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie in Verbindung mit Massenspektrometrie (GC-MS) ist
zusammen mit der HPLC-MS eine der haufigsten in der Metabolomanalyse verwendete
Methodik (Straczynski and Ligor, 2018). Fliichtige Komponenten lassen sich dabei
direkt via sogenannter ,,Headspace® Analytik in einer GC-MS messen. Fir nicht

fliichtige Substanzen muss zuerst eine Derivatisierung der Metaboliten durchgefihrt
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werden, um diese in einem Injektor vaporisieren zu konnen und anschlieend Uber die
GC-Séule zu trennen. Die verwendeten Saulen verfiigen uber eine stationdre Phase und

eine mobile Phase mit einem Tragergas, z.B. Helium (Li et al., 2015).

Die Derivatisierungsreaktion wird haufig mit MSTFA (N-methyl-N-
(trimethylsilyl)-trifluoro-acetamide) oder BSTFA (N,  O-bis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide) durchgefiihrt. Es findet eine Silyierung der funktionellen Gruppen
statt, die es ermdglicht, die Metaboliten besser in die Gasphase zu Uberfiihren. Die Wahl
der Derivatisierungsreagenz beeinflusst die Reproduzierbarkeit und Detektion der
Analyten (Ruiz-Matute et al., 2011). Im Zuge dieser Studie wurde zuerst eine
Methoxaminierung durchgefiihrt und anschlieBend mit MSTFA derivatisiert.
Methoxaminierung (Abbildung 7) hilft Zucker in der offenen Ringform zu halten und
stabilisiert Alpha-Ketonsauren. Die Zielgruppen der anschlieRenden Sylierungsreaktion
(Abbildung 7) mit MSTFA sind Hydroxy-Gruppen, Carboxylate, Amine, Amide und
Thiole. Die Reaktion ist empfindlich gegenuber Feuchtigkeit und muss daher unter
Ausschluss von Wasser durchgefiihrt werden. Eine Derivatisierung mit MSTFA ist
besonders geeignet fiir Kohlenhydratverbindungen, da diese tber eine hohe Anzahl an

Hydroxygruppen verflgen.

Mit Hilfe von GC-MS Metabolomik gelingt auch die Analyse von Lipiden bzw.
deren Derivate, den Fettsauren. Eine direkte Uberfilhrung von Lipiden in die Gasphase
ist aufgrund der hohen Masse und des daraus resultierenden hohen
Verdampfungspunktes nicht moglich, weshalb eine sogenannte FAME (,,Fatty acid
Methylester) Derivatisierung durchgefiihrt wird (Abbildung 7). Die Derivatisierung
der Fettséduren der Lipide (z.B. der Membranlipidschicht) wird dabei durch Umestern
mit Methanol erreicht. Als Katalysator fur die FAME Derivatisierung wird eine starke
Saure wie BF3 bendtigt. Glycerin wird dabei durch Methanol ersetzt, sodass als
Endprodukte Glycerin und FAMEs entstehen (Quehenberger et al., 2011).
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Abbildung 7: Derivatisierungsreaktionen, die in dieser Arbeit angewandt wurden. Im
ersten Schritt wurden die Aldehyd- und Ketogruppen methoxaminiert. Dieser Schritt
bewirkt zuséatzlich, dass Zuckerverbindungen in der offenen Ringform gehalten werden.
In der ndchsten Reaktion fand eine Sylierung der Metaboliten statt. Dadurch fand eine
thermische Stabilisierung der Reaktionsprodukte statt sowie eine Veranderung der
Volatilitat. Fur Lipidproben wurde eine FAME Reaktion durchgefihrt. Es fand eine
Umesterung der Lipide mit Methanol unter stark sauren Bedingungen statt. Der Alkohol
Glycerin wurde dabei gegen Methanol ausgetauscht. Als Katalysator der Reaktion wurde
Bortrifluorid verwendet.

Der groRBe Vorteil von GC-MS gegenuber von HPLC-MS ist die hohe
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen GC-MS Messungen bei Verwendung der
standardtisierten Elektronenionisierungsenergie von 70eV (Li et al.,, 2015). Dies
ermdoglicht einen Abgleich der Messdaten mit kommerziell verfugbaren MS-Spektren-
Bibliotheken und erleichtert die Identifizierung der Metaboliten erheblich. Ein Nachteil
von GC-MS Metabolomik gegenuber LC-MS Metabolomik ist, dass nicht fliichtige
Metaboliten, die trotz Derivatisierung nicht in die Gasphase Ubertragen werden kénnen,
nicht per GC-MS detektiert werden konnen. Die Chromatographie und Analyse von
komplexen Proben (z.B. Zelllysate) kann durch die Kopplung von GC x GC (Jojima et
al., 2010) und Verwendung eines TOF-MS weiter verbessert werden (Kell, 2004).
Zusammenfassend ist die GC-MS Methodik eine Methode, die eine verlassliche
Identifizierung von Metaboliten gewahrleistet und auch eine Annotation von

unbekannten Metaboliten ermdglicht (Straczynski and Ligor, 2018).
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1.4.6 Metabolom-Datenauswertung LC-MS

LC-MS basierte Analysetechniken sind aufgrund ihrer hohen Sensitivitat eine
haufig genutzte Methode um biologische Phédnomene auf Metabolomebene zu
charakterisieren (Franceschi et al., 2014). Die generierten Rohdaten beinhalten die
Informationen, die durch einen ,,Peak-picking® (auch ,,feature detection®) Algorithmus
ein ,,metabolomic feature®, definieren. Ein ,,feature* 1asst sich dabei als ein lonensignal
mit spezifischer m/z, Retentionszeit und Peakflache beschreiben (Varghese et al. 2012).
Eine biologische Probe kann tausende von Metaboliten enthalten, die sich stark in
chemischer Struktur, Eigenschaft und Konzentration unterscheiden (Cajka and Fiehn,
2016). Die Anzahl der detektierten ,features” einer einzigen Probe wird zum Teil >
20.000 ,,features* angegeben (Mahieu and Patti, 2017). Dabei ist zu beachten, dass die
Anzahl der ,features” nicht der theoretischen Anzahl der Metaboliten entspricht, da
unter anderem unterschiedliche Spezies eines Metaboliten (Addukte, Isotope,
Neutralverluste) unterschiedliche m/z Werte haben. Die Identifikation von ,,features® ist
die groRte Herausforderung innerhalb der Metabolomik. Die effektiviste Art der
Identifizierung ist ein Abgleich der genauen Masse (bzw. des m/z Wertes), der
Retentionszeit sowie des charakteristischen Fragmentierungsmusters im MS2 Modus
des Analyten mit einem auf der gleichen LC-MS gemessenen Standards (Chaleckis et
al., 2018). Im Allgemeinen wird die Identifizierung in 4 Level unterteilt. Eine
Identifkation mit Level 1 setzt voraus, dass die Annotation anhand eines chemischen
Standards mit mindestens zwei Parametern (z.B. genaue Masse und Retentionszeit)
durchgefiihrt wurde. Level 2 ist durch Annotation mit einem klassenspezifischen
Standard definiert. Level 3 ist die Annotation aufgrund eines passenden Parameters (z.b.
genaue Masse) und Level 4 ist als unbekanntes ,,feature* definiert (Salek et al., 2013).
Neuere Definitionen umfassen zuséatzlich ein Level 0, das eine komplett aufgeklérte
Stereochemie vorausetzt (Chaleckis et al., 2018). Der standardméssige Abgleich mit
den charakteristischen MS2 Fragmentierungsmuster ist dabei keine Voraussetzung der
»feature Annotation innerhalb der definierten Level 0-4 (Chaleckis et al., 2018). Dies
fuhrt hdufig zu publizierten Fehlannotationen, da die genaue Masse und Retentionszeit
in vielen Fillen nicht ausreichend ist ein ,,feature® eindeutig zu identifizieren. Ebenfalls
ist problematisch, dass trotz der hohen Genauigkeit moderner Massenspektrometer (sub
ppm Bereich) oftmals keine verl&sslichen Summenformeln kalkuliert werden kénnen
(Kind and Fiehn, 2006).
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Der Groliteil der Metaboliten, die in dieser Studie identifiziert wurden, wurden
durch direkten Abgleich mit der CBIO eigenen Metabolitenbibliothek annotiert. Die
Bibliothek umfasst 587 Metaboliten, die als reine Standards im gleichen Gerate-Setup
vermessen wurden. Dabei konnte ein direktes annotieren anhand des m/z Wertes und
der Retentionszeit, sowie anhand des Fragmentierungsmusters durchgefuhrt werden.
Weitere Moglichkeiten zur Identifkation von ,features ist der Abgleich mit
verfiigbaren online Datenbanken wie der E. coli Metabolome Datenbank (Guo et al.,
2013) oder der Metlin Datenbank (Smith et al., 2005), wobei selbst in einem engen
Massengenauigkeitsbereich (10 ppm) viele ,,features* nicht zugeordnet werden kénnen,
oder es viele putative Annotationen fiir eine Masse gibt, was eine Identifikation
erschwert. (Kim et al., 2016). Ebenfalls ist trotz der wachsenden Anzahl der nicht-
kommerziellen online Datenbanken, die Verfligbarkeit von experimentell generierten
MS2 Spektren nach wie vor unzureichend (Chaleckis et al., 2018). Fiir ,,featuers®, die
nicht mit einer Standard Bibliothek identifiziert werden kénnen, kann ein ,,in silico*
Spektrum, das uber eine Software generiert wird, die Annotation unterstiitzen. Dennoch
muss zu einer eindeutigen Identifikation nach wie vor ein reiner Standard im gleichen

Gerdt vermessen werden, um eine eindeutige Zuordnung zu gewahrleisten.

Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Metabolomik ist die Quantifizierung der
Metaboliten, um Anderungen zwischen zwei Testbedingungen zu beschreiben (Xiao et
al., 2012). In ,targeted® Metabolomstudien kann die absolute Quantitidt eines
Metaboliten anhand der Korrelation der Signalintensitdaten aus den MS-Daten mit einer
Kalibrationskurve eines zugesetzten Isotop-markierten Standards des gleichen Analyten
gemessen werden (Xiao et al., 2012). Fiir ,,untargeted”“ Metabolomansétze in denen
moglichst viele unbekannte ,,features* annotiert werden sollen, ist dieser Ansatz nicht
praktikabel, da fur jeden annotierten Metabolit ein interner Standard mit vermessen
werden musste. Aus diesem Grund wurde eine relative Quantifizierung zwischen zwei
Bedingungen durchgefiihrt. Dabei wird die Signalintensitat aus Bedingung eins gegen
die Signalintensitdt aus Bedingung 2 verglichen, sodass man eine realtive
Quantifizierung in Form einer Ratio (,,fold change®) erhidlt. Ebenfalls ist es mdglich
naherungsweise, einzelne Metaboliten gegen einen internen Standard bekannter
Konzentration zu quantifizieren. Diese Quantifizierung ist jedoch nur ein sehr grober
Richtwert, da sich die Signalstarke unterschiedlicher kleiner Molekile stark von

einander unterscheiden.
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1.5 Transkriptomanalyse

Neben dem Metabolom wurde im Zuge dieser Studie auch das Transkriptom des
pathogenen E. coli Stammes EPEC E2348/69 und der entsprechenden Acsr4-Mutante
bzw. der Uberexpressiosmutante untersucht. Transkriptomtechnologien sind Methoden
zur Untersuchung des Transkriptoms eines Organismus, also der Gesamtheit der RNA
Transkripte. Die Gesamtheit der mRNAs, also der Intermediat-Molekile zwischen
DNA-Ebene und Protein-Ebene, gibt dabei einen Uberblick tber die Genexpression
eines Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt (Lowe et al., 2017) an.

Next-Generation Sequenzing (auch als second generation sequencing
bezeichnet) ermdglicht im Gegensatz zur klassichen Sanger Sequenzierung, die
Sequenzierung in einem Hoch-Durchsatz Verfahren. Der grundlegende Ablauf der
Erstellung der cDNA Bibliothek und der anschlieenden Sequenzierung ist in
(Abbildung 8) gezeigt. Nach der Probenentnahme werden im ersten Schritt alle
Nukleinsauren isoliert weshalb im nachsten Schritt die DNA enzymatisch abgebaut.
werden muss. Da ribosomale RNA (rRNA) abundant in den Zellen vorliegt, muss diese
abgereichert werden. Fur prokaryontische Proben erfolgt dies in der Regel uber die
Zugabe von komplementédren Oligonukleotiden, die an die bakterielle 16S- und 23S-
rRNAs binden. Diese rRNA-Hybride konnen anschlielend mittels derivatisierter
magnetischer Mikroperlen aus den Proben entfernt werden. Die RNA muss fir die
Library Erstellung fragmentiert werden. Gangige Methoden zur Fragmentierung sind
entweder chemisch oder physikalisch, etwa tber die Behandlung mit Ultraschall. Um
eine Adpater-Ligation zu ermdglichen, wird das 5’Ende der RNAs phosphoryliert. Die
Adapter beinhalten die komplementéare Sequenz fir die Sequenzierprimer, sowie einen
,Barcode“, mit der die spdter erhaltenen Reads wieder der Probe zugeordnet werden
konnen (Hrdlickova et al., 2017). Dies ermoglicht ein paralleles sequenzieren mehrerer
Proben. Ligierte RNA Fragmente werden durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA wird anschlielend iber PCR amplifiziert, sodass cDNA
Doppelstrange entstehen (Abbildung 8 A).

Fur die eigentliche Sequenzierung wird die cDNA auf eine ,,flow cell* geladen
und an die Oberflache gebunden. Jedes gebundene Fragment wird in einem klonalen
Cluster amplifiziert. Dieser Vorgang wird als Briickenamplifikation bezeichnet (engl.

bridge amplification). Fur die Sequenzierung werden Sequenzierungsreagenzien,
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einschlieBlich fluoreszensmarkierter Nukleotide zugegeben und die erste Base wird
eingebaut. Durch die gleichzeitige Kopplung von Synthese und Sequenzierung, sowie
der Mdglichkeit zur parallelen Sequenzierung von Millionen Sequenzen, ergibt sich die
hohere Durchsatzrate im Vergleich zu klassichen Methoden wie der Sanger-
Sequenzierung. Ein Nachteil des Verfahrens ist, das sich gleichzeitig eine erhohte
Fehlerrate ergibt, die jedoch durch eine hthere Sequenziertiefe und bioinformatische
Methoden ausgeglichen wird (Guell et al., 2011, Hrdlickova et al., 2017).

Eine digitale Bildaufnahme der Emission von jedem Cluster wird aufgezeichnet,
sodass die emittierte Wellenldnge und Intensitat genutzt werden kann um die jeweilige
Base zu identifizieren. Der Zyklus wird ,,n“ mal wiederhohlt, wodurch eine Leseldnge
von ,,n“ Basen erzeugt wird. Die ,,Reads” werden mit dem Referenzgenom verglichen

und bioinformatisch ausgewertet.

RNA-Seqg Analysen generieren eine grofe Menge an Rohdaten, die prozessiert
werden mussen, um verwertbare Informationen zu liefern. Grundsatzlich ist der Ablauf
in vier Schritte unterteilt. Die Qualitatskontrolle der sequenzierten ,,read-counts®
(,,Quality control®), das ,,Alignment* sowie die Quantifizierung und Auswertung der
differentiellen Expression, die mit verfliigbaren bioinformatischen Methoden
ausgewertet werden. Die Daten werden gegen entsprechende Referenzgenome
»aligned“, um die Expressionsabundanz des Transkripts zu ermitteln. Die
Quantifizierung wird anhand der ,,read-counts* fiir die einzelnen Transkripte bestimmt.
Entsprechend anderer ,,omics‘“~-Techniken werden die Daten normalisiert und mit

statistischen Verfahren ausgewertet (Guell et al., 2011; Lowe et al., 2017)
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Abbildung 8: A: Arbeitsablauf der Transkriptom RNA-Seq und Erstellung der cDNA
Bibliothek. Nach der Probenextraktion wird die RNAs fragmentiert und mittels Ligation
an die Adapter gebunden, die fur die spatere Sequenzierung bendtigt werden.
AnschlieRen wird die cDNA amplifiziert. B: Ubersicht der RNA-Sequenzierung (lllumina
Sequencing). Die cDNA wird auf eine ,flow cell“ geladen und amplifiziert. Durch die
Kopplung von Synthese und Sequenzierung konnen viele Sequenzen gleichzeitig
sequenziert werden. Der Einbau fluoreszenzmarkierter Nukleotide wird digital
aufgezeichnet und parallel ausgewertet. (Abbildung 8 B wurde aus Goodwin et al., 2016
teilentnommen und modifiziert)

1.6 Screening nach CsrA Inhibitoren

CsrA hat pleiotrope Effekte auf den Phé&notyp in vielen Bakterien. Zudem ist
h&ufig eine Reduktion oder gar der komplette Verlust der Virulenz bei einer Deletion
von csrA zu beobachten (Vakulskas et al., 2015). Aufgrund dessen ist CsrA ein
mogliches Ziel zur Behandlung von Infektionskrankheiten. Ein Inhibitor, der gezielt die
Regulation des Csr-Systems stort, z.B. indem er die Bindung von CsrA an die mRNA in
der Zielzelle unterbindet, ware ein ideales Medikament, da die Bakterien ihre Virulenz

verlieren und stark in Wachstums- und Anpassungsfahigkeit gehindert wéren.

Unter ,Screening™ versteht man im Allgemeinen ein systematisches

Testverfahren, das innerhalb eines definierten Prifungsbereich eingesetzt wird, um
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Elemente mit bestimmten Eigenschaften zu detektieren. Speziell in der Biolgie und
Medizin bzw. der Wirkstoffforschung dienen Screening-Systeme zur Identifikation von
kleinen Molekdlen oder Peptiden, die den Phénotyp des Testorganismus auf gewdiinschte
Weise verdndern. Traditionelle Screening Systeme detektieren beispieslweise den
Einfluss auf die Wachstumsrate von Bakterien anhand der optischen Dichte, sodass
potentiell antibiotische Stoffe identifiziert werden koénnen, die das bakterielle

Wachstum hemmen.

In dieser Studie, sollte ein spezialisiertes Screening-System entwickelt werden,
das gezielt Inhibitoren fiir den post-transkriptionellen Regulator CsrA identifiziert. Der
Vorteil eines in ,,vivo Screens“ ist, dass nur positive ,,Hits“ entstehen, wenn die
Molekdile die Membran der Zielzelle durchdringen und direkt an CsrA binden. Aus der
Literatur sind relativ viele Ziel-mRNAs fir das Csr-System bekannt (Heroven et al.,
2012; Potts et al., 2017; Vakulskas et al., 2015), die sich als ,,Readout* fiir einen Screen
verwenden lassen kénnten. Eine Ubersichtstabelle an moglichen Zielsequenzen fiir

einen ,,Screen Readout™ sind in Tabelle 1 gezeigt.

Dennoch muss im Einzelnen verifiziert werden, ob es sich um eine direkte
Bindung von CsrA an die mRNA handelt, also ob eine direkte Regulation vorliegt.
Ebenso muss uberpruft werden, wie stark die Bindung von CsrA an die mRNA ist. Bis
heute, sind keine in vivo aktiven Inhibitoren fiir CsrA bekannt. Lediglich ein ,,in vitro
Screen®, bei dem die Interaktion von CsrA mit der Ziel mRNA bestimmt wurde, lieferte

sechs positive Hits (Maurer et al., 2016).

Tabelle 1: Ubersicht tiber moégliche Ziel-mRNAs, die als Screen-Readout verwendet werden
konnten. Die Tabelle wurde modifiziert ibernommen aus Vakulskas et al., 2015.

Organismus (Regulative SRNAS) Ziel-mRNA (Quelle) Phéanotyp
E. coli CsrB/CsrC/McaS glgCAP, sdiA, Motilitat,
pgaABCD, nhaR, Virulenz,
cstA, fInDC, LEE4, Biofilm- Bildung,
griRA Glykogen-
Metabolismus
S. Typhimurium CsrB/CsrC hilD, fimAICDHF, Motilitat,
pefACDEF, STMI1987 Biofilm- Bildung,
T3SS

Die Idee eines Screening Assays zur ldentifikation von CsrA Inhibitoren ist in
Abbildung 9 dargestellt. Der Assay basiert auf einer Reportergenfusion von einer
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CsrA-Zielsequenz (z.B. sepL, glgC) mit einer Luxkassette als ,,Readout System®. Das
»Readout Konstrukt“ ist auf einem ,low copy“ Vektor (pFUS53) codiert. Bei
Anwesenheit von CsrA bindet das dimere Protein an die Zielsequenz auf der mRNA
und blockiert somit die Ribosomenbindestelle (RBS). Es findet keine Translation des
Lux-Reporters statt. Blockiert ein Inhibitor die Bindung von CsrA an die Zielsequenz,
bleibt die RBS frei und die Translation des Lux-Reporters wird induziert. Da es keinen
bekannten Inhibitor gibt, sollte eine Uberexpression von CsrB/CsrC als Positivkontrolle
fungieren (siehe Kapitel 1.2.1). Die hohe Abundanz von CsrB/CsrC in der Zielzelle
sollte in der Theorie ausreichen um CsrA von der Zielsequenz zu sequestrieren, sodass
die Translation der Lux-Fusion stattfinden kann. Eine weitere Mdglichkeit einer
Positivkontrolle ist das Verwenden der AcsrA Mutante. Da diese nicht tber CsrA

verfugt ist die Translation der Lux-Fusion kontinuierlich aktiv.

CsrA
Screening @, Ribosom
» —
» RES
. Inhibitor
d O
Positiv Kontrolle . o
(csrB/csrC Uberexpression RBS Lux
"]
’3 Corll . w’ » "’
N o o VO,
¢

JuxCDABE DNA
| luxCDABE |

Abbildung 9: Schematische Darstellung des CsrA Screening Assays. CsrA bindet an die
Zielsequenz und blockiert die Ribosomenbindestelle, sodass keine Transkription
stattfinden kann. Wird CsrA durch einen |Inhibitor inaktiviert bleibt die
Ribosomenbindestelle frei und die Lux-Reportergenfusion wird translatiert. Als mégliche
Positivkontrolle wurde eine Uberexpression von CsrB und CsrC, sowie die AcsrA
Mutante getestet. Ribosom: organe, CsrA Dimer: grin
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1.7  Zielsetzung der Dissertation

Pathogene Bakterien konnen sich den unterschiedlichsten Bedingungen
anpassen, um in ihren Wirtszellen oder der entsprechenden Umgebung zu (berleben.
Diese Fahigkeit setzt eine schnelle Modifikation der Genexpression, Translation sowie
des Stoffwechsels voraus. Das Csr-System ist ein globales, regulatorisches System, das
eine Vielzahl von Stoffwechselwegen, Virulenz, Motilitat und Biofilmbildung reguliert.
Aufgrund der starken Auswirkung einer CsrA Pertubation auf die Virulenz ist CsrA ein
mogliches Ziel zur Behandlung von Infektionskrankheiten. In den letzten Jahren wurde
intensiv an der regulatorischen Funktion von CsrA geforscht, wobei sich jedoch eine
grole Anzahl der Studien auf Transkriptomtechniken beschrankten, um die
regulatorische  Funktion des post-transkriptionellen  Regulators aufzukléren.
Kombinierte ,,Multiomic’s Studien®, die den Effekt von CsrA auf den Metabolismus
untersuchen, sind bisher noch nicht publiziert. Ein Ziel dieser Studie war, die globale
Regulation von CsrA auf den Metabolismus mit Hilfe von Gaschromatographie und
Hochdruckflussigchromatographie in  Kombination mit Massenspektrometrie zu
untersuchen. Es sollte ein mdglichst umfangreiches Abbild des Metabolismus der Acsr4
Mutante bzw. der CsrA Uberproduktionsmutante im Vergleich zum Wildtyp
beschrieben werden. Die CsrA-induzierten Anderungen des Metaboloms sollten mit
Transkriptomdaten, die aus dem gleichen Proben generiert wurden, korreliert und
plausibilisiert werden. Auch die Expression der Virulenzgene und die
Wechselwirkungen mit dem Metabolismus, die beide unter der regulatorischen
Kontrolle von CsrA stehen, sollte weiter vertieft untersucht werden. Fur ausgewahlte
Transkripte sollte in funktionellen Studien untersucht werden, ob diese direkt durch

Bindung von CsrA reguliert werden.

In einem anderen Teilprojekt, der Arbeit, sollte ein ,,Screening - System*
etabliert werden, das in einem Hochdurchsatzverfahren zur Findung von Inhibitoren von
CsrA genutzt werden kann. Dieses System basiert auf einem ,,Lumineszenz Readout®,
der einen direkten Nachweis uber die Bindung von CsrA an die Zielsequenz liefert, die

durch mdgliche Inhibitoren geblockt werden konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Material und Methoden

Alle Chemikalien, die in dieser Studie verwendet wurden, wurden von Merck,

NEB, Fisher Scientific, Roth, Pierce, Qiagen, Sigma-Aldrich, T.H. Geyer, Invitrogen,

Fermentas, Applichem oder Avanti Polar Lipids, falls nicht anders angegeben, bezogen.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in dem jeweiligen Methodenteil

angegeben.

2.1.2 Enzyme, Kits und Antikorper

Alle Enzyme, Kits und Antikorper, die in dieser Studie verwendet wurden, sind

in folgenden Tabellen aufgelistet:

Tabelle 2: Enzyme

Enzyme

Taq Polymerase

Restriktionsenzyme

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

T4 RNA Ligase |

Q5 Polymerase

Antarktische Phosphatase

KOD Polymerase

Benzonase

Hersteller

New England Biolabs (NEB)
NEB

NEB

NEB

NEB

NEB

NEB

Sigma Aldrich

Merck
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Tabelle 3: Kits

Kit Hersteller
QIAquick™ PCR Purification Qiagen
QIAquick™ Plasmid Miniprep Qiagen
QIAquick™ Gel Extraction Kit Qiagen

Chemiluminescent Nucleic Acid Detection module
Quick Gel Extraction and PCR Kit

Dream Taq Green PCR Master Mix

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

TranscriptAid™ High Yield Fermentas
Turbo DNA Free Kit Ambion
Tabelle 4: Antikorper

Antikdrper (Verdinnung) Hersteller

Anti-CsrA (1:5.000)

Anti-rabbit Immunoglobulin HRP conjugate (1;2000)

Davis Biotechnology

Cell Signaling

2.1.3 Wachstumsmedien und Zuséatze

Alle Medien wurden in ddH2O angesetzt und durch Autoklavieren sterilisiert.

Hitzeempfindliche Medienzusédtze (z.B. Antibiotika) wurden mittels Sterilfiltration

sterilisiert und nach dem Autoklavieren zugegeben. Fur feste Wachstumsmedien wurde

Agar-Agar (Difco, USA) in einer Konzentration von 15g/L zum Flissigmedium

hinzugefigt.

Tabelle 5: Wachstumsmedien

Medien Zusammensetzung

Lysogeny Broth Medium (LB)
(Miller, 1992)

Mueller Hinton Broth
Starke

10 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, 16 g/L Tryptone

17.5 g/L Casein Hydrolysat, 2 g/L Rindfleischextrakt, 1.5 g/L
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Tabelle 6: Minimalmedien

Material und Methoden

Medien

MOPS Medium

M9 Medium

M9 modifiziert (M9*)

Zusammensetzung

100 ml 10 x MOPS

10 ml 0,1321 M K2HPO4
1 ml Spurelemente

25 ml 2 % Casaminoacids
10 ml 20 % Glucose

100 ml 10 x M9 Salze

10 ml 20 % Glucose

25 ml 2 % Casaminoacids
1 ml Spurenelemente
1ml 1M MgSO,4

0,3ml 1 M CaCl,

10 ml 10 x M9* Salz

1 ml Spurelemente

25 ml 2 % Casaminoacids
10 ml 20 % Glucose

1ml 1M NH.CI

100 pl Fe(NOs3)3 * 9 H.0O
1 ml 1M MgSO4

0,6 ml 1 M CaCl,

500 pl FeSO4 * 7 H,0

Tabelle 7: 10 x Stocks fur Minimalmedien, Spurenelemente

Medien

10 x M9*

10 x M9

Zusammensetzung Konzentration
Na;HPO, (wasserfrei) 47,84 g/L
KH2PO4 (wasserfrei) 29,94 g/L

NaCl 58,44 g/L
NaH;PO4x H20 1,40 g/L

KClI 3,73 g/L
Na;HPO, (wasserfrei) 75,20 g/L
KH2PO4 (wasserfrei) 30 g/L

NaCl 5g/L

NH4CI 5g/L
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Medien Zusammensetzung Konzentration

1.000x Spurenelemente ZnS04 x 7 H,0 148 mg/L
MnCl, x 4 H,0 100 mg/L
CoCly x 7 H,0 200 mg/L
NiCl; x 6 H20 100 mg/L
CuClz x 2 H,0 15 mg/L
NazMoO4 x 2 H,0 50 mg/L
HsBO3 100 mg/L
HCI (25 %) 1 ml/L

Tabelle 8: Antibiotikazuséatze

Antibiotikum Zusammensetzung Finale Konzentration
Carbenicillin (Cb) 100 mg/ml in H,O 100 pg/ml
Chloramphenicol (Cm) 30 mg/ml in Ethanol 100 pg/ml
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml in H,0 50 pg/ml

2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide zur Klonierung und Deletionsmutanten-Generierung, sowie
fir ,,Check-PCR*“ wurden bei Sigma-Aldrich bestellt und sind in folgender Tabelle

aufgelistet. Restriktionsschnittstellen, falls vorhanden, sind unterstrichen angegeben.

Tabelle 9: Oligonukleotide

Oligonukleotide Sequenz 5°-3° Schnittstelle

#VBP5 CTA AGG AGG ATATTC ATATGT CGA CGA GTC
AGA ATC AGC

#VBP6 GAA GCA GCT CCA GCC TAC ACATAT CCAGGC
TGA AAAATCC

#VBP7 ACC GCG GTG AAA GCC GTATCA GGT AAG AGA
TGG TG

#VBP7 TGA GCC GAA AAT GCT GCG AAC CAT GGT TGA
TGATCTG

#VBP24 CTA AGG AGG ATATTC ATATGA TCC CAG CAG
TCC AGT TAC

#VBP25 GAA GCA GCT CCA GCC TAC ACA AACTCG ACG
AGT CAG AAT CAG
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Oligonukleotide
#VBP26
#VBP27

#VBP13

#VBP15

#VBP16

#VBP19

#VBP20

#VBP21
#VBP22
#VBP59
#VBP60
#VBP61
#VBP62
#VBP63

fwdl_wza

fwd2_wza

fwd3_wza

fwd4_wza

rev_wza
rev2_wza
rev3_wza

cfa_fwd

cfa_rev

Sequenz 5°-3°
AGC GCA AAT CTT TCC AGT AAG
ATC GCT ACT AAAGCC ATATCA AG

TAC GCT CGA GCA TAT CAG ACA ATG GCA GGG
CG

TAC GCT CGA GTC AAAATT TAC TCC GCC ATG
GTCC

TAG GCT AGC ACT ATT ACT TAC AAAGGT TAC
ATT TTC CAT ATT ATC

TAC GCT CGA GAG AAA ATC GCG ACG GGA CCA
AC

TAG GCT AGC TAAGTGATCGTT CTT CTCTAA
ACT AACC

TAG GTACCATGC TGATTCTGACTCGTC
TAGTCT AGATTAGTAACT GGACTGCTG G
TAG TCT AGA ATG CTG ATT CTG ACT CGTC
TAG GTACCTTAGTAACTGGACTGCTGG
TAG TCT AGA ATT AAC GCT ATC GAC AACG
TAG GTACCATTAACG CTATCG ACA ACG
ATAACCG TAT TACCGCCTT TGAGTG

GTAATACGACTCACT ATAGTCTGG ATG CCT
GAA AGA CC

GTA ATACGA CTC ACT ATA GAT AGC CTG CGG
ATG AAATC

GTA ATACGA CTC ACT ATA GAG CGA CCG AAA
ATATAA ATG ATA ATC

GTAATACGACTCACT ATAGATTTTTTT AGG
ACT GAT GCC AG

ATCAATTTCATT TTG GAT TTC ATC
CATTGTTTATTT ATCACTTTG GC
TCACTT TGG CAG AGT AAT TATC

GTAATACGACTCACTATAGGTTTTTACGGGGACA
GGATC

ACG ATGAACTCATAGTTT CTC

Schnittstelle

Xhol

Xhol

Nhel

Xhol

Nhel

Kpnl
Xbal
Xbal
Kpnl
Xbal

Kpnl
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Oligonukleotide

entC_fwd GTAATACGACTCACTATAGTGCGTTACCTCAAGA
GTTGAC

entC_rev CTT CCT CAG CCAGTG ACG

cfa2_fwd GTAATACGACTCACTATAGTCCCGACTCACTATG
GATGG

cfa2_rev TTT CTC CAT CACTGG TCG GTG

entC2_fwd GTAATACGACTCACTATAGACCACAACCAGATGC

AACC

Sequenz 5°-3°

Schnittstelle

2.1.5 Stamme und Plasmide

Tabelle 10: Stamme

Stamm

E. coli CC118

E. coli WM3064

E. coli DH5a

E. coli E2348/69
0127:H6

E. coli E2348/69
0127:H6 tir-blaM

S. Typhimurium SL1344

Y. pseudotuberculosis YP
11 (YPII)

YP53

S. Typhimurium SL1344
AcsrA

E. coli DH5a AcsrA4

E. coli E2348/69
0127:H6AcsrA

Genotyp/Beschreibung

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1
rpskE rpoB argE (Am) recAl Apir phage lysogen

endAl hsdR17 gInV44 (= supE44) thi-1 recAl
gyrA96 relAl p80dlacA(lacZ)M15 A(lacZYA-
argF) U169 zdg-232: Tn10 uidA: pir+

F—endAl gInV44 thil recAl relAl gyrA96 deoR
nupG purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169, hsdR17(rK-mK+), A-

Wildtyp

E2348/69 PLEES-tir-blaM (pCX442)

Wildtyp

Wildtyp

YPIII, AcsrA, KanR

SL1344, Acsrd, KanR

E. coli DH5a, Acsr4, KanR

E. coli E2348/69, AcsrA, KanR

Quelle

(Herrero et al.,
1990)

(Dehio and
Meyer, 1997)

(Platt et al.,
2000)

(lguchi et al.,
2009)

(Mills et al,
2007)

(Kroger et al.,
2012)

(Bolinetal.,
1982)

(Heroven et
al., 2008)

Diese Studie

Diese Studie

Diese Studie
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Tabelle 11: Plasmide

Plasmid

pACYC184

PAKH121
PAKH122

pKD46

pKD4

puC18

pZE12-luc

pVBE1
pVBE2

pVBE5

pVBE12
pVBE13
pVBE14
pVBE15

pFU53

pFU72

Beschreibung

Expressionsvektor, ori p15a, Tet?, CmR

CsrB Uberexpressionsvektor (basiert auf pACYC184)
CsrC Uberexpressionsvektor (basiert auf pACYC184)

Rekombinationsvektor, oriR101 w/ repA101ts, AmpR,
lambda red Gene

“FRT sites”, KanR
Klonierungsvektor, ori pMB1, AmpR
Expressionsvektor, Luciferase, ori p15a, AmpR

pFUS53, sepL (-460/+27)

pFU53, hilD (-530/+27)

pZE12-luc, Pjsc CSIA

pVBEL, Notl | RP4 mob | Avrll (pFU72)
pZE12-luc, Pesia: CSrA (-108/+168)
pUC18, Pesia: CSTA (-190/+168)

pUC18, Piac: CSTA

Reportergenvektor, pSC101*, AmpR, Lux-Kassette

Reportergenvektor, braucht 4 pir Gene, konjugierbar, RP4

mob, ori R6K, AmpR, Lux-Kassette

Quelle

(Chang and Cohen,

1978)
A.K. Heroven

A.K. Heroven

(Datsenko and
Wanner, 2000)

(Datsenko and
Wanner, 2000)

(Lin-Chao et al.,
1992)

(Uliczka et al.,
2011)

Diese Studie
Diese Studie
Diese Studie
Diese Studie
Diese Studie
Diese Studie
Diese Studie

(Uliczka et al.,
2011)

(Uliczka et al.,
2011)
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2.2  Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Sterilisierung

Zu autoklavierende Medien und Ldsungen wurden fur 20 min bei 121 °C und
1,5 bar Uberdruck in einem Autoklav sterilisiert. Hitzeempfindliche Substanzen, z.B.
Antibiotikalésungen, wurden mittels Sterilfilter (0,2 um Porendurchmesser) sterilisiert.

2.2.2 Kultivierung und Stammbhaltung

Die in dieser Studie genutzten Enterobakterien-Stamme (Escherichia,
Salmonella) wurden unter aeroben Bedingungen bei 37 °C, bzw. Yersinia Kulturen bei
25 °C in einem Schuttelinkubator bei 160-220 UpM inkubiert. Kultivierung auf festen
Medien erfolgte Uber Nacht in einem 37 °C Inkubator. Zur Stammhaltung wurden
750 pl einer Ubernachtkultur mit 750 pl 50 % Glycerol in LB-Medium gemischt und
bei — 80 °C gelagert.

2.2.3 Probennahme fur die Transkriptomanalyse

Fur die Transkriptomanalyse wurde aus den biologischen und technischen
Replikaten jeweils 6 ml Kultur bei einer ODgoo 1 entnommen und bei 4 °C fiir 1 min bei
13.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets sofort in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Phenol-Extraktion (2.3.2)
aufbewahrt.

2.2.4 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte bakterieller Flussigkulturen erfolgte
photometrisch mittels Bestimmung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von
578 nm in einem Spektrophotometer. Dabei entspricht ODs7s 1 circa 1*10° Zellen/ml
(Sambrook et al.,, 2006). Als Referenzwert wurde das entsprechende

Wachstumsmedium genutzt.
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2.2.5 Herstellung von elektrokompetenten Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurde der entsprechende E. coli
Stamm in LB-Medium bis zur frihen exponentiellen Phase (OD 0,2 — 0,4) angezogen.
50 ml der Kultur wurden durch Zentrifugation bei 6000 UpM fiir 15 min bei 4 °C
geerntet. Das Zellpellet wurde zweimal mit 50 ml sterilem Wasser und einmal mit 10 %
Glycerol in Wasser gewaschen (6000 UpM, 20 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde final in
ca. 500 pl 10 % Glycerol in Wasser geldst. Die Zellen wurden entweder direkt zur
Transformation genutzt oder in einem Eppendorfgefal a 50 ul aliquotiert, in fllissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.6 Elektrotransformation

Zur Elektrotransformation wurde ein Aliquot von 50 pl elektrokompetenter
Zellen mit 1 — 5 pl Plasmid oder chromosomaler DNA (10 — 50 ng, chromosomale
DNA ~1pg) auf Eis inkubiert. Das Zell-DNA-Gemisch wurde in eine
Elektroporationskiivette (BioRAD 0,2 cm) uberfiihrt. Die Elektroporation wurde mittels
eines Elektroporators (MicroPulse, BioRAD) mit 25kV, 200Q und 25pF
durchgefuhrt. Nach der Poration wurde 1 ml LB Medium zu den Zellen gegeben und die
Zellsuspension fiir 60 min bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Zur Selektion wurden die
Zellen anschlieBend auf einer Agarplatte mittels entsprechendem Antibiotikum
Selektionsmarker selektiert (37 °C, Uber Nacht).

2.2.7 Transformation via Konjugation

Der homologe Gentransfer dient dem Ubertragen von Erbinformation zwischen
Bakterien und kann auch arttibergreifend stattfinden. Der Vorteil der Konjugation ist,
dass das natirliche Methylierungsmuster der DNA vorhanden bleibt, und diese so vor
organismeneigenen Endonukleasen geschitzt ist, die der Abwehr von Fremd-DNA
dienen. Zudem ist die Transformationseffizienz via Konjugation hoéher im Vergleich zur
Elektrotransformation und insbesondere effektiv fiir sehr groRe Vektoren (>10 kB), da
diese héaufig schlecht in EPEC Wildtyp Stamme transformiert werden kénnen (Hobson
et al., 2008).
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Der verwendete Donorstamm fir die Konjugation war der entsprechende E. coli
WM3064 (thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZ4M15 RP4-1360 4(araBAD)567
AdapAl1341: [erm pir]), der das zu transformierende Plasmid trug. Als Rezipient diente
der Zielstamm (hier EPEC E2348/69 Wildtyp oder AcsrA Mutante). Aus einer
Ubernachtkultur von Donor und Rezipient wurden je 2 ml Kultur geerntet und fiir 2 min
bei 13.000 UpM pelletiert. Die Zellen wurden dreimal mit LB-DAP (DAP - 2,6-
Diaminopimelinséure, 300 uM) gewaschen und final in je 100 pl LB-DAP vereinigt.
Die Mischkultur wurde auf eine LB-DAP Platte aufgetropft und ,,aufwiarts® stehend fiir
12 h bei 37 °C inkubiert. WM3064 ist DAP auxotroph, weshalb den entsprechenden
Wachstumsmedien DAP zugegeben werden musste. Nach der Inkubationszeit werden
die Bakterien mit 2ml LB Medium (ohne DAP) abgeschwemmt und die
Bakteriensuspension in ein Eppendorfgefal berfihrt. Die Zellen wurden bei
13.000 UpM fiir 2 min pelletiert und anschlieRend dreimal mit LB gewaschen (hier soll
das DAP entfernt werden). Im Anschluss daran wurden Verdinnungen der Konjugation
von 1:10 — 1:10.000 hergestellt, auf LB-Platten plattiert und ber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR auf das entsprechende Plasmid

uberpraft.

2.2.8 Bestimmung der Wachstumsrate

Zur Bestimmung des optimalen Erntezeitpunkts wurden Wachstumskurven des
AcsrA Deletionsstammes, der csrA Uberexpressionsmutante sowie des E. coli 0127:H6
Stammes in M9 (fur Virulenzgenexpression optimiert) durchgefihrt. Eine
Ubernachtkultur der jeweiligen Stamme wurde zum Animpfen der Hauptkultur in einem
250 ml Erlenmeyerkolben benutzt. Die ODeoo wurde stindlich, ab Erreichen der
exponentiellen Phase alle 30 min, gemessen. Fir jeden Stamm wurden zwei biologische

Replikate, sowie flr jeden Messzeitpunkt zwei technische Replikate vermessen.

2.2.9 Trockengewichtsbestimmung

Die Bestimmung des Trockengewichts ist essentiell zur Normalisierung von
»omics-Daten®, da die optische Dichte stark abhingig von der Zellform- und der GroRe
ist. Daraus folgt, dass die optische Dichte keine genaue Abschéatzung der Zellmasse, die

mit der Metabolitenkonzentration Kkorreliert, ermdglicht. Fir die Massenbestimmung
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wurden je drei biologische Replikate in 250 ml Erlenmeyerkolben in modifizierten M9
Medium bei 37 °C und 160 UpM aerob inkubiert. Es wurden je vier Proben von 6 ml zu
drei Zeitpunkten im Wachstumsverlauf genommen und die Zellen anschlieRend
pelletiert (13.000 UpM, 22°C, 5 min). Das berschiissige Medium wurde verworfen und
die Zellpellets im Trockenschrank (Omnilab, Memmert) Gber Nacht bei 80 °C
getrocknet. Das Trockengewicht ergibt sich aus der Differenz der Masse der Proben
minus der Masse des Leergewichts. Die Korrelation von Trockenmasse gegen die ODegoo

ergibt ein annahernd lineares Verhaltnis wahrend der exponentiellen Phase an.

2.2.10 Wachstums-Inhibitions Assay

Mit einem Wachstums-Inhibitions Assay kann die minimale inhibitorische
Konzentration (MIC), die minimale Konzentration eines Inhibitors, die das Wachstum
stoppt oder hemmt, bestimmt werden. Der Assay wurde in einer 96er Mikrotiterplatte
durchgefiihrt. Zum Animpfen der Hauptkultur wurde eine Ubernachtkultur des
Teststammes in LB Medium Uber Nacht bei 37 °C aerob kultiviert. Die Start ODeoo der
Hauptkulturen im ,,96er Well“ Format war ODeoo = 0,05. Fur die Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration wurde eine Verdinnungsreihe der Testsubstanzen als
Triplikat vorgelegt. Abhangig von der Testsubstanz wurde eine lineare
Verdunnungsreihe von 1:2 - 1:10 vorbereitet. Die beimpfte Platte wurde fur 12-14 h bei
37 °C inkubiert. Ein Beispielschema ist wie folgt dargestellt:
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1 2 3 |4 5 6 |7 8 |9 10 |11 |12

A MH [MH |{MH [MH |MH |[MH |MH [MH |MH (MH | MH [ MH Blank/Medium

500 [ 250 | 125 |625 |31.3 | 156 |78 3.9 2.0 1.0 0.5 |[0.25

C |s00 | 250 | 125 | 625 (313|156 |78 [39 [20 |10 |05 |o025 | E2348/69wt

D 500 | 250 | 125 | 625|313 |156 (78 [39 (20 (1.0 [05 |[0.25

E 500 | 250 | 125 |625 |313 | 156 |78 3.9 2.0 1.0 0.5 |[0.25 ]

F|s00 | 250 | 125 | 625 |31.3 | 156 | 7.8 |39 |20 [1.0 |05 [025 || E2348/69 AcsrA

G 500 [ 250 | 125 |625 |31.3 | 156 |78 3.9 2.0 1.0 0.5 |[0.25

H MH |MH |MH |MH |MH |MH |[MH |[MH [MH [MH |[MH [ MH Wachstumskontrolle

Abbildung 10: Beispielschema MIC Assay. Von jedem Teststamm wurden Triplikate
vermessen. Die Blankkontrolle war das entsprechende Wachstumsmedium (MH-
Medium), die Wachstumskontrolle in MH-Medium wurde ohne Zugabe von Testsubstanz
inkubiert. Angaben in pg/ml (Verdiinnung 1:2).

Die ODeoo Werte der Mikrotiterplatte wurden jeweils zum Zeitpunkt O und zum
Endzeitpunkt der Bestimmung (12 — 14 h) mittels Platten-Spektrophotometer (Biotek,
Powerwave X2) bestimmt. Als Nullwert fur die Messung wurde das unbeimpfte
Wachstumsmedium verwendet. Die MIC l&sst sich aus der graphischen Darstellung von

log (10) der Testsubstanz-Konzentration gegen die ODesoo zum Endzeitpunkt ermitteln.

2.2.11 Jod Starke Test

Aus einer LB-Flussigkultur wurden verschiedene Verdiinnungsausstriche auf
Kornberg-Medium Agar- Platten (1,1 % K,HPO,, 0,85 % KH,PQO,, 0,6 % Hefeextrakt,
0,5% Glucose, 1,5% Agar) der jeweiligen Teststamme ausgestrichen. Die Platten
wurden Uber Nacht (mindestens 12 h) bei 37 °C inkubiert, damit die Zellen in die
stationdre Phase Ubergehen. Nach der Inkubation wurden die Platten entweder mit ca.
5 ml Lugolscher Losung fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert oder mit elementarem
Jod bedampft. Jod interkaliert in die Helix-Struktur der Starke- und Glykogenmolekile
und farbt diese braun (Gudapaty et al., 2001).
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2.2.12 Screening nach CsrA Inhibitoren

Um nach mdglichen Inhibitoren fiir CsrA zu ,,screenen®, sollte ein ,,Screening™
System etabliert werden, das es ermdglicht in einem reproduzierbaren Assay im
Hochdurchsatzverfahren nach Inhibitoren fiir CsrA zu suchen. Der ,,Screening Assay*

basiert auf einer Lux-Reportergenfusion, die auf dem Vektor-Backbone pFU53 basiert.

0 —LD-D—EI—IATGU JuxCDABE == 3. DNA

CsrA Bindestellen

Abbildung 11: Vereinfachte Darstellung der Reportergenfusion. Der Vektor basiert auf
dem Plasmid pFU53. Die entsprechende Zielsequenz wurde zwischen die Nhel und Xhol
Schnittstelle kloniert. Bindet CsrA an die Zielsequenz wird die Ribosomenbindestelle

blockiert, sodass keine Translation stattfindet und somit auch kein Signal der Lux-
Kassette.

Mittels PCR wurden die Zielsequenzen die als ,,Readout fungieren sollten,
amplifiziert und mit den Restriktionsenzymen Nhol und Xhol in den pFU53 Vektor an

die Lux-Kassette fusioniert (Abbildung 11). Ein Beispiel einer Zielsequenz ist in
Abbildung 12 dargestellt.

Xohl CgrA Bmde#ellen

ACATCAGA CAATGGCAAGGAATGGTCAATATCACCAATGATGAAGCAACATCCCGCTATATCAATAATCTTTCCGACAGGTAATGG  —
TTTATCTGCTTCATAGGGCGTGGGTTGCCCATCAATCCAAAATTCAACCGGAGATAAAAGGAAAACACCTTCCTCACGTATATCAAGTAAA \
AACTGATTGAGGCCTTGTTCAAGAGGAAAGTAAACAATATCGTTATCTTCCGTACCTAGCGTTAGG TTTCCCATCGGAAGTTGTAATTCCC — sepL 5' UTR
GATTACGCATCGCACCATTGAGAAGTTTTATTTTATATGAG GATAACATTTTTAAATTTTATTCATCCTGGTGG TTGAACAATGAGAAAAAAT

ATGGTGAACTTACATCGTCTAAGAATAGAGTAGAAAGGAAGCTGTTGTACAGTACTATTTAATGGAATATTCATAATTAATGATTACGTGAGT
TTCCAATGGCTAATGGTATTGAATTTAATCAAAA Cdetageglegac

Nhel ‘ Lux-Kassette

—————— Xhd (2)

- \
| Baniil (7)

Aat1(9306) (| Xmd (11) \

AmpR A - Ve B

__ Psi(24)

Sard (8291)

N -_'_.wg 25

sal (1)
Xind (7504)

sacrm L]

sctors | {‘

|

[T
Aall (847)
luxD

pFUS3

Xbd (1988)
9375 bp

AVL (5934)
b (5843)
Noi (5836)

Abbildung 12: Readout System. Die Zielsequenz mit den putativen CsrA Bindestellen

wurde in den Vektor pFU53 kloniert. Es sind die Schnittstellen Xohl und Nhel (im Kasten),
die Primersequenz (griin), sowie die CsrA Bindestellen (blau) gezeigt.
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Die genutzten Oligonukleotide und die jeweiligen Vektoren sind in Tabelle 9
und Tabelle 11 beschrieben. Die Fusionskonstrukte wurden mittels Transformation in
den EPEC E2348/69 Wildtyp und die EPEC Acsr4 Mutante transformiert. Fur die
Testlaufe wurden die Bakterien im 96 Well-Format bis zur Mid-Log Phase wachsen
gelassen. Anschlielend wurde die Lumineszenz sowie die ODegoo gemessen (Synergy4,
Biotek). Als Qualitatsparameter fiir den Screen wurde der Z-Faktors bestimmt (Formel
1).

Formel 1: Berechnung des Z-Faktors. ¢ = Standardabweichung, p =Mittelwert, n =
Negativkontrolle, p = Positivkontrolle

3 (O'p + cn)

Z — Faktor =1 —
|“p_ “nl

Ein Z-Faktor zwischen 0,5 — 1 stellt einen verlasslichen Assay dar. Z-Faktor-
Werte unter 0,5 sagen aus, dass der Assay nicht fir ein Hochdurchsatzverfahren
geeignet ist. Die Klonierung der einzelnen Vektoren ist auch in Kapitel 2.6.1

beschrieben.
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2.3 Molekularbiologische Methoden: Ribonukleinsduren

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Zur Bestimmung der DNA Konzentration und Reinheit wurde die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm mittels NanoDrop (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Deutschland) gemessen. Die maximale Lichtabsorption von
DNA wird bei einer Wellenldange von 260 nm erreicht. Fur Proteine liegt die maximale
Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm vor. Eine Einheit OD2¢0 entspricht dabei
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Die Konzentration der DNA
ergibt sich aus dem Produkt des gemessenen OD2s Wertes multipliziert mit dem
Verdinnungsfaktor der Probe und 50 pg/ml. Die Reinheit der DNA Probe ergibt sich
aus dem Quotienten von OD260/OD2g0. Saubere DNA Proben weisen ein Verhéltnis von
1,7 — 1,9 OD260/OD2go auf.

2.3.2 Chloroform Phenol Aufreinigung von RNA

Zur Isolation der RNA zwecks Transkriptomanalyse wurden 6 ml E. coli Kultur
bei 13.000 UpM und 4 °C pelletiert und bis zum lIsolationszeitpunkt bei -80 °C gelagert.
Die Zellpellets wurden in 250 pul Resuspensions-Puffer (0,3 M Sucrose, 0,01 M
Natriumacetat, pH 4,5) resuspendiert. Die Zelllyse wurde durch Zugabe von 250 pl 2 %
Lyse-Puffer (2% SDS in 0,01 M Natriumacetat, pH 4,5) und einer 90s langen
Inkubation bei 65 °C in einem Thermoblock (Eppendorf, Thermomix 5437) induziert.
AnschlieBend wurden 500 pl Phenol-Wasser- Losung (Roth, Karlsruhe) zugegeben und
bei 65 °C fiir 3 min in einem Heizblock inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
Proben fiir 30 s in flussigem Stickstoff schockgefroren. Zur Phasentrennung wurden die
Proben im Anschluss daran bei 13.000 UpM fir 10 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein frisches 2 ml Eppendorfgefal
uberfihrt und anschliefend mit 300 pul Chloroform-lsoamylalkohol 24:1 (Roth,
Karlsruhe) gemischt und erneut fiir drei min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Nach
erneutem Waschen mit 300 ul Chloroform-Isoamylalkohol 24:1, wurde 1/10 des
Volumens an 3 M Natriumacetatlésung (pH 4,5) und 2,5 Vol. an 95 % Ethanol zur
wassrigen Phase zugegeben und flir mindestens 1 h, oder (ber Nacht bei -20 °C

inkubiert. Nach der Fallungsreaktion wurde die RNA mittels 30-minutiger
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Zentrifugation (13.000 UpM, 4 °C) pelletiert und anschlieBend mit 70 % Ethanol
gewaschen. Das RNA Pellet wurde bei Raumtemperatur fiir circa 30 min getrocknet.

Resuspensions Puffer: 0,3 M Sucrose, 0,01 M NaOAc pH 4,5

Lysis Puffer: 2% SDS in 0,01 M NaOAc pH 4,5

2.3.3 DNase Verdau

Zur Entfernung Uberschissiger chromosomaler DNA nach der Phenol-
Chloroform Isolation wurde das DNasel Kit (Ambion) laut Herstellerangaben benutzt.
Der DNA-Verdau wurde mittels Zugabe von 300 pl RNase-freiem Wasser und
anschlieBender Chloroform-Isoamylalkohol-Féallung gestoppt (siehe 2.3.2). Das RNA
Pellet wurde in 50 pl RNase-freiem Wasser bei -80 °C gelagert.

2.3.4 ,In vitro*“ Transkription

Die fiir den CsrA EMSA benoétigte RNA wurde mittels ,,in vitro* Transkription
generiert. Dazu wurde das ,Transcription Aid T7 High Yield Transcription Kit*
(Fermentas, England) genutzt. Ein typischer Reaktionsansatz sah wie folgt aus:

Template DNA 6 ul (total 2 pg)
5x “Transcript Aid Buffer” 4 pl
ATP/CTP/GTP/UTP je 2 pl (final 8 pl)
»Iranscipt Aid Enyme Mix“ 2 ul

Der Reaktionsansatz wurde fur 2h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde
uberschiissige DNA mittels Zugabe von 2 pul DNase 15 min bei 37 °C (NEB, England)
abgebaut. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pul EDTA und Inkubation fir 15 min
bei 65 °C gestoppt.
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2.3.5 Biotinylierung von RNA

Die in “in vitro” transkribierte RNA wurde fiir den spateren Nachweis im RNA
EMSA mit Hilfe von Biotin am 5° Ende markiert. Ein typischer Biotinylierungsansatz

sah wie folgt aus:

10x T4 RNA Ligase Puffer 6 ul
10 mM ATP 6 ul
SRNA 2 Ug
10 % DMSO 6 ul
10 uM Biotin 6 ul
T4 RNA-Ligase | 2 ul
ddH20 X Ml

50 % PEG-8000 18 pl

Fir die Reaktion wurden 2 pg ,in vitro“ transkribierte RNA eingesetzt und das
Reaktionsvolumens auf 60 ul eingestellt. Die RNA wurde vor der Zugabe zum
Reaktionsmix fir 10 min auf 70 °C in einem Heizblock inkubiert. Die Biotinylierungs-
Reaktion erfolgte tiber Nacht bei ~ 17 °C. Die biotinylierte RNA wurde anschlieRend
mittels Chloroform-Phenol Aufreinigung (2.3.2) aufgereinigt.

2.3.6 Dephosphorylierung der RNA

RNA Fragmente wurden vor der radioaktiven Markierung am 5’Phosphat
dephosphoryliert. Die Proben wurden fir 30 min bei 800 UpM mit Alkalischer
Phosphatase (AP) nach Herstellerangaben dephosphoryliert:

10x Cut Smart Puffer 5ul

RNA (1 pg) 20 pl
AP (10 U) 1 ul
H20dest. 24 pl
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Nach der Inkubation wurde die RNA mittels Chloroform-Phenol Aufreinigung (2.3.2)
aufgereinigt und in 20 pl RNase freiem Wasser gel0st.

2.3.7 Radioaktive Markierung von RNAs

Die radioaktive Markierung der RNAs wurde von Marcel Volk (MIBI
Department) im Radioaktivlabor durchgefihrt. Zur radioaktiven Markierung wurde y-
P32-Adenosine 5’triphosphate (P32-ATP) verwendet (SRP-301; Hartmann Analytik,

Braunschweig).

Beispiel der Markierungsreaktion:

10x PNK Puffer A 1pl
RNA (200 ng) X Ml
PNK (10 U) 1ul
v-P32-ATP (10 uCi) 3l
H2Odest. X Ml

Die markierte RNA wurde mittels “RNA Clean & Concentrator'™ Kit (Zymo
Research, USA) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Durchfilhrung des CsrA
EMSAs ist in 2.8.6 beschrieben. Die getrennten Gele wurden fiir 60 min bei 80 °C
getrocknet und anschlieflend fur 30 min abgekuhlt. Die Proben wurden tGber Nacht auf
einem Leuchtstoffschirm inkubiert. Das Radiogramm wurde mit einem Typhoon™
FLA 9000 (GE HealthCare) aufgenommen.
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2.4  Molekularbiologische Methoden: Desoxyribonukleinsduren

2.4.1 Auftrennung von DNA Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Trennverfahren, das sich das Laufverhalten von
geladenen Molekulen in einer Agaroselgel-Matrix bei angelegtem elektrischen Feld
zunutze macht. Aufgrund der negativen Ladung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats
bewegen sich Nukleinséuren in einem angelegten elektrischen Feld in Richtung der
Anode. Dabei bewirkt das Polysaccharid-Netzwerk der Agarose einen ,,Siebeffekt®,
welches die Auftrennung der geladenen Nukleinsduren der GroRe nach ermdglicht.
Durch die Auswahl der Agarosekonzentration kann die Auftrennung je nach GréRe der
zu trennenden Nukleinsauren optimiert werden. Die Auftrennung von 0,1-20 kBp langer
Nukleinsauren kann in einem Agarosegel der Konzentration von 0,8-2,0 % erreicht

werden.

Die Agarose wurde in der gewiinschten Konzentration in 1XTAE Puffer durch kurzes
Aufkochen in einer Mikrowelle gelést und mit 1-2 Tropfen Ethidiumbromidlésung
(0,7 mg/ml) vermischt. Die Proben wurden in einem 1:6 Verhaltnis mit 6x Probenpuffer
vermischt und in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung der Nukleinsduren wurde in
einem elektrischen Feld mit 100 — 160 V fir 20 — 45 min durchgefihrt. Ethidiumbromid
interkaliert unspezifisch in die DNA und ermdglicht eine Detektion der Nukleinsaure
bei einer Wellenldnge von A = 312 nm. Das Gel wurde fotographisch dokumentiert

(BioRad, ChemieDoc Touch Imaging System).

TAE Puffer: 40mM TRIS Acetat (pH8.0); 1mM EDTA

(pH 8,0)

DNA Ladepuffer: 3ml Glycerol (30 %), 25mg Bromphenolblau (0,25 %),
7 ml ddH20

2.4.2 Aufreinigung von DNA Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Aufreinigung von DNA Fragmenten nach einer Agarose-Gelelektrophorese

wurde das ,,QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) genutzt.
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Nach der Trennung im Agarosegel wurden die DNA Fragmente mittels eines
Skalpells auf einem UV-Transilluminator ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte nach den Herstellerangaben. Das Aufreinigungsprinzip basiert auf der Bindung
von Nukleinsdauren unter Hoch-Salzbedingungen an die Kieselgelséule des Extraktions
Kits wahrend die Elution unter Niedrig-Salz-Bedingungen stattfindet. Die DNA wurde
in 20 — 50 pul TE Puffer oder nukleasen-freiem Wasser eluiert und bei -20 °C gelagert.

TE Puffer: 10 mM Tris-HCL (pH 8,0), 1 mM EDTA

2.4.3 Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation von DNA Fragmenten

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis et al., 1986) wurde
chromosomale  oder  Plasmid DNA als  Matrize  verwendet. Die
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction: PCR) ist eine extrem
sensitive Methode zur selektiven Vervielfaltigung von definierten DNA-Sequenzen. Der
Ziel-DNA Abschnitt wurde mit Hilfe von Oligonukleotiden (Primern), die an die
flankierenden Regionen der DNA, strang-spezifisch und antiparallel entsprechend der
Hybridisierungstemperatur binden, amplifiziert. Die Hybridisierungstemperatur ist
dabei hauptséchlich von der Basenkomposition der Primer abhéngig, die sich wie folgt
berechnen lasst (Patel et al., 1984):

Tm [°C] = [(Anzahl A und T Basen) * 2 °C + (Anzahl G und C Basen) *4 °C] — 5°C

Die PCR lauft in vier grundlegenden Schritten ab. Zuerst muss der DNA
Doppelstrang denaturiert werden. Dazu wird der Reaktionsmix auf 95 °C erhitzt, sodass
die Wasserstoffbriicken zwischen den komplementéren Basen aufgelGst werden. Im
nachfolgenden Schritt findet die Anlagerung (,,Annealing*) der Oligonukleotide an die
einzelstrangige DNA statt. Nach dem 30 s — 1 min langen Anlagerungsschritt wird der
Reaktionsmix auf 72 °C erhitzt. Dies ist die optimale Reaktionstemperatur der
verwendeten DNA Polymerasen. In Einzelféllen, z.B. bei schwer zu amplifizierenden
Matritzenstrangen, wurde die Elongationstemperatur auf 68 °C erniedrigt, was in einer
niedrigen Synthesegeschwindigkeit resultiert und die Amplifikation von sehr GC oder
sehr AT reichen Regionen bzw. repetitiven Sequenzen ermdglicht. Die
Elongationsreaktion der DNA beginnt am Ende der Oligonukleotidsequenz am freien 3°

OH Ende in 5° zu 3° Richtung. Die Schritte der Denaturierung, Annealing und
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Elongation werden cyclisch wiederholt (30 - 40 Zyklen), sodass die Ziel-DNA
exponentiell vervielfaltigt wird. Eine typische PCR lief wie folgt ab.

Reaktionsschritt Zeit Temperatur
I.  Denaturierung (initial) 5 min 95 °C
Il.  Denaturierung 30s 95°
1. Annealing 30s variabel
35X
IV. Elongation variabel 72°C
V. Elongation (final) 5 min 72°C

2.4.4 Plasmidisolation

Zur Priparation von Plasmiden aus bakteriellen Zellen wurde das ,,QIAGEN
Plasmid Mini Kit*“ (QIAGEN, Hilden) verwendet. Das Aufreinigungssystem basiert auf
der alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim and Doly, 1979) mit anschlieender Bindung
der DNA unter Hoch-Salz-Bedingungen an eine Silikat-Saule (siehe: 2.4.2). 4 — 6 ml
einer Ubernachtkultur der bakteriellen Zellen, die das Zielplasmid tragen, wurden
geerntet und entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt. Zur Elution wurden in
der Regel 30 — 50 ul doppelt destilliertes Wasser oder der im Kit enthaltene TE Puffer

verwendet.

2.4.5 DNA Aufreinigung

Die Aufreinigung von DNA Fragmenten nach einer PCR Reaktion wurde mittels
dem ,,PCR Purification Kit*“ (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt. Die Aufreinigung wurde

nach Herstellerinformationen durchgefihrt.

2.4.6 DNA Sequenzierung

Sequenzierungen von Plasmid DNA und PCR-Produkten wurde durch die

Abteilung Genomanalytik (HZI, Braunschweig) durchgefihrt.
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2.5 Generation von Deletionsmutanten und Klonierung

2.5.1 DNA Restriktion

Zur Integration von DNA Fragmenten in einen Vektor wurde das PCR-Produkt
mittels Restriktionsenzymen (NEB, England) geschnitten. Restriktionsenzyme erkennen
spezifische palindrome Sequenzen, die mittels Primer wéhrend der PCR Reaktion an die
Ziel-DNA amplifiziert wurden. Vektor und PCR Produkt wurden mit den gleichen

Restriktionsenzymen bei 37 °C flr 2 h geschnitten. Ein typischer Restriktionsansatz sah

wie folgt aus:
Plasmid DNA/PCR Produkt (1 —2 ug) 5ul
Restriktionsenzym 1 0,5 ul
Restriktionsenzym 2 0,5 ul
CutSmart Puffer 10 pl
ddH20 34 pl

2.5.2 Dephosphorylierung von Vektoren

Zur Vermeidung von Re-Ligationsreaktionen wurde der Vektor nach der
Restriktion (2.5.1) am 5° - Ende dephosphoryliert. Zu 20 ul Vektor-Restriktionsansatz
wurden 2 pl ,,Antarctic Phosphatase® und 2 ul ,,Antacrtic Phosphatase Puffer (NEB,
England) zugegeben und bei 37 °C fur 15 min im Heizblock inkubiert. Die Reaktion
wurde anschlieBend durch Erhitzten auf 65 °C fur 5 min gestoppt.

2.5.3 DNA Ligation

Um ein DNA — Fragment in einen Vektor zu ligieren, wurde die T4-DNA
Ligase von NEB (England) verwendet. Der Ligationssansatz setzte sich wie folgt

zusammen:
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DNA Fragment 8 ul

Vektor DNA 0,5 ul
T4 DNA Ligase 0,5 ul
Ligations Puffer 1pl

Die Ligation wurde wahlweise flr 2 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht auf
Eis inkubiert. Fur den Ligationsansatz wurden 50 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die

optimale Menge an Insert wurde mit folgender Gleichung berechnet:

50 ng * Lange des Inserts (bp)/Lénge Plasmid (bp) * 5 = Menge an Insert in ng

Das optimale Verhaltnis von Vektor und Insert sollte ca. 1:5 betragen.
2.5.4 Generation von Deletionsmutanten mit dem Lambda Red System

Zur Generierung von AcsrA Deletionsmutanten wurde das ,,Jambda red system*
(Datsenko and Wanner, 2000) verwendet. Das System basiert auf der homologen
Rekombination, ist unabhéngig von Restriktionsschnittstellen und wird zur direkten
Modifikation von DNA genutzt. Das ,lambda red system* besteht aus drei
hauptsachlichen Komponenten des bakteriellen lambda Phagen: Gam inhibiert die
bakteriellen endogenen Nukleasen RecBCD und SbcCD und verhindert so den Abbau
der zu transformierenden linearen DNA. Exo ist eine 5° - 3° dsDNA abhingige
Exonuklease, die doppelstrangige DNA beginnend vom 5° -Ende abbaut. So entstehen
zwei mogliche Produkte, ein dSDNA Duplexmolekiil mit Einzelstrang 3¢ Uberhang oder
eine ssDNA (hierbei wird bei kurzen Fragmenten der komplette komplementére Strang
abgebaut). Beta ist ein Protein, welches an die von Exo generierte ssDNA bindet und
die homologe Rekombination unterstiitzt. Zur Integration von ssSDNA wird nur Beta
bendtigt. Die Phagengene, die zur homologen Rekombination mittels ,,Jlambda red
systems® bendtigt werden, sind auf dem Vektor pkD46 codiert, der Uber einen

thermosensitiven Replikationsursprung verflgt.

Zur Generation des Deletionsfragments wurden 500 Bp der flankierenden Regionen von
CcsrA ,upstream“ und ,downstream* amplifiziert und mittels der genutzten
Oligonukleotide homologe Sequenzen von 20 — 25Bp an das jeweilige 3° -Ende
synthetisiert. Als Selektionsmarker wurde die Antibiotikakassette aus pKD4
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amplifiziert. Die resultierenden drei Fragmente wurden in einer Fusions-PCR zu einem
PCR-Fragment fusioniert. Das Fusions-PCR Produkt wurde fir die Transformation
genutzt (Abbildung 13).

Der Vektor pkD46 wurde in den Zielstamm (E.coli O127:H6 E2348/69)
transformiert und bei 30 °C angezogen. Zum Start der frihen exponentiellen Phase
(ODeoo = 0,2) wurde die Expression der ,,Jambda red* Proteine Gam, Exo und Beta
durch Induktion des Arabinose Promotors, mittels Zugabe von Arabinose in einer
finalen Konzentration von 0,2 %, induziert. Die Zellen wurden bis zu einer ODegoo = 0,6
angezogen und mit dem PCR Produkt transformiert. Die transformierten Zellen wurden
fir 2 h bei 37 °C aerob kultiviert und anschlieBend auf einer Selektions-Agar-Platte

selektiert.
pKD3_F
Schritt 1. Amplifikation der FRT- Ka”amyc’[‘;Kasse“e —
flankierten Kanamycin Kassette ATG
FRT FRT pKD3 R
#VBE25
#VBE26
) o S A-Sequenz L
Schritt 2. Amplifikation der st
flankierenden Regionen I F2 z ATG TAA F3 z |
~500Bp #UBE24 ~500Bp #VBE27
#VBE26
Schritt 3. Fusions-PCR der 2
3F I F2 F1 F3 |
ragmente -
FRT FRT #VBE27
Schritt 4. Elektrotransformation —F2-F1-F3 pKD46
des Fusions-Produkts/Homologe O
Rekombination

F2-F1-F3
Schritt 5. Selektion der Kan® ‘ )
Deletionsmutanten

Abbildung 13: Fusions-PCR und Generation der AcsrA Deletionsmutante via A red
Rekombinase System.
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2.6 Plasmid Konstruktion

2.6.1 Klonierung der pFU53 Screening Vektoren

Die Screening Vektoren basieren auf den pFU53 Vektor (Uliczka et al., 2011).
Der Vektor beinhaltet eine Ampicillin-Resistenz-Kassette, sowie die LuxCDABE
Kassette, welche als Reporter fiir den Screen dient. Als ,,very low copy* (~1 Kopie pro
Zelle) Vektor tragt das Plasmid den pSC101* Replikationsursprung. Aufgrund seiner
GroRe (<10 kBp) und Kopienzahl liel sich der Vektor nicht via Elektrotransformation
in EPEC E2348/69 transformieren und es wurde anstatt dessen via Konjugation mit
WM3064 transformiert. Die entsprechenden putativen Zielgene flir den ,,Screening
Assay” wurden mittels PCR amplifiziert. Zur Klonierung wurden an das 5°
Oligonukleotid zusatzlich die Erkennungssquenz fiir die Schnittstelle von Xhol und an
das 3° Oligonukleotid die Erkennungssquenz fiir die Schnittstelle von Nhel amplifiziert.
Vektor und PCR-Produkt wurden in einem Doppelverdau geschnitten und anschliefend
ligiert. Es wurden Standard Klonier Techniken verwendet (siehe: 2.4.3, 2.4.4, 2.5.1,
2.5.2, 2.5.3). Da der pFU53 Vektor nicht ber einen OriT (ori RP4 mab) verflgt, wurde
dieser aus dem Vektor pFU72 (Avrll und Notl) amplifiziert und tber Restriktion und
Ligation in pFUS53 integriert.

2.6.2 Klonierung von csrA Uberexpressionsvektoren

Zur Uberproduktion von CsrA wurde csrA mit chromosomaler DNA von EPEC
E2348/69 als Template amplifiziert und Gber Standard Klonier Techniken in pZE12luc
oder pUC18 kloniert. Beide Vektoren verfligen tber ein IPTG induzierbares lac-
Promotorsystem und sind gangige Vektoren zur Uberproduktion von Proteinen. Es
wurden insgesamt vier unterschiedliche Uberexpressionskonstrukte kloniert. Es wurde
die csrA Sequenz alleine (IPTG induzierbar), sowie csrA mit nativem Promotor in den
pucl8 Vektor oder in den pZE12luc Vektor integriert. Beide Vektoren verfligen tber
einen ,high copy* Replikationsursprung (pZE12luc ColE1, puC18 pMB1) sowie eine
Ampicillin-Resistenzkassette zur Selektion. Die Effektivitat der Uberexpression wurde

mittels Western-Blot-Analyse gegen CsrA getestet.

56



Material und Methoden

2.7 Metabolomanalyse und -analytik

2.7.1 Kultivierungsbedingung flir GC- und LC — MS Experimente

Fur die Metabolom- bzw. Transkriptosstudie wurden aus einer Vorkultur je
Teststamm sechs biologische Replikate in 500 ml Erlenmeyerkolben ohne Schikane
angeimpft. Die Start-ODeoo der Replikate wurde auf 0,05 (Kulturvolumen 120 ml) in
M9mod. angeimpft und bei 37 °C in einem Schittelinkubator mit 160 UpM aerob
kultiviert. Nach Erreichen der Ziel ODegoo von 1 wurden fir die Metabolomstudie 25 ml
Kultur in einen mit 25 ml eiskaltem Methanol (60 % (v/v) in ddH20) gefillten 50 ml
Falkons geerntet. Dieser Schritt dient dem schnellen Abstoppen der Enzymfunktionen
der Zellen, ohne eine Zelllyse zu riskieren (Winder et al., 2008). Die ,,gequenchte*
Zellsuspension wurde direkt bei 11.000 UpM, 4 °C fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden anschlieBend im flissigen Stickstoff
schockgefroren und bis zur Extraktion bei -80 °C gelagert. Soweit nicht anders
beschrieben, wurden alle Schritte auf Eis durchgefuhrt. Fir die Transkriptomstudie
wurde aus den identischen Kulturen je 3x 2 ml Zellkultur bei einer ODsoo von 1 geerntet
(13.000 UpM, 4 °C, 2 min). Die Zellpellets wurden direkt in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.7.2 Metaboliten Extraktion LC-MS

Die Zellpellets wurden in 600 ul 100 % Methanol (-20 °C) resuspendiert und
anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen Zellpellets wurden
bei Raumtemperatur aufgetaut und direkt 600 pl ddH.O zugefligt. Es folgten zwei
weitere Zyklen von Schockgefrieren und anschlieBendem Auftauen. Zwischen den
Zyklen wurden die Zellpellets in einem Ultraschallbad fir 10 min inkubiert (Bandelin,
SonoRex DigiPlug). Durch das Lésungsmittelgemisch, das Einfrieren und das Auftauen
mit anschlieBender Ultraschallbehandlung, wurden die Zellen gezielt aufgeschlossen.
Die Extrakte wurden fiir 10 min bei 13.000 UpM zentrifugiert, um Proteinbestandteile
und Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde in frische 1,5 ml Eppendorfgefake
uberflihrt und tber Nacht in einer Vakuumzentrifuge (Labconco, Refrigerated CentiVVaP
Concentrator) eingetrocknet. Die getrockneten Metabolitenextrakte wurden final in 30 —

100 pl Lésemittelpuffer geldst und in Glasvials zur weiteren Analyse tberflhrt. Bis zur
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Messung wurden die Proben bei -80 °C gelagert. Dem Extraktionsldsemittel (100 %
Methanol), sowie dem Ldsemittelpuffer (Methanol/ddH20O 1:1) wurden folgende interne

Standards zur spateren Normalisierung zugefugt:

Tabelle 12: Interne Standards LC-MS (polare Extraktion)

Interner Standard Losungsmittel Konzentration
Nortriptylin Methanol 200 ng/ml
Trimethoprim Methanol 200 ng/ml
Glipizid Methanol 600 ng/ml
Koffein Methanol: ddH,0 (1:1) 1 ng/ml
Naproxen Methanol: ddH.0 (1:1) 8 ng/ml

2.7.3 Metaboliten Extraktion GC-MS

Die Extraktion fur die GC-MS Proben entspricht dem Extraktionsprotokoll der
LC-MS Proben (2.7.2). Zusétzlich wurden den extrahierten Proben, nach den
Extraktionenzyklen, 1 ml Chloroform (Sigma-Aldrich, USA) zugegeben. Die Proben
wurden intensiv gemischt und zur Phasentrennung zentrifugiert (13.000 UpM, 2 min).
Die obere Chloroform -Phase wurde abgenommen und zur spateren Analyse in frische
1,5ml Eppendorfgefalle Uberfiihrt. Der polare Extraktionsmix wurde wie in 2.7.2
beschrieben in  einer Vakuumzentrifuge (ber Nacht eingetrocknet. Dem
Extraktionslésemittel (100 % Methanol) fur die GC wurde Ribitol als interner Standard

zugesetzt.

Ribitol Stammldsung: 0,05 g Ribitol in 250 ml ddH.O
2.7.4 Lipid Extraktion LC-MS

Die Zellpellets (2.7.1) wurden in 500 ul eiskaltem Methanol resuspendiert und
in ein 2 ml Eppendorfgefal Uberflihrt. Es folgten drei Gefrier-Auftau-Ultraschall -
Zyklen wie in 2.7.2 beschrieben. Nach dem letzten Extraktionsschritt wurde 1,5 ml
Chloroform zugegeben und die Proben intensiv gemischt. Die Proben wurden fir 1 h

bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert und anschliefend wurden 1,4 ml der
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unpolaren Phase in ein frisches 2 ml Eppendorfgefal uberfiihrt. Daraufhin wurde bei
10.000 x g fir 2 min in einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert und die
obere unpolare Phase vollstdndig abgenommen. Die Proben wurden unter einem
konstanten Stickstofffluss (Techne, Sample Concentrator) eingetrocknet und final in
50 pl Lésungsmittelpuffer (80/20 v/v Chloroform/Methanol) aufgenommen. Es wurden
dem Extraktions- bzw. Lésemittelpuffer interne Standards in folgender Konzentration

zugesetzt:

Tabelle 13: Interne Standards fir Lipid-Metabolom Analyse (LC-MS)

Extraktionspuffer Stockkonz. pg/mi Losungsmittel
Methyl- 100 Chloroform
Nonadecanoat
Squalen 100 Chloroform
Glipizid 1000 Methanol

Losemittelpuffer

N-Acetyl-Sphingosin 5,9 Chloroform

Methyl-Sterat 100 Chloroform

2.7.5 Lipid Extraktion GC-MS

Die Extraktion der Metaboliten fir die GC-MS Analyse entspricht dem
Protokoll der Extraktion, die in 2.7.4 beschrieben ist. Nach dem Eintrocknen unter
Stickstoff wurde dem Metabolitenextrakt 1 ml Chloroform zugegeben und das
Extraktionsgemisch in 4 ml ,Glasvials* {ibertragen. Es wurden folgende interne

Standards flr die GC-MS zugegeben:
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Tabelle 14: Interne Standards fur Lipid-Metabolom Analyse (GC-MS)

Extraktionspuffer Finale Konzentration pg/mi Losungsmittel
Methyl- Nonadecanoat 100 Chloroform
Nonadecanoat 100 Chloroform
Heptadecanoat 1000 Chloroform

Anschlielend fand die Derivatisierung der unpolaren Phase statt (2.7.7).

2.7.6 Derivatisierung der polaren Phase fur GC-MS

Die polare Phase der GC-Proben wurde zuerst mit Methoxamine/Pyridine
derivatisiert und anschlieBend durch MSTFA silyliert. Dazu wurden die Proben in 40 pl
der Methoxamine/Pyridine (Methoxamine 20 mg/ml in Pyridine) Losung (20 mg/mi
wi/v) geldst und fir 90 min bei 30 °C auf einem Schittler (Eppendorf, Thermomix 5437)
1000 UpM inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 60 ul MSTFA zum
Reaktionsmix zugegeben, und die Proben wurden fir weitere 30 min bei 37 °C
schiitteInd inkubiert. Die Proben wurden direkt nach der Derivatisierung in der GC

analysiert.

2.7.7 FAME Derivatisierung

Die Derivatisierung der Fette wird durch Umestern mit Methanol erreicht. Die in
dieser Studie genutzte Reaktion ist durch die Sdure BF3 katalysiert. Bei der Reaktion
wird Glycerin durch Methanol ausgetauscht, sodass Glycerin und ,,fatty acid methyl
ester’ (FAMESs) entstehen. Durch einen Uberschuss an Methanol wird die Reaktion auf
die Seite der Produkte (FAMESs) verschoben. 1 ml extrahierte Lipid-Metaboliten in
Chloroform wurden dazu in 4 ml ,,Glasvials“ iiberfiihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 125 pl BFs/Methanol 14 % (Sigma-Aldrich, UK) und Inkubation fur

90 min bei 80°C in einem Heizblock gestartet. Nach der Reaktion wurde das
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Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt und die Reaktion durch Zugabe von
300 pl ddH20O gestoppt. Die stark unpolaren FAMEs wurden durch die Zugabe von
600 ul Hexan (Sigma-Aldrich, UK) geldst. Die organische Hexan-Phase wurde
anschlieBend abgenommen und fur mehrere Stunden unter dem Abzug eingetrocknet.
Die FAMEs wurden im Anschluss in 100 pul Hexan geldst. Die Proben wurden bis zur
Messung bei -80 °C in GC-Glasvials aufbewahrt.

2.7.8 HPLC-MS Analyse der polaren Extraktionsproben

Fur die LC-MS Analyse wurden 3 pl pro Probe injiziert. Pro Stamm wurden
sechs biologische und je zwei technische Replikate generiert. Zur ldentifikation der
Metabolite wurden pro Stamm und pro Messreihe eine Gesamtpoolprobe generiert.
Dazu wurden je 2 ul der Proben in einem Glasvial zur weiteren Analyse ,,gepoolt®. Die
generierten  Proben  wurden zusammen mit Blank-Proben  sowie einer
Qualitatskontrollprobe (Tabelle 15) randomisiert in einer Messreihe (,,Batch®)
gemessen. Die Qualitatskontrollproben wurden am Anfang, in der Mitte und am Ende
der Batches gemessen, um Verschiebungen in der Massengenauigkeit und
Retentionszeit wahrend der Messreihe berpriifen zu kénnen. Die Auftrennung erfolgte
mittels ,,Ultra High Performance Fliissigchromatographie* (UHPLC; Dionex Ultimate
3000, Bruker, USA) mit einer ,,reverse Phase* S&ule Phenomenex Kinetex 1,7 4 C18
150 x2,1 mm (Phenomenex, USA). Die Messung wurde bei einer Flussrate von
300 pl/min  durchgefuhrt. Es wurde ein linearer Gradient gefahren. Die

Saulenofentemperatur betrug 40 °C. Die mobile Phase setzte sich wie folgt zusammen:

Losungsmittel A: Wasser + 0,1 % Ameisensaure

Losungsmittel B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensaure

Start: 1% B /99 %A
2 min 1%B/99% A
20 min 100% B
25 min 100 % B
30 min 1%B/99%A
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Tabelle 15: Qualitatskontrollprobe

Standard Konzentration Finale Konzentration
Stammldsung [mg/ml] [umol/l]
2-Methoxybenzoesdure 10 20
Biochanin A 1 20
Ferulaséure 10 20
3-Indoleacetonitrile 1 20
Indole-3-carbaldehyd 2 20
Kaempferol 0,25 20
Kinetin 1 20
p-Cumarsaure 10 20
L- (+) -alpha-Phenylglycin 1 20
Phlorizin Hydrat 10 20
Rutin Trihydrate 1 20
Indole-3-Acetyl-L-Valin 1 20

Die Proben wurden mit einem “Quadrupol time of flight” Massenspektrometer
Bruker Daltonics maXis HD QTof (Bruker, USA) gemessen. Es wurde mittels
»Elektrospray lonisierung ionisiert und im ,,positive ion mode*, sowie im ,,negative
ion mode“ gemessen. Die Scan-Bandweite fur alle Messungen war 50-1500 m/z. Die

Scan-Frequenz betrug 4 Hz. Pool Proben wurden im Auto-MSMS mode gemessen
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(positiv- und negativ-Modus). Eine interne Kalbibration wurde mit Hilfe der ,,Natrium
Formiat Cluster* und einer ,,Lock mass* (622,0290 m/z) Kalibrierung durchgefiihrt. Die

exakten MS Parameter sind in Anhang XIX als Acquisition Report angegeben.

2.7.9 HPLC-MS Analyse der unpolaren Extraktionsproben

Das prinzipielle Mess-Setup entspricht dem der polaren Extraktionsproben
(2.7.8). Von jeder Probe wurden 2 pl injiziert. Als Qualitatskontrolle diente ein Lipid-
Mix (SPLASH LipidMIX™ Internal Standard, Avanti Polar Lipids, USA), der zu
Beginn, nach 30 Injektionen und am Ende der Messung, gemessen wurde. Aufgrund der
unpolaren Proben wurde eine C8 (Phenomenex Kinetex 1,7 u RP8 100 x2,1 mm) Séule
verwendet. Die Flussrate betrug 300 pl/min. Es wurde ein linearer Gradient gefahren.
Die Saulenofentemperatur lag bei 60 °C. Die mobile Phase setzt sich wie folgt

Zusammen:

Losungsmittel C: Wasser + 20 mM NHs-Formiat

Losungsmittel D: Acetonitril

Start: 75%C/25%D
3 min 45%C/55%C
15 min 34%C/66%D
20 min 75%C/25%D
30 min 75%C/25%D

Es wurde jeweils im positiv und negativ Modus gemessen.

2.7.10 GC-MS Analyse der polaren Extraktionsproben

Zur Analyse der polaren Extraktionsprobe mittels GC-MS wurde 1 ul pro Probe
splitfrei injiziert. Zu Beginn und am Ende einer Messreihe sowie fir alle finf Proben
wurde ein Alkan Mix (Decan, Undecan, Dodecan, Tridecan, Pentadecan, Octadecan,
Nonadecan, Docosan, Pentacosan, Ocatacosan, Dotriacontan, Hexatriacontan) zur

Qualitatskontrolle und Kalibrierung injiziert. Pool-Proben, Blanks und die einzelnen
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Proben wurden wie schon in 2.7.8 beschrieben, randomisiert gemessen. Nach zehn
Messproben wurde zusétzlich ein Waschschritt mit Cyclohexan durchgefiihrt. Die
Analyse fand auf einem ,,Thermo Trace Ultra GC - ITQ900MS GC-MS* (Thermo,
USA) statt. Die verwendete Sdule war eine Phenomenex ZB-5MS Saule 30 m X
0,25mm, 0,25 um Partikelgrole und plus 5m integrierte Vorsdule. Die
Temperaturbedingungen im Injektor waren von 70 °C auf 180 °C bei einer Steigerung
von 14 °C/s eingestellt. Die Saulentemperatur wurde bei einer Initialtemperatur von
70 °C fur eine Minute gestartet und pro Minute um 8 °C auf bis zu 330 °C gesteigert.
Die Heliumdurchflussrate betrug 1,2 ml/min. Es wurde ElektronenstoR3-lonisation (El+)
zur lonisierung der Metaboliten genutzt bei einer Energie von 70 eV und mit einer m/z

Akquisitions Bandbreite von 50 — 600 m/z im ,,full scan mode*.

Tabelle 16: Alkan Zeitstandard (Retentionsindex Kalibrationsmix).

Alkan Einwaage [mg] Finale Konzentration [g/I]
Decan, CioH22 12,5 mg bzw. 17,1 pl 0,5g/L
Dodecan, Ci2Hazs 12,5 mg bzw. 16,7 pl 0,5¢g/L
Pentadecan, CisHs2 12,5 mg bzw. 16,2 pl 0,5g/L
Nonadecan, CigHao 12,5 mg 0,5g/L
Docosan, CxHas 12,5 mg 0,5g/L
Octacosean, CasHss 12,5 mg 0,5g/L
Dotriacontan, CszHes 12,5 mg 0,5g/L
Hexatriacontan, CssHza 12,5 mg 0,5g/L
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2.7.11 GC-MS Analyse der unpolaren Extraktionsproben

Die FAMEs wurden mit dem gleichen Instrumenten-Setup gemessen wie die
polaren Metaboliten. Es wurde je 1 pl Probe einmal ,,splitless* und in einem zweiten
Batch mit einem 1:20 Split gemessen. Zur Kalibration wurde der Alkan Mix wie schon
in 2.7.10 beschrieben eingesetzt. VVon jeder Probe wurde ein Volumen von 1 ul injiziert.
DieTemperaturbedingungen im Injektor waren von 60 °C auf 140 °C bei einer
Steigerung von 20 °C/s. Die Séulentemperatur wurde jeweils um 5 °C/min auf bis zu
325 °C gesteigert. Es wurde Elektronen-lonisation (EI+) zur lonisierung der
Metaboliten genutzt, bei einer Energie von 70 eV und ,,full scan mode* mit einer m/z
Akquisitions Bandbreite von 50-700 m/z. Als Qualitatskontrolle und zur spéteren
Identifikation wurde ein BAME-Mix (Sigma-Aldrich, Deutschland) sowie ein FAME
Mix (Sigma-Aldrich, Deutschland) je am Anfang und am Ende, sowie alle zehn Proben

vermessen.

2.8 Biochemische Methoden

2.8.1 CsrA Expression Protein-Aufreinigung

Zum Nachweis von Protein-RNA Interaktionen wurde CsrA mit einem C-
terminalen Hiss Tag Epitop von pAKH172 exprimiert. Dazu wurde der Vektor in den
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. Zur Expression von CsrA wurden
die Zellen bis zu einer ODesgo ~0,5 in 500 ml DYT Medium (Kanamycin 100 pg/ml)
wachsen gelassen und anschlieend die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM
IPTG fur 5 h bei 18 °C induziert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet
(10 min, 6.000 UpM, 4 °C). Das Zellpellet wurde bei -20°C gelagert. Fur die
Aufreinigung wurde das Zellpellet in 10 ml CsrA Lyse Puffer resuspendiert (20 mM
Imidazole und ,,complete EDTA-free protease Inhibitor cocktail®; Roche, Schweiz). Die
Zellen wurden mittels einer ,,French Press* (G. Heinemann, Deutschland) mit vier
Durchgéngen und einem Druck von 18.000 Psi aufgeschlossen. Mittels Zentrifugation
bei 18.000 x g, 4 °C, 30 min wurden Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand wurde
anschlielend mittels einer Ni-NTA Affinitats-Chromatographie aufgereinigt. Falls nicht
anders angegeben, wurden alle Schritte im Kihlraum bei 4 °C durchgefihrt. Die Séule

wurde mit 10 ml Lyse Puffer dquilibriert. Der Proteintberstand wurde auf die Séule
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geladen und in einem 15 ml Falkon aufgefangen. AnschlieBend wurde die Sdule mit
zweimal 10 ml Waschpuffer gewaschen und die Durchldufe gesammelt. Die Elution
wurde mit sechsmal 500 pl Elutionspuffer durchgefiihrt. Alle Fraktionen wurden in
1,5ml Eppendorfgefalien gesammelt. AnschlieBend wurde die Séaule mit 10 ml
Elutionspuffer gespult und daraufhin in 20 % Ethanol gelagert. Die einzelnen
Elutionsfraktionen wurden anhand eines Bradford Assays (2.8.2) auf ihre
Proteinkonzentration hin untersucht. Die Proteindetektion erfolgte bei 595 nm. Die
Elutionsproben wurden mittels SDS-Page und anschliefender Coomassie-Farbung auf
Reinheit untersucht. Die Probe mit der htchsten Proteinkonzentration wurde tiber Nacht
bei 4 °C gegen ein 1000x Volumen an Lysepuffer dialysiert. Dialysierte Proteine

wurden bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

2.8.2 Bradford Assay

Der Bradford Assay ist eine Standard Methode zur quantitativen Bestimmung
von Proteinen und basiert auf der Farbreaktion von Triphenylmethan Coomassie-
Brillant-Blau G-250 (CBBG) mit Proteinen. CBBG bildet in saurer Losung Komplexe
mit den kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen. In ungebundener Form
liegt das Absorptionsspektrum bei 470 nm, welches sich durch die Komplexbildung auf
595 nm verschiebt und ermdglicht so eine quantitative Bestimmung von Proteinen
anhand einer photometrischen Messung. Zur Kalibrierung wurde eine BSA
Verdinnungsreihe (0, 25, 125, 250, 500, 1.000, 1.500, 2.000 pg/ml) vermessen. Dazu
wurden 5 ul der BSA Proben bzw. der CsrA Probe mit 250 ul Bradford Reagenz fur
5 min bei Raumtemperatur in einer 96-Well Platte inkubiert. Die Proben wurden als
Triplikate photometrisch in einem Sunrise™ Mikrotiterplatten Plattenreader (Tecan,

Schweiz) gemessen.

2.8.3 SDS Page

Die Grollen- bzw. Massentrennung von Proteinen wurde mittels SDS
Polyacrylamid Gelelektrophorese durchgefiihrt (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
Ungefaltete, denaturierte, und zusatzlich partiell negativ geladene Proteine werden
innerhalb eines elektrischen Feldes von der Anode angezogen, hierbei werden sie durch

den Siebeffekt der Polyacrylamidgelmatrix der GroRe nach aufgetrennt. Die

66



Material und Methoden

Denaturierung und die negative Partialladung wurde durch kurzes Aufkochen (10 min,
90 °C) in SDS Probenpuffer induziert. In dieser Studie wurde die SDS-PAGE als
vertikale Elektrophorese im ,,Mini-PROTEAN® tetra Cell System® (Bio-Rad, USA)
durchgefuhrt. Abhdngig von dem Molekulargewicht wurden Trenngele von 10 — 15 %
genutzt. Das Ladegel hatte eine Polyacrylamidkonzentration von 5 %. Kleine Proteine
(z.B. CsrA) wurden mittels Tris-Tricine Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt
(Schagger, 2006).

Tabelle 17: SDS Polyacrylamidelektrophorese

Zusammensetzung Ladegel Trenngel 12 % Trenngel 15 %
Ladegelpuffer 2,5mi

Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml

30 % (w/v) Polyacrylamide 1,1ml 4,0 ml 5ml

ddH:0 6,5 ml 3,5ml 25ml

APS 10 % 50 pl 50 pl 50 pl

TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Tabelle 18: Tris-Tricine SDS Polyacrylamidelektrophorese

Zusammensetzung Ladegel Trenngel 15 %
3 x Gel Puffer 3,1ml 5ml

Glycerol - 1,5mi

30 % (w/v) Polyacrylamid 1,1mi 7,5ml

ddH20 7,6 ml 1,5 ml

APS10 % 150 pl 50 ul

TEMED 15 pl 15 pl

2.8.4 Western-Blot

Ein spezifischer Nachweis bestimmter Proteine wurde mittels Western-Blot und
anschlieBender Immunodetektion durchgefiihrt (Towbin et al., 1979). Nach der SDS-
PAGE wurden die Gele elektrophoretisch auf eine hydrophobe Immobilon®-P PVDF
Membran (Sigma, UK) transferiert und immobilisiert. Die PVDF Membran wurde vor

Gebrauch fur 15 s in 100 % Methanol aktiviert und daraufhin kurz in ddH2O gewaschen
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und anschlieRend fir 5 min in 1x Transfer Puffer inkubiert. Die Membran wurde auf das
Gel gelegt. Zum Feuchthalten wurden jeweils zwei in 1x Transfer Puffer getrankte
,Whatman Paper* (Neolab, Deutschland). auf die Membran bzw. unter das Gel gelegt.
Der Transfer wurde in einem ,,Semi-Dry-Blotter (BioRad, TransBlot SD SemiDry
Transfer Cell) durchgefuhrt. Die Proteine wurden mit einer Stromstarke von 1.5 —
2 mA/cm? fur 30 — 60 min auf die Membran geblottet. Nach dem Blotten wurde die
Membran in Block-Lésung (5% Milchpulver (w/v in TBS) fir 30 min bei
Raumtemperatur oder bei 4 °C lber Nacht inkubiert. Nach dem Blocken erfolgte die
Inkubation mit dem 1. Antikorper (Anti CsrA, 1:5000) in Blocklosung (Tabelle 4) fiir
mindestens 30 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurde die Membran
dreimal fir 10 min mit TBS-T gewaschen und ggf. erneut mit dem 2. Antikorper (Anti
rabbit, 1:2000) in Blockldsung inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten in TBS-T
erfolgte die Immunodetektion mit dem ,,Western Lightning ECL 1I kit* (Perkin Elmer,
USA) und anschlieBender Dokumentation mit dem ChemiDoc XR+ System (Bio-Rad,
USA). Die Immunodetektion basiert auf der an dem zweiten Antikorper gekoppelten
Meerrettich-Peroxidase (HRP).

2.8.5 Coomassie-Farbung von Proteinen nach SDS-PAGE

Zur qualitativen Analyse wurden Proteine nach der SDS-PAGE ggf. mittels des
Farbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau angeféarbt. Dazu wurden die Gele in Coomassie
Arbeitslosung (Coomassie-Brillant-Blau G250 20 % (v/v), Isopropanol 10 % (v/v),
Essigsaure 10 % (v/v)) Uber Nacht auf einem Schitteltisch bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Gele wurden nach der Inkubation dreimal mit Wasser gewaschen.

2.8.6 RNA EMSA

Der ,,CsrA-Bandshift“ Assay ist ein Verfahren zum Nachweis von direkter
Protein RNA — Interaktion. Durch das Binden von CsrA an Sequenzen in der 5’UTR der
Test-RNA lasst sich mit elektrophoretischer Auftrennung ein ,,Bandenshift®
nachweisen, der umso starker ist, je hoher die eingesetzte Proteinkonzentration gewéhlt
wurde. Zur Amplifikation der Testsequenzen wurden die Primer (Tabelle 9) sowie
chromosomale DNA von E. coli O127:H6 gewahlt. Das PCR Produkt wurde mittels

PCR- ,,Clean up Kit*“ gereinigt und aufkonzentriert und anschlieend fiir die ,,in vitro*
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Transkription genutzt. Die RNA wurde mit Hilfe des ,, TranscriptionAid T7 High Yield
Transcription Kit* (Fermentas, USA) generiert (2.3.4) und anschlieend mit Biotin am
5’Ende markiert (2.3.5). Fur die Bindungsreaktion von RNA und CsrA wurden 2 nM
Biotin-markierte RNA und unterschiedliche Konzentrationen von CsrA (0; 2,5; 5; 10;
25; 5; 100 [nM] finale Konzentration) fir 20 min auf Eis inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde HNS-RNA (AG Molekulare Mikrobiologie, HZI) in einer
Konzentration von 2 nM zugesetzt. Die RNA und die jeweilige Konzentration an CsrA
wurden in einem finalen Volumen von 10 ul in CsrA ,,Bandshift Puffer* angesetzt. Der

komplette Ansatz wurde auf ein TBE Gel (2.8.7) geladen.

Test-RNA 2,5 ul
CsrA 5ul
HNS-RNA 2,5 ul (Negativkontrolle)

Als Positivkontrolle wurde RovC (AG Molekulare Mikrobiologie, HZI) markierte RNA

bei einer CsrA Konzentration von 0 und 100 nM verwendet.

2.8.7 TBE - Gel (RNA EMSA)

Zur Auftrennung der EMSA Proben wurde ein TBE-Gel verwendet. Die

Zusammensetzung des Gels war folgende:

ddH20 8 ml

40 % Polyacrylamid 1ml
10x (TBE) 1ml
TEMED 10 pl
10 % APS 100 pl

Ein Gel-Vorlauf wurde fir 15-20 min bei 90 V durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die
Proben geladen und das Gel fur 45-60 min bei 80 V mit einmal TBE als Laufpuffer
laufen gelassen. AnschlieBend erfolgte ein ,,Semi Dry Blot* (30 min, 20 V). Die RNA

wurde auf der Nylonmembran (Roche, Schweiz) durch ,,Crosslinken* (Stratalinker®,
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Stratagene, USA) bei 120.000 uJ fixiert. Im Anschluss daran erfolgte die
Membranentwicklung mittels ,,Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module Kit”

(Fisher Scientific).

2.8.8 Detektion Biotin-markierter RNASs

Die Membranentwicklung erfolgte mittels ,,Chemiluminescent Nucleic Acid
Detection Module Kit” (Thermo Scientific) mit allen zugehorigen Puffern und
Losungen. Alle Inkubationsschritte erfolgten in einem 50 ml Falcon auf einem
Rollinkubator bei Raumtemperatur. Aufgrund der geringen Volumina wurden die Puffer
nach jedem Inkubationsschritt mittels Pipette vollstandig entfernt. 5 ml der Blocklsung
sowie 20 ml Waschpuffer wurden vor dem Gebrauch in einem Wasserbad (~ 30 °C)
vorgewdarmt, um das enthaltende SDS zu l6sen. UV-fixierte Membranen wurden fir
15min in 5ml Blockpuffer inkubiert. AnschlieBend wurde Streptavidin-HRP
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:300 zugegeben und erneut fiir 15 min inkubiert.
Die Membran wurde viermal mit 5 ml 1x Waschpuffer gewaschen und daraufhin mit
5 ml Equilibrations Puffer equilibriert. Die Membran wurde in 1 ml Chemiluminescent
Substrat Arbeitslosung (500 pl ,,Luminol/Enhancer* Losung + 500 ul ,,Stable Peroxide*
Losung) entwickelt. Die Detektion der RNA erfolgte in einem ChemiDoc™ XRS+
»Imaging System® (Bio-Rad, USA).

2.8.9 Urea-TBE-Gel zur Trennung von RNA Fragmenten

Zur Analyse der RNAs nach der ,,in vitro* Transkription wurde 500 ng — 1 ug
RNA auf ein 8 % TBE-Urea Gel geladen:

Harnstoff (6M) 4249
10 x TBE 1ml
40 % Polyacrylamid 2 mi
10 % APS 30 pl
TEMED 10 pl
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Die Auftrennung erfolgte bei 150V fur 60 min. Das Gel wurde in einem
Ethidiumbromidbad gefarbt und anschlieBend in einer ChemiDoc™ XRS+ ,,Imaging
System* (Bio-Rad, USA) detektiert.

2.8.10 Isolation von Kolansaure

Kolanséure oder M-Antigen ist ein Bestandteil der Exopolysaccharidmatrix und
charakteristisch fiir pathogene E. coli Stdimme. Verstarkte Produktion von Kolanséure
schutzt die Zelle in einer sauren Umgebung, indem sich die Kolansédure wie eine
schiitzende Kapsel um die Zelle legt. Zur Isolation der Kolansdure (Bergmaier et al.,
2001) wurden 50 ml einer Ubernachtkultur fiir 15 min bei 100 °C erhitzt und somit die
Proteinbestandteile der Zelle denaturiert. Die Zellsuspension wurde anschlieend fur
30 min bei 11.000 x g, 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. 40 ml des Uberstandes wurden mit
dem dreifachen Volumen Ethanol (4 °C) prazipitiert und anschlieBend fiir 12 h bei 4 °C
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Suspension fir 30 min bei 11.000
X g, 4 °C zentrifugiert und das erhaltene Pellet in 5 ml ddH.O geldst. AnschlieRend
wurde die Losung in einer Dialysekassette (MWCO 3500 Da, Thermo Fisher Scientific)
fir 48 h gegen ddH-O dialysiert. Nach dem Dialyseschritt wurde das Dialysat in einer
Vakuumzentrifuge bei 4 °C ber Nacht eingedampft. Polypeptide, die nicht durch die
Dialyse entfernt werden konnten, wurden durch anschlieBende Zugabe von 5 ml 10 %
(v/v) Trichloressigsdure prézipitiert und anschlieBend durch erneute Dialyse gegen
ddH.O fur finf Tage entfernt. Die erhaltene Kolansédure wurde anschlieRend

eingedampft und final in 1 ml ddH.O gelost.

2.8.11 Quantitative Bestimmung der Kolanséaure

Die Quantifizierung der Kolansdure basiert auf der photometrischen Detektion
von Fucose (6-deoxy-Hexose) (Dische and Shettles, 1951). Fucose ist ein Zucker, der in
Bakterien ausschlielich als Bestandteil der Kolansdure vorkommt und nicht durch
Dialyse entfernt werden kann. 10 — 100 pl der Kolansdure- Proben wurden in 1 ml
ddH2O und mit 4,5ml Schwefelsdure (6:1, v/v) gemischt. Die Proben wurden
anschlieBend fir 20 min bei 100 °C inkubiert und daraufhin auf Raumtemperatur

abgekihlt. Eine Normalisierung fur die unspezifische Farbreaktion wurde wie folgt
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durchgefuhrt. Die Extinktion wurde flr jede Probe bei einer Wellenldnge von 396 nm
und 427 nm (Kontrollprobe) und nach der Zugabe von 100 pl Cystein-Hydrochlorid
(Cysteinprobe) in einem Spektralphotometer gemessen. Die Extinktion der
Kontrollprobe wurde von der Extinktion der Cysteinprobe subtrahiert (AAsgs, AA427).
Die Differenz von AAsss-AAs27 der Proben wurde gegen eine Standardkurve von Fucose
(5-100 pg/ml) korreliert.

2.8.12 Quantitative Bestimmung der mikrobiellen Exopolysaccharide (EPS)

Die quantitative Bestimmung der EPS (Mendrygal and Gonzalez, 2000) wurde
wie folgt durchgefihrt. Die E. coli Teststimme wurden tber Nacht auf einer Agarplatte
bei 37 °C inkubiert. 60 mg Bakterienmasse wurden mittels Drigalskispatel vorsichtig
von der Platte entnommen und in 1 ml ddH2O resuspendiert. Anschliefend wurde die
ODeoo der Zellsuspension bestimmt und die Probe fir 10 min bei 100 °C in einem
Heizblock inkubiert, um etwaige Enzymaktivitaten zu unterbinden. Die Proben wurden
daraufhin fur 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Fir den folgenden Assay wurde
ausschlieBlich der Uberstand verwendet. 400 pl jeder Probe wurden mit 100 pl frisch
angesetzter Anthron-Ldsung 2 % in Ethylacetat vermischt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ml konzentrierter Schwefelsaure gestartet. Nach Ablauf der Reaktion und
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 620 nm
mit einem Spektrophotometer (Eppendorf, Biophotometer) gemessen. Als ,,Proxy* fiir
die EPS Menge wurde der Extinktionswert gegen eine Glucose Kalibrationskurve (10 —

100 pg/ml) korreliert und gegen die ODeoo der Zelldichte normalisiert.
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2.9 Elektronenmikroskopie

Probenvorbereitung und Mikroskopie von E.coli O127:H6 und der Acsrd
Deletionsmutante wurden von Manfred Rohde (Zentrale Einheit fur Mikroskopie, HZI)

durchgefiihrt.

2.9.1 Rasterelektronenmikroskopie

Ubernachtkulturen der Proben wurden mit 2 % Glutaraldehyd und 5 %
Formaldehyd in HEPES Puffer (0,1 M HEPES, 0,09 M Sucrose, 10 mM CacCl,, 10 mM
MgCl,, pH 6,9) bei 7 °C ber Nacht fixiert. Objektrdger mit einem Durchmesser von
12 mm wurden fur 5 min mit Poly-L-Lysin Lésung (Sigma, Munchen) beschichtet und
anschlieBend mit ddH>O gewaschen und an der Luft getrocknet. Auf die Objekttrager
wurden 50 ul der fixierten Proben aufgetragen und fur 10 min inkubiert. Anschlie3end
wurde erneut in 1% Glutaraldehyd in TE Puffer fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und direkt nach der Inkubationszeit mit TE Puffer gewaschen. Die Proben
wurden im Anschluss daran in einem Aceton Bad (Aceton 10,30, 50, 70, 90 100 %) fiir
je 10 min dehydratisiert. Die Dehydratisierung wurde fir jeden Schritt auf Eis
durchgefihrt. Anschlielend wurden die Proben in flissigem CO. uberkritisch
getrocknet (CDP 300 Leica, Wetzlar). Die getrockneten Proben wurden danach mit
einem Gold-Palladium Film durch Kathodenzerstaubung beschichtet (SCD 500 Bal-
Tec, Balzers, Liechtenstein). Die mikroskopische Untersuchung wurde in einem Zeiss-
Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop von Merlin (Oberkochen) unter Verwendung
des Everhart Thornley SE-Detektors und des Inlens SE-Detektors im Verhaltnis 50:50
mit einer Beschleunigungsspannung von 5 kVF durchgefiihrt. Der Kontrast und die

Helligkeit der Abbildungen wurde mit Adope Photoshop C5 adjustiert.
HEPES Puffer: 0,1 M HEPES, 0,09 M Sucrose, 10 mM CaClz, 10 mM MgCly,
pH 6,9)

TE Puffer: 10 mM Tris-HCL (pH 8,0), 1 mM EDTA
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2.9.2 Negativ Farbung

Dinne Kohlenstofftragerfilme wurden durch Sublimation von Kohlenstoff auf
einer frisch gespaltene Glimmeroberflache hergestellt. Bakterien wurden mit 1 % (w/v.)
wassrigem Uranylacetat, pH 5,0, nach dem Verfahren von (Valentine et al., 1968)
negativ gefarbt. Die Proben wurden mit 300 Mesh-Kupfergittern gesammelt, mit TE-
Puffer und mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlielend luftgetrocknet. Die
Proben wurden in einem Transmissionselektronenmikroskop TEM 910 (Carl Zeiss,
Oberkochen) bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV untersucht. Bei
kalibrierten VergrofRerungen wurden die Bilder mittels Linienreplik aufgenommen. Die
Bilder wurden mit einer ,,Slow-Scan-CCD-Kamera“ (ProScan, 1024 x 1024,
Scheuring,) mit ITEM-Software (Olympus Soft Imaging Solutions, Mainster)
digitalisiert.

TE-Puffer (20 mM TRIS, 2 mM EDTA, pH 6,9)

2.10 Statistische Methoden und Auswertung

2.10.1 Metabolom Datenprozessierung LC-MS mit XCMSonline

Die Rohdaten wurden mit der Bruker-eigenen Exportsoftware als mzXML.data
exportiert und auf XCMSonline analysiert [https://xcmsonline.scripps.edu/]. Es
wurden Standardparameter von XCMS-online verwendet, falls nicht anders angeben.
Die ,Feature Detektion® wurde anhand des ,,CentWave* Algorithmus mit einer
Maximaltoleranz von 5 ppm m/z Abweichung zwischen den ,,Scans® durchgefiihrt. Die
Retentionszeit-Korrektur wurde mit dem ,,Obiwarp™ Algorithmus (1 m/z stufenweise)

durchgefihrt. Die genauen XCMSonline Parameter sind in Tabelle 19 angeben:
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Tabelle 19: XCMS-online Parameter

Feature Detektion Wert Beschreibung
(cent wave)
ppm 10 Maximal tolerierte m/z Abweichung in
aufeinanderfolgenden Scans
Minimale Peakweite 10,9 Minimum Peakweite (Chromatogramm) in s
Maximale Peakweite 31,12 Maximum Peakweite (Chromatogramm) in s

Retentionszeitkorrektur

(obiwarp)

,profStep* 1 Stufenweise (in m/z) zur Profilgenerierung
ausgehend von den Rohdaten

Alignment

Feature-Detektion Wert Beschreibung

bw 5 zuldssige Abweichungen in der Retentionszeit in
S.

Minfrac 1 Mindestfraktion von Proben, die in mindestens
einer der Probengruppen notwendig ist, damit sie
eine gultige Gruppe darstellt.

mzwid 0,026 Breite Uberlappender m / z-Schichten, die zum

Erstellen von Chromatogrammen mit Peak-Dichte
und zum Gruppieren von Peaks Uber Proben
hinweg verwendet werden.

2.10.2 Annotation der LC-Daten

Statistisch signifikant regulierte ,,Features® wurden mit Hilfe der METLIN
Metaboliten Datenbank (Smith et al., 2005) sowie der E. coli Metabolom (Guo et al.,
2013) Datenbank abgeglichen. Die Identifizierung wurde durch den Abgleich der m/z,
der Retentionszeit sowie der MS/MS Fragmentierung gegen eine Metabolitenbibliothek
(HZ1, Abteilung chemische Biologie) durchgefihrt. Die CBIO Metabolitenbibliothek
umfasst 587 Metabolite, die als reine Standards auf demselben System unter gleichen
Bedingungen vermessen wurden. Dies ermoglicht einen direkten Abgleich mit der
Retentionszeit und dem MS2 Spektrum. Metaboliten, die nicht in der Bibliothek

vermessen wurden, wurden vorlaufig durch Abgleich der genauen Masse und der
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MS/MS Fragmentierung mit online-Bibliotheken abgeglichen. Theoretische MS/MS
Fragmentierungen wurden mit ,,MetFrag™ generiert (Ruttkies et al., 2016; Wolf et al.,
2010).

2.10.3 Datenanalyse mit XCMS package (R-basiert)

Die Parameter wurden fiir die Lipidomanalyse optimiert. Die Lipid-Metabolom-
daten (exportiert als .mzXML) wurden mit Hilfe des ,,XCMS package* (Johannes
Rainer, DOI: 10.18129/B9.bioc.xcms) ausgewertet. Falls nicht anders angeben, wurden
die Standardparameter genutzt. Die ,,Peak Detektion” wurde mit Hilfe des ,,centWave*
Algorithmus durchgefuhrt und die Parameter an das Datenset angepasst. Die Korrektur
der Retentionszeiten wurde mit dem ,,Obiwarp* Algorithmus durchgefiihrt. Die genauen

Parameter sind in Tabelle 20 gelistet:

Tabelle 20: XCMS Packet Parameter:

Feature Detektion Wert Beschreibung

(cent wave)

ppm 10 Maximal tolerierte m/z Abweichung in
aufeinanderfolgenden Scans

Minimale Peakweite 20 Minimum Peakweite (Chromatogramm) in s

Maximale Peakweite 80 Maximum Peakweite (Chromatogramm) in s

Noise 100 Noise Filter

Signal zu Noise Threshold 100 Schwelle des Verhéltnisses Signal zu Noise

mzdiff 0.0155 m/z Differenz

prefilter 3, 1000 Massenspuren werden nur beriicksichtigt,

wenn sie mindestens drei Peaks mit einer
Intensitat von 1000 beinhalten

Retentionszeitkorrektur

(obiwarp)

,»profStep* 1 Stufenweise (in m/z) zur Profilgenerierung
ausgehend von den Rohdaten

,centerSample* Pool Probe Die Proben wurden anhand einer Poo-I probe
ausgerichtet

Alignment
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bw 10 Zuléssige Abweichungen in der
Retentionszeit in s.

Minfrac 0.4 Mindestfraktion von Proben, die in
mindestens einer der Probengruppen
notwendig ist, damit sie eine gultige Gruppe
darstellt.

mzwid 0,026 Breite Uberlappender m/ z-Schichten, die zum
Erstellen von Chromatogrammen mit Peak-
Dichte und zum Gruppieren von Peaks (iber
Proben hinweg verwendet werden.

2.10.4 Datenanalyse der GC-Proben mit ,,Metabolite Detektor

Die Rohdaten der GC-MS Analyse wurde mit der Software ,,Excalibur®
(Thermo Fischer, USA) als netCDF exportiert. Die Prozessierung der Daten wurde mit
der ,,MetaboliteDetector Software* durchgefiihrt (Hiller et al., 2009). Die Software
dekonvolutioniert automatisch alle Massenspektren der Chromatogramme und
berechnet die Retentionszeiten unter Zuhilfenahme eines Retentionsindex (RI) der

genutzten Alkan Kalibrierlosung (Formel 2).

Formel 2:

log(t;) — log(tx)> Fx]

M =100 - [(y — x) -
RI 100 - [(y —x) <10g(ty)—log(tx)

RIM = Retentionsindex im Temperaturgradient

x = Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans, die vor dem Analyten eluieren
y = Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans, die nach dem Analyten eluieren
t = Retentionszeit des Analyten

ti = Retentionszeit des Alkans, das vor dem Analyten eluiert

ty = Retentionszeit des Alkans, das nach dem Analyten eluiert

Zur weiteren Kalibrierung wurde Ribitol (Rl =1727.1) als interner Standard

genutzt. Die Metaboliten wurden automatisch anhand der Spektren sowie der
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kalibrierten Retentionszeiten mit einer GC-MS Spektren Bibliothek (MD-Library
2014-03-31) identifiziert (Hiller et al., 2009).

Zur Reduzierung der Nullwerte (durch Metaboliten in niedriger Konzentration) wurde
zusiatzlich ein ,,extended single ion chromatogram scan® durchgefiihrt. Die gewihlte
maximale Rl Abweichung betrug funf Einheiten. Die Normalisierung der Daten wurde
anhand des zuvor bestimmten Zelltrockengewichts, der genauen Ernte-OD sowie
anhand des internen Standard Ribitol normalisiert. Alle methoxamierten und silylierten
Derivate wurden zu einem Metaboliten mit Hilfe von ,,itool* (Phyton/MySQL Script flr
GC-MS Daten, summiert die Analyten jedes Metaboliten und berechnet die Mittelwerte
und Fehlerwerte fir jede Probengruppe und jeden Metaboliten, bereitgestellt von AG

Schomburg, TU-BS) zusammengefasst.

2.10.5 Statistische Datenanalyse der Metabolomdaten

Metabolomik und Transkriptomik sind als typische ,,omics-Studien* stark von
einer sinnvoll angepassten, statistischen Bewertung der Messwerte abhangig, da die
Probenanzahl aufgrund des aufwendigen experimentellen Aufbaus sehr eingeschrankt
ist. Der Signifikanztest wurde nach Welch (Bonett and Price, 2002) als
Zweistichproben-t-Test fur kleine Probengruppe berechnet. Die t-Test Korrektur wurde
anhand der ,,False Discovery Rate® Korrektur nach Benjamini-Hochberg (Benjamini
and Hochberg, 1995) durchgefihrt. Ein korrigierter p-value < 0,05 wurde als signifikant
definiert. Die Featureliste wurde anhand des p-Values sowie einer maximalen
prozentualen Abweichung des Standardfehlers von 20 % innerhalb einer Probengruppe
zwischen den Replikaten gefiltert. Der ,,fold change* gibt die quantitative Veranderung
zwischen zwei Bedingungen an. Dabei wurde die Acsr4 Mutante bzw. csrA
Uberexpressionsmutante gegen den Wildtyp als Referenz verglichen und die Ratio
berechnet. Fir rechneriche fold changes < 1 (negative Regulation) wurde der negative
Kehrwert berechnet, um eine vereinheitliche Skalierung fir die Regulationsrichtung zu
erhalten (Formel 3). Eine log. Transformation wurde aufgrund der niedrigeren fold

changes in Metabolom Ansétzen nicht durchgefihrt.
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Formel 3: Berechnung der fold changes:

Postive Regulation: Wert in Acsr4A > WT

AcsrA
fold change (AcsrA: Wildtyp) = WT

Negative Regulation: Wert in Acsrd < WT

AcsrA
fold change (AcsrA: Wildtyp) = W (-1

Identifizierte Metaboliten wurden als signifikant reguliert definiert, wenn der
,»fold change* |fc| > 1,5 und der korrigierte p-value < 0,05 betrug. Der Datensatz wurde
zuvor auf die optische Dichte der Proben zum Erntezeitpunkt, der Trockenmasse und

der verwendeten internen Standards normalisiert.

2.10.6 Readmapping, Bioinformatik und Statistik von Transkriptomdaten

Die statistische Analyse der Transkriptomdaten wurde von Michael Beckstette
(Abteilung Molekulare Mikrobiologie, HZI) durchgefiihrt.

Qualitatskontrollierte Bibliotheken wurden auf das Genom des E. coli-Stammes
E2348/69 (Acc: chr: FM180568.1, Plasmid pE2348-2: FM18070.1, Plasmid pMAR?2:
FM180569.1) unter Verwendung von Bowtie2 (Version 2.2.3) (Langmead and
Salzberg, 2012) mit voreingestellter Parametrisierung abgebildet. Nach dem
Lesemapping wurde SAMtools (Li et al.,, 2009) verwendet, um die resultierenden
BAM-Dateien nur auf eindeutig zugeordnete Lesevorgange (beide Strange) zu filtern.
Lesevorgange wurden als eindeutig zugeordnete Lesevorgange mit einem eindeutigen
genomischen Standort Klassifiziert, und zwar nur dann, wenn sie nicht an einen anderen
Speicherort mit einer hoheren oder gleichen Mappingqualitdt ausgerichtet werden
konnten. Die resultierenden Bam-Dateien bildeten die Grundlage fur alle weiteren
nachgelagerten Analysen. Detaillierte Mapping-Statistiken sind im Anhang IX
hinterlegt. Mit annotierten Genen ausgerichtete ,,Reads* wurden mit dem htseg-count-
Programm (Anders et al., 2015) im Union-Modus unter Verwendung der 6ffentlichen
NCBI-Gen-Annotationen fur den E. coli-Stamm E2348/69 (Kanehisa et al., 2017)
quantifiziert. Die ermittelten eindeutig abgebildeten Lesezahlen dienten als Eingabe fir
DESeq2 (Anders and Huber, 2010) zum paarweisen Nachweis und zur Quantifizierung

der differentiellen Genexpression. Flr die DESeq2-Parametrisierung wurde ein ,,Beta-
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Prior verwendet und die Filterung der ,,cook-distance” deaktiviert. Alle anderen
Parameter blieben unverandert. Die Liste der DESeq2-ermittelten differentiell
exprimierten Gene (DEGs) wurde mit einem konservativen absoluten logs,,fold change-
cutoff von mindestens 2 und einem Cutoff fir einen mehrfach getesteten p-Wert von
hochstens 0,05 gefiltert. Listen von differenziell exprimierten Genen wurden mit
Pfadinformationen aus der KEGG-Datenbank versehen. FASTQ-Dateien aller
verwendeten Bibliotheken werden im Data Repository GEO mit der Zugangsnummer
GSE103415 hinterlegt. Die Ergebnisse der vergleichenden Transkriptom-Analyse sind
in Anhang I+11 hinterlegt.
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3 Ergebnisse

CsrA ist ein hoch-konservierter, globaler Regulator, der einen Einfluss auf eine
Vielzahl von Stoffwechselwegen in Bakterien hat. Durch die Kombination einer
Metabolom- und Transkriptomstudie konnte ein umfassendes Bild auf die direkten und
indirekten Effekte von CsrA abgebildet werden. Erganzende Experimente gaben
Einsicht auf die phanotypischen Effekte, die eine CsrA Deletion auf den
enteropathogenen Escherichia coli E2348/69 O127:H6 Stamm hat.

3.1 CsrA beeinflusst den Wachstumsphanotyp von E2348/69

CsrA wurde erstmals mittels eines ,,Transposon-Mutagenese Screens entdeckt.
Die csrA Mutanten hatten pleiotrope Effekte auf Gene, die im Zusammenhang mit dem
Kohlenstoff - Stoffwechsel, Motilitat, Biofilmbildung sowie dem Phéanotyp stehen
(Vakulskas et al., 2015). In friheren Studien konnten zeigen, dass CsrA Mutanten
verschiedener Bakterienspezies z.b. E.coli K-12 Stamme (Timmermans and Van
Melderen, 2009) eine verminderte Generationszeit in Wachstumsmedien aufzeigten.
Um zu Uberprifen, ob dies auch fur den enteropathogenen E.coli Stamm EPEC
E2348/69 0127:H6  zutrifft, wurden Wachstumskurven in  verschiedenen
Minimalmedien aufgenommen (Tabelle 21). Der EPEC Wildtyp erreichte im MOPS
Minimalmedium die kirzeste Verdopplungszeit mit ca. 32 min. Im M9 Minimalmedium
mit 0,2 % Casaminoacids verldngerte sich die Verdopplungszeit auf fast 65 min,
wohingegen die Trockenmasse sich nicht signifikant zwischen den Wachstumsmedien
unterschied. Die AcsrA Mutante hat eine generell reduzierte Teilungsrate in den
getesteten Minimalmedien im Vergleich zum Wildtyp. Im MOPS Minimalmedium
betrug die Verdopplungszeit ca. 66 min bzw. im M9 Minimalmedium ca. 95 min. Die
Trockenmasse der Acsr4 Mutante ist ca. 11 — 16 % niedriger als die Trockenmasse des
E2348/69 Wildtyps in den getesteten Wachstumsmedien (Tabelle 21 und Abbildung
14). Das Wachstumsverhalten der EPEC Acsr4 Mutante deckt sich damit mit den
Literaturquellen (Timmermans and Van Melderen, 2009, Vakulskas et al., 2015). Ein
verminderter Wachstumsphénotyp einer csrA Deletionsmutante ist fir die meisten
Enterobakterien beschrieben. Im Gegensatz zu der E. coli K12- Mutante (Timmermans
and Van Melderen, 2009) ist eine komplette Deletion von csrA in EPEC allerdings vital.
Somit ist CsrA fiir EPEC nicht zum Uberleben essentiell.
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Tabelle 21: Wachstum des EPEC Wildtyps bzw. der AcsrA Mutante in verschiedenen
Wachstumsmedien.

Stamm Medium u[hh ta [min] Trockenmasse
[mg]*

E2348/69 MOPS 0,2 % CA 1,26 + 0,036 32,3+0,8 294,24 + 23,38
Wildtyp

E2348/69 M9 0,02 % CA 0,66 + 0,042 64,7+ 3,1 305,34 + 29,44
Wildtyp

E2348/69 MOPS 0,2 % CA 0,66 + 0,024 65,7+2,7 263,76 = 0,01
AcsrA

E2348/69 M9 0,02 % CA 0,042 + 0,054 95,1+5,2 258,59 + 7,38
AcsrA

OD600

oO+——7+—"77T7T—— T T T T T T T

I
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
mg/|

Abbildung 14: Trockenmasse - optische Dichte-Korrelation der AcsrA Mutante (rot), des
E2348/69 Wildtyps (blau) sowie der csrA Uberexpressionsmutante (griin). Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der OD-Trockenmassekorrelation fir den Wildtyp zur
Uberexpressionsmutante festgestellt werden. Die AcsrA Mutante hatte im Vergleich zum
Wildtyp ca. 11 — 16 % weniger Zelltrockenmasse bei der entsprechenden optischen
Dichte. (*Die Trockenmasse ist auf [mg] fur 1 | Kulturvolumen bei einer ODegyp von 1
berechnet und angegeben).
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3.2 Virulenzgenexpression ist abhangig von den Wachstumsbedingungen

Enteropathogene  E.coli sind  weltweit  h&ufig  Verursacher  von
Durchfallerkrankungen und daher als Modellorganismen flr enterobakterielle
Infektionen sehr wichtig. Die Pathogenese von EPEC ist abhangig von der Bildung von
Mikrolésionen, die durch die Anheftung von EPEC an die Wirtszelle, mit Hilfe des
»Bundle forming pilus“ und der anschlieBenden Sekretion von Effektorproteinen in die
Wirtszelle via eines Typ Il Sekretionssystems entstehen. Die Mikrolasionen sind eine
direkte Folge von Tyrosin-Phosphorylierungsreaktionen und Signaltransduktions-
kaskaden, die durch die Virulenzeffektoren ausgeldst werden. Die stark regulierten
Virulenzgene liegen zum Grofteil auf Pathogenitatsinseln (Clarke et al., 2003). Die
Expression der Virulenzgene ist stark reguliert und von den Wachstumsbedingungen
abhangig. In einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass Ammoniumchlorid die
Sekretion des T3SS im M9 Medium inhibiert (Kenny et al., 1997). Da wir die
Auswirkung der CsrA Deletion auf das Metabolom und Transkriptom unter Virulenz-
induzierten Bedingungen untersuchen wollten, wurde das M9 Medium fir diese
Bedingungen optimiert. Als Proxy flr die Expression von EPEC Virulenzgenen wurde
der EPEC E2348/69 Stamm mit einer genomischen Tir-Bla Fusion (Tir Rezeptor
fusioniert an B-Lactamase) verwendet (Mills et al., 2007).

Die Virulenzgenexpression in EPEC ist vor allem abha&ngig von einer niedrigen
Konzentration von Ammoniumchlorid im Medium (Abbildung 15). Zusatzlich wurden
die Konzentrationen von Calciumchlorid angepasst, da in dem nah verwandten
enterohdmorrhagischen E.coli Stamm EHEC ein Zusammenhang zwischen
Virulenzgenexpression und der Calciumchlorid-Konzentration im Medium gezeigt
werden konnte (Abe et al., 2002). Eisennitrat ist die primére Eisenquelle in DMEM und
wurde deshalb zusétzlich zu dem modifizierten M9 Medium zugegeben. Durch die
zusatzliche Zugabe von Hydrogencarbonat wird die nattrliche Umgebung von EPEC im
Dinndarm nachgebildet, da der Verdauungssaft nach der Magenpassage durch Carbonat
im Diinndarm neutralisiert wird. Starke Expression der ,, Tir-Bla Fusion* konnte auch
bei volliger Abwesenheit von Ammonium im Wachstumsmedium nachgewiesen
werden (Abbildung 15, Tasche 13 und 15). Allerdings war das Wachstum unter diesen
Bedingungen sehr gering, weshalb ein Wachstumsmedium ohne Ammonium fir die

Metabolomanalyse ungeeignet ist.
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Es konnte keine Expression der ,,Tir-Bla Fusion* im Standard M9 Medium sowie im
SOB Vollmedium detektiert werden (Abbildung 16). Als Positivkontrolle fur die
Virulenzgenexpression diente das DMEM Medium (aerob oder unter mikroaeroben
Bedingungen, 5% CO). Die starkste Expression wurde unter mikroaeroben
Bedingungen in DMEM erreicht. Das modifizierte M9-Medium mit reduzierter
Ammoniumchlorid-Konzentration, supplementierten Casaminosduren und
Phosphat/Carbonat Puffer erreichte eine ahnlich hohe Signalstarke im Western-Blot wie
im DMEM Medium unter aeroben Bedingungen. Die genaue Zusammensetzung des
Virulenz-optimierten M9 Medium ist in Sektion 2.1.3 beschrieben. Die
Wachstumsbedingungen des modifizierten M9 Mediums bilden die Bedingungen im
natlrlichen Habitat von EPEC nach (Carbonat Puffer, hohe Aminoséauren-
Konzentration, wenig Ammonium). Dabei ist die Grundlage als Minimalmedium ein
Kompromiss zwischen Virulenz-optimierten Wachstumsbedingungen und mdglichst

definierter Zusammensetzung des Wachstumsmediums fiir Metabolomstudien.

s [Tir-bla 120 kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Abbildung 15: Verschiedene Testbedingungen zur Virulenzgenexpression. Es wurden die
Konzentrationen von FeNO3s, NH4Cl, CaCl; entsprechend der Tabelle 7 angepasst, um die
optimalen Bedingungen fiir die Virulenzgenexpression in EPEC zu finden. Der ,,pre-
stained”“ Marker (Tasche 8) wurde nachtraglich in das Gel Bild eingefiigt (Banden ~ 180
kDa, ~130 kDa, ~100 kDa; Page Ruler, Thermo Scientific). Die GroRe des Tir Bla
Fusionsproteins betragt 120 kDa. Negativkontrollen: Tasche 1 M9 Medium Tasche 6 LB,
Positivkontrollen: Tasche 2 DMEM (aerob), Tasche 14 DMEM (5% CO,). Die
Zusammensetzung der Testmedien (Tasche 3-5,7,9, 10-13,15) sind in Tabelle 22
angegeben)
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Tabelle 22: Zusammensetzung des modifizierten M9 Mediums (2.1.3). Die angegebenen
Konzentrationen in [mM] wurden modifiziert, um die optimalen Virulenz-Gen-
expressionsbedingungen anhand der Tir-Bla Fusion zu finden. Die Expression der Tir-Bla
Fusion ist abhéngig von einer niedrigen Konzentration von NH4CIl. Die
Zusammensetzung von Tasche 9 entspricht der finalen Konzentration des modifizierten
M9 Mediums.

Tasche 3 4 5 7 9 10 11 12 13 15
NH.CI 0.1 1 06 ; 1 ; 1 1 - -
[mM]
CaCl2 0,6 0,6 0,25 0,25 0,6 0,6 1 0,25 0,3 0,3
[mM]
FeNOs 0,25 0,25 10 10 0,025 0,5 0,025 0,6 0,025 0,025
[mM]
HCOs - - ; ; 44 ; - - - 44
[mM]-
> \CS)W
3 fo &
& oy W
SO T 5
Tir-Bla — —

Abbildung 16: CsrA und Tir-Bla Expression in verschiedenen Wachstumsmedien:
Western-Blot der Tir-R-lactamase (Tir-Bla) Fusion aus dem Zelllysat unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen bei einer Ernte-ODgeo = 1. Zelllysat von EPEC (DMEM,
microaerob) wurde als Positivkontrolle verwendet.

3.3 ,Untargeted* Metabolom und Transkriptom Ansatz

Um einen globalen Uberblick auf den Einfluss des CsrA Regulons auf den
bakteriellen Metabolismus und die Genexpression zu bekommen, wurde eine
kombinierte ,,untargeted” Metabolom- und Transkriptomstudie durchgefiihrt. Da EPEC
unter Standard-Wachstumsbedingungen keine Virulenzfaktoren exprimiert, wurde das
entsprechende Wachstumsmedium fiir die Analyse auf Virulenzgenexpression optimiert
(siehe 3.2). Durch die Kombination von drei unterschiedlichen Analyseansatzen,
Hochdruckflussigchromatographie-Massenspektrometrie (HPLC-MS) mit positiver oder
negativer lonisierung sowie Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) war

es moglich 159 Metaboliten zu identifizieren (Anhang 111). Die Proben fur die
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Metabolomanalysen (GC-MS und LC-MS), sowie fir die Transkriptomanalyse wurden
aus den gleichen biologischen bzw. technischen Replikaten generiert. Ein Schema der
Probengenerierung ist in Abbildung 17 gezeigt. Dabei wurden die Transkriptomproben
direkt aus den Kulturen, moglichst zeitgleich mit den Metabolomproben entnommen
und der Metabolismus durch ,,Quenching abgestoppt. Die genaue Vorgehensweise der
Probennahme fiir die Transkriptom- und Metabolomanalyse ist in 2.7, 2.2.3 und 2.3.2

beschrieben.

Zentrifugation 2> =SS
—) iii mmmmp Schockfrieren in —)

fliissigem Stickstoff

Kultur 22 ml Quenching Extraktion
. . o, -20°
6 bIOIf; Repl:k;te 60 % Methanol (-20°C) Schockfrieren/Auftauen
2 tech. Replikate 100 % Methanol
l § 2 H:0 (Final 50%)
Probengntnahmefﬁr Aufteilung der Proben
Transkriptom-Analyse LC und GC
GC Derivatisierung Polare Phase 1 \
M th i TS
7] - M:Tszvamme - T Addcwen AR
VUV ﬁ«- vvy Wy
Unpolare Phase o ‘
B - PVE - ueg

Boron trifluoride

LC: eintrocknen der Proben

Polare Phase: final 100 ul Final: 50 pl Lésemittelpuffer

Unpolare Phase: final 50 ul

Abbildung 17: Probengenerierungsschema. Aus den Replikaten wurde zeitgleich die
Probenentnahme fir die Transkriptomanalyse und die Metabolomanalyse durchgefihrt.
Die Transkriptomproben wurden direkt nach der Entnahme in flissigem Stickstoff
gekuhlt und bei -80°C gelagert. Die Metabolomproben wurden ,gequencht“ und
Schockgefroren um den Metabolismus schnellst méglich zu stoppen. Nach der
Extraktion wurden die Proben fir die Analyse mit der GC-MS oder LC-MS aufgeteilt. Da
alle Proben aus den jeweilig gleichen biologischen/technischen Replikaten extrahiert
wurden, konnte eine gute Korrelation zwischen den einzelnen Analysen erreicht werden.

Die ldentifikation der Metaboliten erfolgte durch Abgleich der Retentionszeit,
der genauen Masse und der MS2 Spektren mit der CBIO-eigenen Metaboliten-
Bibliothek oder durch Abgleich der MS/MS Spektren und genauen Masse (5 ppm
Toleranz) mit den verfligbaren Online-Datenbanken wie der ECMDB
(http://lecmdb.ca/) und der METLIN Datenbank (https://metlin.scripps.edu/).

Unbekannte ,,Features wurden durch Filtern nach Standard-Error (< 15 %) und
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korrigiertem ,,p-Value* (< 0,05) definiert. Von den 159 identifizierten Metaboliten

waren 30 Metaboliten signifikant hoch-reguliert bzw. 67 signifikant runter-reguliert
(Jffold change (fc)| > 1,5; fc < -1,5; p-value < 0.05 (Anhang 111). Gefiltere Features sind

in Abbildung 18 fir die Messung im Positivmodus und Negativmodus fir die Acsr4

Deletionsmutante gegen den Wildtyp gezeigt.
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Abbildung 18: Volcano Plot der gefilterten Features zwischen AcsrA und Wildtyp im A:
negativ. und B: positiv-lonenmodus. Signifikant regulierte Features: P-Value 2 0,05 |fc| >

1,5.
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Beispiele fiir Feature Identifikationen sind in Abbildung 19 und Abbildung 20
gezeigt. Die Identifikation erfolgte zuerst anhand der Masse des Features bzw. des
Addukts (in der Regel [M+H] im positiv-Modus oder [M-H] im negativ-Modus). Fur
Nortriptylin (als interner Standard zugegeben) konnte ein Feature des [M+H] Addukts
mit einer m/z von 264.1747 identifiziert werden. Durch Abgleich mit der CBIO
Spektren Bibliothek konnte die Retetionszeit und das MS2 Spektrum verglichen
werden, wodruch das Feature eindeutig als Nortriptylin identifiziert werden konnte.
Eine Identifikation aufgrund von MS, MS2 und Retentionszeit mit der gemessenen
Reinsubstanz im gleichen Gerate-Setup als Referenz ist die sicherste Art der
Identifikation eines Metaboliten. Als zusétzliche Referenz fir die Fragmentierung im
MS/MS mode wurden die Spektren von identifizierten Features mit online Datenbanken
wie Metlin oder der ECMDB abgeglichen (Abbildung 19 und Abbildung 20). Fur
Features die nicht in der CBIO-Metabolitendatenbank hinterlegt und gemessen wurden,
wurde der Abgleich nur anhand der genauen Masse und der Referenzspekren in den

Online Datenbanken durchgefihrt.
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Abbildung 19: Feature Annotation anhand von Nortriptylin und Glutathion. Beide
Features wurden im positiv Modus gemessen und anhand der m/z (Nortriptylin [M+H]
264.1747 m/z, Glutathion [M+H] 308.0934 m/z), der Retentionszeiten (Vergleich mit der
CBIO internen Standard-Bibliothek), sowie des MS2 Spektrums verglichen. Der Abgleich
des MS2 Spektrums erfolgte einmal mit der CBIO internen Standard-Bibliothek, sowie wie
hier gezeigt mit den Referenzspektren® aus der Metlin Metabolom-Datenbank.

3Die Referenzspektren wurden aus der Metlin Metabolom Datenbank entnommen:
https://metlin.scripps.edu; (Smith et al., 2005)
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Abbildung 20: Feature Annotation anhand von Uridinmonophosphat und Tyrosin. Beide
Features wurden im negativ-Modus gemessen und anhand der m/z (UMP [M-H] 323.0286
m/z, Tyrosin [M-H] 181.0739 m/z), der Retentionszeiten (Vergleich mit der CBIO internen
Standard-Bibliothek), sowie des MS2 Spektrums verglichen. Der Abgleich des MS2
Spektrums erfolgte einmal mit der CBIO internen Standard-Bibliothek, sowie wie hier
gezeigt mit den Referenzspektren* aus der Metlin Metabolom-Datenbank.

Mit Hilfe der Transkriptomanalyse konnten 4159 Transkripte identifiziert werden,
wovon 97 signifikant hoch- bzw. 36 (Abbildung 21 B)signifikant runter-reguliert
(E2348/69 AcsrdA gegen E2348/69 Wildtyp, [logfc| > 2,0) waren. Die Probengruppen
waren in der PCA-Analyse getrennt (Anhang XV, Read-Mapping Statistik Anhang
1X). Der Vergleich der csrA Uberexpressionsmutante mit dem E2348/69 Wildtyp zeigte
eine Hoch-Regulation von 69 Transkripten und eine Runter-Regulation von 48
Transkripten (Abbildung 21 A). Der Vergleich der E2348/69 AcsrA gegen die
Uberexpressionsmutante lieferte dahingegen ein ahnliches Bild wie der Vergleich der
E2348/69 AcsrA Mutante gegen den Wildtyp (Transkripte: 87 signifikant hoch-
reguliert, 54 signifikant runter-reguliert Abbildung 21 C). Die ,,p-Values* und ,,Fold-
Changes* der einzelnen Testbedingungen sind als ,,Volcano-Plots“ in Abbildung 21
dargestellt.

4 Die Referenzspektren wurden aus der Metlin Metabolom Datenbank enthommen:
https://metlin.scripps.edu; (Smith et al., 2005)
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Abbildung 21: A-C Volcano Plots der detektierten Transkripte gefiltert nach Signifikanz.
Es wurden alle drei Bedingungen untereinander verglichen. Die signifikanten Transkripte
mit den hochsten ,fold changes” sind mit dem entsprechendem Gennamen betitelt
Signifikant regulierte Features: P-Value 2 0,05 |log fc| > 2.

Die stérksten Veranderungen im Expressionslevel beziehen sich auf Stoffwechselwege
aus dem Kohlenstoffstoffwechsel, der aromatischen Aminosauresynthese, der
Flagellenbiosynthese, der Virulenz-assoziierten Gene und der allgemeinen
Stressantwort. Aufgrund der Tatsache, dass die Proben fiir die Transkriptomanalyse und
Metabolomanalyse (GC-MS und LC-MS) aus dem gleichen Wachstumsbatch generiert
wurden, lasst sich eine gute Korrelation von Metabolom- und Transkriptomdaten
beobachten. Dies lasst sich fir die Metabolomdaten daran erkennen, dass Metaboliten
die in der GC-MS und LC-MS unabhéangig von einander identifiziert wurden, bis auf
die Metaboliten AMP und GMP, immer signifikant in die gleiche Richtung reguliert
sind (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Identifizierte Metaboliten, die in GC-MS und LC-MS unabhé&ngig von einander

identifiziert wurden.

Metabolit fold change fold change fold change
(KO:WT) (KO:WT) (KO:WT)
GC-MS LC-MS pos. LC-MS neg.

[M+H] [M-H]

2,3 Dihydroxybenzoate -6.22 Nicht detektiert -3.82

2'Deoxyadenosin 13.57 4.63 Nicht detektiert

Adenosin 15.73 3.60 3.60

AMP -1.10 -8.25 -6.45

Guanin 2.46 2.27 Nicht detektiert

Inosin 2.53 3.57 3.76

Phenylpyruvat -3.18 Nicht detektiert -1.84

Phosphoenolpyruvat -16.96 Nicht detektiert -2.46

Spermidin -1.36 1.17 Nicht detektiert

UMP -1.32 Nicht detektiert -5.92

Uridin 4.98 Nicht detektiert 9.13

In Bezug auf das Transkriptom zum Metabolom, lies sich eine gute Korrelation darin
erkennen, dass die Regulation von Transkripten, die fir Enzyme oder Operons
kodieren, direkten Einfluss auf die Produkte und Edukte der enzymatischen Reaktion
auf Metabolomebene hatten. Ein Beispiel ist die Regulation der Transkripte fir die
Enzyme Fructose-1,6-bisphosphatase (fop fold change 1,81, p-value 1,59*10% und
Phosphofructokinase (pfkA fold change -2,37 fold change 1,41*10%'), und die
jeweiligen Edukte Fructose-6-Phosphat (fold change 3,69, pval 3,56*1072) bzw.
Fructose-1,6-Bisphosphat (fc -4,34, pval 6,48*107%). Weitere Beispiele sind die
Regulation des glgCAP Operons und der Enterobactin Biosynthese. Dies wird im

Einzelnen in den folgenden Kapiteln diskutiert.

3.4 Globale Effekte von CsrA auf das Metabolom und den Stoffwechsel

Zur Aufklarung und zum Verstdndnis des globalen Regulators CsrA ist es
notwendig, ein umfassendes Bild auf die phénotypischen Effekte zu bekommen, sowie
die Veranderungen im Stoffwechsel zu erfassen. Dazu wurde in dieser Arbeit ein

»untargeted Metabolomikansatz zusammen mit einer RNAseq Transkriptomstudie
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kombiniert. Die Kulturbedingungen sowie der komplette Auswerteablauf sind in
Abschnitt 2.7 erldutert.

3.4.1 Einfluss auf die Glykolyse und angrenzenden Stoffwechselwege

Durch die Kombination von GC-MS und LC-MS war es mdglich alle
Intermediate des Embden Meyerhof Parnas Wegs (EMP) mit Ausnahme von Pyruvat
(Pyr) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu detektieren und zu identifizieren
(Abbildung 22 A). Der wichtigste Regulationspunkt der Glykolyse ist die
Phosphorylierungsreaktion von Fructose-6-Phosphat (F6P) zu Fructose 1,6-Bisphosphat
(F1,6P) durch das Enzym Phosphofructokinase (pfk). Die Konzentration von F6P (war
in der Acsr4 Mutante im Vergleich zum Wildtyp stark erhoht (fc 3,69, pval 3,56*107?),
wohingegen die Konzentration des Reaktionsprodukts der pfk, F1,6P stark erniedrigt (fc
-4,34, pval 6,48*107%) war. Alle folgenden Intermediate der Glykolyse wiesen eine
niedrigere Konzentration in der dcsrA Mutante auf als im Wildtyp (Abbildung 22 A).
Eine gute Korrelation der Metabolomdaten lieR sich auf dem Transkriptlevel
beobachten. Die Transkriptlevel der pfk waren stark erniedrigt, was eine Akkumulation
von F6P bzw. eine Erniedrigung von F1,6P erklart. Im Gegensatz dazu war der
Transkriptlevel des Enzyms Phosphofructokinase (fbp), dass die Umkehrreaktion der
pfk von F1,6P zu F6P katalysiert, in der AcsrA Mutante stark erhoht. Auf
Metabolomebene fiihrte dies zu einer Hochregulation der oberen Glykolyse bzw. einer
Runterregulation der unteren Glykolyseschritte und des daraufhin folgenden
Krebszyklus (Abbildung 22). Eine Verschiebung des Kohlenstoffmetabolismus in
Richtung der Glykogensynthese lasst sich auch stark an der Anreicherung der
Metabolitenlevels von Mehrfachzuckern beobachten (Tabelle 24), die aus Oligomeren
von Dbis zu sieben Hexose-Einheiten bestehen, welche signifikant héher in der AcsrA
Mutante als im Wildtyp waren. Das gleiche gilt fir die Enzym-Transkripte des
Glykogen-Synthese-Operons (pgm, glgP, glgC, glgA), welches in der AcsrA Mutante
hoch-reguliert war (Abbildung 23). Zusétzlich konnte auf Metabolomebene eine
Depletion des Schlisselintermediates der Glykogensynthese, ADP-Glucose, gezeigt
werden, was eine Folge der starken Aktivitat der Glykogensynthese in Abwesenheit von

CsrA sein konnte.

93



Ergebnisse

Im Gegensatz dazu waren die Intermediatkonzentrationen der unteren Glykolyse
ab F1,6P sowie die korrespondierenden Transkriptkonzentrationen der Enzyme (gapC,
pgk, gpmA, pykA, pykF) allesamt in der Acsr4A Mutante erniedrigt. Gleiches gilt fir die
Metaboliten des Citrat-Zyklus, die in der Acsr4 Mutante alle eine niedrigere
Konzentration als im Wildtyp aufwiesen (Abbildung 22 B). Hier konnte kein direkter
Zusammenhang mit den Transkriptlevels hergestellt werden, da diese im Gegensatz zu
den Transkriptlevels in der Glykolyse nicht beeintréchtigt waren. Nur das Succinat-
Dehydrogenase-Operon wies eine Erhdéhung in den Transkriptlevels auf, welches aber
keinen Effekt auf das Metabolom zu haben scheint (Abbildung 22 B). Aufgrund der
nicht verénderten Transkriptlevels fur den Citratzyklus ist ein indirekter Effekt auf die
Metabolitenlevels des TCA Zyklus durch eine Runterregulation der unteren Glykolyse

am wahrscheinlichsten.

Im Gegensatz zu den Effekten, die sich in der Acsr4A Mutante beobachten lassen,
lieR sich kein signifikanter Effekt auf die Glykolyse, den TCA bzw. die
Glykogensynthese auf Transkriptomebene der Uberexpressionsmutante feststellen. Die
Transkriptlevels der beteiligten Enzyme waren in der Uberexpressions-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant verandert. Die Metabolitenkonzentrationen der
Glykolyse und der Citrat-Zyklus Intermediate waren allerdings &hnlich verandert wie
im Vergleich AcsrA-Mutante gegen Wildtyp (Anhang I11). Interessanterweise waren
die Metabolitenspiegel der Polyzucker (Tabelle 24) genau gegensétzlich reguliert. Im
Vergleich Uberexpressionsmutante gegen Wildtyp waren die ,,fold changes* durchweg
negativ, was auf einer gegensitzlichen Regulation in der Uberexpression im Vergleich
zur AcsrA Mutante hindeutet. Auch wenn die Regulation auf Transkriptomebene nicht
nachweisbar ist, kann es auf Grund der Dosisabhéngigkeit der Regulation des csrA
Operons zu solch starken Effekten im Metabolom im Bereich der Glykogensynthese

kommen.
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Abbildung 22: Einfluss von CsrA auf den Zentralstoffwechsel. Regulation der Glykolyse
(A) und des Citrat Zyklus (B) in der AcsrA Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Rote Pfeile
geben einen negativen ,,Fold Change“, griine Pfeile einen positiven ,,Fold Change* an.
Gelbe Kreisflachen geben eine Identifikation des Metaboliten ohne Regulation an. Die
»Fold Changes“ beziehen sich auf eine Regulation in der AcsrA Mutante gegen den
E2348/69 Wildtyp. Metaboliten: Glucose-6-Phosphat G6P, Fructose-6-Phosphat F6P,
Fructose 1,6-Bisphosphat F1,6P, Dihydroxyacetonphosphat DHAP, Glycerinaldehyd-3-
Phosphat GAP, Bisphosphoglycerat BGP, 3-Phosphoglycerat 3PGA, 2-Phosphglycerat
2PGA, Phosphoenolpyruvat PEP, Pyruvat Pyr. Fold changes der Metaboliten in blau.
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Abbildung 23: Einfluss der CsrA Pertubation auf die Glykogensynthese. Rote Pfeile
geben einen negativen ,,Fold Change“, griine Pfeile einen positiven ,,Fold Change* an.
Gelbe Kreisflachen geben eine Identifikation des Metaboliten ohne Regulation an. Die
»Fold Changes“ beziehen sich auf eine Regulation in der AcsrA Mutante gegen den
E2348/69 Wildtyp. Fold changes der Metaboliten in blau.
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Tabelle 24: Identifizierte Intermediate der Glykogensynthese bzw. anderer zuckerassozierter
Stoffwechselwege. Alle Intermediate wurden in héherer Abundanz in der Acsr4 Mutante
detektiert. Octahexose und Nonahexose konnten detektiert und identifiziert, jedoch nicht
quantifiziert werden (dnq — detektiert nicht quantifiziert)

Metabolit Methode Fold Change p-value
AcsrAIWT
Disaccharide GC 4,81 4,79*10°
Trihexose GC 5,36 1,05*107?
Trihexose LC-negativ 2,45 3,13*108
Tetrahexose LC-negativ 2,25 4,59*101
Pentahexose LC-negativ 2,35 5,62*104
Hexahexose LC-negativ 3,28 4,49*108
Heptahexose LC-negativ 3,34 6,26*101?
Octahexose LC-negativ dng dng
Nonahexose LC-negativ dng dng

3.4.2 Nucleotid-Salvage-Stoffwechsel und Redoxaquivalente

Neben dem Einfluss auf die Glykolyse und den allgemeinen Kohlenstoff-
stoffwechsel waren starke Effekte auf die ,,Nucleotid-Salvage-Stoffwechselwege* zu
beobachten. Auf Metabolitenebene kam es zur Akkumulation von Nukleosiden (Uridin,
Guanosin, Adenosin, Cytidin) und Basen (Guanin, Cytosin, Xanthin), wohingegen die
Metaboliten-Pools von Nucleotiden wie UMP, AMP und ADP signifikant geringer in
der AcsrA Mutante waren (Anhang I1l). Der ,Nukleotid-Salvage Stoffwechselweg*
dient zum Recyceln der Biomolekiile bzw. der Neusynthese aus den entsprechenden
Abbauprodukten. Auf Transkriptebene waren ebenfalls Effekte der CsrA Pertubation zu
beobachten. Die Transkriptlevels einiger Enzyme der ,,Nucleotid-Salvage-Pathways*
wie der Cytidin Deaminase (cdd), der Pyrimidin spezifischen Hydrolase (rihB) und der
Thymidin Dephosphorylase (deoA) waren signifikant niedriger in der AcsrA Mutante als
im Wildtyp, wohingegen die saure Phosphatase/Phosphotransferase aphA leicht hoch-
reguliert war (Anhang | und Anhang I1). Dieses Enzym katalysiert die Abspaltung der
Phosphatgruppe von 5° und 3° Mononucleotiden und 5° Monodeoxynucleotiden und
weist ebenfalls eine Phosphotransferase- Aktivitat ,,in vitro® auf (Passariello et al., 2006;
Thaller et al., 1997). Allerdings ist ein direkter Zusammenhang zwischen Metabolom
und Transkriptom im Bezug auf den ,Nucleotid-Salvage* Stoffwechselweg eher

unwahrscheinlich.
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Ebenfalls lie sich ein starker Einfluss auf die Metabolitenlevels aus dem
Nicotinat- und Riboflavin-Metabolismus  feststellen. Die  Redoxdquivalente
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP) und Nicotinamidadenindinukleotid
(NAD) sowie das Intermediat Nicotindamid-Ribotid (NMN) aus dem
Synthese/“Salvation* Stoffwechselweg waren signifikant niedriger in der Acsrd
Mutante als im Wildtyp. Im Gegensatz dazu waren die entsprechenden Vorlaufer-
metaboliten Nicotinat und Nicotinamid in hoherer Konzentration im Adcsrd
Deletionsstamm nachweisbar. Die Metabolitenkonzentrationen der wichtigen Co-
Faktoren FMN und FAD waren im Kontrast dazu signifikant reduziert in der Acsr4
Mutante (Anhang I11). Auf Transkriptomebene konnte keine Verbindung zu diesem

Stoffwechselweg hergestellt werden.

In der csrA Uberexpressionsmutante waren &hnliche Effekte auf die
Metabolitenkonzentrationen zu beobachten. Es konnte — wie in der Deletionsmutante -
ebenfalls eine Akkumulation der Nukleoside und Basen wie auch eine signifikante
Reduktion von Nukleotiden bestimmt werden. Es scheint, als ob eine Uberproduktion
von CsrA gleiche bzw. dhnliche Effekte auf diese Stoffwechselwege hat. Im Gegensatz
dazu waren die Metabolitenlevels aus dem Nicotinat- und Riboflavin-Metabolismus
nicht signifikant verandert. Auf Transkriptomebene waren lediglich die Transkriptlevels
von rihB (fc — 1,81) leicht erniedrigt bzw. von aphA (fc 1,72) leicht erhoht.

3.4.3 Aromatische Aminosauresynthese

Auch abgeleitete bzw. angrenzende Stoffwechselwege der Glykolyse bzw. des
Citratzyklus sind durch eine CsrA Pertubation betroffen. Auch wenn die Spiegel der
aromatischen Aminosauren (Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin) an sich nicht verandert
waren, wurden verénderte Metabolitenspiegel in der Synthese der aromatischen
Aminosduren (Abbildung 24) in der AcsrA Mutante im Vergleich zum Wildtyp
beobachtet, die sich zum Teil auch auf differentielle Transkriptspiegel in der Mutante
zurlckfihren lassen konnten. Die beiden Intermediate Erythrose-4-Phosphat (fc -3,19,
pval 9,02E-06) aus dem Pentose-Phosphat-Zyklus (PPP) und Phosphoenolpyruvat (fc —
16,96, pval 1,08E-03) aus der Glykolyse waren beide in geringerer Konzentration in der
Acsr4A Mutante detektierbar als im Wildtyp. Beide Intermediate sind wichtige Vorlaufer

flr die Synthese der aromatischen Aminosauren. Zusétzlich konnte eine Akkumulation
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des Schlusselintermediates des Shikiminsaurestoffwechselwegs, Shikimat (fc 20, pval
5,47E-04) sowie des Vorlaufermolekils 3-Dehydroshikimat detektiert werden (Anhang
I11). Auf Transkriptebene l&sst sich die Akkumulation der Intermediate
3-Dehydroshikimat und Shikimat mit der geringeren Transkriptmenge von aroL (fc -
2,69, pval 5,70E-18) in der AcsrA Mutante erklaren (Abbildung 24). Die Shikimat-
Kinase AroL nutzt dabei ATP zur Phosphorylierung der 3-Hydroxy Gruppe von
Shikimat und bildet Shikimat-3-Phosphat. Im Gegensatz dazu war die mRNA fur die 3-
Phosphoshikimate-1-Carboxyvinyltransferase AroA (fc 2,54, pval 3,28E-15) in der
AcsrA Mutante in grofierer Menge detektierbar als im Wildtyp. AroA katalysiert die
Reaktion von Shikimat-3-Phosphat zu 5-O-(1-carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate. Es ist
mdoglich, dass eine Runterregulation von aroL dazu fiihrt, dass der Shikimat
Stoffwechselweg ab dieser Reaktion in den folgenden Schritten aufgrund der zu
langsamen Bereitstellung des Intermediates Shikimate-3-Phosphat weniger ablduft. Im
Gegenzug dazu erklart die geringere Menge an aroL die Akkumulation des
Reaktionsedukts Shikimat und des Intermediats 3-Dehydroshikimats. Auch wenn es
nicht moglich war Chorismat und Phrephenat, die folgenden Intermediate der Synthese
fur Phenylalanin und Tyrosin, zu detektieren, konnten die direkten Vorlaufermolekile
der beiden aromatischen Aminosauren detektiert werden. Die Vorlaufermolekiile fur die
Synthese von Tyrosin, 4-Hydroxyphenylpyruvat (fc — 2,97, pval 8,50E-04) bzw.
Phenylpyruvat (fc -1,84, pval 9,61E-05) lagen beide in geringerer Konzentration in der
AcsrA Mutante vor (Abbildung 24). Auf Transkriptebene war die mRNA, die fir
bifunktionelle ,,Chorismate-Mutase/Prephenate-Dehydrogenase  (TyrA)“  codiert,
negativ im Vergleich zu der Deletionsmutante gegen den Wildtyp reguliert. TyrA
katalysiert sowohl den Reaktionsschritt von Chorismate zu Prephenat, ein Vorlaufer fiir
die beiden Syntheseschritte fiir Phenylalanin und Tyrosin wie auch die Reaktion von
Prephenat zu dem Vorléuferintermediat 4-Hydroxyphenylpyruvat fir die Tyrosin
Biosynthese. Dagegen wies der Transkriptlevel fir pheA, das den Schritt von Chorismat
zu Phenylpyruvat Uber Prephenat katalysiert, einen positiven ,,Fold Change* im
Vergleich Deletionsmutante gegen Wildtyp auf. Dementsprechend ist die
Runterregulation bei 4-Hydroxphenylpyruvat starker als bei Phenylpyruvat. Es ist
wahrscheinlich, dass CsrA hauptsachlich Einfluss auf die Regulation im oberen Teil des
Shikimat Stoffwechselwegs nimmt und es so zu einer Akkumulation von Shikimat und

3-Dehydroshikimat kommt. Ein moglicher Mangel an aromatischen Aminoséuren
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konnte durch entsprechende Aufnahme aus dem Wachstumsmedium ausgeglichen
werden und ware somit nicht direkt im Metabolom sichtbar.

Im Gegensatz zum Effekt der Deletionsmutante ist auf Transkriptomebene keine
signifikante  Regulation  der  aromatischen  Aminosauresynthese  zwischen
Uberexpression und Wildtyp festzustellen. Die Konzentrationen der aromatischen
Aminoséauren sind mit Ausnahme von Tryptophan nicht veréndert, welches im
Uberexpressionstamm einen negativen ,,Fold Change* aufweist. Interessanterweise sind
die beiden Vorlauferintermediate fur die Synthese von Tyrosin und Phenylalanin,
Phenylpyruvat und 4-Hydroxyphenylpyruvat positiv und damit genau gegensétzlich
zum Vergleich Deletionsmutante gegen Wildtyp reguliert (Anhang I11).
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Abbildung 24: Biosynthese der aromatischen Aminosduren bzw. Shikimate
Stoffwechselweg und Indolsynthese. Rote Pfeile geben einen negativen ,,Fold Change“,
griune Pfeile einen positiven ,Fold Change“ an. Gelbe Kreisflichen geben eine
Identifikation des Metaboliten ohne Regulation an. Die ,,Fold Changes* beziehen sich auf
eine Regulation in der AcsrA Mutante gegen den E2348/69 Wildtyp. Fold changes der
Metaboliten in blau.
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3.4.4 Einfluss auf die Enterobactin Biosynthese

Ausgehend von der aromatischen Aminosauresynthese und dem Intermediat
Chorismat zweigt sich die Synthese des Siderophores Enterochelin (oder auch
Enterobactin) ab. Auf Transkriptomebene konnte eine negative Regulation des
kompletten Synthese-Operons von Enterobactin festgestellt werden (entABCDEF fc > -
2,5). Im Transkriptom war dies einer der stdrksten Effekte im Deletionsstamm
(Abbildung 25). Interessanterweise lasst sich der gleiche negative Effekt bei einer
Uberproduktion von CsrA feststellen (Anhang 1), wobei hier die negative Regulation
deutlich hohere ,,Fold Changes* angibt (entABCDEF fc > -5). Es scheint so, als ob eine
hohe Konzentration des Regulators CsrA einen &hnlich negativen Effekt auf die
Biosynthese von Enterobactin hat wie eine Deletion und damit eine komplette
Abwesenheit des Regulators. Einen weiteren Hinweis auf die negative Regulation von
CsrA auf diesen Biosynthese Stoffwechselweg lasst sich im Metabolom beobachten.
Die direkte Vorstufe von Enterobactin, 2,3 Dihydroxybenzoat war ebenfalls in dem
csrA Uberexpressionsstamm bzw. im Deletionsstamm verglichen mit dem Wildtyp
negativ reguliert (Anhang I1l). Es konnte ebenfalls das Abbauprodukt von
Enterobactin,  2,3-Dihydroxybenzoylserin  detektiert  werden,  welches im
Deletionsstamm negativ reguliert war (fc -4,55, pval 1,31*10%).

entC} 1 ' -6,22
menF : entB 2,3 -Dihydro 2,3 - entA .
e, 0 s ? — 2 s -
Isochorismat dihydroxybenzoat l. 2,3 - Dihydroxybenzoat
em‘Ei
Freies Serin ———> Zz;’;
ents

Enterochelin )

|

-4,55 l. 2,3-Dihydroxybenzoylserin

Abbildung 25: Enterochelin/Enterobactin Biosynthese. Aus dem
Enterobactinbiosyntheseweg konnte nur das erste Abbauprodukt im Metabolom
nachgewiesen werden. Der Einfluss der CsrA Pertubation ist allerdings im Transkriptom
durch die Runterregulation des Biosynthese-Operons sichtbar. Fold changes der
Metaboliten in blau.
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3.4.5 Einfluss auf verschiedene Aminosaurespiegel

Neben den aromatischen Aminoséuren gab es starke Schwankungen in den
Metabolitenkonzentrationen der Ubrigen Aminoséuren. Von den 20 proteinogenen
Aminoséuren konnten 14  Aminoséduren mittels GC-MS und/oder LC-MS
(positiv/negativ Modus) detektiert werden. Interessanterweise wiesen die Aminoséauren
Methionin, Leucin/Isoleucin, Valin einen negativen ,,Fold Change® im Vergleich
Deletionsmutante gegen Wildtyp, jedoch einen positiven ,,Fold Change* im Vergleich
Uberexpressionsmutante gegen Wildtyp auf (Anhang ). Die
Metabolitenkonzentrationen der Aminosauren Glutamat, Prolin, Lysin, Glycin, Aspartat
und Alanin waren jedoch in keiner der getesteten Bedingungen signifikant veréndert.
Die Biosynthese von Leucin/Ilsoleucin und Valin ist (ber das zentrale
Stoffwechselintermediat Pyruvat an die Glykolyse gekoppelt. Wie in 3.4.1 beschrieben,
fuhrt eine csrA Deletion zu einer Verschiebung des Kohlenstoffabbaus via Glykolyse in
Richtung Glykogensynthese, sodass anzunehmen ist, dass nicht gentigend Pyruvat
bereitgestellt werden kann, um die Amionsaurepools der genannten Aminosaure

aufrecht zu erhalten.

3.4.6 Zellhille und Lipidstoffwechsel

Im Metabolom war eine weitere Stoffgruppe, die der Lipide bzw. Lysolipide,
auffallig, die einer starken Regulation im Vergleich Deletionsmutante bzw.
Uberexpressionsmutante gegen Wildtyp unterlag. Wie in 2.7.3 beschrieben, wurde eine
polare Extraktion fir die Analyse mittels GC-MS/LC-MS genutzt, um eine Ubersicht
uber das Metabolom zu bekommen, was zu einer Limitierung der Lipidauftrennung und
Isolation flihrte. Dennoch konnten Lysolipide als Intermediate des Lipidstoffwechsels
detektiert werden. Interessanterweise waren die detektierten Lysolipide durchgangig in
der AcsrA Mutante runter-reguliert (Abbildung 26), wohingegen die Lysolipid- Spezies
im Vergleich Uberexpression gegen Wildtyp einen positiven ,,Fold Change* aufwiesen
(Anhang VII + VIII). Die beiden cyclopropanierten Lysolipide LPE (17:0) cyc und
LPG (17:0) cyc wiesen dabei im Metabolom den mit Abstand grofiten ,,Fold Change*
auf (fc > 7-10). Im Transkriptom lasst sich dies mit der Veranderung im Transkriptlevel
der Cyclopropan-Fettsaure-Synthase erkléaren (cfa), die im Vergleich Deletionsmutante

gegen Wildtyp negativ reguliert war. Im Gegensatz dazu scheint eine CsrA
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Uberproduktion keinen Einfluss auf den Transkriptlevel von cfa zu haben (Anhang
1+11).

Um einen Einfluss von CsrA auf die Lipidkomposition und den Lipid-
metabolismus zu untersuchen, wurde zusatzlich eine unpolare Extraktion und Analyse

via LC-MS mit einer C8- Séule zur Auftrennung durchgefihrt.

Im Vergleich zu den Ergebnissen aus der polaren Extraktion und HPLC-MS
Analyse wurde eine schwéachere Regulation der Lysolipide gemessen werden (Anhang
VI, VII, VIII). Die bestimmten ,,Fold Changes* zwischen Acsr4 Mutante und Wildtyp
bzw. Uberexpression und Wildtyp der Lysolipide sowie der Lipide waren bis auf
wenige Ausnahmen sowohl im negativ-Modus wie auch im positiv-Modus mit einem fc
< -1,5 reguliert. Als Ausnahme war LysoPE (17:0) ¢y leicht negativ reguliert im
Vergleich Wildtyp gegen Mutante (fc -2,14, pval 1,44 E-05).

A i ¢
RO TS T RS BT A T N s
I T I T T N AT

Fold change

J) LysoPE (17:0)cyc

% LysoPG (17:0)cyc

Abbildung 26: A Saulendiagramm der Lysolipidlevels von EPEC aus der polaren
Extraktion. Die ,,Fold Changes“ geben die Abundanz der LysoPE und LysoPG Spezies in
der AcsrA Mutante gegen den Wildtyp an. Die Daten repréasentieren den Mittelwert aus
den positiv- und negativ- Modus-Daten. Die Fehlerbalken geben den relativen Fehler des
»Fold Changes” an. B: Strukturformeln der beiden cyclopropanierten Lysolipide (LPE
17:0cyc und LPG 17:0cyc)
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3.4.7 Fettsaureprofil des Acsr4 Stammes sowie der csrA Uberexpressionsmutante

Aufgrund der Veranderung der Lipidzusammensetzung, die wahrend der
unpolaren Extraktion gemessen werden konnte (siehe 3.4.6), sollten die Ergebnisse
mittels einer unpolaren Extraktion via HPLC-MS und via FAME Analytik validiert
werden. Mit einer FAME Derivatisierung werden alle Fettsuren, das heif3t sowohl die
freien als auch die in Fetten gebundenen Fettsduren, mit einer starken Saure als
Katalysator zu Fettsauremethylestern (eng. FAME ,.fatty acid metyl ester) derivatisiert.
Es konnten alle prominenten Fettséuren in E. coli bestimmt werden, jedoch war keine
Verénderung in der Gesamtheit der einzelnen Fettsauren zwischen Acsr4 Mutante und
Wildtyp bzw. Uberexpression und Wildtyp festzustellen. Einzig Tetradecansaure
Methylester wies einen erhdhten fold change auf (C14:1 fc 2,15). Abbildung 27 zeigt
die Verteilung der FAMEs zwischen Acsr4 Mutante und Wildtyp anhand der
integrierten Peakflache. Die FAMEs wurden mittels GC-MS und anschlieRendem
Abgleich mit der internen CBIO-FAME Bibliothek identifiziert. Der Abgleich der
Fettsdauremethylester wurde zusétzlich anhand der beiden kommerziellen BAME und
FAME Mischungen abgeglichen (siehe 2.7.7). C12:0 wurde zwecks Normalisierung als
interner Standard zugesetzt.

Peakflache [arbitrary unit]

500
2501

CW»U \,‘I-o‘l \,1 0 1”'Z C17:0cy \,1817E "‘10%

FAME

Abbildung 27: Verteilung der FAMEs. Es ist die Peakfliche in ,arbitrary units“ der
einzelnen detektierten FAMESs gezeigt. Die abundatesten Fettsduren in E. coli sind C16:0,
C16:1 und C14:0. Schwarz: AecsrA Mutante, grau: Wildtyp. C12:0 wurde zwecks
Normalisierung als interner Standard zugesetzt.
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Tabelle 25: Ergebnisse der FAME Analyse. Es konnten die in E. coli vorkommenden prominenten
Fettsaureketten mittels FAME Derivatisierung und anschlieBender GC-MS Analytik bestimmt werden.
Es konnte keine signifikante Verénderung in der Fettsdurezusammensetzung zwischen Mutante bzw.

Uberexpression und Wildtyp gemessen werden. C17:0 wurde als interner Standard zu den Proben
zugegeben und ist kein Teil der in E. coli nattrlich vorkommenden Fettséuren.

FAME C-Kette RI FC FC Pval Pval
(Bezeichnung aus

der Bibliothek) AcsrAIWT OE/WT AcstA/WT OE/WT
Dodecansaure C12:.0 1506,13 -1,01 -1,21 6,99E-01 2,27E-02
Methylester

Tetradecansaure C14:1 1695,09 2,15 -1,12 4,72E-05 6,10E-02
Methylester

Tetradecansaure C14:0 1718,62 -1,07 -1,22 3,65E-01 4,73E-05
Methylester

Pentadecansaure C15:0 1820,70 -1,18 -1,50 9,71E-01 4,16E-01
Methylester

Hexandecanséaure C16:1 1905,91 1,22 -1,74 9,13E-01 2,82E-01
Methylester

Hexandecansaure C16:0 1930,05 1,10 -1,20 6,14E-01 7,31E-01
Methylester

Heptadecansdure C17:0cyc 2029,94 1,04 1,04 8,27E-01 7,42E-01
Methylester

Octadecanséure C18:1 2109,86 1,06 1,01 9,69E-01 2,55E-01
Methylester

Octadecanséure C18:0 2127,49 1,07 1,17 5,13E-01 1,51E-02
Methylester

Nonadecansaure C19:0cyc 2210,72 1,66 -1,65 2,73E-04 2,16E0-06
Methylester
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3.5 Globale Effekte von CsrA auf das Transkriptom und
Strukturkomponenten

Ein globales Abbild der Vorgénge, die durch CsrA direkt reguliert oder
beeinflusst werden, l8sst sich nicht alleine durch eine Metabolomstudie abdecken. Viele
durch CsrA regulierte Prozesse finden auf Proteinebene statt und lassen sich nicht auf
der Metabolitenebene feststellen. Dazu gehdren in etwa Effekte auf regulatorische
Proteine, Strukturkomponenten wie das Flagellensystem oder das Typ Il
Sekretionssystem und zellulére Transport- und Aufnahmesysteme. Um solche Effekte
zu studieren, wurde zusatzlich aus dem gleichen Kultivierungsexperiment eine
Transkriptomstudie mittels RNA-Seq. durchgefuhrt, die die Ergebnisse aus der

Metabolomstudie ergénzt und komplementiert.

3.5.1 Effekte auf die Kolansaure-Biosynthese und Export

Im Transkriptom war eine starke Uberexpression des Kolansaure-Biosynthese-
Operons sowie der entsprechenden Membran-Transport-Proteine im  Acsrd
Deletionsstamm sichtbar. Kolanséure, auch als M-Antigen bezeichnet, ist ein negativ
geladenes Polymer aus Glucose, Galactose, Fucose und Glucuronséaure (Hanna et al.,
2003). Dabei bildet das Polymer eine schiitzende Schicht um die Zelle, das die
Uberlebenswahrscheinlichkeit in saurer Umgebung verbessert, welches eine Anpassung
an die Bedingungen im menschlichen Gastrointestinaltrakt darstellt (Mao et al., 2006).
Der komplette, putative Biosyntheseweg der Kolansaure, wcaABCDEFIJKLM, (gmd,
gmm, manC, manB) wies einen ,,Fold Change* > 20 im Vergleich zur Deletionsmutante
gegen den Wildtyp auf (Tabelle 26). Ebenso waren die Gene fiur die putativen
korrespondierenden Membran-Transportproteine, die den Transport Uber die innere
Membran und die Sekretion ins duRBere Medium kontrollieren (wza, wzb, wzc, wzxC),
stark tiberexprimiert. Die Uberexpression der Kolansaure ist insofern ungewéhnlich, da
das Kolansdure-Operon normalerweise nicht in planktonischer Kultur exprimiert wird
(Hanna et al., 2003). Im Gegensatz dazu gibt es keine Unterschiede im Transkriptlevel
der Kolansaure-Synthesegene bzw. -Exportgene in der Uberexpressionsmutante. In
fruheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression der Kolanséure-
Biosynthesegene positiv von dem Rcs Phosphorelay Signal System reguliert wird

(Wang et al., 2007), welches unter anderem auf osmotischen Stress und auf die
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Anwesenheit von Glucose und Zink reagiert. Die Transkriptlevels dieses Zwei-
Komponentensystems sind ebenfalls in der Acsr4A Deletionsmutante erhéht (Tabelle
26), welches die starke Uberproduktion der Kolansaure erklart. Konsistent damit ist,
dass das ,,Rcs Phosphorelay Signal* System in der Uberexpression nicht exprimiert ist.
In Abschnitt 3.6.3 konnte keine direkte Regulation der wza mRNA (erstes Gen im
Kolansduresynthese Operon) via CsrA gezeigt werden. Dahingegen waére eine indirekte
Einflussnahme von CsrA via Aktivierung des Rcs Systems auf die Kolansdure-

Biosynthese maoglich.

Tabelle 26: Regulation der Kolansauresynthese- und Exportgene.

Transkript Funktion/Enzym FC AcsrAl WT FC OE/WT

wcaA Glycosyl Transferase 43,35 -1,41

wcaB Kolanséure 43,21 -1,03
Biosyntheseprotein

wcaC Glycosyl Transferase 37,45 -1,30

wcaD Kolansaure 36,44 -1,43
Biosyntheseprotein

wcak Glycosyl Transferase 32,06 -1,39

wcaF Acetyltransferase 32,31 -1,43

weal Glycosyl Transferase 33,65 -1,37

wcal UDP-glucose Lipid Carrier 30,72 -1,04
Transferase

wcaK Pyruvyl Transferase 38,26 1,06

wcal Glycosyl Transferase 33,96 -1,01

wcaM Kolansaure 24,63 -1,19

Biosyntheseprotein

wza Lipoprotein zur 49,40 -1,57
Translokation von
Polysacchariden durch die
aullere Membran

wzb Tyrosin Phosphatase 48,99 -1,35

wzc Tyrosin Kinase 40,64 -1,31

WzX O-antigen Flippase 1,94 -1,00

gmd GDP-D-Mannose 44,15 -1,46
Dehydratase

Transkript Funktion/Enzym FC AcsrA/WT FC OE/WT

manC GDP-Mannose 1,69 -1,11
Pyrophosphorylase
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manB PTS System Mannose 1,41 -1,15
Transporter

rcsA Co-Regulator des Rcs 6,12 -1,48
Phosphorelay Signal
Systems

rcsB Response Regulator des 1,05 -1,36
Rcs Phosphorelay Signal
Systems

3.5.2 Hochregulation von Virulenzgenen

In der kombinierten Metabolom- und Transkriptomstudie wurde das
Wachstumsmedium auf die Expression von Virulenzfaktoren (hier Intimin Rezeptor als
Proxy) optimiert. Ziel war es, den Einfluss der CsrA Deletion auf die
Virulenzgenexpression zu untersuchen. Unter Standard-Kultivierungsbedingungen, z.B.
in M9 Minimalmedium oder LB-Vollmedium, findet keine Expression der
Virulenzgene statt. Durch die Anpassung des Wachstumsmediums wie in Abschnitt 3.2

beschrieben war es jedoch mdglich, die Expression der Virulenzgene zu induzieren.

Im Transkriptom konnte gezeigt werden, dass die Transkriptlevels der
Effektoren und Strukturkomponenten des Typ Ill Secretionssystems (T3SS) in der
Deletionsmutante stark hoch-reguliert waren. Diese Virulenzgene sind auf sieben
Pathogenitétsinseln (LEE1-7) organisiert (Abbildung 28). Die detektierten Transkripte
sind mit ,,Fold Change* und Zuordnung zur jeweiligen Pathogenititsinsel in Tabelle 27
gelistet. Fur die Deletionsmutante konnte eine starke Erhéhung der Transkriptlevels fur
die LEE-Pathogenitatsinseln LEE1, LEE3, LEE5 und LEE7 nachgewiesen werden. Die
Transkripte fur die Translokatoren espA, espB und espD, die auf LEE4 codiert sind,
waren dagegen nicht erhoht. Wohingegen die Transkriptlevels von escF und espF, die
beide ebenfalls auf LEE4 kodiert sind, stark erhoht waren (Tabelle 27). Im Gegensatz
dazu waren die Transkriptlevels der csrA Uberexpression fiir die LEE1 Gene (iberhaupt
nicht reguliert. Die Transkripte der Pathogenitatsinsel von LEE3, LEE5 und LEE7
waren jedoch ahnlich stark hoch-reguliert wie im Vergleich der Deletionsmutante zum
Wildtyp (Tabelle 27). Erstaunlicherweise waren die LEE4 Transkripte in der
Uberexpressionsmutante, im Gegensatz zur Deletionsmutante, ebenfalls stark erhoht
(espA, espB, espD, escF, espF, cesD2). Die Expression der LEE Pathogenitatsinseln
hangt von vielen Faktoren, z.B. den Umweltbedingungen, ,,Quorum Sensing* sowie der

transkriptionellen und der post-translationalen Kontrolle ab (Connolly et al., 2015).
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Zusatzlich ist der Master-Regulator der LEE-Pathogenitatsinseln, ler, auf LEE1 sowie
zwei weitere wichtige transkriptionelle Regulatoren der LEE Gene, grlA und griIR auf
LEE7 codiert. Im Deletionsstamm ist der Transkriptlevel von ler erhéht (fc 3,90), was
die Hauptursache der starkeren Expression der LEE Gene sein konnte. Im Gegensatz
dazu ist in der Uberexpressionsmutante der Transkriptlevel von ler nur maRig erhéht (fc
1,64), aber dennoch sind die LEE Pathogenitétsinseln, bis auf LEEL, stark hoch-
reguliert. Das Transkript des positiven Regulators der ler Expression GrlA war
dahingehend in beiden Testbedingungen gleich stark hoch-reguliert (Tabelle 27). Die
Expression von ler wird neben der Aktivierung durch GrlA und seiner eigenen
Autoregulation zusétzlich von einer Vielzahl von weiteren transkriptionellen
Regulatoren auf3erhalb der LEE-Gene gesteuert (Furniss and Clements, 2018; Gaytan et
al., 2016). Das Transkript von LeuO, ein pleiotropher DNA-bindender transkriptioneller
Aktivator, war in der Deletionsmutante erhoht (fc 4,54), wohingegen der
Transkriptlevel im Vergleich zur Uberexpressionsmutante nur moderat erhéht war (fc
2,24). Ein weiterer Regulator, der nachweislich die Expression von ler beeinflusst, ist
der transkriptionelle Aktivator des gadABC Operons GadE. Das gadABC Operon ist
Teil der Stressadaptation von E. coli unter stark sauren Bedingungen. In einer friiheren
Studie konnte gezeigt werden, dass eine Deletion von gadE unter anderem die
Expression von ler und den LEE-Pathogenitatsinseln signifikant erhoht (Kailasan
Vanaja et al., 2009). Eine dhnliche Situation ist unter unseren Bedingungen sichtbar.
Das Transkript von GadE ist sowohl in der Deletionsmutante (fc -4,96) sowie in der
Uberexpressionsmutante (fc — 12,02) stark runter-reguliert, was ebenfalls ein méglicher

Grund flr die Erhéhung des ler und der LEE Transkript-Level sein kdnnte.

Neben den LEE Virulenzgenen fiir das T3SS spielen die Gene fiir den ,,bundle
forming pilus® (BFP) eine entscheidende Rolle fiir die Virulenz von EPEC (Cleary et
al., 2004; Hicks et al., 1998). Dabei ist der BFP wahrscheinlich an der initialen
Anheftung an die Wirtszelle und spater fur die Bildung von Mikrokolonien an der
Zelloberflache notig. Die BFP-Gene sind im Gegensatz zu den LEE-Pathogenitatsinseln
nicht auf dem Hauptchromosom, sondern auf einem ca. 80 kbp groRen EPEC Adhérenz-
Faktor-Plasmid (engl. EPEC adherence factor plasmid — EAF) codiert. Die Expression
des bfp Operons wird durch den transkriptionellen Regulator perA aktiviert. Die

Transkriptlevels von perA sowie des ersten Gens des bfp Operons, bfpA, waren sowohl
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in der Deletionsmutante wie auch in der Uberexpressionsmutante im Vergleich zum
EPEC E2348/69 Wildtyp stark erhoht (Tabelle 27).

LEEG LEE1 LEE7 LEE2 LEE3 LEES LEE4
S e —
< 99 QN z A~ Q 4 O«
g o > & I~
9 s 9 escEKLRSTU escCJl & escNOPQ @ & espADB
& < 2 @ cesD2

Abbildung 28: LEE Pathogenitétsinsel. Farbcode: ,
Transkriptionelle Regulatoren, Chaperone, Export Apparat,

, Sekretion Regulator, , Intimin, Translokator. Adapt|ert aus
Gaytan et al., 2016

Tabelle 27: Regulation der LEE Pathogenitatsinseln und weiterer wichtiger Virulenzfaktoren in
EPEC (Pl = Pathogenitatinsel)

Transkript Pl Funktion FC AcsrAIWT FC OE/WT
ler LEE1 Transkriptioneller Regulator 3,90 1,64
escR LEE1 Export Apparat 5,40 1,65
escS LEE1 Export Apparat 5,33 1,73
escT LEE1 Export Apparat 5,47 1,85
escU LEE1 Export Apparat 6,07 2,08
cesD2 LEE4 Chaperone 2,21 4,36
gIrR LEE7 Transkriptioneller Regulator 3,74 4,57
glrA LEE7 Transkriptioneller Regulator 5,15 4,67
escN LEE3 ATPase Komplex 7,30 7,15
espH LEE3 Effektor 12,23 4,38
Map - Effektor 14,77 10,12
Tir LEES Effektor 7,66 6,67
cesT LEES Chaperone 11,52 9,85
eaeA LEE5 Intimin 6,14 6,56
espA LEE4 Translokator 1,60 4,51
espD LEE4 Translokator 1,49 4,35
espB LEE4 Translokator 1,24 3,45
escF LEE4 Nadelkomplex 3,98 5,83
espF LEE4 Effektor 3,54 4,90
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bfpA - Strukturprotein ,,Bundle 3,04 473
forming Pilus*

perA - Transkriptioneller Regulator 5,07 2,11
(bfp operon)

sepQ LEE3 ATPase assoziert 8,27 5,78

escV LEE3 Export Apparat 9,16 8,37

3.5.3 Effekte auf die Eisenaufnahmesysteme

In Kapitel 3.4.4 wurde auf den Einfluss der CsrA Pertubation auf das
Enterobactin-Biosynthese-Operon entABCDE sowie auf die sichtbaren Effekte im
Metabolom eingegangen. Im Transkriptom waren dazu zusatzlich zahlreiche
Transkripte reguliert, die in Verbindung mit verschiedenen Eisenaufnahmesystemen in
E. coli stehen.

Die Eisenaufnahme von E. coli findet hauptsichlich durch ,,Siderophore (z.B.
Enterobactin/Enterochelin) statt, welche eine hohe Affinitdit zu dem unter
sauerstoffreichen Bedingungen hauptsachlich vorliegenden Fe (111) haben. Die Energie
fir den aktiven Transport der Eisen-Siderophore-Komplexe wird durch den TonB-
ExbB-ExbD-Komplex bereitgestellt. Im Transkriptom waren die Transkripte fur den
TonB-ExbB-ExbD (tonB, exbD, exbB) in der Deletionsmutante nur leicht negativ
reguliert (AcsrA tonB fc — 1,51, exbB fc -1,72, exbD fc — 2,05), wohingegen eine starke
negative Regulation in der Uberexpressionsmutante  sichtbar ~ war
(Uberexpressionsmutante tonB fc — 3,22, exbB fc —4,86, exbD fc — 5,80). Eisen, welches
durch Enterobactin gebunden ist, wird mittels des FepABCDE Systems ins Cytoplasma
transportiert. Die Transkripte des Fep-Systems waren in der Deletionsmutante nur sehr
leicht runter-reguliert (febABCDE fc < - 2), jedoch in der Uberexpressionsmutante stark
reduziert (Tabelle 28). Die starkste negative Regulation zeigte das Transkript fir den
Enterobactin-Rezeptor auf der &uRBeren Membran febA (fc -18,40) in der
Uberexpressionsmutante. Auch die zytoplasmatische Enterobactin-Esterase fes (fc -
12,53), welche die Spaltung von Enterobactin und damit die Freisetzung von Eisen
katalysiert, war in der Uberexpressionsmutante negativ reguliert, wohingegen keine
Regulation in der Deletionsmutante sichtbar war. Trotz der starken negativen
Regulation wvon fes lieB sich im Metabolom keine Regulation von 2,3-
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Dihydroxybenzoylserin detektieren (siehe auch 3.4.4). Neben dem Enterobactin
Biosynthese-Operon und den entsprechenden Transportern waren zusétzlich die
Transkripte von anderen Eisenaufnahmesystemen negativ reguliert. Dazu zéhlen in der
Deletionsmutante sowie der Uberexpressionsmutante die Transkripte des Hamin-
Aufnahme-Systems (chuASTU) sowie des Colicin-Rezeptors cirA (Tabelle 28).
Erstaunlicherweise konnte jedoch keine Regulation des Eisen-Aufnahme-Regulators fur
im  Transkriptom der Uberexpressionsmutante oder des Deletionsstammes

nachgewiesen werden.

Tabelle 28: Regulation verschiedener Eisenaufnahmesysteme sowie des TonB-ExbB-ExbD Systems.

Transkript Funktion FC AcsrA/WT FC OE/WT

chuA Hamin Membran -8,13 -20,91
Rezeptor

chuS H&min Transporter -6,60 -17,16

chuT Haming -2,81 -3,65
Bindeprotein

chuu H&min Permease -1,43 -1,29

CirA Colicin | Rezeptor -3,05 -15,79
(auch

Eisenaufnahme)

exbB TonB Komplex, -1,72 -4,86
Energietransfer fur
Eisenaufnahme
Systeme

exbD TonB Komplex, -2,05 -5,80
Energietransfer fur
Eisenaufnahme
Systeme

tonB TonB Komplex, -1,51 -3,22
Energietransfer fur
Eisenaufnahme

Systeme

fepA Ferrienterobactin -1,87 -18,40
Rezeptor (&4ulRere
Membran)

fepB Ferrienterobactin- -1,67 -5,78

Bindeprotein
(Periplasma)

fepC ATP-Bindeprotein -1,01 -4,83

fepD Permease -1,50 -5,49

fepE Genaue Funktion -1,27 -2,85
unbekannt
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fepG Ferrienterobactin 1,12 -3,42
Rezeptor (innere
Membran)

fur Negativer Regulator -1,34 -1,56
der Eisenaufnahme

3.5.4 Stress-Antwort

Eine weitere Auffélligkeit im Transkriptom der Deletions- bzw. der csrA
Uberexpressionmutante  war die Hochregulation von Transkripten, die mit der
allgemeinen Stressantwort, aber vor allem mit der Adaptation gegen Sdurestress stehen.
Im Kapitel 3.5.1 wurde schon auf die Regulation des Kolanséure-Operons eingegangen,
welches ebenfalls unter sauren Bedingungen das Uberleben der Zellen verbessert. Dies
ist ebenfalls wichtig fir die Virulenz von pathogenen E. coli Stdmmen, da der
Infektionsweg Uber die Magenpassage mit einem niedrigen pH-Wert verlauft.

Neben der Kolansduresynthese, die auf eine Induzierung der Sdurestressantwort
hindeutet, waren besonders die Transkripte des hdeAB Systems, sowie das Transkript
fiir das Membranprotein hdeD stark negativ reguliert (Uberexpression hdeABD fc > -
14, AcsrA fc > - 13). HdeA und HdeB sind Chaperone, die essentiell fiir das Uberleben
von pathogenen Enterobakterien bei niedrigen pH-Werten sind und unter S&urestress
vermehrt gebildet werden (Kern et al., 2007). Ein weiteres System zur Regulierung des
intrazellularen pH-Wertes unter Saurestress ist das gadABC System. Die Transkripte der
Glutamat-Decarboxylasen GadA und GadB sowie das Transkript des putativen
Glutamat/y-aminobutyrat-Antiporter GadC waren ebenfalls in der Deletionsmutante wie
auch in der csrA Uberexpressionsmutante stark negativ reguliert (Uberexpression fc > -
10, AcsrA fc - 11). Die generelle Stressantwort in E. coli in stark saurer Umgebung wird
uber den Sigma Faktor RpoS reguliert. Erstaunlicherweise konnte in keiner Bedingung
eine Regulation des rpoS Transkriptes nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass
CsrA Uber einen anderen Regulationsweg auf die Sdurestressantwort wirkt. Auch
Transkripte, die im Zusammenhang mit ,Hungerstress®, Osmosestress oder

Kaélteschockstress stehen, waren in den getesteten Bedingungen nicht reguliert.
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3.6 Einfluss auf den Phanotyp

Aufgrund der pleiotropen Effekte von CsrA, vor allem auf die Zellhille und
Biofilmbildung (Potts et al., 2017, Vakulskas et al., 2015), wurde der Phanotyp der
AcsrA Mutante mit dem EPEC E2348/69 Wildtyp verglichen. Dazu wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen der Mutante bzw. des Wildtyps aufgenommen
sowie mittels photometrischer Verfahren die relative Menge an Exopolysaccharid-

Matrix und Kolansaure bestimmt.

3.6.1 Mikroskopie

Es ist bekannt, dass CsrA starke Effekte auf den Phanotyp hat (Romeo et al.,
1993). Im Transkriptom waren viele Gene fir die Synthese und den Export der
Kolanséure reguliert. Auch im Metabolom konnten verschiedene Intermediate, die in
Verbindung mit der Zellwandsynthese und dem Lipidstoffwechsel stehen, identifiziert
werden. Aus diesem Grunden wurden die Phanotypen der E2348/69 AcsrA Mutante
sowie des Wildtyps elektronenmikroskopisch verglichen (Abbildung 29).

E2348/69 wt E2348/69 wt E2348/69 AcsrA

E2348/69 AcsrA E2348/69 AcsrA E2348/69 AcsrA

Abbildung 29: Einfluss der csrA Pertubation auf den Phéanotyp. ,negativ-stain“
Transmissionselektronenmikroskopie von EPEC E2348/69 Wildtyp (a) bzw. AcsrA (d)
Mutante. Rasterelektronenmikroskopie Aufnahme des EPEC E2348/69 Wildtyps (b) bzw.
der AcsrA Mutante (c, e, f). Die Aufnahmen wurden von M. Rohde (HZI) erstellt.
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In  der  Negativfarbung  (Abbildung 29, a, d) lies sich im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) erkennen, dass die Acsr4 Mutante ihre
typische stabchenformige Zellform verliert. Die Acsr4A Mutante hat eine diffuse
Oberflache und besitzt keine Flagellen mehr. Im Durchschnitt ist die AcsrA Mutante
~1,18 uM lang und somit signifikant kleiner als der EPEC E2348/69 Wildtyp
(1,45 £ 0,07 pM, pval 1,40E-11, Anhang VI). Unter dem Rastereleketronenmikroskop
(REM) wird nochmals der unterschiedliche Phénotyp der Acsr4 Mutante im Vergleich
zum Wildtyp sichtbar. Wéhrend der Wildtyp einzelne, stdbchenférmige, flagellierte
Zellen aufzeigt (Abbildung 29, b) bildet die Acsr4 Mutante traubenformige Zellcluster
und nimmt eine zum Teil kokkoide Zellform an (Abbildung 29, c). Besonders aufféllig
ist die blasenartige Struktur auf der Oberflache der Zellen, die sich in der
Negativfarbung als diffus und unter dem REM als vesikelartige Membranausstilpungen
darstellt (Abbildung 29, e). Auch lasst sich eine verstarkte Biofilmbildung der AcsrA
Mutante (Abbildung 29, f) beobachten, die fur die genutzten Wachstumsbedingungen

untypisch sind und eine direkte Folge der CsrA-Pertubation darstellen kénnten.

3.6.2 Einfluss auf die Biofilmbildung

Die verstarkte Bildung von Biofilm der Acsr4 Mutante war deutlich unter dem
Mikroskop sichtbar. Zusatzlich war aus den Transkriptomdaten ersichtlich, dass das
komplette Operon der Kolanséuresynthese- und des -exportes in der Mutante stark
hochreguliert war. Dies lieB vermuten, dass es sich bei den Exportvesikeln um
Kolanséaure bzw. M-Antigen, welches typisch fur E. coli ist, handeln konnte. Zudem ist
aus der E.coli K12 csrA:kan Mutante bekannt, dass die Biofilmbildung durch
Repression des pga Operons, bei Anwesenheit von CsrA repremiert ist. Das
Exopolysaccharid  Poly-3-1,6-N-acetyl-D-Glucosamin (pga) ist ein wichtiger
Bestandteil der Exopolysaccharidmatrix (EPS) in K-12 Stammen (Wang et al., 2004),
fehlt allerdings in enteropathogenen E. coli. Die Differenzierung von Zuckern, welche
fir die Synthese von Kolansdure bendtigt werden, ist mittels MS2 Spektren kaum
maoglich, sodass der Metabolomikansatz hier keinen Erkenntnisgewinn brachte. Um
dennoch zu Gberprifen, ob die Hochregulation des wza Operons zu einer gesteigerten
Produktion und einen Export von Kolanséure flhrt, wurden zwei photometrische
Assays zur Bestimmung der Glucose bzw. zur Bestimmung der Fucose aus der EPS
durchgefuhrt (Tabelle 29).
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Tabelle 29: CsrA hat Einfluss auf die Produktion der Exopolysaccharidmatrix und der
Kolansaureproduktion.

Effekt auf die E2348/69 Wildtyp E2348/69 AcsrA
Exopolysaccharid Synthese
(EPS)
Totale EPS 10,66 + 1,84 pg/ml 70,19 £ 11,49 pg/ml

(Glucoseaquivalent)

Kolansauresynthese 311,32 + 184,84 pg/ml 1016,10 * 362,40 pg/ml
(Fucose-Bestimmung)

Zur Isolation der EPS wurde eine tber Nachtkultur des Wildtyps bzw. der AcsrA
Mutante von einer LB-Platte verwendet. Enzymaktivitdten wurden durch
Hitzeinaktivierung unterbunden. Durch Zugabe von Anthron und Schwefelsdure bildet
sich ein blau-griner Farbstoff der durch die Reaktion von Anthron mit den durch
Schwefelsdure dehydratisierten Glucosemolekiilen entsteht. Diese Farbreaktion l&sst
sich photometrisch gegen eine Glucosekalibrationskurve vergleichen (siehe 2.8.12). Fur
die stationdr angezogene Kultur konnte gezeigt werden, dass der EPS Gehalt in der
AcsrA Mutante circa siebenfach erhoht war, gemessen am Glucosegehalt, der als Proxy

flr die Gesamtheit der EPS genutzt wurde.

Zusétzlich wurde die Kolansdure von planktonisch wachsenden Zellen isoliert
und die Fucose mittels eines photometrischen Assays bestimmt (siehe 2.8.10 und
2.8.11). Nach der Isolation der Kolanséaure (2.8.10), wurde gegen ddH,O dialysiert, da
Fucose nicht durch Dialyse entfernt werden kann. Der quantitative Nachweis basiert auf
auf der spezifischen Farbreaktion von Cystein-Hydrochlorid mit unterschiedlichen
Zuckern, der photometrisch bestimmt und anhand einer Fucose-Kalibrationskurve

quantifiziert werden kann.

Fucose ist ein zentraler Bestandteil der Kolansdure und kommt sonst nicht im
Stoffwechsel von Enterobakterien vor. Die photometrische Bestimmung der Fucose
ergab eine siebenfach hohere Konzentration in der Acsr4 Mutante verglichen mit dem
Wildtyp (Tabelle 29).
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3.6.3 Keine direkte Regulation des Kolansdureoperons

Die Auswirkungen der CsrA Pertubation auf den Phanotyp, insbesondere auf die
Biofilmbildung, waren deutlich unter dem Elektronenmikroskop sichtbar. Durch
photometrische Assays konnte gezeigt werden, dass der Anteil der EPS bzw. der
Kolanséure in der AcsrA Mutante stark erhoht war. Im Transkriptom war eine extreme
Hochregulation des wza Operons sichtbar, was die Frage aufbrachte, ob CsrA direkt an
der Regulation der Kolansauresynthese beteiligt ist, oder ob indirekte Effekte zu einer
Uberproduktion fiihren. Um dies zu Gberpriifen wurden EMSAs (electro mobility shift

assays) mit Hise-getaggtem CsrA gegen wza-UTR’s durchgefiihrt (Abbildung 30).

Der CsrA-EMSA ist in Abschnitt 2.8.6 beschrieben. Zu aufgereinigtem CsrA-
Protein wird RNA zugegeben und fiir 20 min inkubiert. Die potentielle Bindung von
CsrA lasst sich anhand der elektrophoretischen Trennung in einem TBE Gel bewerten
(2.8.1-2.8.7). Es konnte keine direkte Bindung anhand eines Bandshifts durch Bindung
von CsrA an die 5S’UTR von wza, im getesteten Konzentrationsbereich nachgewiesen
werden. Es wurden zwei unterschiedlich lange Bereiche der wza 5° UTR getestet (A:
240 nt, B: 181 nt), die jeweils Uber 3 putative GGA Bindestellen verfugen. Die
putativen Bindestellen GGA Motive sind in der Sequenz gezeigt (Abbildung 30 griin).
Als positiv Kontrolle wurde rovC (77 nt) RNA verwendet. Als Kontrolle wurde hns
RNA (52 nt), in jeder Tasche mit aufgetragen, um unspezifische Shifts detektieren zu

konnen. Der Shift der positiv-Kontrolle ist im ,,Kasten* gezeigt (Abbildung 30).
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wza -5° UTRs

TCTGGATGCCTGAAAGACCAGTCTGAAT TATTCTGTCAATAGCCTGCEGATGAAATCAATTTTTT TAGGA
CTGATGCCAGTTAAATTTTTATTCAATTAACTGCAAGGTAAATGTGCATGGCGACATTGCTATTAATAGTG
CAJAGGATAATTACTCTGCCAAAGTGATAAATAAACAATGATGAAATCCAAAATGAAATTGAT

RBS Translationsstart

TCTGGATGFCCTGAAAGACCAGTCTGAATTATTCTGTCAATAGCCTGCGGATGAAATCAATTTTTT
TAGGACTGATGCCAGTTAAATTTTTATTCAATTAACTGCAAGGTAAATGTGCATGGCGACATTGCT
ATTAATAGTGCACAGGATA ATTACTCTGCCAAAGTGATAAATAAACAATGAT

RBS Translationsstart

‘

100 50 25 10 5 25 0 nMCsrA

: UHY o wza 204 nt

rovC 77 nt » | - - - ' & hns 52 nt

L
— I

100 50 25 10 5 2,5 0 nMCsrA

! “ | ‘ ' “ . - wza 181 nt
rovC 77 nt : ' ‘ ' ; ‘ p hns 52 nt
‘ .

Abbildung 30: “Elektro Mobility Shift Assay” (EMSA) der 5-UTR von wza
(Kolansauresynthese-Operon). Die biotinylierte wza RNA wurde mit CsrA-His6 in einer
Konzentrationsreihe von 0-100nM inkubiert. Biotinylierte hns-RNA fungierte als
Negativkontrolle. rovC-biotinylierte RNA (schwarzer Kasten) wurde als Positivkontrolle
mit einer CsrA Konzentration von 0 bzw. 100 nM inkubiert. Es konnte keine direkte
Bindung bzw. ein Bandenshift durch CsrA fur die beiden getesteten Fragmente
beobachtet werden (A wza-UTR 204 bp, B wza-UTR 181 Bp, hns RNA 52 Bp, rovC RNA).

3.6.4 EMSAs der cfa und entC mRNA

Im Metabolom konnten Auswirkungen auf die cyclopropanierten Fettsduren
(3.4.6) und die Enterobactinbiosynthese-Metaboliten nachgewiesen werden. Eine starke
Regulation der Gene der Enterobactinbiosynthese war ebenfalls im Transkriptom
sichtbar. Um zu Uberprifen, ob CsrA direkt an der Regulation dieser Gene beteiligt ist,
wurden die 5’UTRs von cfa und entC mittels Bandshift getestet. Aufgrund der besseren
Signalstarke und der besseren Reproduzierbarkkeit wurden fur die folgenden CsrA
EMSASs radioaktiv gelabelte RNAs verwendet (siehe 2.3.7). Fir die cfa 5° UTR wurden
zwei Fragmente unterschiedlicher Lange im Bandshift untersucht (Abbildung 31 A 166
nt, B 125 nt). Die putativen Bindemotive (GGA-Motive) sind in der Sequenz griin
markiert. Es konnte keine direkte Bindung von CsrA an die beiden 5’UTRs festgestellt

117



Ergebnisse

werden. Eine direkte Regulation von CsrA der mRNA, die fiir die ,,Cyclopropane-fatty-
acyl-phospholipid Synthase (Cfa)“ kodiert, ist damit unwahrscheinlich. Fiir die
Regulation im Lipidom und Transkriptom sind wahrscheinlich sekundéare Effekte einer
CsrA Pertubation verantwortlich. Als Negativkontrolle wurde hns RNA (52 nt)

verwendet.

0 25 5 10 25 50 100 nMCsrA 0 25 5 10 25 50 100 nMCsrA

—~ RNA4(166 nt)

RNA7 (125nt)

L”""‘;__ has (52n) I_’ - ’ .‘. \. - ' )—hns(San}

cfa- 5 UTRs

RNA 4 166 nt
TCCCGACTCACTATGGATGGTCATTTCGGCAAGGGTTCCTCCTTTCCCTCTGTTCTACGTCEGAT TATAGACT
CGCGGITTTTTCTGCGAGATTTCTCACAAAGCCCAAAAAGCGTCTACGCTGTTTTAAGGTTCTGATCACCG
ACCAGTGATIGGAGAAACTATGA
RBS Translationsstart
RNA 7 166 nt
TGTTCTACGTCGGATTATAGACTCGCGGTTTTTTCTGCGAGATTTCTCACAAAGCCCAAAAAGCGTCTACG

CTGTTTTAAGGTTCTGATCACCGACCAGTGAT l\ AACTATGAGTTCATCGTGTATAGAAGAAGTCAG
TGTA
RBS

Translationsstart

Abbildung 31: EMSAs der cfa 5’UTRs. Es wurden zwei unterschiedliche Fragmente im
Bandshift untersucht (A: RNA4 166 nt, B: RNA7 125 nt). Es konnte kein Shift der 5’UTR
festgestellt werden. Die Versuche wurden mittels Radioaktiv-Labelling von Marcel Volk
(MIBI Department, Leitung Prof. Dr. Petra Dersch durchgefuhrt). In der Nukleotidsequenz
der beiden Fragmente sind die putativen Bindestellen von CsrA (GGA-Motive - griin), die
Ribosomenbindestelle (RBS), sowie das Initiations-ATG (rot) gezeigt.

Der Bandshift fir die entC mRNAs zeigt einen leichten Shift bei der héchsten
CsrA Konzentration von 100 nM CsrA (Abbildung 32 B *). Es konnte kein Shift in den
niedrigen Konzentrationsbereichen detektiert werden. Die Negativkontrolle zeigte
keinen Shift bei einer Konzentration von 100 nM CsrA, was fiir ein spezifisches Binden
von CsrA an die entC RNA spricht. Die zwei putativen Bindemotive fur CsrA liegen in
der Shine Dalgano Sequenz und 17 Bp vom Translationsstart entfernt innerhalb der

codierenden Sequenz von entC.
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|
0 25 5 10 25 50 100 0 100 nMCsrA 0 25 5 10 25 50 100 nMCsrA

L »a ¥ . RNA 5 (160 nt) -
B B B B B W e | RNAB(133n1)

BESSSSs8s - sesssss .

RNA5160nt entC-5¢ UTRs
ACCACAACCAGATGCAACCCCGAGTTGCAGATTGCGTTACCTCAAGAGTTGACATAGTGCGCGTTTGCTT

TTAGGTTAGCGACCGAAAATATAAATGATAATCATTATTAAAGCCTTTATCATTTTG TGAGGI TGATATBG
BTACGTCACTGGCTGAGEGAGTACAGC RBS Translationsstart

RNA8133nt
ATAGTGCGCGTTTGCTTTTAGGTTAGCGACCGAAAATATAAATGATAATCATTATTAAAGCCTTTATCATT

TTGTGGAGGATGATAT GGATACGTCACTGGCTGAGGAAGTACAGCAGACCATGGCAACACTT
RBS Translationsstart

Abbildung 32: EMSAs der entC 5’UTRs. Es wurden zwei unterschiedliche Fragmente im
Bandshift untersucht (A: RNA5 160 nt, B: RNA7 133 nt). Es konnte ein Shift fir RNA8 bei
der hochsten CsrA Konzentration festgestellt werden. Die Versuche wurden mittels
Radioaktiv-Labelling von Marcel Volk (MIBI Department, Leitung Prof. Dr. Petra Dersch
durchgefihrt). In der Nukleotidsequenz der beiden Fragmente sind die putativen
Bindestellen von CsrA (GGA-Motive - grin), die Ribosomenbindestelle (RBS), sowie das
Initiations-ATG (rot) gezeigt. Der Shift von RNA 7 ist als * angegeben.

3.6.5 Nachweis der Glykogenuberproduktion der Acsr4A Mutante

Ein typischer Effekt einer CsrA Pertubation ist die Hochregulation des glg
Operons, das die Glykogensynthese steuert. Der klassische Nachweis einer
Uberproduktion an Glykogen oder Starke ist die Farbung mittels Jod. Jod interkaliert in
die Helixstruktur des Glykogens und bildet einen tiefblauen (lila bis schwarzen)
Komplex. Wie in Abbildung 33 dargestellt ist die AcsrA Mutante starker gefarbt als der
Wildtyp, was auf einer Hochregulation der Glygogensynthese hindeutet (Abbildung 33
A und B). Die starkere Farbung der Acsr4 Mutante ist im Verdunnungsaustrich in
Abbildung 33 D noch deutlicher zu erkennen. Es ist bekannt, dass eine Pertubation von
CsrA sehr schnell zu Suppressormutationen im Bereich der Glykogensynthese fuhrt
(Timmermans and Van Melderen, 2009). Zellen, die solche Mutationen aufweisen,
waéren schwacher gefarbt. Die Morphologie und Farbung der Acsr4 Mutante ist jedoch

homogen, was eine Mischkultur aus Suppressormutanten unwahrscheinlich macht.
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Abbildung 33: Jod Stérke Test der AcsrA Mutante. A: Inkubation der Platte mit Jod-Dampf
(links AcsrA Mutante, rechts Wildtyp). B: Inkubation mit Lugolscher-Ldsung (links AcsrA
Mutante, rechts Wildtyp). C: Verdiinnungen des EPEC E2348/69 Wildtyp und D: der AcsrA
Mutante. Die Platten in Abbildung C und D wurden mit Jod bedampft. Die Akkumulation
von Glykogen ist durch die dunklere Farbung der AcsrA Mutante im Vergleich zum
Wildtyp sichtbar.

3.7 CsrA als putatives Ziel fur Antibiotika

3.7.1 Etablierung eines Screenings nach CsrA Inhibitoren

Im Zuge dieser Arbeit sollte eine ,,Screening-Assay* entwickelt werden, um
geziel Inhibitoren fir CsrA zu finden. Die Idee des Assays basiert auf einer CsrA-
Zielsequenz, die auf einem Reportergenvektor an eine Lux-Kassette fusioniert ist.
Durch das Binden von CsrA an die Ziel mMRNA wird die Translation des Lux-Reporters
unterdriickt. Durch einen potentiellen Inhibitor, der das Binden von CsrA an die Ziel
mRNA inhibiert (Regulationsbeispiel: Blockierung der RBS), kann die Translation der
Lux-Fusion stattfinden. Da es keinen bekannten Inhibitor fir CsrA gibt, sollte eine
Uberexpression der kleinen regulativen RNAs CsrB und CsrC als Positivkontrolle
fungieren (siehe 1.6, 2.2.12).

Als Zielsequenzen zur Etablierung des ,,Screening Assays® wurde die Sequenz
von sepL (EPEC) sowie hilD (S. Typhimurium) in den pFU53 Vektor kloniert (siehe:
2.2.12, 0). Die Lumineszenzmessung ergab ein starkes Signal im Wildtyp Hintergrund
(Abbildung 34, blau) sowie fur die beiden Positivkontrollen (Abbildung 34, grin),
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Uberexpression von CsrB und CsrC). Im Acsr4 Hintergrund konnte keine Lumineszenz
gemessen werden (Abbildung 34, rot). sepL ist Teil des LEE4 in EPEC und wird
positiv von CsrA reguliert. In der Deletionsmutante findet aufgrund der Abwesenheit

von CsrA keine Aktivierung von sepL statt, sodass auch keine Luciferase translatiert

wird.
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Abbildung 34: Screening System mit sepL als Zielsequenz. Es wurde die relative Stéarke
der Lumineszenz des Lux-Fusionskonstrukts (hier sepL als Zielsequenz) gemessen.
Blau: Wildtyp, rot AcsrA, dunkelgriin: Wildtyp mit Fusionskonstrukt und Uberexpression
von CsrB, hellgrin Wildtyp mit Fusionskonstrukt und Uberexpression von CsrC. Die
Uberexpression von CsrB oder CsrC sollte als Positivkontrolle fungieren. Als
Qualitatsparameter wurde der Z-Faktor bestimmt. Z-Faktor = 0,4. CsrA ist ein Aktivator
der Translation von sepL.

HilD ist ein transkriptioneller Regulator, der wichtige Funktionen fir die
Invasion von S. Typhimurium in die Wirtszelle Gibernimmt. Eine direkte Regulation von
hilD durch CsrA ist in der Literatur beschrieben. Anders als sepL wird die hilD mRNA
negativ durch CsrA reguliert. Das Signal im Deletionshintergrund ist dadurch deutlich
starker als im Wildtyp-Hintergrund (Abbildung 35, blau und rot). Fir beide
Testscreens konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von CsrB und CsrC nicht
ausreicht, um CsrA aktiv an der Bindung an die Zielsequenzen zu hindern. Der Z-Faktor
fir hilD als* Readout™ liegt bei Z = 0,5, fiir sepL Z= 0,4. Damit sind beide ,,Readouts*
als nicht bis wenig geeignet, um in einem Hochdurchsatz-Screen angewendet zu
werden. Eine andere Mdglichkeit ist das Verwenden der AcsrA Mutante als
Positivkontrolle. Allerdings weist die AdcsrA Mutante einen stark eingeschrankten
Wachstumsphénotyp im Vergleich zum Wildtyp auf, was die Auswertung und
Verlasslichkeit dieses Screenings-Systems erheblich einschrankt.
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Abbildung 35: Screening System mit hilD als Zielsequenz. Es wurde die relative Starke
der Lumineszenz des Lux-Fusionskonstrukts (hier hilD als Zielsequenz) gemessen. Blau:
Wildtyp, rot AcsrA, dunkelgriin: Wildtyp mit Fusionskonstrukt und Uberexpression von
CsrB, hellgriin Wildtyp mit Fusionskonstrukt und Uberexpression von CsrC. Die
Uberexpression von CsrB oder CsrC sollte als Positivkontrolle fungieren. Als
Qualitatsparameter wurde der Z-Faktor bestimmt. Z-Faktor = 0,5. CsrA ist ein negativer
Regulator der hilD Translation.

3.7.2 Synergismus mit anderen Antibiotika

CsrA hat pleiotrope Effekte auf den Metabolismus und die
Transkriptomlandschaft von EPEC und vielen weiteren pathogenen Organismen. Aus
diesem Grund wird CsrA als ein mogliches Angriffsziel fur Antibiotika diskutiert. Um
zu testen, ob eine Deletion von csrA Einfluss auf die Resistenz gegen Antibiotika hat,
wurden einige Vorversuche zur Bestimmung der MIC von Cirpofloxacin und zwei
Sulfonamiden (Sulfamethazine und Sulfamethoxazol), durchgefiihrt. EPEC E2348/69
weist eine natlrliche Resistenz gegen einige Sulfonamide auf Es wurden keine
biologischen Replikate vermessen und jeweils nur ein technisches Replikat, was die
Aussagekraft der Ergebnisse einschrankt. Fir den E2348/69 Wildtyp konnte eine
vorlaufige MIC von 0,014 pg/ml bestimmt werden. Die Acsr4 Deletionsmutante zeigte
eine MIC von 0,0513 ng/ul und damit eine stark erhohte Sensibilitdt gegen
Ciprofloxacin. Fur die beiden Sulfonamide konnte keine erhohte Sensibilitat der Acsr4
Mutante gegen das entsprechende Antibiotikum festgestellt werden. Fur Sulfamethazine
wurde eine MIC von 29-30 pg/ml und fur Sulfamethoxazol eine MIC von ca. 44 pg/ml

fir beide Stdimme gemessen. Da es sich nur um vorlaufige Ergebnisse handelt, lasst sich
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nur ein Trend vorhersagen. Somit scheint CsrA nicht regulativ Einfluss auf den

Resistenzmechanismus gegen Sulfonamide zu wirken.
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4  Diskussion

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf einer umfassenden, kombinierten
Analyse von Metabolom und Transkriptom der EPEC E2348/69 AcsrA Deletion bzw.
der csrA Uberexpression im Vergleich zum Wildtyp, um die Funktion des Csr-Systems
in EPEC zu charakterisieren. Dabei wurde eine ,,untargeted Metabolomanalyse mit
Hilfe einer polaren sowie einer unpolaren Extraktion der entsprechenden
Bakterienstamme durchgefiihrt und die identifizierten Metaboliten zusammen mit den
Daten aus der RNA-Seq. verglichen, um ein umfassendes Bild tber die Funktion von
CsrA im bakteriellen Stoffwechsel darzustellen. Zusétzlich wurden biochemische
Assays und Mikroskopie erganzend zu den Messdaten durchgefihrt, um die Effekte auf
die Metabolit- und Transkriptlevels in einem biologischen Kontext zu erklaren. Neben
dem Hauptaugenmerk auf den Zentralstoffwechsel wurde besondere Ricksicht auf die
Expression der Virulenzfaktoren genommen, um die Wichtigkeit von CsrA fir die
Virulenz des humanpathogenen Keims zu betonen. Da die meisten Studien zu CsrA in
nicht-pathogenen E. coli K-12 Stammen durchgefiihrt wurden und sich oftmals auf
Transkriptomanalysen beschranken, wurde im Zuge dieser Studie ein kombinierter
Ansatz von Metabolomik und Transkriptomik an dem human-pathogenen EPEC Stamm
E2348/69 durchgefiihrt. Die Deletion des zentralen, post-transkriptionellen Regulators
CsrA fuhrt zu pleiotropen Effekten auf das Metabolom und das Transkriptom der Zelle.
Die starken Einflisse von CsrA auf den Zentralstoffwechsel zeigen sich in der Hoch-
regulation von 30 Metaboliten bzw. der Runterregulation von 67 Metaboliten,
hauptsachlich aus dem Zentralstoffwechsel wie der Glykolyse, dem TCA-Zyklus und
der Aminosdurebiosynthese. Insgesamt konnten 159 Metabolite mit GC-MS und LC-
MS identifiziert werden. Dem gegenuber stehen 2162 gefilterte ,,features” aus der
positiv- und negativ-Modus LC-MS Messung. Die Identifikation von unbekannten
,features®, ist grundsatzlich der Flaschenhals in der Metabolomforschung. Es ist zu
beriicksichtigen, dass die Anzahl der detektierten ,features* nicht der Anzahl der
potentiellen Metaboliten entspricht, da unterschiedliche Spezies eines Metaboliten
(Isotope, Addukte, Neutralverluste) verschiedene m/z Werte aufzeigen. Ein weiteres
generelles Problem bei der Identifikation ist, dass im Vergleich zu Transkriptomik,
Genomik oder Proteomik fiir Metaboliten keine Referenzdatenbanken aufgrund von
Sequenzidentitaten (Genomsequenz, Aminoséuresequenz) exsitieren. Auch werden nur

die abundantesten Feautres im MS fragementiert, sodass nur fir einen Bruchteil der
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features® MS2 Spektren zur Identifikation zur Verfugung stehen. Ebenfalls entspricht
ein Teil der detektierten Features Kontaminaten aus dem Extraktionsprozess, die zum
Teil in abundanter Menge vorliegen kénnen. Die Information aus dem MS2 Spektren ist
in vielen Féllen zwingend notwendig, da ein m/z Wert in vielen Féllen
unterschiedlichsten Metaboliten oder kleinen Molekiilen zugeordnet werden kann.
Exsistierende Datenbanken mit ,,in silico® Spektren wie Metlin oder der ECMDB
kdnnen die Identifikation von Metaboliten unterstiitzen, dennoch ist eine Validierung
mittels MS2 und Retentionszeit eines gemessenen Standards nach wie vor in den

meisten Féllen fir eine eindeutige Identifikation erforderlich.

Zusétzlich konnten starke Effekte im Transkriptom auf Strukturkomponenten
und Virulenz registriert werden (Ergebnisse Abschnitt 3.4, Volcano Plots Abbildung
21). Die Effekte im Transkriptom und Metabolom decken sich dabei mit Ergebnissen
aus der Literatur zu Effekten einer CsrA Pertubation in E.coli und weiteren
Organismen wie Yersinia pseudotuberculosis, Legionella pneumophilia,
Erwinia amylovora und Pseudomonas aeruginosa (Ancona et al., 2016; Bucker et al.,
2014; LeGrand et al., 2015; Potts et al., 2017; Sahr et al., 2017; Vakulskas et al., 2015).
Die Veranderungen in den spezifischen Stoffwechselwegen werden im Folgenden
diskutiert.

4.1  Einfluss auf den Wachstumsphanotyp

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine csrA Deletion starke Effekte auf den
Phénotyp in E. coli und andere Enterobakterien sowie weiter entfernte Bakterien wie
Pseudomonaden hat (Vakulskas et al., 2015). Wé&hrend in einer friheren Studie mit
E. coli K-12 gezeigt wurde, dass CsrA fiir das Wachstum auf Glucose essentiell ist
(Timmermans and Van Melderen, 2009), wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass
CsrA nicht essentiell fiir das Wachstum des enteropathogenen E. coli Stammes EPEC
E2348/69 ist und eine Deletion keinen Wachstumsphénotyp hervorruft (Bhatt et al.,
2009). Im Widerspruch zu Bhatt et al. ist der Wachstumsphanotyp der Acsr4 Mutante
unter den getesteten Bedingungen stark repremiert (Abschnitt 3.1), was
hochstwahrscheinlich auf den Mangel an Energieintermediaten und der starken
negativen Regulation innerhalb der Glykolyse zurlickzufuhren ist, die in verschiedenen

Studien schon im Metabolom und Transkriptom beschrieben wurden (Morin et al.,
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2016; Romeo et al., 1993; Sabnis et al., 1995). Wahrend Bhatt et al. in seiner Studie mit
DMEM unter mikroaeroben Bedingungen gearbeitet hat, wurden unsere Metabolom-
und Transkriptomstudien unter aeroben Bedingungen in modifiziertem M9 Medium
(Absatz 2.1.3) durchgefiihrt. Da es unter mikroaeroben Bedingungen schon zu einem
deutlich verlangsamten Wachstum kommt, ist die Auswirkung auf den
Wachstumsphanotyp mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht sichtbar. Ebenso, ist das
Wachstum in Flussigkultur stark von der Verfligbarkeit von Sauerstoff als terminalen
Elektronenakzeptor abhangig, weshalb ein direkter Vergleich von mikroaeroben
Kulturbedingungen wie in der Studie von Bhatt et al., zu der in dieser Studie
durchgefiihrten Kulturbedingung schwierig ist. Ahnliche Versuche unter aeroben
Bedingungen in weiteren pathogenen Enterobakterien wie Yersinia enterocolitica
(LeGrand et al., 2015) Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia pesitis (Martinez-
Chavarria and Vadyvaloo, 2015) sowie des nicht-pathogenen E. coli Stammes Nissle
1977 (Revelles et al., 2013) und weiteren weiter entfernten Bakterienspezies, wie z.B.
Erwinia amylovora (Ancona et al., 2016) bestarken diese Vermutung, da die jeweiligen
csrA Deletionsmutanten einen starken Wachstumsphénotyp aufwiesen. Im Gegensatz
dazu hat eine Deletion von csrA keinerlei Effekt auf das Wachstum von
Heliobacter pylori (Barnard et al., 2004) flhrt aber dennoch zu dhnlichen Effekten in
Bezug auf die Motilitat und Virulenz dieses Pathogens, was auf eine &hnliche Funktion

in diesen Stoffwechselwegen schlieRen lasst.

4.1.1 Abhangigkeit der Virulenzgenexpression von der Medienzusammensetzung

Im Zuge dieser Arbeit wurde das Wachstumsmedium auf die Expression von
Virulenzfaktoren optimiert, um einen Einfluss von CsrA auf die Virulenz im
Metabolom und Transkriptom zu untersuchen. Als Proxy fir die Expression der
Virulenzgene wurde der EPEC Stamm E2348/69 mit einer genomischen Fusion von tir-
blaM verwendet (Mills et al. 2007). Die Expression der tir-blaM Fusion ist direkt unter
Kontrolle des Masterregulators des T3SS ler und somit ein geeigneter Proxy fiir die
Expression der LEE-PAI. und der Virulenzgene in EPEC.

Unter Standard-Kultivierungsbedingungen etwa in LB-Vollmedium oder M9
Minimalmedium findet keine Expression von Virulenzfaktoren in EPEC statt

(Abbildung 16), jedoch kann die Expression von Virulenzgenen in dem zur Zellkultur
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genutzten Medium DMEM induziert werden (Abe et al., 2002; Mellies et al., 2007). Da
das DMEM-Medium aufgrund seiner komplexen Zusammensetzung ungeeignet fur
Metabolomanalysen ist, wurde versucht die Virulenzgenexpression in einem
Kompromiss aus definierten Minimalmedium und gleichzeitiger Expression der
Virulenzgene zu induzieren. Von dem EPEC nahe verwandten enterohdmorrhagischen
E. coli Stamm O157Sakai ist bekannt, dass die Zugabe von Bicarbonat zu M9 oder LB-
Medium die Expression der Virulenzfaktoren fir EPEC induzieren kann. Eine alleinige
Zugabe von Bicarbonat war jedoch nicht ausreichend um den gleichen Effekt in EPEC
E2348/69 hervorzurufen (Abe et al., 2002). In EPEC wie auch in EHEC wird die
Expression der LEE-Pathogenitétsinseln hauptsdchlich Gber den Master-Regulator ler
stimuliert, jedoch ist die induzierende Wirkung von HCO3" auf die Induktion von ler in
EHEC weiterhin unklar. Ausgehend davon, dass eine Expression der Virulenzgene von
EPEC in DMEM beobachtet werden kann, wurden die Konzentrationen von NH4Cl,
CaCl,, FeNOs und HCOs entsprechend angepasst, um die verantwortlichen
Komponenten zu finden, die die Virulenzgenexpression induzierten. Dies konnte durch
eine Verringerung der Ammonium-Konzentration, bei gleichzeitiger Anwesenheit von
FeNOs und einer hohen CaCl, Konzentration, erreicht werden (Abbildung 16). Dabei
scheint die niedrige Konzentration von NH4Cl hauptverantwortlich fir die Induktion der
Expression des Tir-Bla Fusionskonstruktes zu sein. Die gewahlten Bedingungen
spiegeln dabei hochstwahrscheinlich @ahnliche Bedingungen, wie das nattrliche Habitat
von EPEC wieder, da die primdre Stickstoffquelle nach der Magenpassage die
aminosaurehaltige Umgebung im Dinndarm darstellt. Ebenfalls ist aus friheren Studien
bekannt, dass CaCl> in vielen pathogenen Organismen einen positiven Effekt auf die
Expression von Virulenzgenen hat (Mellies et al., 2007; Sarkisova et al., 2005). Eine
komplette Eliminierung von anorganischem Ammonium aus dem Wachstumsmedium
fuhrt ebenfalls zu einer starken Expression der Virulenzgene (Abbildung 16), allerdings
auch zu extrem geringen Wachstumsraten (siehe Abschnitt 3.2). Dies ist damit zu
erkléaren, dass Glutamin kein Bestandteil der zugesetzten Casaminosduren war und fur
die Umwandlung von Glutamat zu Glutamin via des Enzyms Glutamin-Synthetase,
Ammonium benottigt wird. Dennoch bleiben die genauen Mechanismen und

Unterschiede, die zu einer verstarkten Virulenzgenexpression fiihren, unklar.

127



Diskussion

4.2 Einfluss von CsrA auf den Zentralstoffwechsel

Eine Deletion von csrA hat pleiotrope Effekte auf das Metabolom und das
Transkriptom des humanpathogenen E. coli Stamm EPEC E2348/69 (Bhatt et al., 2011;
Bhatt et al., 2009; Vakulskas et al., 2015). Im Folgenden werden die Anderungen der
Metabolit- und Transkriptlevels der einzelnen Stoffwechselwege diskutiert.

4.2.1 Glykolyse und Citratzyklus

CsrA ist ein Repressor der Glykogensynthese in E. coli K12. In Einklang mit
diesen Ergebnissen, zeigten sowohl die Transkriptom- als auch die Metabolomanalyse
eine starke Verschiebung der Kohlenstoffflisse in der EPEC AcsrA Mutante in
Richtung Glykogensynthese zu Lasten der Glykolyse. Diese gegensatzliche Regulation
innerhalb des zentralen Stoffwechsels ist hauptverantwortlich fiir weitere Effekte auf
den folgenden Citratzyklus und alle angrenzenden und abzweigenden Stoffwechselwege
wie die Biosynthese von Aminosauren und insbesondere des Shikimat-Weges. Die
gegensétzliche Regulation der Glykolyse l&sst sich durch den Effekt der csrA Deletion
auf die Phosphofructokinase bzw. aus dem kontrdren Schritt der Fructose-1,6-
bisphosphatase erklaren (Abschnitt 3.4.1), welche in den Transkriptomdaten ersichtlich
ist. Diese beiden enzymatischen Schritte sind die wichtigsten Regulationsschritte der
Glykolyse/Gluconeogenese und regulieren den Kohlenstofffluss und damit den
kompletten Energiemetabolismus. Als zentrales Regulationsenzym verfugt die
Phosphofructokinase pfk neben einer hochaffinen Substratbindestelle auch ber eine
regulatorische Bindestelle fir ATP. So wirkt ATP neben seiner Funktion als Substrat
fir die Phosphorylierung zu F1,6P auch als allosterischer Inhibitor. Bei hohen ATP
Konzentrationen in der Zelle wird der Km-Wert erhéht und die Glykolyse wird
verlangsamt. Auch das Intermediat Citrat aus dem Citrat-Zyklus wirkt inhibierend auf
die pfk. Im Gegensatz zu ATP, sind ADP und AMP nicht kovalent bindende
Aktivatoren der pfk. Dies kontrare Regulation der fbp und pfk fihrt zum einen dazu,
dass es einen massiven Anstieg an Mehrfachzuckern (Abschnitt 3.4.1) gibt, die als
Intermediaten der Glykogensynthese genutzt werden. Wie auch, dass der untere Teil der
Glykolyse sowie der folgende Citratzyklus auf Metabolitenebene runterreguliert wird.
Dieser Effekt auf die Metabolitenkonzentration der Glykolyse und des Citratzyklus

konnte auch in dem nicht-pathogenen E. coli K-12 Stamm MG1655, der Uber eine
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Teildeletion von CsrA in den letzten zehn Aminoséduren verfugt, beobachtet werden
(Morin et al., 2016) sowie in dem kommensalen E. coli Stamm Nissle 1917 (Revelles et
al., 2013). Auf Transkriptomebene konnten mittels CLIP-seq Analyse ebenfalls
vergleichbare Effekte auf die Transkriptlevels der glycolytischen Enzyme in der E. coli
MG1655 csrA: kan (Tn-mini Transposon) Mutante nachgewiesen werden wie sie auch
in denen in dieser Arbeit gezeigten Transkriptomdaten ersichtlich sind. Zudem konnte
von Potts et al. gezeigt werden, dass CsrA hdochstwahrscheinlich die Glykolyse
reguliert, indem CsrA die pfkA mRNA stabilisiert. Dies fuhrt im Umkehrschluss dazu,
dass in Abwesenheit des post-transkriptionellen Regulators CsrA die Glykolyse an
dieser Stelle negativ reguliert wird, da nicht genigend Phosphofructokinase gebildet
werden kann und nicht genug Edukte fiir den Stoffwechselweg vorhanden sind (Potts et
al.,, 2017). Ob die negative Regulation der Glykolyse-Metaboliten in den
darauffolgenden Schritten (DHAP, BGP, P3G, P2G, PEP, Abbildung 22 A) ein
passiver Effekt der tbergeschalteten Regulation ist oder auch weitere Schritte in der
Glykolyse direkt von CsrA reguliert werden, ist jedoch weiterhin unklar und muss flr
die einzelnen enzymatischen Reaktionen Uberprift werden. Im E. coli Stamm Nissle
1917 hingegen konnte via einer Kohlenstoffflux-Analyse gezeigt werden, dass der
reduzierte Flux in der Glykolyse und im Citratzyklus, der auch in dieser
Metabolomstudie sichtbar ist, hauptsachlich Uber den Pentosephosphatweg als
Alternative zur Generation von Redoxédquivalenten zur Energiebereitstellung
verschoben ist (Revelles et al., 2013) und nicht hauptséchlich in Richtung
Glykogensynthese dirigiert wird. Ob dies auch fur den in dieser Studie verwendeten
EPEC Stamm E2348/69 0127:H6 der Fall ist, ist aufgrund des fehlenden Nachweises
der Metaboliten aus dem Pentose-Phosphat-Weg nicht ersichtlich. Es konnten lediglich
Erythrose-4-Phosphat (fc -3,19, pval 9,02E-06) und ein Vorlduferintermediat
Sedoheptulose 1,7- Bisphosphat (fc -2,62, pval 1,77E-05) aus diesem Stoffwechselweg
nachgewiesen werden. Es ist maoglich, dass es in EPEC zu einer &hnlichen
Verschiebung in Richtung Pentose- Phosphat-Weg kam und somit diese beiden
Intermediate am Anfang des Stoffwechselweges nahezu aufgebraucht wurden. Dennoch
ist eine starke Verschiebung in Richtung Glykogensynthese anhand der Intermediate
(siehe Tabelle 24) sichtbar, die auch in Nissle 1917 gezeigt werden konnte. Jedoch
scheint dieser Effekt in Richtung Glykogensynthese in EPEC weitaus starker, da in
EPEC im Gegensatz zur Nissele 1917 alle detektierten Metaboliten der unteren

Glykolyse und des Citratcycluses in der Acsr4 Mutante reduziert waren. Dies kdnnte
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zusatzlich  zu  stammspezifischen  Unterschieden auch  vom  genutzten
Wachstumsmedium abhéngig sein. Zudem ist die Regulation der Glykogensynthese in
E. coli anhand der direkten Interaktion von CsrA mit der 5’UTR der glgCAP mRNA im
Bereich der RBS (Baker et al., 2002) bekannt, was zusatzlich zu einer verstarkten
Glykogensynthese in der Acsr4 Mutante fihrt. Dies ist auch in unseren
Transkriptomdaten anhand einer Hochregulation der entsprechenden Transkripte in der
AcsrA Mutante sichtbar (siehe Abbildung 23).

Im Allgemeinen sind die Ergebnisse unserer Metabolomstudie in Bezug auf die
Glykolyse, den Citratzyklus,die Glykogensynthese und die Gluconeogenese sehr
ahnlich zu den Ergebnissen aus weiteren Studien zu nicht-pathogenen und industriell
genutzten E. coli Stammen (McKee et al., 2012; Morin et al., 2016; Revelles et al.,
2013; Sabnis et al., 1995) sowie zu weiteren enteropathogenen Organismen wie
Yersinia pseudotuberculosis (Bucker et al., 2014). Dies impliziert die Wichtigkeit von
CsrA in der Regulation der Verstoffwechselung von Glucose und des
Energiemetabolismus in EPEC. Zusatzlich ist die Funktion von CsrA im Bereich des
glykolytischen Fluxes innerhalb der Familie der pathogenen und nichtpathogenen
Enterobakterien stark konserviert und somit hauptverantwortlich fir den starken
Phénotyp von AcsrA Mutanten im Allgemeinen. Uber die Effekte einer Uberexpression
von csrA ist weitaus weniger bekannt als Uber eine Deletion des globalen Regulators.
Interessanterweise ist auf Transkriptebene kein signifikanter Effekt auf die Glykolyse
und den Citratzyklus sichtbar, jedoch sind die Intermediate auf Metabolomebene ebenso
negativ reguliert wie in der Acsr4 Mutante. Eine Ausnahme bilden die Polyzucker, die
die Intermediate der Glykogensynthese darstellen und kontrar zur AcsrA Mutante
durchweg negativ reguliert waren. Auf Transkriptebene l&sst sich dies jedoch nicht
eindeutig erkl&ren, da sich keine signifikante Regulation der glgCAP Transkripte
beobachten lieR. Es ist bekannt, dass die Regulation von CsrA stark dosisabhangig ist
(Vakulskas et al., 2015) und wahrscheinlich fur die meisten Stoffwechselwege keine
einfache gegensatzliche Regulation auf Transkriptebene und Metabolomebene zu
erwarten ist. Zumal viele Effekte von CsrA im Metabolom nicht durch direkte Bindung
an die entsprechende mRNA oder die Stabilisierung bzw. den Abbau der mRNA zu
Stande kommen, sondern indirekte Effekte auf vorgeschaltete Stoffwechselwege
darstellen (Potts et al., 2017; Vakulskas et al., 2015).
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Zudem wurde ebenfalls in friheren Studien gezeigt, dass das Csr-System die
Fitness von E. coli in Bezug auf die Verwertung von verschiedenen Kohlenstoffquellen
erhoht. Fir die csrA: kan Transposon Mutante des E. coli Stammes MG1655 wurde
beschrieben, dass CsrA fir das Wachstum auf dem Komplexmedium LB essentiell ist
(Timmermans and Van Melderen, 2009). Durch eine Deletion des glgCAP Operons
konnte jedoch die Mutante wieder auf LB wachsen, was darauf schlief3en lasst, dass die
Ursache fir die Wachstumsinhibition durch den reduzierten glykolytischen Flux
verursacht wird (Timmermans and Van Melderen, 2009). In EPEC ist CsrA nicht
essentiell, fihrt aber zu einer starken Repression des Wachstums (Tabelle 21), was
ebenfalls fur andere Vertreter der Spezies E. coli gilt (Revelles et al., 2013). Zusatzlich
zu dem gestorten glykolytischen Flux in der EPEC Acsr4 Mutante lassen sich weitere
Effekte auf die Metabolitenkonzentration im Vergleich Mutante gegen Wildtyp
aufzeigen, die ebenfalls den Wachstumsphanotyp negativ beeinflussen, wie etwa in den
,Nucleotid-Salvage-Pathways“, der Aminosauresynthese und des Shikimat-

Stoffwechselwegs.

4.2.2 Nucleotid-Salvage-Stoffwechselwege

Bei der Analyse der Metabolomdaten war eine starke Anderung des
Metabolitenpools der Nukleoside/Nukleotide, der Redox&quivalente sowie der Co-
Faktoren (siehe 3.4.2) auffallig. Es ist wahrscheinlich, dass diese Effekte ebenfalls,
wenn man die Wichtigkeit dieser Intermediate fir die DNA Replikation, mRNA
Synthese und Energiebereitstellung bzw. -transfer miteinbezieht, zu einer Minderung
der  Teilungsgeschwindigkeit der AcsrA  Deletionsmutante  beitragen. Die
Metabolitenkonzentrationen der Energieintermediate bzw. Redoxaquivalente ADP,
NAD, FAD und NADP waren in der AcsrA Mutante sowie der Uberexpressionsmutante
signifikant reduziert. Dies kann zum einen eine generelle Folge des gestorten
Energiemetabolismus durch die dosisabhangigen Effekte von CsrA sein (Glykolyse,
Citratzyklus) und zum anderen durch veranderte Transkriptspiegel fur wichtige Enzyme
aus dem Nukleotid/Nukleosid Abbauwegen. (siehe Abschnitt 3.4.2.). Der Effekt von
CsrA auf diese Stoffwechselwege wurde bis jetzt noch nicht beschrieben, allerdings
konnten durch umfassende Transkriptom-Untersuchungen &hnliche Veranderungen auf
die Transkriptspiegel der entsprechenden Enzyme festgestellt werden (Potts et al.,

2017). ODb es sich hierbei um sekundare Effekte oder eine direkte Regulation von CsrA
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handelt, ist weiterhin unklar. Zusatzlich lie} sich eine Akkumulation von Nukleosiden
und Basen (Uridin, Guanosin, Adenosin, Cytidine bzw. Guanin, Cytosin und Xanthin)
und eine Verringerung der Nukleotide UMP, AMP und ADP in der AcsrA Mutante wie
auch in der Uberexpressionsmutante feststellen. Der Effekt auf diese Metaboliten, die
aus dem Abbau- und Recyclingstoffwechselwegen fur DNA- und RNA-Molekiilen
stammen, ist wahrscheinlich auf die generelle Dysregulation, die eine CsrA Deletion
mit sich bringt, zurtickzufihren und nicht durch die Regulation auf Enzyme der

Abbauwege.

4.2.3 Aminosauren und Shikimat-Stoffwechselweg

Die Synthese von aromatischen Aminoséduren (ber den Shikimat-
Stoffwechselweg ist ein zentraler Stoffwechselweg, der unter anderem neben den
aromatischen Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan wichtige Vorlaufer
wie etwa Chorismat zur Synthese von Enterobactin liefert. CsrA als globaler Regulator
des Zentralstoffwechsels hat starken Einfluss auf die Synthese der essentiellen
Vorlaufermetaboliten Erythrose-4-Phosphat (Pentose-Phosphat-Zyklus) und
Phosphoenolpyruvat (Embden Meyerhoff Parnas Stoffwechselweg, Entner Doudoroff
Stoffwechselweg) und somit auch auf die Synthese der aromatischen Aminosauren. In
dieser Studie konnte eine starke negative Regulation dieser beiden Vorldufermetaboliten
in der CsrA Deletionsmutante festgestellt werden, was eine direkte Folge des gestorten
Kohlenstoffflusses, vornehmlich aus der Runterregulation des unteren Teils der
Glykolyse, ist (Ergebnisse Abschnitt 3.4.1). Interessanterweise kam es jedoch
gleichzeitig zu einer Akkumulation von 3-Dehydroshikimat und Shikimat in der
Deletionsmutante. Diese Akkumulation auf Metabolitenebene l&sst sich mit Hilfe des
Transkriptoms erkldren. In der Deletionsmutante war das Transkript, welches fir die
Shikimat-Kinase kodiert, negativ reguliert, was ein niedrigeres Enzymlevel bewirken
konnte. Dies wiirde im Umkehrschluss dazu fuhren, dass wie in unseren
Metabolomergebnissen, die aufwérts gelegenen Metaboliten im Pathway akkumulieren.
Gleichzeitig wird weniger Shikimat-3-Phosphat fir den weiteren Stoffwechsel
bereitgestellt. Dies konnte auch eine Erklarung fur die negative Regulation von
Phenylpyruvat und 4-Hydroxyphenylpyruvat sein, die die direkten Vorlaufermolekile
fur die aromatischen Aminoséuren Phenylalanin und Tyrosin darstellen. Dennoch

wurde keine Verdnderung in den Metabolitenkonzentrationen der eigentlichen
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aromatischen Aminosauren gefunden. Da in dem benutzten Kulturmedium jedoch
Casaminosduren zugesetzt waren, konnten eventuell auftretende Engpésse in der
Aminosauresynthese durch Aufnahme aus dem Wachstumsmedium ausgeglichen
werden, was die gleichbleibenden Metabolitenspiegel in Wildtyp und Deletionsmutante
erklaren wirde. Im Gegensatz dazu wurde in der Literatur beschrieben, dass eine CsrA
Pertubation (Tatarko and Romeo, 2001) oder eine Manipulation des CsrA Systems
durch Uberexpression von CsrB (Yakandawala et al., 2008) zu einer Erhéhung des
zelluléren Phenylalaninspiegels in industriell genutzten E. coli Stammen fihrt. Dies
wird hauptséchlich mit der hoheren Bereitstellung des wichtigen Vorl&uferintermediats
Phosphoenolpyruvat (PEP) der entsprechenden E.coli K-12 Mutanten begriindet
(Tatarko and Romeo, 2001). Dies widerspricht den Ergebnissen dieser Studie, da weder
eine signifikante Erhéhung von PEP noch von Phenylalanin in der EPEC Acsrd
Mutante gemessen wurde. Wie schon in Abschnitt 3.4.1 angesprochen, ist die Ursache
in E.coli K-12 eine Verschiebung des Kohlenstoffflusses in Richtung der
Gluconeogenese und der Glykogensynthese, die auch durch Analyse des Metaboloms
und Transkriptoms bestdtigt wurde (Morin et al., 2016). Zusatzlich wurde eine
Verschiebung in Richtung des Pentosephosphatweg (Revelles et al., 2013) beschrieben,
die sich anhand unserer Ergebnisse nicht eindeutig nachweisen lasst. Es ist viel mehr
wahrscheinlich, dass in dem humanpathogenen Stamm EPEC E2348/69, die
Verschiebung viel starker in Richtung Glykogensynthese verlauft und sekundar in die
Produktion von Kolansédure, die auch die starke Auspragung der AcsrA Mutante in der
Elektronenmikroskopie erkléren wirde (Abschnitt 3.6.1). Ein direkter Vergleich mit
Literaturquellen ist zudem schwierig, da neben einer Vielzahl von unterschiedlichen
E. coli K-12 Stdmmen sich die verwendeten Wachstumsmedien (LB-Medium, MOPS,
Medium, Kornberg Medium) sowie die Kultivierungsbedingungen (stationdre Phase,
exponentielle Phase) stark unterscheiden und CsrA als globaler Regulator eine Vielzahl
von weiteren Regulatoren reguliert, die wiederrum abhangig von den
Umweltbedingungen sind und so zu stark unterschiedlichen Ergebnissen fiihren (Dubey
et al., 2003).

Weiterhin liel} sich eine signifikante Erniedrigung der Metabolitenspiegel der
Aminoséuren der Pyruvat-Familie (Valin, Leucin, Isoleucin) sowie von Methionin in
der CsrA Mutante feststellen (Absatz 3.4.5). Da diese Aminosduren auf den Vorlaufer
Pyruvat bzw. Oxalaspartat (Vorldufer von Methionin) basieren, ist dies wahrscheinlich
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eine direkte Folge des fbp/pfkA Regulationsschritts in der Glykolyse, da es dadurch zu
einer Reduzierung der Metabolitenlevels im gesamten unteren Teil der Glykolyse und
des angrenzenden Citratzyklus kommt und die benétigten Vorlaufermetaboliten in nicht
ausreichender Konzentration vorliegen (Abbildung 22). Die Uberexpressionsmutante
zeigte eine komplett gegensatzliche Regulation auf Metabolitenebene in Bezug auf die
genannten Aminosdauren, obwohl die Glykolyse und der Citratzyklus auf
Metabolomebene ahnlich reguliert waren. Es ist wahrscheinlich, dass die Ursache in der
Dosisabhangigkeit von CsrA liegt und es sich hierbei nicht um eine direkte Regulation

von CsrA durch bestimmte Transkripte handelt.

4.2.4 Lipidstoffwechsel und FAME Profil

Im Zuge dieser Arbeit wurde neben der Identifikation von Lipiden aus der
polaren Extraktion (hauptsachlich Lysolipid-Spezies) eine Lipidomanalyse mittels
unpolarer Extraktion durchgefuihrt. Eine starke Reduzierung der Lysolipidlevel, die in
der polaren Extraktion mittels Chromatographie und MS Analytik tiber die C18 Séule
detektiert wurde, konnte in der unpolaren Extraktion mittels C8-Chromatographie und
MS Analytik in dem Ausmal nicht bestétigt werden. Zusatzliche konnte auch in der
Analyse des Fettsaureprofils mittels GC-FAME Analyse kein Unterschied zwischen den
Mutanten und dem Wildtyp festgestellt werden (Tabelle 25). Lediglich
Myristoleinsdure (C14:1) zeigte im Vergleich AcsrA/Wildtyp eine signifikante
Veranderung (fc = -2,15, pval 6,10*E-05). Die prozentuale Verteilung der FAMES
entspricht den Angaben aus der Literatur zu E. coli K-12 bei einem Wachstum in LB-
Vollmedium bei 37 °C, wobei C16:0 und C16:1 ca. 50 % der Masse ausmachen
(Morein et al., 1996). Dies lasst sich grob auch an den Ergebnissen in Abbildung 26
erkennen. Es handelt sich hierbei jedoch nicht um eine absolute Quantifizierung. Um
eine prézise Aussage machen zu konnen, misste jedes einzelene FAME gegen einen
entsprechenden internen Standard quantifiziert werden. Es ist somit wahrscheinlich,
dass CsrA keinen oder kaum einen Einfluss auf den Lipidstoffwechsel bzw. die
Konzentration der einzelnen Lipide innerhalb der Zelle oder der Zellmembran hat. Dies
ist insofern verwunderlich, da in einer integrativen Transkriptomstudie mittels ,,Clip-
Seq* der Fettsdure-Metabolismus (Fettsdureabbau) auf Transkriptomebene als stark von
CsrA beeinflusst, ermittelt wurde (Potts et al., 2017). Dennoch wurden putative Effekte

von CsrA auf den Lipidmetabolismus bis jetzt noch nicht in der Literatur genauer
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diskutiert. Auch der CsrA EMSA gegen die 5°-UTR von cfa zeigte keinen Shift an, was
eine direkte Bindung von CsrA ausschlief3t. Sekundare Effekte der CsrA Pertubation
sind wahrscheinlich fir die Verédnderungen im Transkriptom fir die differentielle

Regulation der cfa mMRNA verantwortlich.

4.3  Globale Effekte auf das Transkriptom und Strukturkomponenten

Neben den Einflissen auf das Metabolom sind viele Stoffwechselwege
betroffen, die sich nicht oder nur sehr vage anhand des Metabolismus ablesen lassen.
Dazu gehoren vor allem Strukturkomponenten wie etwa Transportproteine oder auch
die Virulenzfaktoren von EPEC, da diese proteinbasiert sind und nicht auf
Metabolitenebene verifiziert werden kénnen. Um ein mdglichst genaues Bild von dem
Einfluss von CsrA zu erhalten, wurde dazu ergédnzend zu dem Metabolomikansatz eine
Transkriptomanalyse durchgefiihrt. Da die Proben fiir das Metabolom (GC- und LC-
MS) sowie fir das Transkriptom dabei aus dem gleichen Kultivierungsbatch isoliert
wurden, konnte eine gute Deckung zwischen Metabolom und Transkriptom erreicht

werden.

4.3.1 Kolansaure-Biosynthese und Export

Der stérkste Effekt im Transkriptom betraf die Transkripte des Syntheseclusters
sowie die beteiligten Exportgene fur die Kolanséure, auch als M-Antigen bezeichnet.
Dies ist ein Bestandteil der Biofilmmatrix bestehend aus den Zuckern Galactose, Fucose
und Glucoronsdure (Hanna et al., 2003). Im Transkriptom wurde dabei eine starke
Uberexpression dieser Transkripte in der Acsr4 Mutante im Vergleich zum Wildtyp
registriert, wahrend das Synthese- und Exportcluster in der Uberexpressionsmutante im
Vergleich zum Wildtyp nicht reguliert war. Das Kolanséuresynthesecluster ist in der
Familie der Enterobacteriaceae weit verbreitet und steht im Zusammenhang mit
Pathogenitat und Fitness wéhrend der Besiedlung des Wirts (Hanna et al., 2003). Im
Gegensatz zu pathogenen Enterobakterien wie Salmonella, uropathogenen E. coli sowie
enteropathogenen E. coli verfiigen die géngigen K-12 Stdmme nicht (ber die
Kolanséuresynthese- und Exportgene (Jackson et al., 2002; Miajlovic et al., 2014; Mika
and Hengge, 2013). Die starke Expression der Gene, die an dem Export und der
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Synthese der Kolansaure beteiligt sind, ist insofern interessant, da Kolansdure
normalerweise als Bestandteil des bakteriellen Biofilms nicht unter planktonischen
Bedingungen exprimiert wird (Hanna et al., 2003), sondern tber die Anheftung an eine
Oberflache  induziert wird (Danese et al, 2000). Die komplexe
Exopolysaccharidmatrix-Struktur ist im Metabolom als solche nicht einfach zu
identifizieren, da die Zuckerbausteine nicht mit den genutzten analytischen Methoden
zu unterscheiden sind. Der Syntheseweg der Kolansdure ist ausgehend von dem
Zuckerabbau via Glykolyse uber Glucose-6-Phosphat als VVorlaufer gekoppelt und somit
indirekt zwangslaufig von CsrA abhéngig. Die Regulation in der Glykolyse und den
angrenzenden  Stoffwechselwegen wurde zuvor schon diskutiert und hat
dementsprechend starken Einfluss auf die fir die Kolansauresynthese bendtigten
Vorlaufermolekiile (siehe Diskussion 3.4.1). Eine Dysregulation in dem zentralen
Kohlenstofffluss, der durch CsrA beeinflusst wird, beeinflusst somit die Verfligbarkeit
der Precursormolekile. Dies alleine kann allerdings nicht die starke Induktion der
beteiligten Gene auf den Synthese und Export der Kolansaure erklaren. Eine direkte
Regulation von CsrA auf die Biofilmbildung ist in vielen Organismen beschrieben und
betrifft vor allem die Synthese von Poly-B-1,6-N-Acetyl-D-Glucosamin (PGA) in
E. coli Spezies (Mika and Hengge, 2013; Wang et al.,, 2004). In dem fir die
kombinierte Metabolom- und Transkriptomstudie verwendeten EPEC Stamm E2348/69
fehlt das Synthese-Operon flr PGA allerdings, was die Frage aufgeworfen hat, ob CsrA
ebenfalls direkt an der Regulation der Kolanséuresynthese beteiligt ist. Dennoch konnte
eine direkte Regulation des Syntheseoperons durch das Binden von CsrA an die 5S’UTR
der wza mRNA durch einen CsrA Bandshift Assay nicht gezeigt werden, obwohl das
wzABC Operon im Transkriptom stark reguliert war (siehe Ergebnisse Abbildung 30).
Die Expression der Biofilmgene ist, &hnlich wie die Regulation der Virulenzfaktoren,
von vielen Sigma-Faktoren und Transkriptionsfaktoren sowie von mehreren Nukleotid-
Signalmolekilen wie zyklischem di-GMP in hierarchischen Regulationskaskaden
organisiert und somit hochkomplex, und die genauen Regulationsprozesse sind bis
heute nicht verstanden worden (Mika and Hengge, 2013). Ein positiver Regulator der
Biofilmbildung, und auch der Kolanséuresynthese ist das Phosphorelay Signal System
(rcsABCD) (Ma et al., 2018). Eine mogliche Erklarung ware die direkte oder indirekte
Einflussnahme von CsrA auf die Kolanséduresynthese durch Beeinflussung der
Transkriptlevels des Rcs Systems, welches auch im Transkriptom der AcsrA Mutante

ein hoheres Level aufwies als im Wildtyp und der csrA Uberexpressionsmutante (siehe

136



Diskussion
Ergebnisse 2.8.11). Neben der Aktivierung der Kolanséuresynthese ist das Rcs System
an weiteren Biosyntheseclustern wie der K-Kapsel (Navasa et al., 2013), dem Yijb
Exopolysaccharid (Ferrieres et al., 2007) und der Peptidoglykansynthese und der
Zellteilung (Carballes et al., 1999) beteiligt.

Neben der Rolle in der Biofilmbildung ist die Bildung von Kolanséure Teil der
Stressantwort. So konnte in Studien gezeigt werden, dass Kolansdure an die auf3ere
Membran bindet und die bioenergetischen Eigenschaften und Stabilitat wie auch die
protonenmotorische Kraft (engl. proton motif force; pmf) speziell unter Zellhillstress
und Mikronahrstoffmangel unterstutzt (Karlinsey et al., 2010; Ma et al., 2018; Pando et
al., 2017). Diese zellularen VVorgange werden durch die Phagen-Schock-Antwort (engl.
phage shock response (Psp)) via des pspABC Operons induziert, welches ebenfalls von
CsrA abhéngig ist und auch in unseren Transkriptomdaten reguliert ist (Anhang | + I1).
AuRerdem ist die Anfélligkeit gegenliber Zellhullstress genau wie die Biofilmbildung
selbst bekannt dafir, die Virulenz von pathogenen Enterobakterien zu beeinflussen
(Hall-Stoodley et al., 2004; Pando et al., 2017; Rutherford and Bassler, 2012). Da
Kolanséure insbesonders die Saureresistenz erhéht (Nwodo et al., 2012), kénnte die
Uberproduktion der Kolansaure in der AcsrA Mutante indirekt Einfluss auf weitere
séureassoziierte Zellsysteme nehmen. Dies wirde im Umkehrschluss die starke negative
Regulation der Saurestress-Proteine in der AcsrA Mutante erkldren, die sich im

Transkriptom erkennen lieRen (siehe Ergebnisse 3.5.4).

4.3.2 Type Il Sekretionssystem und Virulenz

Ein wichtiger Aspekt der kombinierten Metabolom- und Transkriptomstudie war
es, den Fokus auf die Expression der Virulenzgene in EPEC zu legen. Da es sich bei
den Virulenzfaktoren der enteropathogenen E. coli ausschlieBlich um proteinbasierte
Strukturen wie das LEE-codierte T3SS und die zugehorigen Effektorproteine handelt,
sind Effekte einer CsrA Pertubation oder Uberexpression im Metabolom nicht direkt
sichtbar, im Gegensatz zu etwa den an der Virulenz beteiligten Rhamnolipide und
Alkylquinolonen in Pseudomonas aeruginosa. Zudem musste das Wachstumsmedium
wie in 3.2 beschrieben entsprechend modifiziert werden, um eine Expression der
Virulenzgene zu induzieren, da die Expression der LEE-Pathogenitétsinseln abhéngig

von der Bindung an die Wirtszelle induziert wird und normalerweise nicht in
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planktonischer Kultur aktiv ist. Die Gene fir die Strukturkomponenten des T3SS sowie
Gene fiir wichtige Effektoren, Regulatoren und Chaparone sind in EPEC auf der LEE-
Pathogenitéatsinsel (LEE1-7; siehe Abbildung 28) organisiert (Bustamante et al., 2001).
Im Transkriptom war eine starke Expression der LEE assoziierten Gene in der Acsr4
Mutante im Vergleich zum Wildtyp erkennbar. Dies liel} sich auch z.T. schwécher in
der csrA Uberexpressionsmutante beobachten (siehe Ergebnisse 3.5.2). Die Regulation
der LEE Expression ist hochkomplex und von einer Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren wie Ler, PerC, GrlA, GrIR, QseA, IHF, FIS, HNS (Bhatt et al.,
2009; Darby et al., 2002; Faleev et al., 1988; Forsbach-Birk et al., 2004; Swimm et al.,
2004; Yanofsky et al., 1991) abhangig, die wiederum in Abhéngigkeit von
Umweltbedingungen wie pH-Wert, Osmolaritit, Fe(NOs)s, Ca?*, Temperatur, ,,Quorum
Sensing™ sowie HCO3s Einfluss nehmen (Aballay and Ausubel, 2002; Tan et al., 1999;
Wang et al., 2005; Wang et al., 2004; Wei et al., 2001). In den meisten Féllen
regulieren diese Transkriptionsfaktoren den LEE-codierten transkriptionellen Master-
Regulator ler, der wiederum positiv die Expression von LEE1-LEE5, der
monocistronichen Gene escG, map, grlA sowie die Expression des positiven Regulators
griRA reguliert (Bhatt et al., 2009; Vakulskas et al., 2015). In der Acsr4A Mutante konnte
eine starke Expression von ler beobachtet werden, welche die Hochregulation der LEE-
Gene erklaren konnte. Zusatzlich waren die Transkriptlevels von GrlA erhoht. GrlA
wiederum reguliert in einer positiven Rlckkopplungsschleife die Expression von ler
(Alikhani et al., 2007). Ein weiterer Aktivator von ler ist LeuO, welcher ebenfalls in der
AcsrA Mutante stark erhoht war und somit tber ler die Expression der Typ Il Gene
aktiviert. In friheren Studien konnte zudem gezeigt werden, dass die Expression von ler
durch den Aktivator GadE des GadABC Operons beeinflusst wird (Kailasan Vanaja et
al., 2009). Dieses Operon ist Teil der S&ure-Stress-Antwort in E. coli und war negativ in
der AcsrA Mutante reguliert. Dies konnte sich positiv auf die Expression von ler
auswirken, da eine Deletion von GadE zu einer Erhéhung der ler Expression und damit
der LEE Pathogenitétsinseln fihrt (Kailasan Vanaja et al., 2009). Im Gegensatz zu
dieser Studie wurde von Bhatt et al. ein gegenteiliger Effekt einer Deletion von csrA auf
die von LEE4-kodierten Transkripte beschrieben (Bhatt et al., 2009). Es konnte gezeigt
werden, dass die Deletion von csrA einen negativen Effekt auf die Transkriptlevels der
LEE4 Gene sowie auf die positiven Regulatoren ler und grlA hatten, und die EPEC
Zellen keine funktionellen ,,Actin Pedastals* mehr auf den Wirtszellen bilden konnten.

Daruber hinaus konnte die direkte Bindung von CsrA an die espADB mRNA gezeigt
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werden (Bhatt et al., 2009). Es ist wahrscheinlich, dass durch die unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen die Effekte auf die ler Expression und damit die positive
Aktivierung der LEE-Pathogenitétsinseln stark variieren konnen und somit die
unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studie und der Studie von Bhatt et.al., erklaren
konnten. Dabei ist unklar, in wie weit CsrA direkt auf die Regulatoren LeuO und GadE
wirkt, die in dieser Studie stark exprimiert waren und wahrscheinlich fir die
Hochregulation von ler verantwortlich waren. In weiteren vergleichbaren Studien wurde
zudem gezeigt, dass CsrA ebenfalls die Expression in weiteren enteropathogenen
Bakterien wie Y. pseudotuberculosis, Shigella flexneri und Salmonella enterica serovar
Typhimurium beeinflusst (Altier et al., 2000; Gore and Payne, 2010; Heroven et al.,
2012; Heroven et al., 2008). Die genaue Rolle von CsrA bei der Virulenzgenexpression
ist somit weiterhin nicht vollig verstanden. Durch die hohe Komplexitét der Regulation
der LEE-Pathogenitétsinseln (Abbildung 36) ist die Wechselwirkung von CsrA mit der
Virulenz stark von dem Wachstumsmedium abhéngig. Als Masterregulator des
Stoffwechsels und der Stressantwort beeinflusst somit CsrA die Virulenz indirekt (ber
die Expression verschiedener Regelkreise, die je nach Bedingung die Expression von

ler und damit die Expression der Virulenzgene, beeinflusst.

Neben dem T3SS waren auch die Transkriptlevels des bfp Operons und dessen
Regulator perA in der Acsr4A Mutante sowie der Uberexpressionsmutante hochreguliert.
Das bfp Operon codiert fiir den ,,Bundle forming pilus“, welcher wahrscheinlich fiir die
initiale Anheftung an die Wirtszelle bendétigt wird (Cleary et al., 2004; Hicks et al.,
1998). Die Expression perA ist genauso wie die Expression von ler stark von den
Umwelteinflissen abhangig. Es ist wahrscheinlich, dass é&hnliche Effekte die
Hochregulation dieses Operons erklaren, welche auch schon fiir den Masterregulator ler
diskutiert wurden. Zudem ist bekannt, dass bei Anwesenheit von Ammonium im
Medium die Expression von perA gehemmt wird (Ibarra et al., 2003). Das verwendete
modifizierte M9 Medium verfligte nur Uber eine geringe Ammonium-Konzentration
(1 mM), sodass der regulative Effekt auf das bfa Operon wahrscheinlich eine direkte
Folge auf die Zusammensetzung des Wachstumsmediums ist und nicht direkt durch die
CsrA Pertubation beeinflusst wird. Dennoch ist aus friiheren Studien bekannt, dass die
Regulation von perA mit der Sdurestressantwort in E. coli wechselwirkt, welche
ebenfalls mit CsrA mit reguliert wird (Ibarra et al., 2003; Vakulskas et al., 2015).
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Abbildung 36: Regulation der LEE-Pathogenitéatsinsel und des Virulenz-Plasmids pEAF in
EPEC. Die Regulation der LEE-PAI ist stark abhangig von den Umweltbedingungen wie
Eisenkonzentration, Sauerstoff- und Glucose Verfugbarkeit, Zellhillstress sowie die
Mikronahrstoffdichte im Medium. Die Regulation lauft in der Regel Uber den
Masterregulator Ler oder das GrIR/A System. Diese Abbildung wurde aus Platenkamp
and Mellies, 2018° entnommen.

4.3.3 Eisenaufnahmesysteme und Enterobactin Biosynthese

Im Zuge dieser Arbeit konnte ebenfalls der Einfluss der csrA Deletion auf die
Eisenaufnahmesysteme (Transkriptom) gezeigt werden (Abschnitt 3.4.4.). Eisen ist als
essentieller Mikronéhrstoff fur die Biosynthese von Enzymen (beraus wichtig und
aufgrund der Limitierung im Wirt stark mit der Virulenz von EPEC bzw.
Enterobakterien im Allgemeinen assoziiert (Litwin and Calderwood, 1993). Aufgrund
der starken Regulation der entABCDEF mRNA in der CsrA Deletionsmutante I&sst sich
annehmen, dass die Expression der Enterochelin/Enterobactin und anderer Siderophore
von CsrA beeinflusst wird. Dies kdnnte direkt tGber die Stabilitdt der mRNA erfolgen
oder indirekt Uber die Regulierung eines Transkriptionsfaktors durch CsrA. Bis jetzt
wurde in der Literatur noch kein direkter Effekt von CsrA auf die Eisenaufnahme
beschrieben. Es ist allerdings bekannt, dass CsrA den Kohlenstoff- und Glucose-
stoffwechsel in vielen Pathogenen stark beeinflusst. Die Expression vieler Gene, die im

Zusammenhang mit Virulenz und Biosnythese stehen sind unter Kontrolle des cAMP-

® Die Abbildung wurde Erst-Verdffentlicht in “Frontiers of Microbiology”
Platenkamp, A., and Mellies, J.L. (2018). Environment Controls LEE Regulation in Enteropathogenic Escherichia coli. Front
Microbiol 9, 1694. © Frontiers of Microbiology.
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Rezeptorprotein  CRP. CRP ist ein globaler Regulator fir alternative
Kohlenstoffquellen, in der Abwesenheit von Glucose, und wird ebenfalls von dem
Eisenaufnahmeregulator Fur beeinflusst (Potts et al., 2017; Seo et al., 2014; Shimada et
al., 2011). Zusatzlich wurden viele Eisenaufnahmesysteme und Kontrollproteine fir die
Eisen-Homd@ostase in Transkriptom-Analysen identifiziert, die Teil des CsrA Regulons
sind (Brencic and Lory, 2009; Hering et al., 2016; Sahr et al., 2017) und sich mit
unseren Transkriptomergebnissen decken. Dies lasst vermuten, dass CsrA die
Verbindung zwischen Kohlenstoffwechsel und Eisenhomdostase darstellt und somit
direkten Einfluss auf die Fitness im Wirt und die damit assoziierte Virulenz von EPEC
nimmt. Eine Uberproduktion von CsrA fihrt ebenfalls zu einer Stérung der
Enterobactin- Biosynthese und hat somit einen ahnlichen Effekt wie eine Deletion von
CsrA. Dies bestarkt die Vermutung, dass CsrA nicht direkt Einfluss auf die entABCDEF
mRNA nimmt, sondern die negative Regulation eine Folge des gestorten
Kohlenstoffflusses ist, welcher weitreichende Effekte auf weitere Regulatoren wie Crp
und Fur hat. Mittels EMSA gegen die entC 5’UTR konnte ein leichter Shift bei einer
Konzentration von 100 nM CsrA festgestellt werden (Abbildung 32). Ein Shift bei
einer solch hohen CsrA Konzentration konnte durch unspezifisches Binden von CsrA an
die mRNA zustande kommen, oder eine direkte Bindung an die ,leader* mRNA
aufzeigen. Da es jedoch zu keinem Shift der Kontrollbande (hns) gekommen ist, ist eine
direkte Bindung von CsrA wahrscheinlicher. Weiterfihrende Experimente sind nétig,
um eine direkte Regulation des Enterobactin-Synthese-Operons von CsrA
nachzuweisen, bzw. eine direkte Bindung von CsrA an die entC 5’UTR nachzuweisen.
Als alternative Bindungsassays wiren RNA ,,Pulldown Assays®, “Fluorescenz in situ-
hybridization co-localization oder “Oligonukleotide-targeted RNase H protection

assays” denkbar.

Die zusétzliche Regulation im Metabolom auf die aromatische
Aminoséurebiosynthese, insbesondere auf Shikimat und dem Vorlaufer 3-
Dehydroshikimat, wirkt wahrscheinlich ebenfalls auf die Enterobactinbiosynthese, da
das spétere Intermediat Chorismat als VVorlaufer fir das Siderophore essentiell ist. Die
negative Regulation des Enzyms AroL ist wahrscheinlich fir die Akkumulation von
Shikimat verantwortlich und fuhrt im Umkehrschluss mit hoher Wahrscheinlichkeit zu

einer verminderten Bildung von Chorismat.
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Neben der Enterobactinsynthese waren ebenfalls Transkripte verschiedener
Eisenaufnahmesysteme betroffen. Hauptsdchlich in der Uberexpressionsmutante
unterlagen die Transkripte des TonB-ExbB-ExbD Transporters sowie des FepABCDE
Komplexes starker negativer Regulation (Tabelle 28). Interessanterweise war der
negative Master-Regulator fur die Eisenaufnahme fur nur moderat negativ in der
Uberexpressionsmutante  reguliert.  Generell waren die Effekte in  der
Uberexpressionsmutante starker als in der Acsr4 Deletionsmutante, wohingegen die
Effekte in Bezug auf den Kohlenstofffluss in der Uberexpressionsmutante deutlich

schwaécher waren als in der Deletionsmutante.

4.3.4 Generelle Stressantwort

Wie schon in den Abschnitten 4.3.2 und 4.3.2 der Diskussion erwahnt, war im
Transkriptom eine starke Regulation von Transkripten verschiedener Stressantworten,
im Besonderen der Stressantwort gegen Saurestress, auffallig. Die Transkripte des
hdeAB Systems wie auch die Transkripte der Glutamat Decarboxylasen GadA und
GadB sowie das Transkript des putativen Glutamat-y-Aminobutyrat Antiporter GadC
waren in der csrA Deletionsmutante wie auch in der Uberexpressionsmutante stark
negativ reguliert. Diese Gene werden unter sauren Bedingungen exprimiert und sichern
das Uberleben z.B. bei der Magenpassage bei enteropathogenen E. coli Stammen. In
friheren Studien konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Chaparone HdeA und
HdeB essentiell fir das Uberleben im sauren Milieu sind (Kern et al., 2007).
Interessanterweise waren die Transkripte, die in Verbindung mit Hunger-, Kélte- oder
Osmosestress stehen, jedoch weder in der Uberexpressionsmutante noch in der
Deletionsmutante, reguliert. Auch der generelle Regulator der S&urestressantwort RpoS
wies keine Regulation auf, was darauf hindeutet, dass CsrA nicht direkt oder Uber die
Regulation von RpoS auf die S&urestressantwort reguliert wird, sondern andere Effekte
fur die starke negative Regulation der Transkripte verantwortlich sind. In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen war eine starke Produktion von Biofilm durch
die AcsrA Mutante sichtbar. Die Befunde dieser Arbeit flihren zu der Hypothese, dass
dieser Biofilm zu einem Grof3teil aus Kolansdure besteht (Abschnitt 4.4). Auch konnte
mittels eines photometrischen Assays eine starke Produktion von Kolansdure in der
Deletionsmutante bestatigt werden. Eine mdgliche Erklarung fur die negative

Regulation der Transkripte fur die Saurestressantwort ware demzufolge die schiitzende
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Schicht der Kolansdure, welche eine naturliche Barriere darstellt und die Expression
dieser Gene in der Acsr4 Mutante nicht bendtigt wird.

4.4  Phéanotyp und Mikroskopie

4.4.1 Elektronenmikroskopie und Biofilmbildung

CsrA hat eine globale Rolle in der Regulation des Metabolismus und auch eine
starke Auswirkung auf den Phéanotyp. In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist
zu erkennen, dass die Acsr4 Mutante ihre stdbchenformige Zellform verliert und stark
zur Bildung von ,,Zellclustern tendiert (Abschnitt 3.6.1 und 3.6.2). Aufallig war auch
die Bildung von ,,Exportclustern®, bei denen es sich um den Export von Kolansdure
handeln kénnte. Das Operon fir die Kolanséuresynthese war ebenfalls im Transkriptom
stark hochreguliert und wie im Abschnitt 2.8.11 und Abschnitt 2.8.12 beschrieben,
konnte Uber zwei photometrische Assays gezeigt werden, dass die Acsr4 Mutante
deutlich mehr Kolansdure und Exopolysaccharidmaxtrix bildet, was diese Annahme
bekraftigt. Dass CsrA Einfluss auf die Biofilmbildung hat, ist in der Literatur
beschrieben, betrifft aber in E. coli Stimmen das Polysaccharid PGA, welches nicht in
EPEC vorkommt (lguchi et al., 2009; Wang et al., 2005). Wahrend gezeigt werden
konnte, dass CsrA direkt die Transkription von pga in E. coli reguliert, konnte in einem
CsrA EMSA keine direkte Interaktion von CsrA mit der 5’UTR der Kolansdure gezeigt
werden. Eine Ursache fir die starke Hochregulation der Kolansdaure kénnte Folge des
veranderten Kohlenstoffflusses lber die gesteigerte Gluconeogenese sein. Das zentrale
Vorlauferintermediat fur die Kolanséuresynthese, Glucose-6-Phosphat, war allerdings
im Metabolom nicht veréndert. Die weiteren Intermediate der Kolansauresynthese sind
als Zucker nicht mit den genutzten analytischen Methoden zu identifizieren, was eine
genaue Aussage erschwert. Wie schon in Abschnitt 4.3.1 diskutiert, ist es
wahrscheinlich, dass die gesteigerte Produktion von EPS eine Folge der starken
Regulation auf das rcs-System darstellt und es sich nicht wie bei der Regulation des pga
Operons um eine direkte Interaktion von CsrA mit dem Kolansdaurebiosynthese-Operon
handelt. Weiterhin ist auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu erkennen,
dass die AcsrA Mutante keine Flagellen mehr bildet, was konsistent mit vergleichbaren

Studien in E. coli (Wei et al., 2001; Yakhnin et al., 2013) und anderen Organismen wie
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Y. pseudotuberculosis (Heroven et al., 2008) und S. Typhimurium (Lawhon et al., 2003)
ist. Dabei wurde gezeigt, dass CsrA direkt das flnDC Operon positiv reguliert und
essentiell fur die Motilitat ist. Dementsprechend bildet die AcsrA Mutante keine
Flagellen aus und ist nicht motil. Die geringere ZellgréRe der Acsr4 Mutante, die auf
den REM Aufnahmen zu sehen ist, wird ebenfalls in der Literatur fir Yersinia und
Escherichia Acsr4A Mutanten bestétigt (Heroven et al., 2012; Romeo et al., 1993). Im
Metabolom konnte ebenfalls eine leichte Runterregulation von Metaboliten der
Zellwandsynthese in der Acsr4A Mutante gezeigt werden, was darauf schlieBen lasst,
dass CsrA direkt oder indirekt Einfluss auf die Zellteilung hat (Anhang I11). Da die
Synthese von Peptidoglycan sich aus Vorldufermetaboliten des zentralen
Kohlenstoffwechsels ableitet, handelt es sich hierbei aber wahrscheinlich um sekundare

Effekte aus der Regulation von CsrA der Glykolyse.

45 CsrA als Ziel fur Antibiotika

CsrA ist ein geeignetes Ziel fir mogliche Inhibitoren, da dieser post-
transkriptionelle Regulator eine Vielzahl von zelluldaren Vorgangen steuert. Im
Besonderen ist es in vielen Enterobakterien essentiell fur die Ausbildung der Virulenz
(Vakulskas et al., 2015). Zusatzlich ist CsrA in vielen Bakterien hochkonserviert, was
es zu einem ausgezeichneten Angriffspunkt fiir antibiotische Substanzen macht. Dies
ermoglicht Virulenz und metabolische Stoffwechselwege bzw. deren Regulation gezielt
zu storen und so das Wachstum von Bakterien zu hemmen. Aus diesem Grund sollte ein

Screening-System etabliert werden, um mdgliche Inhibitoren fiir CsrA zu finden.

Fir den ,,in vivo™ Screen wurden zwei CsrA Zielsequenzen (hilD und sepL) auf
ihre Anwendbarkeit getestet (Abschnitt 3.7.1). Die grundlegende Idee des Screening
Assays (Abschnitt 1.6 und 2.2.12) basiert auf der Bindung von CsrA an Zielsequenzen
die auf einem Readout-Vektor an eine Lux-Kassette fusioniert sind. Wird die Bindung
von CsrA an die Zielsequenz mittels eines Inhibitors blockiert, 1&sst sich dies anhand
der Lumineszenz ablesen. Grundlegend funktioniert dieser Ansatz, jedoch sind die
beiden getesteten Zielsequenzen (sepL und hilD) nicht geeignet, um als ,,Readout™
verwendet zu werden (3.7.1). Dies lasst sich anhand der Z-Faktor Werte von 0,4 (sepL)
und 0,5 (hilD) erkennen. Der Z-Faktor (Abschnitt 2.2.12, Formel 1) gibt dabei die

Verlasslichkeit des Screeningsystems und die Reproduzierbarkeit an, und sollte fir
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einen validierten Assay > 0,5 sein. Des Weiteren fehlt eine verlassliche Positivkontrolle,
die den Assay absichert. Eine Uberexpression der regulativen RNAs CsrB und CsrC ist
nicht ausreichend, um CsrA effektiv zu sequestrieren, was zu den niedrigen Z-Faktor-
Werten (3.7.1) fuhrt. Die AcsrA Deletionsmutante selbst als Positivkontrolle zu
verwenden hat den groBen Nachteil, dass diese Mutante einen starken
Wachstumsphanotyp aufweist, was eine spatere Validierung und Auswertung der
Messergebnisse stark einschrankt. Ideale Zielsequenzen fiir einen ,,Readout” sollten
eine direkte Interaktion von CsrA mit der mMRNA (EMSASs) aufzeigen. Zudem sollte die
Affinitat von CsrA an die Zielsequenz nicht zu hoch sein, damit ein sequestrieren durch
CsrB/CsrC uberhaupt erst effektiv ermdglicht wird. Ein weiteres Problem bei der
Umsetzung des ,,Screenings® ist, dass CsrA-regulierte Sequenzen oftmals von vielen
weiteren Transkriptionsfaktoren und Regulatoren reguliert werden. Als genereller
Vorteil fiir ein ,,Screening System®, dass auf einen in ,,vivo Test* basiert ist, dass die
Testmolekiile zuerst die Zellhiille penetrieren muissen, um eine inhibitorische Wirkung
auf CsrA auszuwirken. Ein direktes Wirken einer antibiotischen Substanz gegen CsrA
ware demnach eine sehr gute Mdoglichkeit bakterielle Infektionen zu behandeln.
Dennoch wire ein ,,Prda-Screening™ auf in ,,vitro Ebene* wie vorher beschrieben
sinnvoller als ein direktes ,,screenen in vivo®, da die Reproduzierbarkeit des Assays
stark eingeschrankt ist. Eine Kombination des ,,in vivo* Systems mit einer idealen
Zielsequenz von CsrA mit einem ,,Prd-Screening wie von Maurer et al., 2016
publiziert, ware somit eine gute Mdoglichkeit um die Vor- und Nachteile beider

Screeningsysteme komplementar zu nutzen.

In einigen Vorversuchen wurde der Einfluss von Antibotika auf den EPEC
E2348/69 Wildtyp bzw. die Acsr4 Mutante untersucht (siehe Abschnitt 4.5). Es handelt
sich hier um vorlaufige Ergbnisse, die mit entsprechenden Kontrollen und Replikaten
verifiziert werden mussen. Die bestimmte MIC fir Ciprofloxacin (0,014 pg/ml) fur den
EPEC Wildtyp, stimmt mit den Werten in der Literatur Gberein (E. coli MIC 0,004-
0,064 pg/ml; https://mic.eucast.org). Die Acsr4A Mutante zeigte eine stark erhohte
Sensibilitat fur Cirpofloxacin, jedoch konnten keine Unterschiede im Bezug auf die
Resistenz gegen die Sulfonamide Sulfamethazine und Sulfamethoxazol zwischen dem
Wildtyp und der AcsrA Mutant bestimmt werden. In der Literatur wird die MIC fur die
beiden Sulfonamide in einem Konzentrationsbereich von 2-64 pg/ml angegeben
(Sulfamethazine: 20-40 pg/ml, Sulfamethoxazol: 2-64 pug/ml; https://mic.eucast.org).
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Es ist daher anzunehmen, dass CsrA keinen Einfluss auf den Resistenzmechanismus
gegen Sulfonamide hat. Die beiden Sulfonamide hemmen kompetetiv ein wichtiges
Enzym der Folsduresynthese (Dihydropteroat-Synthase). EPEC E2348/69 verflgt tUber
die Gene sull/sul2, die fir eine Dihydropteroat-Synthase codieren, die nicht durch die
beiden Sulfonamide gehemmt wird (Ferdous et al., 2016). Die erhohte Sensibilitét
gegen Ciprofloxacin, ist wahrscheinlich ein sekundarerer Effekt der CsrA Deletion, da
die Deletion dieses zentralen Regulators alleine schon zu einem hohen Stress fur den

Organismus fiihrt.
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5 Ausblick

Diese Studie lieferte neue Erkenntnisse fiir die komplexe Regulation des Csr-
Systems in dem enteropathogenen Escherichia coli Stamm EPEC E2348/69. Der dabei
genutzte ,,multi’omics* Ansatz, eine Kombination aus verschiedenen Chromatographie-
Techniken, gekoppelt an hochauflésende Massenspektrometrie und RNA-
Sequenzierung, erweiterte das Spektrum an beeinflussbaren metabolischen
Stoffwechselwegen und Regulationskreislaufen des Csr-Systems. Besonders die
Funktion in der Regulation der Virulenz konnte auf Transkriptomebene durch
Kultivierung in einem speziellen Wachstumsmedium rekonstruiert werden. Dennoch ist
es schwierig, bei einem solch komplexen Regulationsnetzwerk wie dem Csr-System,
detaillierte Informationen Uber die direkte Regulation von CsrA zu gewinnen. Die
putativen Ziele, die mittels Metabolom- und Transkriptomanalyse gefunden wurden,
missen einzeln Uber CsrA EMSAs in weiteren Experimenten validiert werden.
Alternativ wére eine CLIP-Seq. fur EPEC, als Hochdurchsatzverfahren geeignet um
direkt RNAs zu identifizieren, die putativ von CsrA reguliert werden, wie sie von Potts
et al. in E. coli K-12 durchgefuhrt wurde.

Auch ist die Anwendung von ,,untargeted metabolomics* insofern beschrénkt,
da nicht alle Metaboliten eines spezifischen Pathways in einer Messung erfasst werden
konnen. ,,Targeted Metabolomstudien“ zur Regulation des Csr-Systems in der
aromatischen Aminosduresynthese, des ,,Nukletoid-Salvage-Stoffwechelwegs™ sowie in
der Enterobactin Biosynthese konnen dieses Bild vervollstandigen. Auch die detaillierte
Abbildung des Kohlenstoffflusses sollte iiber ,,targeted metabolomics* und Fluoxome-
Analyse weiter untersucht werden, um die Nutzung der verschiedenen Glykolyse-Wege
in der E. coli AcsrA Mutante (Emden Meyerhoff Parnas Pathway und Endner Douderoff
Pathway) zu untersuchen. Interessant wére zudem eine Kopplung mit
Exometabolomanalysen und Zellfraktionierungsassays, um zu klaren, inwiefern eine
CsrA Pertubation die Aufnahme von verschiedenen Kohlenstoffquellen beeinflusst, da
im Transkriptom starke Effekte auf die Zuckertransportsysteme festgestellt werden
konnten. Auch die Verwendung von alternativen Chromatographietechniken wie der
Kapillarelektrophorese gekoppelt an ein hochauflésendes Massenspektrometer kdnnen
bei der Trennung hochpolarer Metaboliten (z.B. Zucker) angewendet werden, sodass

eine Unterscheidung uber die Retentionszeit ermdglicht wird.

147



Ausblick

Der in dieser Studie teiletablierte ,,Screening Assay®, stellt eine Mdglichkeit dar,
nach CsrA Inhibitoren in ,,vivo* zu ,screenen.” Die getesteten Zielsequenzen sind
hierflir allerdings nur sehr bedingt geeignet. Bindungsstudien von CsrA an spezifische
Zielsequenzen (z.B. glgC) sollten zuvor validiert werden, bevor sie in einem Testscreen
auf Reproduzierbarkeit getestet werden. Das Nutzen der AcsrA als Positivkontrolle stellt
einen Kompromiss zu der Uberexpression von CsrB/CsrC da. Allerdings erschwert dies
erheblich die Auswertung des ,,Screening Systems®, da die Mutante einen starken
Wachstumsdeffekt aufweist. Alternativ kdnnte das System mit einer partiellen Deletion
von CsrA wie von (Bhatt et al., 2009; Timmermans and Van Melderen, 2009)
beschrieben, getestet werden, da diese Mutante keinen Wachstumsphéanotyp aufwies. In
diesem Ansatz ware die Verwendung der partiellen Deletionsmutante eine geeignetere
Positivkontrolle. Aus den vorlaufigen MIC Ergebnissen konnte kein Zusammenhang
zwischen csrA Deletion und Resistenz gegen Sulfonamide festgestellt werden. Anstelle
des verwendeten EPEC Stammes E2348/69 wdére die Verwendung eines ESBL-
Stammes (z.B. EPEC 025:H4, DSM 22664) interessanter, um die Effekte einer CsrA

Deletion auf die entsprechenden Resistenzmechanismen zu untersuchen.
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I.  Transkriptom KO/WT Cut Off log+/-2
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Gene ID Gene Symbol Definition log2 Pvalue Adjusted P-
FoldChange value
E2348C_ncR_67 -4.26 5.55E-77 7.60E-75
E2348C_1619 gadC glutamate: gamma-aminobutyric acid antiporter -4.09 8.34E-65 1.02E-62
E2348C_1620 gadB glutamate decarboxylase -4.00 1.12E-48 9.33E-47
E2348C_3752 hdeA acid-resistance protein -3.84 2.21E-41 1.49E-39
E2348C_3753 hdeD acid-resistance membrane protein -3.80 6.36E-46 4.95E-44
E2348C_3751 hdeB acid-resistance protein -3.72 8.55E-44 6.44E-42
E2348C_ncR_45 -3.54 5.88E-42 4.02E-40
E2348C_3728 yhiM hypothetical protein -3.40 4.79E-68 6.02E-66
E2348C_3759 gadA glutamate decarboxylase -3.21 2.11E-26 6.93E-25
E2348C_4578 argl ornithine carbamoyltransferase subunit | -3.13 2.36E-72 3.04E-70
E2348C_3743 chuA outer membrane heme/hemoglobin receptor -3.02 2.76E-82 4.02E-80
E2348C_3750 yhiD Mg(2+) transport ATPase -2.97 4.44E-47 3.58E-45
E2348C_2959 CcSrA carbon storage regulator -2.95 9.39E-90 1.57E-87
E2348C_1284 ymgC hypothetical protein -2.80 4.60E-38 2.81E-36
E2348C_2856 yfiD autonomous glycyl radical cofactor GrcA -2.74 9.38E-19 1.98E-17
E2348C_0272 ykgH -2.73 2.19E-40 1.44E-38
E2348C_3742 chuS heme/hemoglobin transport protein -2.72 7.47E-61 8.89E-59
E2348C_1348 narG nitrate reductase 1 subunit alpha -2.69 1.55E-09 1.42E-08
E2348C 2478 yfcv fimbrial-protein like protein -2.50 3.75E-35 2.07E-33
E2348C_4667 yijZ hypothetical protein -2.47 1.03E-36 6.14E-35
E2348C_2926 gabP gamma-aminobutyrate transporter -2.42 2.28E-30 9.90E-29
E2348C_0281 yahE hypothetical protein -2.42 2.04E-16 3.59E-15
E2348C_0271 hypothetical protein -2.40 5.89E-12 7.13E-11

168




Anhang

E2348C_3670 glpD glycerol-3-phosphate dehydrogenase -2.31 4.09E-31 1.94E-29
E2348C_3756 mdtF multidrug transporter, RpoS-dependent -2.24 6.24E-32 3.03E-30
E2348C_1680 ynfM transporter -2.24 9.63E-35 5.18E-33
E2348C_3755 mdtE multidrug efflux system protein MdtE -2.23 2.02E-21 5.13E-20
E2348C_0497 entB isochorismatase -2.21 6.08E-31 2.86E-29
E2348C_2944 proX glycine betaine transporter periplasmic subunit -2.14 4.81E-36 2.83E-34
E2348C_0498 entA 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase -2.12 7.32E-27 2.49E-25
E2348C_2584 mntH manganese transport protein MntH -2.11 1.63E-42 1.19E-40
E2348C_3754 gadE DNA-binding transcriptional activator -2.09 8.00E-12 9.54E-11
E2348C_1347 narkK nitrate/nitrite transporter -2.07 2.16E-09 1.93E-08
E2348C_1499 pspD peripheral inner membrane phage-shock protein -2.06 3.45E-11 3.91E-10
E2348C_1287 ycgH -2.02 1.05E-13 1.46E-12
E2348C_2990 hycA formate hydrogenlyase regulatory protein HycA -2.02 3.29E-08 2.50E-07
E2348C_2627 eutL carboxysome structural protein with role in ethanolamine utilization -2.00 2.93E-10 3.00E-09
E2348C 2917 hypothetical protein 2.03 2.59E-17 4.86E-16
E2348C 0784 yliE hypothetical protein 2.06 9.06E-30 3.82E-28
E2348C_0913 ychC hypothetical protein 2.07 5.66E-56 5.95E-54
E2348C_0956 yccA hypothetical protein 2.07 1.33E-35 7.62E-34
E2348C_1400 hypothetical protein 2.09 1.46E-12 1.87E-11
E2348C_3967 component of T3SS 2.09 6.31E-06 3.29E-05
E2348C_1919 yeaO hypothetical protein 2.10 9.46E-20 2.16E-18
E2348C 2113 hypothetical protein 211 2.01E-19 4.46E-18
E2348C_4007 yidX hypothetical protein 2.15 5.85E-34 3.07E-32
E2348C_0338 malZz maltodextrin glucosidase 2.15 3.69E-41 2.46E-39
E2348C_1214 ymfA hypothetical protein 2.15 1.76E-27 6.30E-26
E2348C_4323 hypothetical protein 2.18 1.92E-19 4.30E-18
E2348C_0081 leuO leucine transcriptional activator 2.18 7.60E-26 2.45E-24
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E2348C_0799 hypothetical protein 2.21 2.25E-19 4.95E-18
E2348C_3300 yghH outer membrane lipoprotein 2.23 2.48E-12 3.12E-11
E2348C_3186 HfIC-like, SPFC domain-containing protein 2.24 2.52E-42 1.78E-40
E2348C_2103 hypothetical protein 2.26 2.10E-23 5.99E-22
E2348C_3981 uhpT sugar phosphate antiporter 2.27 1.54E-18 3.15E-17
E2348C_0855 ybjo hypothetical protein 2.30 1.82E-30 8.23E-29
E2348C_3964 component of T3SS 231 1.50E-16 2.68E-15
E2348C_1968 yobB hypothetical protein 2.33 1.13E-47 9.31E-46
E2348C_3378 ygjQ thioredoxin-like protein 2.34 6.65E-51 5.89E-49
E2348C_ncR_03 2.34 4.17E-23 1.16E-21
E2348_P1_020 perA transcriptional activator of the bfp operon 2.34 3.04E-52 2.80E-50
E2348C_3957 grlA positive regulator GrlA 2.36 1.60E-20 3.80E-19
E2348C_3814 yiaA hypothetical protein 2.38 3.79E-25 1.18E-23
E2348C_3962 escS T3SS structure protein EscS 241 8.90E-24 2.60E-22
E2348C_3963 escR type 111 secretion system protein 2.43 6.07E-18 1.20E-16
E2348C_0800 hypothetical protein 243 3.55E-20 8.26E-19
E2348C_3961 escT T3SS structure protein EscT 2.45 9.44E-15 1.41E-13
E2348C_0973 cspH stress protein, member of the CspA-family 2.48 2.29E-18 4.64E-17
E2348C_0347 yajl hypothetical protein 2.49 3.08E-35 1.74E-33
E2348C_3966 component of T3SS 2.49 8.45E-15 1.27E-13
E2348C_0510 uspG universal stress protein UP12 2.52 6.12E-50 5.32E-48
E2348C_4349 malE maltose ABC transporter periplasmic protein 2.53 3.18E-35 1.77E-33
E2348C_2916 T3SS secreted effector EspG-like protein 2.54 1.94E-31 9.34E-30
E2348C 2111 hypothetical protein 2.56 3.64E-24 1.08E-22
E2348C_2112 hypothetical protein 2.57 1.35E-21 3.48E-20
E2348C_0899 ycaP hypothetical protein 2.57 1.62E-44 1.24E-42
E2348C_2215 yegL hypothetical protein 2.59 1.85E-57 1.99E-55
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Anhang

E2348C_3960 escU secretion system apparatus protein SsaU 2.60 1.33E-18 2.75E-17
E2348C_2065 rcsA DNA-binding transcriptional activator, co-regulator with RcsB 2.61 8.53E-29 3.32E-27
E2348C_3939 eaeA intimin EaeA 2.62 2.33E-39 1.48E-37
E2348C_3965 component of T3SS 2.63 1.32E-17 2.56E-16
E2348C_3725 yhhJ transporter subunit: membrane component of ABC superfamily 2.63 3.09E-92 5.37E-90
E2348C_ncR_47 2.67 3.09E-06 1.69E-05
E2348C_0801 repressor protein 2.76 1.35E-24 4.11E-23
E2348C_2023 ftnB ferritin 2.84 8.24E-83 1.24E-80
E2348C_3948 escN translocator EScN 2.87 4.00E-35 2.18E-33
E2348C_2792 hypothetical protein 2.92 1.43E-121 3.59E-119
E2348C_3941 tir translocated intimin receptor Tir 2.94 1.24E-86 1.93E-84
E2348C_0460 ybcl hypothetical protein 2.99 4.73E-51 4.27E-49
E2348C_1353 dehydrogenase 3.01 8.71E-74 1.16E-71
E2348C_3945 sepQ T3SS structure protein SepQ 3.05 4.28E-42 2.97E-40
E2348C_4350 malK maltose/maltodextrin transporter ATP-binding protein 3.07 3.25E-54 3.26E-52
E2348C_4118 hypothetical protein 3.12 1.52E-33 7.70E-32
E2348C_3350 bacA undecaprenyl pyrophosphate phosphatase 3.18 2.90E-117 6.24E-115
E2348C_3299 yghG hypothetical protein 3.18 8.06E-55 8.28E-53
E2348C_3949 escV translocator EscV 3.20 3.12E-46 2.48E-44
E2348C_1352 hypothetical protein 3.31 3.06E-106 5.53E-104
E2348C_3946 hypothetical protein 3.32 1.45E-39 9.37E-38
E2348C_3947 hypothetical protein 3.36 2.89E-27 1.02E-25
E2348C_3815 yiaB hypothetical protein 3.39 1.67E-28 6.38E-27
E2348C_3950 mpc regulator Mpc 3.52 1.37E-30 6.23E-29
E2348C_3940 cesT chaperone CesT 3.53 5.66E-81 7.99E-79
E2348C_1442 T3SS secreted effector NleA/Espl-like protein 3.53 2.19E-29 8.98E-28
E2348C_2920 hypothetical protein 3.54 3.39E-111 6.38E-109
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Anhang

E2348C_1354 hypothetical protein 3.54 6.10E-53 5.86E-51

E2348C_1207 ycfT hypothetical protein 3.57 5.42E-49 4.62E-47

E2348C_3944 espH LEE-encoded effector EspH 3.61 8.69E-87 1.40E-84

E2348C_4341 yjbE hypothetical protein 3.74 4.66E-58 5.14E-56

E2348C_1355 coenzyme F390 synthetase 3.83 3.13E-123 8.31E-121
E2348C_3942 map LEE-encoded effector Map 3.88 8.36E-61 9.68E-59

E2348C_0684 SfpA (systemic factor protein A)-like protein 3.89 1.61E-53 1.59E-51

E2348C_1356 hypothetical protein 3.92 4.43E-58 5.01E-56

E2348C_LEE1 412 9.71E-137 3.99E-134
E2348C_ 2169 ugd UDP-glucose 6-dehydrogenase 4.39 5.35E-145 2.69E-142
E2348C_2193 gmm GDP-mannose mannosyl hydrolase 4.40 1.11E-16 2.00E-15

E2348C_2185 wcaM colanic acid biosynthesis protein 4.62 1.21E-199 1.82E-196
E2348C 2189 wcal UDP-glucose lipid carrier transferase 4.94 5.16E-118 1.23E-115
E2348C_2197 wcakE glycosyl transferase family protein 5.00 2.07E-190 2.34E-187
E2348C 2196 wcaF colanic acid biosynthesis acetyltransferase WcaF 5.01 1.66E-145 9.40E-143
E2348C_2188 wzxC colanic acid exporter 5.02 8.58E-138 3.88E-135
E2348C 2192 wecal glycosyl transferase family protein 5.07 1.10E-133 3.82E-131
E2348C 2191 cpsB mannose-1-phosphate guanylyltransferase 5.08 1.57E-184 1.42E-181
E2348C_2186 weal glycosyl transferase family protein 5.09 5.10E-170 3.84E-167
E2348C 2198 wcaD colanic acid biosynthesis protein 5.19 2.67E-245 1.21E-241
E2348C_2199 wcaC glycosyl transferase family protein 5.23 8.88E-125 2.68E-122
E2348C_2187 wcaK pyruvyl transferase 5.26 8.07E-135 3.04E-132
E2348C_2190 cpsG phosphomannomutase 5.26 8.76E-118 1.98E-115
E2348C_2202 wze tyrosine kinase 5.34 1.05E-130 3.38E-128
E2348C_2195 gmd GDP-D-mannose dehydratase 5.38 5.83E-167 3.76E-164
E2348C_2200 wcaB colanic acid biosynthesis acetyltransferase WcaB 5.43 1.04E-123 2.93E-121
E2348C_2201 wcaA glycosyl transferase family protein 5.44 3.40E-235 7.68E-232
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Anhang

E2348C_2203

wzb

tyrosine phosphatase

5.61

6.07E-117

1.25E-114

E2348C_2204

wza

lipoprotein required for capsular polysaccharide translocation through the
outer membrane

5.63

2.98E-111

5.85E-109

173



Il.  Transkriptom OE/WT Cutoff log2 +/-2

Anhang

Gene ID Gene Symbol Definition log2 Pvalue Adjusted P-
FoldChange value
E2348C_0496 entE enterobactin synthase subunit E -5.54 6.11E-178 2.71E-174
E2348C_0495 entC isochorismate synthase 1 -5.17 8.31E-172 1.84E-168
E2348C_0497 entB isochorismatase -4.99 1.19E-131 1.31E-128
E2348C_0487 ybdz hypothetical protein -4.62 3.08E-105 1.24E-102
E2348C_1620 gadB glutamate decarboxylase -4.54 1.70E-61 3.02E-59
E2348C_0498 entA 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase -4.47 9.40E-98 2.98E-95
E2348C_3751 hdeB acid-resistance protein -4.45 1.06E-61 1.95E-59
E2348C_0488 entF enterobactin synthase subunit F -4.41 2.11E-114 1.04E-111
E2348C_3743 chuA outer membrane heme/hemoglobin receptor -4.39 1.68E-167 2.49E-164
E2348C_1619 gadC glutamate: gamma-aminobutyric acid antiporter -4.38 7.25E-74 1.79E-71
E2348C_4667 ViiZ hypothetical protein -4.31 1.04E-104 3.83E-102
E2348C_0485 fepA outer membrane receptor FepA -4.20 1.93E-104 6.57E-102
E2348C_3742 chuS heme/hemoglobin transport protein -4.10 4.70E-127 3.47E-124
E2348C_3752 hdeA acid-resistance protein -4.07 3.49E-46 4.18E-44
E2348C 2301 CirA colicin I receptor -3.98 1.42E-128 1.25E-125
E2348C_3753 hdeD acid-resistance membrane protein -3.83 2.27E-46 2.79E-44
E2348C_1194 fhug ferric-rhodotorulic acid outer membrane transporter -3.73 3.12E-121 1.97E-118
E2348C_0486 fes enterobactin/ferric enterobactin esterase -3.65 2.83E-116 1.57E-113
E2348C_3754 gadE DNA-binding transcriptional activator -3.59 5.06E-31 3.35E-29
E2348C_ncR_60 -3.57 6.31E-45 6.99E-43
E2348C_3728 yhiM hypothetical protein -3.52 6.15E-71 1.36E-68
E2348C_2938 nrdH glutaredoxin-like protein -3.38 1.85E-43 1.91E-41
E2348C_3759 gadA glutamate decarboxylase -3.35 4.98E-28 2.79E-26
E2348C_1592 yncE hypothetical protein -3.32 1.06E-106 4.69E-104
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Anhang

E2348C_2939 nrdl ribonucleotide reductase stimulatory protein -3.32 3.51E-55 5.19E-53
E2348C_1056 ymdF hypothetical protein -3.27 1.72E-29 1.06E-27
E2348C_3750 yhiD Mg(2+) transport ATPase -3.13 3.06E-51 4.37E-49
E2348C 2940 nrdE ribonucleotide-diphosphate reductase subunit alpha -2.99 3.05E-59 5.20E-57
E2348C_3323 ABC-type iron-siderophore transport system ATP-binding protein -2.96 3.31E-57 5.44E-55
E2348C_2941 nrdF ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta -2.94 1.55E-42 1.53E-40
E2348C_3755 mdtE multidrug efflux system protein MdtE -2.92 3.31E-34 2.53E-32
E2348C_3292 exbD biopolymer transport protein ExbD -2.54 6.51E-71 1.37E-68
E2348C_0494 fepB iron-enterobactin transporter periplasmic binding protein -2.53 9.18E-83 2.54E-80
E2348C_4578 argl ornithine carbamoyltransferase subunit | -2.53 7.76E-48 1.01E-45
E2348C_0492 fepD iron-enterobactin transporter membrane protein -2.46 2.46E-37 2.06E-35
E2348C_0757 fiu catecholate siderophore receptor Fiu -2.45 2.79E-39 2.48E-37
E2348C_4666 fhuF ferric hydroximate transport ferric iron reductase -2.44 1.83E-33 1.38E-31
E2348C_3756 mdtF multidrug transporter, RpoS-dependent -2.42 1.00E-36 8.22E-35
E2348C_0484 entD phosphopantetheinyltransferase component of enterobactin synthase -2.40 3.83E-49 5.15E-47
multienzyme complex
E2348C_4386 SOXS DNA-binding transcriptional regulator SoxS -2.31 1.13E-16 4.25E-15
E2348C_3293 exbB biopolymer transport protein ExbB -2.28 3.59E-42 3.38E-40
E2348C_0490 fepC iron-enterobactin transporter ATP-binding protein -2.27 1.49E-30 9.57E-29
E2348C_3322 permease of ferrichrome ABC transporter -2.25 1.22E-43 1.29E-41
E2348C_1068 ycdO hypothetical protein -2.21 1.21E-44 1.31E-42
E2348C_1067 efeU high-affinity Fe2+/Pb2+ permease -2.16 2.01E-29 1.20E-27
E2348C_1766 sufD cysteine desulfurase activator complex subunit SufD -2.12 2.30E-26 1.21E-24
E2348C_0493 entS enterobactin exporter EntS -2.04 1.03E-30 6.72E-29
E2348C_1283 ymgB hypothetical protein -2.03 3.60E-16 1.30E-14
E2348C_ncR_24 2.00 3.93E-15 1.33E-13
E2348C_4388 yjeD permease 2.03 3.81E-23 1.74E-21
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Anhang

E2348C_0669 hypothetical protein 2.04 3.37E-21 1.46E-19
E2348C 2450 argT lysine/arginine/ornithine transporter subunit 2.07 2.85E-04 2.25E-03
E2348C_1875 astA arginine succinyltransferase 2.07 8.37E-04 5.70E-03
E2348C 1450 trpA tryptophan synthase subunit alpha 2.08 2.71E-04 2.16E-03
E2348C_2920 hypothetical protein 2.10 2.65E-39 2.39E-37
E2348C_3935 espD translocon EspD 212 3.83E-18 1.52E-16
E2348C_3933 cesD2 chaperone CesD2 212 2.98E-20 1.26E-18
E2348C_3944 espH LEE-encoded effector EspH 2.13 2.43E-31 1.63E-29
E2348C_1451 trpB tryptophan synthase subunit beta 2.16 1.94E-04 1.64E-03
E2348C_1348 narG nitrate reductase 1 subunit alpha 2.17 1.03E-06 1.49E-05
E2348C_3936 espA translocon EspA 2.17 4.18E-20 1.75E-18
E2348C_0503 ybdL aminotransferase 2.18 2.40E-04 1.95E-03
E2348C_1452 trpC bifunctional indole-3-glycerol phosphate 2.19 2.28E-04 1.87E-03
synthase/phosphoribosylanthranilate isomerase
E2348C_0667 single-stranded DNA-binding protein 2.19 1.86E-08 3.69E-07
E2348C_3958 griR negative regulator GrIR 2.19 6.24E-24 2.97E-22
E2348C_1876 astC bifunctional succinylornithine transaminase/acetylornithine transaminase 2.20 3.87E-04 2.93E-03
E2348C_0502 ybdH hypothetical protein 2.20 1.85E-04 1.57E-03
E2348C_2452 purF amidophosphoribosyltransferase 2.21 4.62E-29 2.66E-27
E2348C_0297 lacA galactoside O-acetyltransferase 2.22 1.35E-26 7.19E-25
E2348C_3957 grlA positive regulator GrlA 2.22 2.53E-18 1.01E-16
E2348C_1350 narJ molybdenum-cofactor-assembly chaperone subunit (delta subunit) of 2.23 5.98E-25 2.95E-23
nitrate reductase 1
E2348 P1_003 bfpA major pilin structural unit bundlin 2.24 9.61E-15 3.16E-13
E2348C_4176 ginA glutamine synthetase 2.25 3.20E-29 1.89E-27
E2348C_1060 rutD hydrolase 2.26 1.97E-04 1.66E-03
E2348C_3930 espF LEE-encoded effector EspF 2.29 8.86E-23 3.97E-21
E2348C_2725 purN phosphoribosylglycinamide formyltransferase 2.30 4.33E-38 3.69E-36
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Anhang

E2348C 2713 purC phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase 2.34 1.79E-35 1.44E-33
E2348C_1059 rute hypothetical protein 2.34 1.41E-04 1.24E-03
E2348C 0684 SfpA (systemic factor protein A)-like protein 2.35 1.60E-20 6.87E-19
E2348C_1062 rutB hypothetical protein 2.36 9.21E-05 8.66E-04
E2348C_1061 rutC hypothetical protein 2.42 6.91E-05 6.69E-04
E2348C_1349 narH nitrate reductase 1 subunit, beta (Fe-S) 2.45 9.46E-20 3.88E-18
E2348C_3931 component of T3SS 2.46 1.27E-27 6.96E-26
E2348C_4312 purD phosphoribosylamine--glycine ligase 2.49 8.00E-33 5.72E-31
E2348C_1063 rutA monooxygenase 2.52 2.69E-05 2.96E-04
E2348C_3945 sepQ T3SS structure protein SepQ 2.53 1.44E-29 8.99E-28
E2348C_3932 escF T3SS structure protein EscF 2.54 2.54E-24 1.22E-22
E2348C_3937 speL secretion switching protein SpeL 2.55 1.63E-25 8.21E-24
E2348C_0455 purkK phosphoribosylaminoimidazole carboxylase ATPase subunit 2.62 3.77E-39 3.27E-37
E2348C_1974 purT phosphoribosylglycinamide formyltransferase 2 2.63 1.19E-31 8.14E-30
E2348C_2453 CVpA colicin V production protein 2.69 1.72E-42 1.66E-40
E2348C_3939 eaeA intimin EaeA 2.71 3.89E-42 3.59E-40
E2348C_4313 purH bifunctional phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide 2.72 1.09E-46 1.38E-44
formyltransferase/IMP cyclohydrolase
E2348C_3941 tir translocated intimin receptor Tir 2.75 6.81E-76 1.78E-73
E2348C_3442 mtr tryptophan permease 2.82 8.61E-10 2.02E-08
E2348C_2834 purL phosphoribosylformylglycinamidine synthase 2.82 1.23E-55 1.88E-53
E2348C_1453 trpD bifunctional glutamine amidotransferase/anthranilate 2.83 4.10E-06 5.29E-05
phosphoribosyltransferase
E2348C_3947 hypothetical protein 2.83 9.38E-20 3.88E-18
E2348C_3948 escN translocator EScN 2.84 2.03E-34 1.61E-32
E2348C_LEE1 2.89 2.45E-68 4,93E-66
E2348C 2122 nac nitrogen assimilation transcriptional regulator 2.93 1.81E-06 2.48E-05
E2348C_0386 amtB ammonium transporter 2.96 1.69E-06 2.35E-05
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Anhang

E2348C 2724 purM phosphoribosylaminoimidazole synthetase 2.99 2.18E-49 3.02E-47
E2348C 0456 purk N5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide mutase 3.00 1.27E-32 8.93E-31
E2348C_3946 hypothetical protein 3.04 2.13E-33 1.55E-31
E2348C 1455 trpL trp operon leader peptide 3.05 7.90E-07 1.17E-05
E2348C_3949 escV translocator EscV 3.06 1.15E-42 1.16E-40
E2348C_1742 sodB superoxide dismutase 3.09 3.09E-45 3.51E-43
E2348C_3950 mpc regulator Mpc 3.14 1.07E-24 5.22E-23
E2348 P2 09 probable plasmid replication initiation protein 3.19 3.07E-34 2.38E-32
E2348C_3940 cesT chaperone CesT 3.30 3.52E-71 8.22E-69
E2348C_1454 trpE anthranilate synthase component | 3.34 5.35E-08 9.49E-07
E2348C_3942 map LEE-encoded effector Map 3.34 2.20E-45 2.57E-43
E2348C_3918 yicE transporter 3.47 1.30E-56 2.06E-54
E2348C_0298 lacY galactoside permease 351 6.75E-62 1.30E-59
E2348C_0385 glnkK nitrogen regulatory protein P-11 2 3.65 3.51E-09 7.64E-08
E2348C_0299 lacz beta-D-galactosidase 5.47 2.49E-95 7.37E-93
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I11. 159 Metabolite (GC-MS/LC-MS)
Metabolite die mit der internen CBIO Standardmetaboliten Bibliothek identifiziert wurden sind rot markiert.

Anhang

fold fold change | fold change | fold change | fold change
Metabolit Methode AIUKE | (COIT) | LC-MS pos, | LC-MS pos. | LC-MS pos. | LO-MS et
GC-MS [M+H] [M+Na] [M+NH4] [M-H]
(4-hydroxyphenyl)pyruvate GC -2.97
(R)-2-hydroxyglutarate GC -7.56
1,3-bisphosphoglycerate GC -2.26
1,6-Anhydro-N-acetylmuramate LC-pos [M+H], [M+Na] 1.02 1.09
1D-myo-Inositol GC 1.15
1D-myo-inositol 2-phosphate GC -9.23
2,3 Dihydroxybenzoate LC-neg, GC [M-H] -6.22 -3.82
2,3-Dihydroxybenzoylserine LC-pos [M+H] -4.55 -4.55
2-aminoethyl phosphate GC 1.01
2'Deoxyadenosine GC, LC-pos [M+H] 13.57 4.63
2-oxoglutarate GC -2.38
2-phospho-D-glycerate
2-phosphoglycerate GC
3-(2-Hydroxyphenyl)propanoate LC-neg [M-H] -1.19
3-Hydroxymyristic acid LC-neg [M-H] -2.48
3-phosphoglycerate GC -1.74
4- Hydroxybenzoate LC-neg [M-H] 1.90
4-Hydroxybenzaldehyde LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] -1.77 -1.53
4-Methyl-2-oxopentanoate GC -3.35
5'Methylthioadenosine LC-pos -7.84
5-Oxo0-D/L Proline LC-pos [M+H], [M+Na] -1.11
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Anhang
Acetyl-Coa LC-neg [M-H] -1.28
Acetyl-Spermidine LC-pos [M+H], [M+Na] 1.15 1.23
adenine GC 1.01

[M+H], [M+Na],

adenosine GC, LC-pos [M-H] 15.73 3.60 4.98 3.60
ADP LC-pos [M+H], [M+Na] -2.18 -2.05
ADP-Glucose LC-neg [M-H] -1.59
ADP-Sugar LC-neg [M-H] 1.88
alpha-D-glucopyranosyl-(1-4)-beta-D-
glucopyranose
maltose GC 1.28
AMP GC, LC-pos, LC-neg | [M+H], [M-H] -1.10 -8.25 -6.45
Ascorbate LC-neg [M-H] -7.07
Azelaic acid LC-neg [M-H] 1.08
cAMP LC-pos, LC-neg [M+H]; [M-H] -13.33 -78.70
Citramalate LC-neg [M-H] -7.75
citrate GC -2.80
Citrate/lsocitrate LC-neg [M-H] -1.68
Coenzyme A LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 1.45 1.22
Cytidine LC-pos [M+H] 3.65
cytosine GC, LC-pos [M+H] -3.52 2.83
dADP LC-neg [M-H] -4.30
D-cysteine
2-amino-3-mercaptopropanoic acid
L-cysteine GC -1.25
D-fructose 1,6-bisphosphate GC -4.34
D-Fructose 1-phosphate GC 3.69
D-glycerate
glycerate GC 1.61
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Anhang

Diacetylspermidine LC-pos [M+Na] 2.85

Dihydrouracil LC-neg [M-H] 1.11
dihydroxyacetone phosphate GC -2.23

D-isoleucine

DL-isoleucine

L-Isoleucine GC 1.55

Dissacharide LC-neg [M-H] -2.43
DL-malate

(S)-malate

(R)-malate GC -2.70

D-ribose 6-phosphate GC 2.05

dTDP-Glucose LC-neg [M-H] -9.92
dTDP-Sugar LC-neg [M-H] -8.90
Erythrose-4-phosphate LC-pos [M+Na], [M+H] -3.19 -3.21

ethanolamine GC -1.11

FAD LC-neg [M-H] -2.74
Flavin mononucleotide LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] -1.57 -1.64
Fructose 1,6 bisphosphate LC-neg [M-H] -2.01
fumarate GC -1.84

GDP-Glucose LC-neg [M-H] 3.24
Glucose LC-pos, LC-neg [M+Na], [M-H] 1.30 1.15
Glucose-6-Phosphate LC-neg [M-H] -1.18
Glutamate LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] -1.67 1.18
Glutamyl-Leucine LC-pos [M+Na] 3.27

Glutathion ox. LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] -1.68 -1.08
glycerol-3-phosphate GC -1.41

glycine GC -1.30

glycylglycine GC 21.42
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Anhang

GMP GC 1.66

Guanine GC, LC-pos [M+H] 2.46 2.27

Guanosine LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 5.91 5.33

Homocitrate LC-pos [M+NH4] -1.11

hypoxanthine GC 33.59

IMP GC -20.00

Indole-3-carboxaldehyd LC-neg [M-H] -1.87

inosine GC, LC-pos, LC-neg | [M+H], [M-H] 2.53 3.57 3.76

Isomaltulose LC-pos [M+Na] -3.43

Isopropylmalic acid LC-neg [M-H] -1.16

lactose GC 1.07

laminaribiose GC -1.72

Leucine LC-pos [M+H] 1.18

Leucine/lsoleucine LC-neg [M-H] 1.08

L-glutamate GC -1.30

L-Methionine GC -1.09

Lumichrome LC-pos [M+H], [M+Na] -1.23 -1.22

L-valine

D-valine GC [M+H] 1.65 1.09 -1.35

LysoPE(12:0) LC-neg [M-H] -1.43
[M+H], [M+Na],

LysoPE(14:0) LC-pos, LC-neg [M-H] -2.55 -2.18 -2.77
[M-H], [M+H],

LysoPE(14:1) LC-pos [M+Na] -2.62 -2.38 -2.87
[M+H], [M+Na],

LysoPE(16:0) LC-pos, LC-neg [M-H] -1.49 -1.40 -1.64
[M+H], [M+Na],

LysoPE(16:1) LC-pos, LC-neg [M-H] -1.45 -1.24 -1.33

LysoPE(17:1) LC-neg [M-H] -3.87
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Anhang

[M-H], [M+H],
LysoPE(18:1) LC-pos, LC-neg [M+Na] -1.07 1.08 -1.18
LysoPG(14:0) LC-neg [M-H] -3.42
LysoPG(16:1) LC-neg [M-H] -2.69
LysoPG(17:1) LC-neg [M-H] -12.21
LysoPG(18:1) LC-neg [M-H] -2.78
Malate LC-neg [M-H] -2.93
Maltoheptaose LC-pos [M+Na] 3.34
Maltotriose LC-pos [M+Na] 2.45
Methionine LC-pos [M+H] 1.24
N-Acetyl-D-glucosamine(anhydrous)N-
Acetylmuramic acid LC-pos [M-H] -1.46
N-Acetyl-D-glucosamine(anhydrous)N-
Acetylmuramyl-tetrapeptide LC-pos [M+H] -1.65
N-Acetyl-D-glucosamine(anhydrous)N-
Acetylmuramyl-tripeptide LC-pos [M+H] -2.17
N-Acetylputrescine LC-pos [M+H] 1.10
NAD LC-pos [M+H] -1.97
NADP LC-neg [M-H] -1.48
Nicotinamide GC [M+H] 1.68
Nicotinate LC-pos [M+H] 9.89
Nicotiniate D-ribonucleoside LC-neg [M-H] -9.38
N-Methyl-Glutamate LC-pos [M+H] -1.13
O-phospho-L-serine GC 1.05
oxalate GC 1.43
Oxo-Proline LC-neg [M-H] -1.05
PA(17:1(92)/0:0) LC-pos, LC-neg [M-H], [M+Na] -4.03 -2.54
Palmitoleic acid LC-pos [M+Na], [M+H] -2.91 -7.54
PE(10:0)/(16:1) LC-neg [M-H] -7.50
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PE(16:0)/(16:1) LC-pos [M+H] -2.86

PE(16:0)/17:1)9Z LC-pos [M+H] 1.80

PE(16:1(92)/(14:0) LC-pos [M+H] 2.30

PE(16:1)/(18:1) LC-pos [M+H] -3.41

PE(17:1)9Z LC-pos [M+H], [M+Na] -4.10

Pentasaccharid LC-pos [M+Na], [M+H] 2.82 2.35

PG(14:0/0:0) LC-pos [M+H] -64.72

PG(16:0/0:0) LC-pos [M+H] -3.41

PG(16:1(92)/(0:0) LC-pos [M+Na], [M+H] -3.41 -2.54

Phenylalanine LC-pos [M+H], [M+Na] 1.22 1.30

phenylpyruvate GC, LC-neg [M-H] -3.18 -1.84
phosphoenolpyruvate GC, LC-neg [M-H] -16.96 -2.46
Pipecolate LC-pos [M+H] 1.07

Pro Pro LC-neg [M-H] 1.12
Proline LC-pos [M+H] -1.14

Pterin LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 1.32 1.24
putrescine GC 1.27

pyruvate GC 1.12

sedoheptulose-7-phosphate GC 5.66

Seduheptulose 1,7-Bisphosphat LC-neg [M-H]

shikimate GC 20.24

S- Lactoylglutathione LC-pos [M+H] -1.15

spermidine GC, LC-pos [M+H] -1.36 1.17

Succinate LC-neg [M-H] -2.03
Tetrasaccharid LC-pos [M+Na], [M+H] 2.62 2.25

Thymidine LC-neg [M-H] 1.31
Thymine LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] -1.74 -1.60
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TMP LC-neg [M-H] -10.61
Trimetoprim LC-pos [M+H] 1.02

tryptamine GC -1.54

Tryptophan LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 1.09 1.28
Tyrosine LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 1.11 1.13
UDP-Acetylmuraminate LC-neg [M-H] -1.66
UDP-Glucose LC-neg [M-H] 1.11
UDP-N-Acetylglucosamin LC-neg [M-H] -1.13
UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-

glutamyl-6-carboxy-L-lysyl-D-alanyl- D-

alanine LC-neg [M-H] -1.43
UMP GC,; LC-neg [M-H] -1.32 -5.92
Uracil LC-neg [M-H] -1.24
Uridine GC, LC-neg [M-H] 4.98 9.13
Valine LC-pos [M+Na], [M+H] 1.09 -1.35

Xanthine LC-pos, LC-neg [M+H], [M-H] 13.92 4.00
Xanthosine LC-neg [M-H] 1.78
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IV. HPLC Polar Negative Mode
m/z Appm mzmed Rtmed Metabolit Addukt Identifizierung FC FC FC Pval Pval Pval
Referenz [min] OE:WT KO:WT KO:OE OE:WT KO:WT KO:OE
des
Addukts
(Metlin)
111.0200 2 111.0197 1.40 Uracil [M-H] ST, RT, MS -1.18 -1.24 -1.05 5.71E-01 8.46E-01 7.51E-01
112.9856 3 112.9852 1.39 Dihydrouracil [M-H] ST, RT, MS 1.19 1.11 -1.08 1.05E-02 3.08E-01 8.21E-02
117.0193 3 117.0189 1.93 Succinat [M-H] ST, RT, MS -1.57 -2.03 -1.30 1.15E-01 1.05E-02 3.05E-01
121.0295 1 121.0293 7.42 4-Hydroxybenzaldehyd [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.23 -1.53 -1.88 2.19E-03 1.50E-02 2.12E-05
125.0357 3 125.0352 2.57 Thymine [M-H] ST, RT, MS -2.64 -1.60 1.66 2.91E-07 3.09E-05 3.84E-05
128.0353 2 128.0350 1.76 Oxo-Proline [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.11 -1.05 1.06 2.86E-01 3.74E-01 9.73E-01
130.0874 1 130.0871 2.11 Leucine/Isoleucine [M-H] ST, RT, MS, MS2 -3.00 1.08 3.24 1.94E-10 7.99E-02 9.09E-09
133.0142 2 133.0139 1.29 Malate [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.58 -2.93 -1.85 6.51E-03 1.99E-07 3.79E-03
135.0312 3 135.0307 1.83 Hypoxanthine [M-H] ST, RT, MS, MS2 2.85 2.83 -1.01 3.76E-04 1.65E-04 3.68E-01
137.0244 2 137.0241 6.68 3,4- Hydroxybenzoate [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.03 1.90 1.85 2.45E-01 1.04E-04 7.31E-04
144.0455 1 144.0452 9.11 Indole-3-carboxaldehyd [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.27 -1.87 -2.37 1.86E-02 2.01E-03 2.98E-06
146.0459 1 146.0456 1.16 Glutamat [M-H] ST, RT, MS -1.27 1.18 1.50 9.62E-01 3.41E-01 2.25E-01
147.0299 3 147.0294 1.40 Citramalate [M-H] RT, MS -3.36 -7.75 -2.30 4.44E-07 2.97E-08 6.83E-08
151.0261 4 151.0255 2.05 Xanthine [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.53 4.00 2.61 3.73E-02 9.69E-05 1.29E-03
153.0193 3 153.0190 7.16 2,3 Dihydroxybenzoate [M-H] ST, RT,MS, MS2 -1.77 -3.82 -2.16 9.96E-04 2.00E-06 2.36E-07
157.0137 1 157.0134 1.39 Ascorbate [M-H-H20] ST, RT, MS -3.47 -6.35 -1.83 1.02E-03 1.32E-05 1.53E-01
162.0421 2 162.0417 2.39 Pterin [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.27 1.24 1.58 2.38E-01 5.57E-02 5.47E-03
163.0401 2 163.0396 7.30 Phenylpyruvat [M-H] ProgenisisQl MS2 1.56 -1.84 -2.87 1.24E-07 9.61E-05 3.19E-13
164.0717 1 164.0714 3.95 Phenylalanine [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.90 1.16 2.21 1.10E-06 8.45E-06 2.08E-10
165.0557 1 165.0555 8.11 3-(2- [M-H] ST, RT, MS -1.02 -1.19 -1.17 4.05E-01 1.59E-02 1.50E-03
Hydroxyphenyl)propanoate
166.9751 4 166.9743 1.22 Phosphoenolpyruvate [M-H] ST, RT, MS -1.72 -2.46 -1.43 1.52E-02 1.49E-05 2.09E-03
173.0086 0 173.0085 1.38 Citrate [M-H20] ST, RT, MS -2.91 -1.81 1.61 6.72E-05 1.18E-03 5.24E-03
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175.0248 3 175.0242 1.37 Ascorbate [M-H] ST, RT, MS -1.64 -7.07 -4.32 2.18E-01 2.77E-03 2.12E-02
175.0612 2 175.0608 6.54 Isopropylmalic acid [M-H] ST, RT, MS 2.03 -1.16 -2.36 1.24E-03 1.65E-01 3.86E-04
179.0561 0 179.0561 1.14 Glucose? [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.03 1.15 1.11 1.04E-02 2.31E-03 6.54E-01
180.0666 2 180.0661 2.10 Tyrosine [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.77 1.13 2.01 4.45E-03 3.90E-02 1.61E-04
187.0976 2 187.0972 9.27 Azelaic acid [M-H] ST, RT, MS -1.24 1.08 1.35 9.99E-01 4.51E-01 4.33E-01
192.0270 2 191.0192 1.39 Citrate/Isocitrate [M-H] ST, RT, MS, MS2 -2.62 -1.68 1.56 5.93E-05 1.05E-03 3.25E-03
203.0826 1 203.0822 6.16 Tryptophan [M-H] ST, RT, MS, MS2 -3.61 1.28 4.60 2.77E-10 4.03E-02 1.61E-06
215.0328 0 215.0329 1.14 Glucose? [M+CI] ST, RT, MS 1.74 191 1.10 4.03E-04 4.39E-07 4.47E-01
227.1037 1 227.1034 6.23 Pro Pro [M-H] ProgenisisQl MS2 -1.09 1.12 1.23 1.56E-01 4.52E-03 1.03E-01
229.0870 0 229.0869 12.70 Naproxen [M-H] ST, RT, MS, MS2 -3.57 1.25 4.47 4.00E-01 6.19E-01 1.40E-01
237.0802 2 237.0796 4.52 IPTG [M-H] ST, RT, MS #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 6.35E-13 NA 2.72E-13
241.0830 2 241.0824 5.30 Thymidine [M-H] ST, RT, MS 1.50 1.31 -1.15 1.65E-02 9.32E-02 1.29E-01
243.0623 2 243.0617 2.07 Uridine [M-H] ST, RT, MS, MS2 8.00 9.13 1.14 9.89E-05 1.23E-06 8.78E-01
243.1966 0 243.1967 16.17 3-Hydroxymyristic acid [M-H] MS(MS2) -2.23 -2.48 -1.11 9.48E-01 2.49E-03 5.13E-02
254.0670 2 254.0667 7.54 Nicotiniate D-ribonucleoside [M-H] MS, MS2 -2.36 -9.38 -3.98 1.72E-04 2.57E-06 1.19E-08
259.0224 0 259.0222 1.03 Glucose-6-Phosphate [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.08 -1.18 -1.09 6.32E-01 7.22E-01 3.21E-01
259.1083 0 259.1083 6.91 Tyr Pro [M-H-H20] ProgenisisQl MS2 -1.02 1.07 1.09 4.08E-01 8.46E-01 3.68E-01
266.0895 0 266.0887 291 Adenosine [M-H] ST, RT, MS, MS2 5.48 3.60 -1.52 2.43E-07 1.53E-05 5.74E-03
267.0735 2 267.0727 3.21 Inosine [M-H] ST, RT, MS, MS2 4.48 3.76 -1.19 2.80E-04 4.59E-04 9.69E-01
273.0569 3 273.0560 4.51 IPTG [M+CI] ST, RT, MS #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! 3.74E-09 NA 1.87E-09
282.0844 2 282.0836 3.28 Guanosine [M-H] ST, RT, MS, MS2 9.74 5.33 -1.83 1.16E-05 1.70E-04 1.81E-03
283.0684 3 283.0675 4.66 Xanthosine [M-H] ST, RT, MS 2.70 1.78 -1.52 1.10E-01 1.15E-01 1.11E-01
306.0765 3 306.0756 1.39 Glutathione [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.13 1.34 1.18 5.98E-02 2.16E-02 2.00E-01
321.0493 4 321.0479 221 dTMP [M-H] ST, Rt, MS -5.70 -10.61 -1.86 7.09E-05 2.82E-05 9.36E-02
323.0286 3 323.0275 1.29 UMP [M-H] ST, ST, MS -2.68 -5.92 -2.21 1.11E-02 4.58E-05 2.92E-02
328.0452 2 328.0444 2.08 cAMP [M-H] ST, RT, MS -3.41 -78.70 -23.08 4.89E-03 2.92E-04 7.12E-03
338.9888 0 338.9888 1.00 Fructose 1,6 bisphosphate [M-H] RT, MS, MS2 -2.13 -2.01 1.06 7.53E-02 4.38E-02 7.05E-01
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341.1089 4 341.1074 1.19 Dissacharid [M-H] RT,MS -5.98 -2.43 2.46 1.63E-05 3.13E-04 1.17E-03
346.0558 3 346.0546 1.39 AMP [M-H] ST, RT, MS -4.37 -6.45 -1.47 7.83E-04 2.74E-05 7.77E-02
368.9993 0 368.9991 1.00 Seduheptulose 1,7- [M-H] ProgenisisQl MS2 -1.43 -2.62 -1.83 4.65E-01 1.77E-05 1.15E-04

Bisphosphat
377.0856 2 377.0845 1.18 Dissachrid [M+Cl] MS, MS2 -4.16 -3.03 1.37 2.29E-07 4.79€E-07 3.59E-02
396.2156 1 396.2152 12.96 LysoPE(12:0) [M-H] ProgenisisQl MS2 2.65 -1.43 -3.79 2.08E-08 5.13E-03 7.70E-09
410.0272 3 410.0257 1.39 dADP [M-H] ST, RT, MS -1.67 -4.30 -2.58 1.41E-03 1.64E-06 7.29E-08
421.2361 0 421.2364 17.08 PA(17:1(92)/0:0) [M-H] MS, MS2 1.86 -2.54 -4.72 1.37E-02 1.38E-02 1.67E-03
422.2313 0 422.2312 13.49 LysoPE(14:1) [M-H] ProgenisisQl MS2 2.25 -2.87 -6.45 3.75E-08 1.64E-05 5.57E-09
424.2469 0 424.2472 14.38 LysoPE(14:0) [M-H] ProgenisisQl MS2 1.95 -2.77 -5.41 2.66E-05 3.56E-06 6.74E-07
4441711 0 444.1709 12.37 Glipizide [M-H] ST, RT, MS, MS2 -2.34 1.12 2.61 2.83E-01 6.93E-01 1.13E-01
450.2626 0 450.2628 14.80 LysoPE(16:1) [M-H] MS, MS2 2.42 -1.33 -3.22 7.18E-09 6.45E-02 6.90E-10
452.2782 0 452.2784 15.86 LysoPE(16:0) [M-H] MS, MS2 1.76 -1.64 -2.89 2.08E-04 3.61E-02 1.18E-06
455.0973 1 455.0965 7.07 Flavine mononucleotide (FMN) | [M-H] MS, MS2 -1.23 -1.64 -1.33 7.98E-01 1.24E-03 1.26E-03
455.2415 0 455.2413 14.68 LysoPG(14:0) [M-H] ProgenisisQl MS2 2.09 -3.42 -7.16 4.31E-04 3.70E-05 2.52E-05
464.2783 0 464.2783 15.61 LysoPE(17:1) [M-H] MS, MS2 -1.18 -3.87 -3.28 3.48E-01 7.77E-05 6.23E-07
477.1726 3 477.1712 5.51 N-Acetyl-D- [M-H] MS, MS2 1.06 -1.46 -1.55 7.21E-03 2.55E-01 1.09E-03

glucosamine(anhydrous)N-

Acetylmuramic acid
478.2939 0 478.2941 16.19 LysoPE(18:1) [M-H] ProgenisisQl MS2 1.56 -1.18 -1.83 2.20E-02 4.83E-01 1.90E-03
480.9820 0 480.9799 1.39 Thymidine 5'-triphosphate [M-H] MS -5.69 -10.93 -1.92 1.16E-06 8.89E-07 1.29€-02
481.2572 0 481.2574 15.52 LysoPG(16:1) [M-H] ProgenisisQl MS2 2.52 -2.12 -5.34 2.78E-05 3.13E-04 2.78E-06
481.2572 0 481.2575 15.20 LysoPG(16:1) [M-H] ProgenisisQl MS2 2.00 -2.84 -5.69 4.31E-04 7.06E-04 2.96E-05
483.2728 0 483.2730 16.91 LysoPG(16:0) [M-H] ProgenisisQl MS2 1.71 -2.69 -4.60 1.10E-03 9.69E-05 1.51E-05
495.2728 0 495.2730 16.56 LysoPG(17:1) [M-H] MS2 -1.49 -12.21 -8.22 2.47E-01 1.07E-05 1.53E-05
509.2885 1 509.2890 17.38 LysoPG(18:1) [M-H] MS, MS2 1.74 -2.78 -4.84 6.35E-03 4.40E-04 6.12E-05
539.1384 3 539.1364 1.21 Trisaccharid [M+Cl] MS, MS2 -2.19 2.57 5.63 8.50E-03 1.73E-06 1.73€-07
545.0579 3 545.0561 1.38 dTDP-Sugar [M-H] MS -9.09 -8.90 1.02 3.24E-05 1.84E-05 4.44E-01
558.0644 4 558.0620 1.24 ADP-Sugar [M-H] MS, MS2 1.57 1.88 1.20 6.81E-02 5.28E-03 1.58E-01
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563.0685 5 563.0669 1.38 dTDP-Glucose [M-H] ST, RT, MS -8.35 -9.92 -1.19 4.07E-05 1.99E-05 7.31E-02
565.0477 3 565.0455 1.22 UDP-Glucose [M-H] ST, RT, MS 1.33 111 -1.20 1.67E-02 6.15E-01 2.26E-02
588.0750 1 588.0738 1.38 ADP-Glucose [M-H] ST, RT, MS -2.34 -1.59 1.47 9.83E-04 2.50E-02 7.44E-04
604.0699 4 604.0672 1.24 GDP-Glucose [M-H] ST, RT, MS 1.73 3.24 1.87 9.69E-03 5.27E-06 6.66E-03
604.2654 0 604.2654 13.60 PE(10:0)/(16:1) [M-H] MS, MS2 1.54 -7.50 -11.55 1.48E-05 4.36E-09 1.18E-08
606.0743 4 606.0717 1.20 UDP-N-Acetylglucosamin [M-H] ST, RT, MS -1.18 -1.13 1.05 3.34E-01 9.56E-01 1.87E-01
611.1447 3 611.1427 2.15 Glutathion ox. [M-H] MS, MS2. RT -1.46 -1.08 1.36 7.09E-01 4.03E-01 2.38E-01
678.0954 2 678.0938 1.39 UDP-Acetylmuraminate [M-H] ProgenisisQl MS2 -1.45 -1.66 -1.14 1.37E-02 1.91E-04 6.77E-03
701.1913 3 701.1888 1.24 Maltotetraose [M+Cl] ProgenisisQl MS2 -2.11 2.72 5.72 8.33E-03 8.49E-07 6.26E-08
742.0682 2 742.0660 1.35 NADP [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.06 -1.48 -1.58 3.72E-02 3.66E-02 5.69E-05
766.1079 2 766.1058 5.62 Coenzyme A [M-H] ST, RT, MS, MS2 1.77 1.22 -1.45 6.93E-03 6.37E-02 3.02E-01
784.1499 1 784.1489 6.75 FAD [M-H] ST, RT, MS, MS2 -1.35 -2.74 -2.03 2.25E-02 5.49E-11 2.63E-08
808.1185 1 808.1172 6.14 Acetyl-Coa [M-H] ProgenisisQl MS2 -1.27 -1.28 -1.01 6.32E-01 2.04E-01 6.54E-01
827.2674 3 827.2647 1.30 Maltopentaose [M-H] MS, MS2 -3.07 3.71 11.42 1.57E-01 2.04E-04 4.70E-05
863.2441 1 863.2418 1.29 Maltopentaose [M+CI] ProgenisisQl MS2 -2.11 3.25 6.85 2.52E-01 7.25E-07 2.62E-08
989.3202 1 989.3183 1.35 Maltohexaose [M-H] MS. MS2 -2.76 4.44 12.22 4.87E-01 3.34E-05 1.00E-05
1,025.2969 | 1 1025.2952 1.35 Maltohexose [M+Cl] ProgenisisQl MS2 -1.65 3.28 5.40 6.41E-01 4.49E-08 5.15E-10
1,192.3341 0 1192.3345 5.41 UDP-N-acetylmuramoyl-L- [M-H] MS MS2 1.47 -1.43 -2.11 1.04E-01 9.75E-01 1.17E-01
alanyl-D-glutamyl-6-carboxy-L-
lysyl-D-alanyl- D-alanine
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V. HPLC Polar Positive Mode
m/z Appm mzmed Rtme | Metabolit Addukt Identifizierung FC OE:WT FC FC Pval Pval Pval
Referenz d KO:WT | KO:OE OE:WT KO:WT KO:OE
des [min]
Addukts
(Metlin)
112.0505 1 112.0507 1.38 Cytosine [M+H] ST, RT, MS, MS2 4.22 2.83 -1.49 1.98E-07 2.82E-07 1.96E-04
116.0706 0 116.0707 1.21 Proline [M+H] ST, RT, MS -1.66 -1.14 1.46 8.70E-01 1.82E-01 1.94E-01
118.0863 1 118.0864 1.36 Valine [M+H] ST, RT, MS, MS2 -2.10 1.09 2.28 9.34E-03 1.23E-10 1.00E-09
123.0441 | O 123.0440 7.40 4-Hydroxybenzaldehyde [M+H] ST, RT, MS 1.44 -1.77 -2.55 5.10E-02 9.12E-04 7.75E-06
123.0553 | O 123.0552 1.74 Nicotinamid [M+H] ST, RT, MS, 1.22 1.25 1.03 1.00E-02 9.80E-03 9.00E-01
124.0393 | O 124.0394 1.39 Nicotinate [M+H] ST, RT MS 5.58 9.89 1.77 3.94E-07 7.05E-04 1.47E-02
127.0502 1 127.0501 2.65 Thymine [M+H] ST, RT, MS, MS2 -2.70 -1.74 1.55 2.06E-05 2.99E-07 2.73E-04
130.0499 | O 130.0499 1.79 5-Oxo-D/L Proline [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.11 -1.11 1.00 7.63E-01 5.31E-01 3.41E-01
130.0863 0 130.0862 1.40 Pipecolate [M+H] ST, RT, MS 1.44 1.07 -1.35 7.88E-02 1.04E-05 1.67E-04
131.1179 2 131.1180 1.30 N-Acetylputrescine [M+H] ST, Rt, MS, MS2 -5.28 1.10 5.81 2.47E-01 6.83E-03 1.16E-03
1321019 | O 132.1020 211 Leucine [M+H] ST, RT, MS, MS2 -3.39 1.18 3.99 3.06E-01 3.24E-04 4.41E-05
137.0458 0 137.0458 1.86 Hypoxanthine [M+H] ST, RT, MS, MS2 2.76 2.88 1.04 7.38E-04 8.36E-04 3.92E-01
137.0458 | 1 137.0460 1.40 Hypoxanthine [M+H] ST, RT, MS 2.05 231 1.12 6.73E-05 1.74€-03 7.48E-01
140.0682 | O 140.0683 1.17 Valine [M+Na] ST, RT, MS -1.78 -1.35 1.33 3.53E-01 3.08E-01 9.95E-01
146.1652 | O 146.1653 1.00 Spermidine [M+H] ST, RT, MS, MS2 1.33 1.17 -1.13 2.76E-03 1.32E-05 3.05E-01
147.1128 | O 147.1128 1.04 Lysine [M+H] RT, MS 1.80 1.41 -1.27 2.61E-04 2.52E-06 3.34E-04
148.0604 0 148.0604 1.20 Glutamat [M+H] ST, RT, MS -1.86 -1.67 111 2.59E-01 8.26E-02 5.95E-01
150.0583 1 150.0585 1.40 Methionine [M+H] ST, RT, MS -3.87 1.24 4.82 5.18E-05 4.78E-14 1.61E-12
152.0318 0 152.0317 1.79 5-Oxo-D/L Proline [M+Na] ST, RT, MS, MS2 1.18 1.02 -1.16 6.85E-01 8.46E-04 1.60E-04
152.0567 | O 152.0568 1.40 Guanin [M+H] ST, RT, MS 3.70 2.27 -1.63 7.18E-09 7.89E-07 9.80E-05
153.0407 | 2 153.0403 211 Xanthine [M+H] ST, RT, MS 5.96 13.92 2.33 1.50E-04 1.73E-02 2.03E-02
162.0761 | O 162.0761 1.35 N-Methyl-Glutamate [M+H] ST, Rt, MS 1.05 -1.13 -1.19 6.62E-01 2.14E-02 1.67E-02
164.0567 | O 164.0566 2.47 Pterin [M+H] ST, Rt, MS, MS2 -1.58 1.32 2.09 9.41E-02 2.80E-02 1.68E-04
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166.0863 0 166.0864 4.09 Phenylalanin [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.51 1.22 1.84 2.40E-06 6.96E-06 1.78E-10
182.0812 0 182.0813 2.14 Tyrosine [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.53 1.11 1.70 3.35E-03 3.85E-05 3.49E-06
188.0682 0 188.0681 4.09 Phenylalanin [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -1.26 1.30 1.63 1.14E-01 1.89E-02 5.14E-04
188.1757 1 188.1761 1.14 Acetyl-Spermidine [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.07 1.15 1.22 4.78E-04 3.61E-02 4.20E-01
195.0877 1 195.0879 7.18 Caffeine [M+H] ST, RT, MS, MS2 1.06 -1.10 -1.16 3.19E-01 9.05E-01 1.05E-01
201.0159 0 201.0158 1.25 Erythrose-4-phosphate [M+H] ProgenisisQi MS2 -1.55 -3.19 -2.06 9.02E-06 1.25E-01 5.29E-05
203.0526 1 203.0530 1.17 Glucose [M+Na] ST, RT, MS 1.11 1.30 1.17 3.16E-05 4.29E-05 3.70E-01
205.0972 1 205.0974 6.13 Tryptophan [M+H] ST, RT, MS, MS2 -2.89 1.09 3.15 5.35E-01 1.27E-09 2.37E-06
210.1577 0 210.1578 1.14 Acetyl-Spermidine [M+Na] MS, MS2 1.07 1.23 1.16 1.67E-03 1.70E-02 9.88E-01
215.1390 0 215.1390 6.98 Prolyl-Valine [M+H] ProgenisisQi MS2 1.05 1.02 -1.03 9.64E-01 2.48E-02 7.80E-03
219.0265 2 219.0270 1.14 Glucose [M+K] ST, RT, MS 1.12 1.16 1.04 4.45E-06 2.53E-06 2.12E-01
219.1339 0 219.1339 5.62 Serlle [M+H] ProgenisisQl MS2 2.48 1.50 -1.65 1.19E-04 5.39E-06 8.43E-05
222.9978 0 222.9979 1.24 Erythrose-4-phosphate [M+Na] ProgenisisQi MS2 -1.15 -3.21 -2.78 3.52E-06 3.10E-01 1.41E-06
224.0781 0 224.0781 1.40 Homocitrat [M+NH4] ProgenisisQl MS2 4.13 -1.11 -4.60 1.00E+00 2.15E-05 2.16E-05
231.1016 0 231.1018 12.72 | Naproxen [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.23 1.06 1.30 8.38E-01 2.44E-01 1.28E-01
239.0948 1 239.0951 4.72 IPTG [M+H] ST, RT, MS #DIV/0! #DIV/0! | #DIV/0! NA 4.18E-11 2.59E-11
242.0659 1 242.0662 6.18 2,3-Dihydroxybenzoylserine [M+H] MS/MS2 -1.07 -4.55 -4.26 1.31E-08 2.66E-01 4.07E-09
243.0877 0 243.0877 9.25 Lumichrome [M+H] ST, RT, MS. MS2 -1.49 -1.23 1.21 6.38E-01 1.60E-01 2.64E-01
244.0928 2 244.0933 1.38 Cytidine [M+H] RT, MS 5.54 3.65 -1.52 7.00E-09 1.66E-07 7.93E-05
252.1091 2 252.1091 3.51 2'Deoxyadenosin [M+H] ST, RT, MS. MS2 3.62 4.63 1.28 8.40E-05 2.91E-04 9.62E-01
253.0835 0 253.0837 12.72 | Naproxen [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -1.72 1.02 1.74 8.49E-01 2.45E-01 1.31E-01
255.2319 0 255.2318 19.06 | Palmitoleic acid [M+H] ST, RT, MS 2.03 -2.91 -5.91 1.98E-01 2.17E-02 3.05E-04
256.1213 1 256.1216 4.72 IPTG [M+NH4] ST, RT, MS 286.20 #DIV/0! | #DIV/0! 2.14E-01 1.16E-14 1.97E-13
261.0767 1 261.0771 4.71 IPTG [M+Na] ST, RT, MS, MS2 #DIV/0! #DIV/0! | #DIV/0! NA 5.25E-12 3.07E-12
261.1445 0 261.1446 6.33 Glu Leu [M+H] ProgenisisQi MS2 -2.71 2.69 7.29 2.54E-05 4.11E-06 2.60E-06
264.1747 1 264.1750 11.26 | Nortriptyline [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.25 1.27 1.59 2.56E-01 1.70E-01 9.67E-03
265.0696 0 265.0696 9.25 Lumichrome [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -1.46 -1.22 1.20 5.90E-01 1.10E-01 2.14E-01
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268.1040 1 268.1043 3.05 Adenosine [M+H] ST, RT, MS, MS2 5.12 3.60 -1.42 5.76E-05 1.88E-07 1.58E-03
269.0575 1 269.0571 12.72 | Naproxen [M+K] ST, RT, MS, MS2 -1.71 -1.08 1.59 8.51E-01 2.39E-01 1.35E-01
269.0880 0 269.0879 3.36 Inosine [M+H] ST, RT, MS, MS2 3.49 3.57 1.02 1.74E-04 3.40E-04 6.03E-01
276.1078 | O 276.1078 4.80 1,6-Anhydro-N- [M+H] MS/MS2 1.26 1.02 -1.23 9.13E-02 6.00E-02 3.42E-01
acetylmuramate
277.2138 0 277.2137 19.06 | Palmitoleic acid [M+Na] ST, RT, MS 1.98 -7.54 -14.91 2.20E-01 1.65E-02 2.46E-04
283.1264 0 283.1264 6.35 Glutamyl-Leucine [M+Na] ProgenisisQi MS2 -15.36 3.27 50.28 1.22E-07 1.52E-04 2.70E-08
284.0990 | O 284.0991 3.43 Guanosin [M+H] ST, RT, MS 11.00 591 -1.86 3.11E-06 1.45E-05 1.84E-03
290.0860 0 290.0859 3.05 Adenosine [M+Na] ST, RT, MS 5.76 4.98 -1.16 9.43E-07 5.32E-10 4.59E-04
291.1452 | O 291.1456 7.38 Trimetoprim [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.13 1.02 1.16 6.51E-01 4.65E-02 5.28E-03
295.1288 | 0 295.1294 6.70 Glu Phe [M+H] ProgenisisQi MS2 -2.71 3.30 8.92 3.03E-06 2.03E-05 5.71E-07
298.0897 | O 298.0896 4.80 1,6-Anhydro-N- [M+Na] MS/MS2 1.21 1.09 -1.11 8.46E-02 5.96E-02 2.09E-01
acetylmuramate
298.0968 | 0 298.0972 6.35 5'Methylthioadenosin [M+H] ST,RT,MS,MS2 -1.92 -7.84 -4.08 9.39E-07 6.36E-02 6.62E-04
308.0911 1 308.0915 1.40 Glutathione [M+H] ST, RT, MS , MS2 -1.16 1.06 1.23 6.88E-02 9.22E-01 2.43E-02
311.1238 | 1 311.1240 5.47 Glu Tyr [M+H] ProgenisisQi MS2 -2.83 4.96 14.02 1.61E-06 2.65E-05 4.50E-07
330.0598 | 0 330.0597 213 cAMP [M+H] ST, RT, MS -3.00 -13.33 -4.45 1.32E-05 2.99E-04 6.98E-05
348.0704 | O 348.0708 1.40 AMP [M+H] ST, RT, MS -8.48 -8.25 1.03 1.02E-05 9.85E-05 9.38E-02
365.1054 0 365.1060 1.19 Isomaltulose [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -3.97 -3.43 1.16 1.86E-11 6.28E-12 6.66E-01
380.1122 | O 380.1125 2.86 S-Lactolyl Glutathion [M+H] ProgenesisQl MS2 1.07 -1.15 -1.23 8.56E-01 9.20E-01 6.70E-01
391.2843 | 0 391.2842 21.84 | Phthalate [M+H] ST, RT, MS/MS2 -1.22 -1.04 1.18 8.44E-01 6.83E-01 9.40E-01
413.2662 0 413.2666 21.84 | Phthalate [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -1.19 -1.05 1.13 8.51E-01 9.22E-01 3.18E-01
424.2459 | 0 424.2462 13.50 | LysoPE(14:1)9Z [M+H] ProgenisisQi MS2 2.30 -2.62 -6.01 6.45E-04 5.33E-09 1.02E-10
426.2615 | 1 426.2620 14.39 | LysoPE(14:0) [M+H] ProgenisisQi MS2 2.36 -2.55 -6.03 3.44E-03 8.93E-07 | 6.64E-01
428.0367 | O 428.0369 1.26 ADP [M+H] ST, RT, MS, MS2 -2.96 -2.18 1.36 2.33E-04 1.31E-02 3.59E-11
429.2402 0 429.2401 21.84 | Phthalate [M+K] ST, RT, MS/MS2 1.03 -1.03 -1.05 7.03E-01 2.94E-02 1.34E-08
445.2326 | O 445.2325 17.73 | PA(17:1)9Z [M+Na] ProgenisisQl MS2 3.33 -4.03 -13.40 4.46E-02 1.90E-02 9.60E-01
446.1857 | 1 446.1861 12.40 | Glipizide [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.19 1.07 1.28 8.23E-01 2.05E-01 1.63E-03
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446.2278 0 446.2276 13.50 | LysoPE(14:1)9Z [M+Na] MS/MS2 2.36 -2.38 -5.61 8.92E-04 8.00E-09 4.58E-03
448.2434 | 0 448.2437 14.39 | LysoPE(14:0) [M+Na] MS/MS2 1.51 -2.18 -3.29 1.38E-04 4.31E-07 9.26E-02
450.0186 0 450.0189 1.26 ADP [M+Na] ST, RT, MS, MS2 -2.64 -2.05 1.28 2.01E-05 4.05E-02 6.93E-12
452.2772 | O 452.2776 14.82 | LysoPE(16:1) [M+H] ProgenisisQi MS2 271 -1.45 -3.92 2.18E-01 1.91E-08 2.23E-12
454.2928 | 1 454.2933 15.88 | LysoPE(16:0) [M+H] ProgenisisQi MS2 1.95 -1.49 -2.90 5.61E-01 3.60E-04 4.82E-01
457.1119 0 457.1121 7.06 Flavin mononucleotide [M+H] ProgenisisQi MS2 -1.30 -1.57 -1.21 5.20E-03 8.45E-01 3.21E-10
457.2561 | O 457.2560 15.05 | PG(14:0/0:0) [M+H] MS, MS2 4.02 -64.72 -260.11 4.93E-03 2.87E-06 7.76E-05
466.2928 1 466.2933 15.62 | PE(17:1)9Z [M+H] ProgenisisQi MS2 -1.25 -4.10 -3.29 2.49E-03 8.58E-01 2.99E-03
4742591 | O 474.2595 14.82 | LysoPE(16:1) [M+Na] MS/MS2 1.74 -1.24 -2.15 5.35E-01 4.85E-06 9.80E-07
476.2747 0 476.2749 15.88 | LysoPE(16:0) [M+Na] MS/MS2 1.32 -1.40 -1.85 4.53E-01 1.69E-03 7.80E-07
480.3084 | 0 480.3087 16.21 | LysoPE(18:1)11Z7) [M+H] ProgenisisQi MS2 1.78 -1.07 -1.91 9.36E-01 5.31E-03 1.35E-09
483.2717 | O 483.2720 15.53 | PG(16:1(92)/(0:0) [M+H] MS/MS2 3.04 -3.41 -10.37 1.31E-03 8.93E-07 3.61E-04
485.2874 0 485.2874 16.99 | PG(16:0/0:0) [M+H] MS, MS2 2.47 -2.01 -4.95 4.00E-01 4.68E-04 8.02E-04
488.2748 | O 488.2748 15.62 | PE(17:1)9Z [M+Na] MS/MS2 -1.35 -2.71 -2.01 6.70E-04 4.66E-01 3.11E-07
497.2874 0 497.2874 16.61 | PG(17:1(92)/0:0) [M+H] MS, MS2 -1.12 -181.30 -162.39 7.92E-04 8.08E-01 2.45E-05
502.2904 | O 502.2904 16.21 | LysoPE(18:1)117) [M+Na] MS/MS2 1.45 1.08 -1.34 9.69E-01 6.11E-03 2.87E-06
505.2537 | O 505.2538 15.52 | PG(16:1(92)/(0:0) [M+Na] MS/MS2 2.60 -2.54 -6.61 5.97E-03 1.20E-04 3.04E-06
519.2693 0 519.2690 16.59 | PG(17:1(92)/0:0) [M+Na] MS, MS2 -1.20 -48.32 -40.38 7.17E-04 8.41E-01 4.99E-03
527.1583 1 527.1588 1.23 Maltotriose [M+Na] ProgenisisQl MS2 -1.96 2.45 4.80 3.13E-08 3.15E-03 1.00E-05
543.1322 0 543.1324 1.23 Maltotriose [M+K] ProgenisisQl MS2 -2.16 2.20 4.76 2.67E-06 1.05E-03 1.87E-06
613.1592 | 1 613.1601 1.40 Glutation ox. [M+H] ProgenisisQi MS2 -1.48 -1.68 -1.14 3.32E-04 1.80E-01 1.22E-10
613.1592 | 0 613.1594 2.19 Glutathion ox. [M+H] ST, RT, MS, MS2 -1.48 -1.08 1.36 9.24E-01 6.81E-01 5.03E-08
649.2197 1 649.2185 1.28 Tetrasaccharid [+H-H20] ProgenisisQl MS2 -2.33 2.79 6.51 2.06E-07 2.81E-02 1.45E-02
662.4755 1 662.4764 20.66 | PE(16:1(92)/(14:0) [M+H] ProgenisisQi MS2 1.91 2.30 1.21 4.45E-01 9.37E-01 5.92E-01
664.1164 1 664.1173 1.40 NAD [M+H] ST, RT, MS, MS2 1.10 -1.97 -2.16 1.54E-05 4.63E-03 1.00E-09
667.2291 0 667.2291 1.27 Tetrasaccharid [M+H] ProgenisisQl MS2 -2.64 2.62 6.90 6.49E-07 4.89E-04 2.59E-01
689.2111 | 1 689.2118 1.26 Tetrasaccharid [M+Na] ProgenisisQl MS2 -1.68 2.25 3.78 4.59E-11 5.97E-03 1.23E-06
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690.5068 0 690.5075 20.89 PE(16:0)/(16:1) [M+H] ProgenisisQl MS2 -1.96 -2.86 -1.46 7.10E-03 4.85E-01 7.53E-09
704.5225 0 704.5231 21.03 | PE(16:0)/17:1)9Z [M+H] MS MS2 1.52 1.80 1.19 3.42E-01 3.82E-01 3.28E-12
705.1850 0 705.1849 1.26 Tetrasaccharid [M+K] ProgenisisQl MS2 -1.78 2.41 4.28 3.24E-08 7.30E-03 2.46E-01
716.5225 0 716.5222 27.31 | PE(16:1)/(18:1) [M+H] ProgenisisQl -2.29 -3.41 -1.49 9.10E-03 6.72E-01 9.57E-01
768.1225 0 768.1224 5.67 Coenzyme A [M+H] ST, RT, MS, MS2 1.44 1.45 1.01 4.69E-04 1.51E-03 2.39E-10
829.2820 1 829.2828 1.31 Pentasaccharid [M+H] ProgenisisQl MS2 -2.92 2.82 8.24 4.11E-08 1.16E-01 2.00E-01
846.3085 0 846.3084 1.31 Pentasaccharid [M+NH4] ProgenisisQl MS2 #DIV/0! 2.55 #DIV/0! 1.14E-07 3.62E-08 1.83E-01
851.2639 1 851.2648 1.31 Pentasaccharid [M+Na] ProgenisisQl MS2 -1.80 2.35 4.25 5.62E-14 1.21E-01 1.27E-09
851.3517 0 851.3514 5.88 N-Acetyl-D- [M+H] MS -1.00 -2.17 -2.17 6.97E-05 6.73E-01 4.61E-09
glucosamine(anhydrous)N-
Acetylmuramyl-tripeptide
867.2378 0 867.2382 1.31 Pentasaccharid [M+K] ProgenisisQl MS2 -1.95 2.38 4.65 9.95E-11 9.43E-02 2.28E-08
922.3888 0 922.3887 6.16 N-Acetyl-D- [M+H] MS 1.80 -1.65 -2.97 3.68E-04 1.77E-03 5.15E-04
glucosamine(anhydrous)N-
Acetylmuramyl-tetrapeptide
1153.387 0 1153.3874 1.38 Maltoheptaose [M+H] MS/RT -1.98 5.31 10.53 5.98E-11 9.59E-01 6.36E-10
6
1175.369 0 1175.3687 1.39 Maltoheptaose [M+Na] MS/MS2 -1.62 3.34 5.39 6.26E-12 9.35E-01 9.21E-05
5
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VI. GC Polar
Derivative Metabolite FC FC FC Pvalue Pvalue Pvalue
KO:WT | OE:WT | KO:OE | KO/WT KO/OE OE/WT
Pyruvic_acid, 4-hydroxyphenyl- (4-hydroxyphenyl)pyruvate -2.97 3.68 -10.9 8.50E-04 6.12E-05 6.06E-04
_(IMEOX) (2TMS) _MP_1904
Glutaric_acid,_2-hydroxy-_(3TMS)_1574.7 (R)-2-hydroxyglutarate -7.56 -3.60 2.1 3.83E-06 3.26E-03 5.56E-04
Glyceric_acid-1,3-diphosphate_(5TMS)_2674 1,3-bisphosphoglycerate -2.26 1.29 -2.9 5.85E-03 4.83E-05 2.61E-01
Inositol,_myo-_(6TMS)_2086.3 1D-myo-Inositol 1.15 1.55 -1.3 6.77E-01 4.75E-01 3.47E-01
Inositol-2-phosphate, myo- (7TMS)_2465.95 1D-myo-inositol 2-phosphate -9.23 -1.79 -5.2 1.40E-03 6.53E-03 1.62E-01
Benzoic_acid,_2,3-dihydroxy-_(3TMS)_1745.1 2,3-dihydroxybenzoate -6.22 -1.74 -3.6 1.57E-02 5.93E-02 3.37E-01
Ethanolaminephosphate_(4TMS)_1787 2-aminoethyl phosphate 1.01 5.88 -5.8 9.72E-01 4.83E-05 8.35E-05
Adenosine,_2'-deoxy- (3TMS)_2645.48 2'-deoxyadenosine 13.57 3.53 3.8 1.49E-04 4.16E-03 1.11E-02
Glutaric_acid,_2-oxo-_(LMEOX)_(2TMS)_MP_1581.2 2-oxoglutarate -2.38 1.18 -2.8 7.77E-02 8.70E-02 5.27E-01
Glyceric_acid-2-phosphate_(4TMS) 1793.2 2-phospho-D-glycerate -2.07 1.01 2.1 5.53E-02 4.16E-03 1.00E+00
2-phosphoglycerate
Glyceric_acid-3-phosphate_(4TMS) 1811 3-phosphoglycerate -1.74 -1.04 -1.7 1.30E-03 6.53E-03 8.37E-01
Isocaproic_acid, 2-oxo- (1MEOX)_(1TMS)_MP_1217.05 | 4-Methyl-2-oxopentanoate -3.35 2.04 -6.8 2.55E-04 8.44E-04 1.58E-02
Adenine_(2TMS) 1869.1 adenine 1.01 1.38 -1.4 9.66E-01 8.91E-02 1.62E-01
Adenosine,_alpha-_(4TMS)_MP_2639.7 adenosine 15.73 4.42 3.6 1.82E-04 6.15E-03 5.20E-03
Maltose (1IMEOX) (8TMS) _BP_2760.2 alpha-D-glucopyranosyl-(1-4)- 1.28 -2.17 2.8 5.93E-01 1.03E-01 4.84E-01
Maltose (1IMEOX) (8TMS)_MP_2736.3 beta-D-glucopyranose
maltose
Adenosine-5-monophosphate_(5TMS)_3061.8 AMP -1.10 4.39 -4.8 7.05E-01 1.94E-06 5.68E-06
Citric_acid_(4TMS)_1825.5 citrate -2.80 -2.26 -1.2 3.84E-04 5.86E-01 9.37E-03
Cytosine_(2TMS)_1523.1 cytosine -3.52 -4.83 1.4 3.81E-01 | 7.14E-01 | 4.84E-01
Alanine_(2TMS)_1106.8 D-alanine 1.63 -1.43 2.3 6.90E-02 2.01E-02 2.86E-01
nonpolar amino acid/out
L-alanine
Aspartic_acid_(2TMS) 1431.9 D-aspartate 1.15 -1.04 1.2 8.21E-01 7.14E-01 9.92E-01
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L-aspartate

Cysteine_(3TMS)_1563 D-cysteine -1.25 -12.67 10.1 8.50E-01 3.40E-01 4.84E-01
2-amino-3-mercaptopropanoic
acid
L-cysteine
Fructose-1,6-diphosphate_(7TMS)_2677.9 D-fructose 1,6-bisphosphate -4.34 2.70 -11.7 6.48E-03 2.18E-04 5.42E-03
Fructose-1,6-diphosphate (IMEOX) (7TMS) BP 2724.3
Fructose-1-phosphate_ (1IMEOX) (6TMS)_MP_2292.4 D-Fructose 1-phosphate 3.69 -1.05 3.9 3.56E-02 8.18E-02 9.50E-01
Glyceric_acid_(3TMS)_1343.4 D-glycerate 1.61 -1.63 2.6 3.92E-01 2.99E-01 1.64E-01
glycerate
Dihydroxyacetone_phosphate_(1IMEOX)_(3TMS)_MP_175 | dihydroxyacetone phosphate -2.23 -1.65 -1.4 4.28E-03 6.00E-01 2.52E-01
3.9
Isoleucine_(2TMS)_1296.3 D-isoleucine 1.55 -5.86 9.1 1.84E-01 1.46E-02 4.87E-03
DL-isoleucine
L-lIsoleucine
Malic_acid_(3TMS)_1488.3 DL-malate -2.70 -1.47 -1.8 4.94E-05 | 6.53E-03 | 4.91E-02
(S)-malate
(R)-malate
Ribose-5-phosphate_(1_MEOX) (5TMS) BP_2114.6 D-ribose 6-phosphate 2.05 1.66 1.2 3.98E-03 5.67E-01 2.61E-01
Ribose-5-phosphate (1 MEOX) (5TMS) MP 2112
Tyrosine_(2TMS)_1882.5 D-tyrosine 1.02 -1.91 2.0 8.79E-01 3.13E-03 3.15E-02
Tyrosine_(3TMS)_1939.8 DL-tyrosine
L-tyrosine
Ethanolamine_(3TMS)_1269.07 ethanolamine -1.11 151 -1.7 5.06E-01 1.90E-02 6.40E-02
Fumaric_acid_(2TMS) 1362.4 fumarate -1.84 -1.30 -1.4 4.33E-02 2.85E-01 457E-01
Glycerol-3-phosphate_(4TMS)_1767.8 glycerol-3-phosphate -1.41 2.32 -3.3 2.42E-02 1.94E-04 1.19E-03
Glycine_(3TMS)_1313.8 glycine -1.30 -2.11 1.6 1.60E-01 5.93E-02 1.58E-02
Glycylglycine_(3TMS)_1823.87 glycylglycine 21.42 11.09 1.9 8.70E-05 3.48E-02 1.16E-03
Guanosine-5-monophosphate_(6TMS)_3121.8 GMP 1.66 4.55 -2.7 1.18E-01 2.41E-02 9.37E-03
Guanine_(3TMS)_2135 Guanine 2.46 2.67 -1.1 2.35E-03 7.78E-01 9.37E-03
Hypoxanthine_(2TMS)_1811.5 hypoxanthine 33.59 21.26 1.6 NA 3.53E-01 NA
Inosine-5'-monophosphate_(5TMS)_2994.56 IMP -20.00 7.57 -151.3 1.09E-02 3.68E-03 8.32E-03
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Inosine_(4TMS)_2582.37 inosine 2.53 -1.52 3.8 3.66E-02 2.51E-02 6.67E-01
beta-D-Galactopyranoside, 1-isopropyl-,_1-thio- isopropyl 1-thio-beta-D- #DIV/O! | #DIV/0! | #DIV/0! | NA NA NA
_(4TMS)_2065.92 galactopyranoside
Lactose,_alpha-_(1MEOX)_(8TMS)_BP_2693.41 lactose 1.07 -1.10 1.2 8.20E-01 8.11E-01 9.24E-01
Laminaribiose_(1MEOX)_(8TMS)_BP_2748.96 laminaribiose -1.72 -3.36 2.0 5.06E-01 5.96E-01 4.35E-01
Glutamic_acid_(2TMS)_1532.7 L-glutamate -1.26 -1.33 11 3.18E-01 8.31E-01 3.90E-01
Glutamic_acid (3TMS) 1628.5
Lysine_(3TMS)_1849.9 L-lysine 1.20 2.07 -1.7 5.30E-01 2.08E-01 1.38E-01
D-lysine
Methionine_(2TMS)_1520.2 L-Methionine -1.09 -6.79 6.3 8.45E-01 8.34E-02 2.09E-02
Methionine_(1TMS) 1413.7
Phenylalanine_(1TMS)_1560 L-phenylalanine 1.23 -1.49 1.8 7.34E-02 1.41E-04 4.94E-02
Phenylalanine (2TMS) 1629.4 D-phenylalanine
Threonine_(3TMS)_1392.6 L-threonine 6.44 1.96 3.3 4.21E-01 6.23E-01 5.08E-01
D-threonine
L-allothreonine
DL-threonine
Tryptophan_(3TMS)_2203.1 L-tryptophan -1.21 -3.43 2.8 1.40E-01 9.61E-05 2.23E-04
DL-tryptophan
D-tryptophan
Valine_(2TMS)_1214.5 L-valine 1.65 -2.30 3.8 2.21E-02 1.66E-03 1.11E-02
D-valine
Nicotinamide_(1TMS)_1482.3 Nicotinamide 1.68 1.46 11 2.49E-02 5.43E-01 6.40E-02
Serine,_O-phospho-_(4TMS) 1836.79 O-phospho-L-serine 1.05 -1.81 1.9 8.96E-01 2.08E-01 3.08E-01
Oxalic_acid_(2TMS)_1139.3 oxalate 1.43 1.24 1.1 4.37E-01 8.46E-01 8.37E-01
Phenylpyruvic_acid_(1MEOX)_(1TMS)_MP_1591 phenylpyruvate -3.18 3.09 -9.8 4.08E-03 7.68E-07 5.81E-06
Phosphoenolpyruvic_acid_(3TMS)_1599.2 phosphoenolpyruvate -16.96 -6.54 -2.6 1.08E-03 1.52E-01 9.23E-03
Putrescine_(4TMS) 1739.36 putrescine 1.27 -1.22 1.6 6.96E-02 4.39E-02 4.57E-01
Pyruvic_acid_(1MEOX)_(1TMS)_1055.7 pyruvate 1.12 -1.07 1.2 6.76E-01 6.54E-01 8.86E-01
Sedoheptulose-7-phosphate_(xMeOX)_(yTMS)_2555.17 sedoheptulose-7-phosphate 5.66 9.22 -1.6 1.13E-01 4.26E-01 5.48E-03
Shikimic_acid_(4TMS) 1815.3 shikimate 20.24 10.69 1.9 5.47E-04 | 1.37E-01 | 3.41E-02
Spermidine_(5TMS)_2256.63 spermidine -1.36 1.80 2.4 1.22E-01 2.07E-03 1.41E-02
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Tryptamine_(2TMS)_2195.59 tryptamine -1.54 2.22 -3.4 3.83E-01 5.60E-03 1.32E-02
Uridine_5'-monophosphate_(5TMS) 2872.1 UMP -1.32 29.35 -38.9 6.49E-01 1.46E-02 1.46E-02
Uridine_(4TMS)_2461.37 uridine 4.98 5.78 -1.2 3.29E-02 8.23E-01 9.63E-02
Disaccharid_1_2748.1 -85.96 -138.09 1.6 1.08E-01 1.31E-01 2.21E-01
Disaccharid_6_2749.9 -36.51 -30.77 -1.2 2.92E-01 6.82E-01 4.45E-01
Disaccharid_3_2740.8 -2.72 -2.41 -1.1 5.80E-04 6.02E-01 5.56E-03
Disaccharid_4_2740.8 -2.62 -2.45 -1.1 8.71E-05 6.79E-01 1.16E-03
Disaccharid_5_2739.6 -2.37 -2.44 1.0 1.20E-03 8.61E-01 5.48E-03
Hexose_1884.9 -1.89 -1.52 -1.2 2.45E-01 5.96E-01 5.09E-01
Sucrose_(8TMS)_2643.6 -1.71 -2.37 14 6.76E-01 7.70E-01 6.67E-01
Disaccharid_2_2740.2 -1.69 -1.63 -1.0 2.63E-01 8.61E-01 4.44E-01
Hexose_1891.0 -1.56 -1.20 -1.3 2.20E-01 1.89E-01 6.67E-01
Hexose_1971.9 -1.46 -1.03 -1.4 7.40E-02 6.90E-02 9.33E-01
Hexose 1890.4 -1.25 1.02 -1.3 5.54E-01 3.17E-01 9.94E-01
Hexose_1889.6 -1.04 1.25 -1.3 8.80E-01 2.79E-01 3.69E-01
Glucose-6-phosphate (IMEOX)_(6TMS) 2338.5 1.01 1.68 -1.7 9.67E-01 6.79E-01 6.67E-01
Hexose_1908.5 1.05 -1.10 1.2 8.32E-01 7.02E-01 8.13E-01
Hexose_1907.2 1.12 1.10 1.0 3.33E-01 8.26E-01 5.37E-01
Glucose-6-phosphate_(IMEOX)_(6TMS) 2318.7 1.14 -1.15 1.3 6.51E-01 5.43E-01 6.75E-01
Glucose-6-phosphate_(1IMEOX)_(6TMS) 2318.4 1.21 -1.13 1.4 5.66E-01 4.90E-01 7.73E-01
Hexose_1906.7 1.22 1.23 -1.0 1.74E-01 9.10E-01 2.79E-01
Hexose_1889.0 1.25 -1.13 1.4 2.65E-01 1.24E-01 6.67E-01
Hexose_1909.0 141 1.36 1.0 3.73E-01 9.32E-01 5.59E-01
Disaccharid_8 2767.3 1.45 1.66 -1.1 3.58E-01 7.14E-01 3.15E-01
Trihexose_3475.7 1.48 -1.97 2.9 2.11E-01 8.12E-03 2.52E-01
Glucose-6-phosphate (IMEOX)_(6TMS) 2317.4 1.54 -1.19 1.8 8.13E-04 4.83E-05 3.47E-01
Glucose-6-phosphate_(1IMEOX)_(6TMS)_2318.0 1.54 -1.19 1.8 8.13E-04 4.83E-05 3.47E-01
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Glucose-6-phosphate_(1IMEOX)_(6TMS)_2344.0 1.60 -1.03 1.7 3.66E-03 2.41E-02 9.33E-01
Guanosine_(5TMS)_2769.57 1.69 1.14 15 2.47E-02 1.68E-01 6.67E-01
Ketopentosephosphate 2 2111.4 1.82 1.22 15 5.05E-02 3.40E-01 6.75E-01
Ketopentosephosphate_1 2111.8 1.99 1.33 15 4.81E-02 3.62E-01 6.06E-01
Trihexose_3509.2 2.81 -2.98 8.4 5.15E-02 3.15E-02 9.63E-02
Disaccharid_7_2760.8 3.68 -1.80 6.6 1.05E-05 5.18E-05 1.11E-01
Pentose_1675.9 4.45 7.80 -1.8 1.71E-02 3.81E-01 6.40E-02
Pentose_1676.7 4.80 7.36 -1.5 7.10E-03 4.75E-01 6.40E-02
Leucrose_(1MEOX) (8TMS)_MP_2760.52 4.81 -1.53 7.4 4.79E-06 | 4.83E-05 | 3.08E-01
Trihexose_3525.7 5.36 1.06 5.0 1.05E-02 3.77E-02 9.78E-01
N-Acetyl-Hexosamine_2072.1 7.80 11.46 -1.5 1.21E-02 3.40E-01 1.16E-03
N-Acetyl-Hexosamine_2072.5 7.80 11.46 -1.5 1.21E-02 3.40E-01 1.16E-03
N-Acetyl-Hexosamine_2071.9 8.01 11.46 -14 8.75E-03 3.58E-01 1.16E-03
N-Acetyl-Hexosamine_2073.2 9.40 13.39 -1.4 1.06E-02 4.26E-01 5.25E-03
N-Acetyl-Hexosamine_2073.3 9.40 13.39 -14 1.06E-02 4.26E-01 5.25E-03
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VII. FAME GC
IS: Interner Standard

Anhang

FAME Name (identified)

Bezeichnung der Bibliothek Retentionindex | FC WT/KO FC OE/KO FC WT/OE Pval WT:KO |Pval OE:KO |Pval OE:WT
Dodecanoic acid methyl ester 1S 1506.13 -1.01 1.19 -1.21 6.99E-01 1.40E-02 2.27E-02
Tetratdecanoic acid methyl ester 1695.09 -2.15 -1.91 -1.12 4.72E-05 1.04E-04 6.10E-02
Tetratdecanoic acid methyl ester 1718.62 -1.07 1.14 -1.22 3.56E-01 2.88E-02 4.73E-05
Pentadecanoic acid methyl ester 1820.70 -1.18 1.27 -1.50 9.71E-01 5.30E-01 4.16E-01
Pentadecanoic acid methyl ester 1820.70 -1.18 1.27 -1.50 9.71E-01 5.30E-01 4.16E-01
Hexadecanoic methyl ester 1905.91 1.22 2.12 -1.74 9.13E-01 2.52E-01 2.82E-01
Hexadecanoic methyl ester 1930.05 1.10 1.32 -1.20 6.14E-01 8.15E-01 7.31E-01
Hexadecanoic methyl ester 1930.05 1.10 1.32 -1.20 6.14E-01 8.15E-01 7.31E-01
Heptadecanoic acid methyl ester 2011.31 1.12 1.66 -1.48 1.72E-01 2.88E-01 5.46E-01
Heptadecanoic acid methyl ester IS 2029.94 1.04 1.00 1.04 8.27E-01 6.30E-01 7.42E-01
Octadecanoic acid methyl ester 2109.86 1.06 1.04 1.01 9.69E-01 2.44E-01 2.55E-01
Octadecanoic acid methyl ester 2127.49 1.07 1.26 -1.17 5.13E-01 1.05E-02 1.51E-02
C19:0cyc 2210.72 1.66 2.74 -1.65 2.73E-04 8.06E-09 2.16E-06
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VIIl. HPLC Lipidome negative
mzmed Rtmed Metabolit Identifiziert |FC WT OE |FCWT D |[FCOE D |PvalWT OE [PvalWT D |Pval OE D
424.2475 4.70 | LPE14:0 MS2 1.01 -1.75 -1.77 9.46E-01 4.69E-04 1.18E-03
452.2789 5.16 | LPE16:0 MS2 1.28 -1.27 -1.63 4.57E-02 2.94E-02 4.28E-04
450.2634 4.84 | LPE16:1 MS2 1.29 -1.90 -2.44 2.24E-01 1.40E-04 6.86E-06
478.2945 5.25 | LPE18:1 MS2 1.56 -1.75 -2.74 1.48E-02 2.13E-04 9.85E-07
492.3097 5.50 | LPE19:0cyc MS2 -1.15 -1.50 -1.31 4.76E-01 3.31E-03 1.02E-01
483.2727 4.74 | LPG16:0 MS2 1.15 1.05 -1.09 3.02E-01 6.65E-01 4.04E-01
511.2867 6.24 | LPG18:0 MS2 -2.99 -1.00 2.99 4.02E-06 1.00E+00 4.02E-06
509.2887 4.80 | LPG18:1 MS2 1.67 -1.49 -2.49 7.28E-02 4.12E-02 1.68E-05
523.3174 6.23 | LPG19:0cyc MS2 -3.63 -1.00 3.63 9.67E-05 1.00E+00 9.67E-05
634.4467 8.36 | PE14:0/14:0 MS2 -1.57 -1.43 1.10 1.56E-03 3.65E-04 3.38E-01
660.4626 8.72 | PE14:0/16:1 MS2 -1.38 -1.09 1.27 2.22E-02 4.22E-01 5.19E-02
674.4784 9.20 | PE14:0/17:0cyc MS2 -2.27 -1.59 1.43 4.48E-06 5.43E-05 1.71E-03
688.4935 9.75 | PE16:0/16:1 MS2 -1.07 1.16 1.24 3.98E-01 1.09E-01 6.98E-03
690.5084 10.46 | PE16:0/16:0 MS2 1.24 -1.22 -1.52 1.32E-01 1.63E-01 2.98E-02
702.5092 10.35 | PE16:0/17:0cyc MS2 -1.68 -1.00 1.68 2.08E-05 9.98E-01 2.72E-05
716.5249 10.81 | PE16:0/18:1 MS2 1.12 1.28 1.14 1.29E-01 4.84E-03 9.10E-02
PE16_0/19:0cyc oder
730.4641 9.32 | PE18:0/17:0cyc MS2 -1.36 -1.50 -1.10 1.99E-02 1.86E-02 4.76E-01
464.2790 5.06 | PE17:0cyc MS2 -1.34 -2.14 -1.60 2.09E-01 1.44E-05 7.83E-03
714.5092 10.05 | PE18:1/16:1 MS2 -1.02 1.13 1.15 7.66E-01 1.76E-01 5.75E-02
742.5406 11.66 | PE18:1/18:1 MS2 1.14 1.24 1.09 5.25E-01 3.56E-01 6.71E-01
742.5407 11.11 | PE18:1/18:1 MS2 1.14 1.27 1.11 9.81E-02 7.07E-03 1.61E-01
691.4568 7.13 | PG14:0/16:1 MS2 -1.42 1.46 2.08 8.36E-06 1.52E-04 1.26E-11
705.4721 7.48 | PG14:0/17:0cyc oder PG15:0/16:1 | MS2 -2.44 -1.13 2.16 3.52E-10 6.31E-02 9.37E-10
693.4725 7.54 | PG16:0/14:0 MS2 -1.75 1.25 2.18 3.27E-07 2.01E-02 6.82E-10

201




Anhang

721.4944 7.81| PG16:0/16:0 MS2 -1.23 1.42 1.75 1.26E-01 1.16E-02 9.30E-04
721.5029 8.29 | PG16:0/16:0 MS2 -1.24 131 1.63 2.11E-01 1.67E-01 1.38E-03
719.4882 7.78 | PG16:0/16:1 MS2 -1.30 1.26 1.64 2.90E-03 1.95E-02 2.12E-07
747.5195 8.51|PG16:1/18:1 MS2 1.01 1.59 1.58 9.41E-01 4.18E-03 6.02E-06
733.4897 7.63 | PG17:0/17:0cyc MS2 -1.24 1.60 1.99 3.92E-02 8.27E-04 6.80E-06
733.5038 8.21 | PG17:0/17:0cyc MS2 -2.05 1.20 2.46 9.60E-07 1.72E-01 1.98E-08
773.5350 8.80 | PG18:1/18:1 MS2 1.24 1.74 141 7.42E-02 1.49E-03 1.02E-04
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IX. HPLC Lipidome Positive
mzmed Rtmed Metabolit Identifiziert | FC WT OE|FCWT D |FCOE D Pval WT OE |Pval WT D |Pval OE D
426.2614 4.65 | LPE14:0 MS2 -1.18 -2.27 -1.92 4.15E-01 6.38E-05 7.45E-04
452.2770 4.77 | LPE16:1 MS2 1.17 -2.52 -2.94 5.00E-01 2.26E-05 6.78E-06
454.2927 5.09 | LPE16:0 MS2 1.13 -1.57 -1.78 2.91E-01 1.24E-03 3.05E-04
457.2211 4.30 | LPG14:0 MS2 -1.12 1.47 1.64 4.65E-01 5.83E-03 9.20E-03
466.2928 4.99 | LPE17:0cyc MS2 -1.51 -2.90 -1.92 1.20E-01 2.90E-06 8.45E-04
480.3084 5.16 | LPE18:1 MS2 1.44 -2.27 -3.27 7.14E-02 3.88E-05 2.90E-06
483.2712 4.39 | LPG16:1 MS2 -1.06 -2.47 -2.33 8.52E-01 4.02E-04 6.69E-04
485.2896 5.76 | LPG16:0 MS2 4.74 8.88 1.87 1.59E-07 3.47E-09 2.35E-01
497.2895 5.69 | LPG17:0cyc MS2 -7.67 1.11 8.49 2.89E-05 3.43E-01 2.73E-05
511.3022 4.72 | LPG18:1 MS2 1.84 -2.14 -3.93 1.23E-01 1.54E-03 2.39E-06
662.4756 8.44 | PE14:0/16:1 MS2 -1.38 1.03 1.42 7.29E-05 6.04E-01 2.05E-05
676.4914 8.95 | PE14:0/17:0cyc MS2 -2.25 -1.39 1.62 4.33E-08 4.53E-05 2.67E-06
690.5072 9.45 | PE16:0/16:1 MS2 -1.16 1.14 1.32 2.10E-02 2.74E-02 1.56E-04
692.5229 8.21 | PE16:0/16:0 MS2 -1.52 1.50 2.28 4.21E-02 7.76E-02 5.11E-04
693.4697 6.79 | PG14:0/16:1 MS2 -1.79 1.31 2.34 5.22E-07 7.02E-04 4.10E-08
695.4854 7.18 | PG16:0/14:0 MS2 -2.23 1.46 3.27 1.35E-07 5.19E-04 3.63E-08
704.5227 10.04 | PE16:0/17:0cyc MS2 -1.66 1.09 1.81 4.33E-07 1.26E-01 5.70E-08
707.4856 7.12 | PG14:0/17:0cyc or PG15:0/16:1 MS2 -4.21 -1.05 4.02 1.93E-08 7.44E-01 4.81E-09
707.5052 8.07 | PG14:0/17:0cyc or PG15:0/16:1 MS2 -1.19 -1.32 -1.10 2.48E-02 9.50E-04 1.73E-01
716.5226 10.89 | PE18:1/16:1 MS2 1.06 1.61 1.51 7.36E-01 3.20E-02 2.98E-02
718.5384 10.48 | PE16:0/18:1 MS2 1.01 1.27 1.26 8.41E-01 4.10E-04 1.00E-03
721.5016 7.39 | PG16:0/16:1 MS2 -1.43 154 2.20 5.12E-05 6.74E-06 5.31E-08
723.5162 7.86 | PG16:0/16:0 MS2 -1.57 1.29 2.03 1.10E-03 3.68E-02 2.86E-05
732.5537 8.76 | PE16:0/19:0cyc or PE18:0/17:0cyc | MS2 1.72 2.18 1.27 2.43E-02 6.08E-03 3.47E-02
735.5171 7.79 | PG16:0/17:0cyc MS2 -2.33 1.46 3.41 5.32E-08 1.82E-04 1.15E-08
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744.5540 10.77 | PE18:1/18:1 MS2 1.10 1.45 1.33 1.61E-01 7.03E-05 6.12E-04
749.5327 8.08 | PG18:1/16:1 MS2 -1.03 2.13 2.19 7.31E-01 4.16E-07 5.58E-08
755.5507 7.78 | PG18:1/18:1 MS2 -2.32 1.69 3.92 1.21E-08 1.90E-05 1.71E-09
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X.  Sequenzing Read Mapping Statistik

Anhang

Library Sequencing Description Total number of | Number of Number of % of uniquely Reference
technology read counts mapped uniquely mapped mapped reads
reads reads
wt 1 S27 1006 _R1 001 | lllumina HiSeq | wildtype biological relicate | 22422128 20803348 20166515 96.94 This study
wt_2 S28 L006_R1_001 | Illumina HiSeq \}vildtype biological relicate | 26954015 21895998 21093415 96.33 This study
wt 3 S29 1006 R1 001 | Hllumina HiSeq | wildtype biological relicate | 23935508 22282678 21640470 97.12 This study
KO_1_$33_L006_R1_00 | IlluminaHiSeq | knockout biological 23738677 21754425 | 21092722 96.96 This study
}1(0_2_834_L006_R1_00 Illumina HiSeq rk?\%éifﬁtlbiological 19027927 17623846 | 17042603 96.7 This study
}1(0_3_86_L001_R1_001 Illumina HiSeq rk?\%éifﬁtzbiological 17862960 16844377 | 16418676 97.47 This study
OE_1_S30_L006_R1_001 | Hlumina HiSeq g\%ﬁf&ission biological | 20077648 16778078 | 16219363 96.67 This study
OE_2_S31_L006_R1_001 | Hlumina HiSeq gség;ission biological | 19142773 15677874 | 15119396 This study
OE_3 S32_L006_R1_001 | Hlumina HiSeq [)e\rjtlﬁ,IrgSrission biological | 22978175 19346196 | 18654709 96.44 This study

replicate 3
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XI.  Chromatogramme
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XIl.  Spektren: Identified features

Identifizierung via MS, RT (MS2) mit der internen CBIO Bibliothek. Die gemessene
m/z Werte des jeweiligen Addukts sind mit der Referenz m/z aus Metlin und der Appm
in Tabelle IV und V angegeben. Der ppm Cutoff lag bei maximal 5 ppm. Der hdchste
bestimmte Appm im positiv Modus lag bei 1 ppm, im negativ Modus bei 5 ppm.
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+MS, MolFeature, 1.32-1.81min
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XIll.  GC PCA Plot Polare Samples
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XIV. PCA Polare Extraktion Positive und Negative Modus

Scores
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Transkriptome PCA Plot (Michael Beckstette)
PCA of scaled and centered rlog transformed counts.

PC2 (33.9% explained var.)

groups
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csrA li%B— ;1»4% & knockout
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-8 -4 0 4
PC1 (52.1% explained var.)

254



XVI1.  PCA Unpolare Extraktion Positive und Negative Modus

PCA Scores
Unit Variance scaling
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XVIIL.  Zellgrof3e des Wildtyps und der CsrA Mutante

EPEC wildtype [um] | EPEC AcsrA [um]

1,45 +£0.07 1.18+0.18

EPEC wt

[um] EPEC AcsrA [um]
1.51 1.12
1.55 0.98
1.56 1.06
1.49 1.12
1.38 1.52
1.41 1.56
1.55 0.98
1.38 1.04
1.38 1.14
1.35 1.02
1.42 0.98
1.38 1.2
1.51 1.42
1.45 1.51
1.38 1.55
1.39 0.98
1.50 1.12
1.42 1.06
1.46 1.02
1.38 1.14
1.38 1.21
1.42 1.08
1.45 1.52
1.51 1.06
1.55 1.04
1.34 1.25
1.62 1.43
1.38 1.25
1.42 1.08
1.51 1.12
1.38 1.02
1.34 1.28
1.38 1.32
1.42 0.95
1.51 1.23
1.55 1.12
1.54 1.06
1.52 1.12
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1.42 0.98

1.38 1.42

1.45 1.18 | Durchschnitt

0.07 0.18 | Standardabweichung

Ttest

1.40E-11
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XVIII.  Wachstumskurven in MOPS und M9 Medium
M9 0,2 % glucose, 0,05 % CA
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Blau: E2348/69 Wildtyp
Rot: Acsr4 Mutante
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XIX.

Acquisition Parameter Report MS
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Acquisition Parameter Report

Analysis Info
AnalysisName
Method

Samplelame
Comment

Z:wolker201711100EB_GE2_01_20005.d
hplg 100-1000_thresh-150_dhz.m
CEZB

AcquisitiorDate  11.11.20100:53.48

COpemtor  ube
Instument  maXis HD

1820881.21259

AcquisiticnParameter

Source
Source Type = on  Polarky Posike Sa  Memlzer 40 Bar
Facus MOt 20TE Set  Capliany 4500 W Set Dry Heser 200 "C
Scan Beghn 30 mz S End Plae Ofset =500 W Set Dry Gas 90 min
Scan End 1500 mz 52 Charging VoRage 2000 W 2 Dherl Vake Wase
St Coroma 4000 nA 2 APCI Hester 200 G
lon Optics TOF Processing
5ol Fummel RF 3000 Sel Correcior Flll 25V Summatlon 1827 ¥
n'a n'a 520 Comrecior Edract s v Gupssed  Mokse 200
ICID  Enengy aa ey Sel Correcior Lems MITa v Pzl WM 3 pis
n'a n'a Sel  Feflecior 33000 v Awerage  Noke 1
n'a n'a 5ol Deceleraior 2O v Guessed  Awerage 100
n'a n'a Sel Flight Tube 120000 W
n'a n'a n'a n'a
s i Set Detector TOM 10 W
n'a n'a
nia 'a lon Cooler
IE] nlE n'a n'a
nla nlE n'a n'a
nlz nla n'a n'a
nia nia St Tramsker Time 300 us
20 PrefukeSiorage  Time 50 us
n'a n'a
n'a n'a
n'a n'a
n'a n'a
n'a n'a
n'a n'a
Cruadrupole
Saf lon Emergy [ MS only ) -
Set ksolation Mass [ MES only ) 5000 mz
Colllskn  Energy 70 &Y
Sat Caollislon Cell RF 3000 Vo
n'a n'a
n'a n'a
MassCalibration
TOF Calibration Verslon “ersion 2
TOF1 Calibration  Mode uadralic + HPC
TOFZz Calibration  Mode Enfanced (aadrallc
OE2B_GE2_01_20005d
Srueer ComizEs  DEaAnAlEE 42 printed: 05.11.20188:01:09 by, wbeld Page1of1
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