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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Ein komplexes, mikrobiologisches Phanomen ist die Biofilmbildung. Schatzungen zufolge gehen 80%
aller medizinischen Infektionen von Biofilmen aus. Bakterielle Zellanhdnge wie Fimbrien, Curli und
Flagellen spielen wahrend der Oberflachenbesiedlung eine entscheidende Rolle. Nanostrukturen auf
Oberflachen als passive Strategie gegen eine Anhaftung von Bakterien haben in vergangenen Studien
bereits antiadhasive Effekte gezeigt. Der zugrunde liegende Adhdsionsmechanismus war jedoch nicht
ausreichend aufgeklart.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von verschiedenen, nanostrukturierten
Oberflachen auf die bakterielle Adhasion und die Erfassung der bakteriellen Adhdsionsmechanismen.
Die zu testenden vier Nanorauigkeiten 2, 7, 12 und 16 nm (R.) entsprechen der Gr6Rendimension von
Zellanhdangen und wurden aus dem meist genutzten und modifizierbaren Biomaterial Titan hergestellt.
Fir die Evaluierung einer rauigkeitsabhangigen Adhasion wurden drei Stamme des Modellorganismus
Escherichia coli verwendet. E. coli ATCC 25922 und KI683 sind klinische Isolate, wahrend E. coli RV308
einen K-12-Laborstamm darstellt. Die drei E. coli-Stamme sind morphologisch verschieden: Wahrend
E. coli ATCC 25922 und KI683 zahlreiche Zellanhdnge besitzen, bildet der Laborstamm RV308 keine
Zellanhdnge aus. Anhand von Bildanalysen wurde gezeigt, dass E. coli KI683 schwach adharierte,
wohingegen E. coli ATCC 25922 und RV308 deutlich starker adhéarierten. Die zahlreiche Adh&sion von
E. coli-Bakterien ist demnach in einem statischen System unabhangig von Zellanhdangen. AuRerdem
wurde keine rauigkeitsabhdngige Adhdsion zwischen den vier nanostrukturierten Oberflachen
beobachtet. Anhand von Transkriptomsequenzierungen der, auf den nanostrukturierten Oberflachen
adharierten E. coli-Bakterien konnte ebenfalls keine physiologische Reaktion auf die Nanostrukturen
nachgewiesen werden. Die Adhdsionsmechanismen wurden im Wesentlichen stark von Stamm-
spezifischen Genen beeinflusst. Des Weiteren wurden an der Adhdasion beteiligte, noch nicht-
charakterisierte Gene identifiziert. Deletionen und Uberexpression der Gene bolA, ygeV, yaiY, ybgS
und yddM in den drei E. coli-Stammen resultierten weder in derselben phanotypischen Auspragung,
noch in demselben Mal} der Biofilmausbildung. Die Deletion von yddM in E. coli ATCC 25922 und die
Uberexpression von yddM in E. coli K-12 RV308 fiihrten jeweils zu einer erhéhten Biofilmbildung.
YddM ist wahrscheinlich auch in der Regulation des Toxin-Antitoxin-Paares higB/A involviert. Die
komplexe Netzwerkarchitektur der bakteriellen Adhasion bleibt jedoch weiterhin zu entschliisseln. Die
in diesem Rahmen erzielten Ergebnisse kénnen dabei als Grundlage fiir weitere Untersuchungen und
zur Hypothesengenerierung genutzt werden, die sich mit spezifischen Adhdsionsmechanismen von
E. coli spp. auseinandersetzen. Ein somit vertieftes Verstandnis fir verschiedene Adhasions-
mechanismen kann zu einer neuen Generation von wirksameren antiadhasiven und antimikrobiellen

Oberflachen fuhren.



Summary

SUMMARY

Biofilm formation is a complex, microbiological phenomenon. It has been estimated that 80% of all
medical infections are caused by biofilms. Bacterial cell appendages such as fimbriae, curli and flagella
play a critical role during the first contact between bacteria and surface and thus foster biofilm
formation. Nanorough surfaces as passive strategy against bacterial adhesion have been shown to
exhibit antiadhesive effects. However, the underlying adhesion mechanism was not sufficiently
elucidated.

The aim of the present study was to investigate whether surfaces with different nanostructures
influence bacterial adhesion and to shed light on the bacterial adhesion mechanisms. The four
surfaces with nanostructures 2, 7, 12 and 16 nm (R.) are in the range of cell appendages and made of
the most used and modifiable biomaterial titanium. The role of nanoroughness-dependent adhesion
was investigated by three strains of the model organism Escherichia coli. The clinical isolates E. coli
ATCC 25922 and KI683 are equipped with cell appendages. By contrast, the laboratory strain RV308
does not produce cell appendages. However, E. coli KI683 poorly adhered to the surfaces, while E. coli
ATCC 25922 and RV308 adhered significantly stronger. Hence, the presence of many cell attachments
did not result in better adhesion. Additionally, no difference in adhesion between the four
nanostructured surfaces was observed. Transcriptome sequencing of adhered E. coli bacteria on
nanostructured surfaces revealed no physiological reaction in response to the different
nanostructures. Adhesion mechanisms were in fact influenced by strain-specific genes. Furthermore,
so far not characterised genes were found to be involved in adhesion. Deletion and overexpression of
five selected genes, i.e., bolA, ygeV, yaiY, ybgS and yddM, did not result in the same phenotypes and
abilities to form biofilms. Deletion of yddM in E. coli ATCC 25922 and its overexpression in E. coli K-12
RV308 both resulted in increased formation of biofilms. YddM might be also connected to the
regulation of the toxin/antitoxin pair higB/higA. However, the elucidation of the complex network
systems of bacterial adhesion still needs further attention.

This work presents a basis for future studies and hypotheses that address specific adhesion
mechanisms in E. coli spp. The deepened knowledge of different adhesion mechanisms is prerequisite

for the generation of more effective antiadhesive and antimicrobial surfaces.



Einleitung

A EINLEITUNG

Bakterien kommen ubiquitar vor und kénnen sich an nahezu jeder Oberflache anlagern. Dieser sessile
Lebensstil wird Biofilm genannt und birgt viele Uberlebensvorteile. Was als Vorteil fiir die
Mikroorganismen beginnt, endet oftmals nachteilig fiir den Menschen oder technische Einrichtungen.
Karies (Peterson et al., 2014), Implantat-assoziierte Infektionen (Arciola, Campoccia, & Montanaro,
2018), Harnwegsinfektionen (Anderson et al., 2003), Beldge an Schiffsrimpfen, die den Widerstand
und den Treibstoffbedarf erhohen (Van Mooy et al., 2014) und verstopfte Rohrleitungen, Tanks oder
Filter bei der Trinkwasserversorgung (Fish et al., 2015) sind nur einige Beispiele dafir. Biofilmbeladge
als Forschungsgegenstand wurden das erste Mal im Jahr 1933 erwahnt (Henrici, 1933). Ab dem Jahr
1971 wurde die Biofilmforschung im marinen Umfeld in verschiedenen Arbeiten vorangetrieben
(Marshall, Stout, & Mitchell, 1971; Fletcher & Floodgate, 1973; Geesey et al., 1978), die das heutige
Konzept der Biofilmbildung pragen. Trotz jahrzehntelanger Forschung ist man bis heute nicht in der
Lage die Bildung und Zusammensetzung eines Biofilms aussagekraftig vorherzusagen, zu kontrollieren
oder gar zu verhindern (Seviour et al., 2019). Die Schwierigkeit liegt in der Individualitdt und
Heterogenitat der Biofilme: je nach Spezies und sogar je nach Stamm und Umgebung missen
gesonderte Losungsansatze gefunden werden (Muhammad et al., 2020).

Um Oberflachen effektiv antimikrobiell auszustatten, muss ein tiefgreifenderes Verstdndnis (iber die
Adhdsionsmechanismen von Mikroorganismen gewonnen werden. Die antimikrobiellen Eigenschaften
aktueller Oberflichen werden (ber chemische Funktionalisierungen (Hook et al., 2012),
selbstorganisierende Monoschichten (Friedlander, Vogel, & Aizenberg, 2015) und spezifische
Oberflachenstrukturen (Bazaka et al., 2011) erzielt. Die Idee dahinter ist, die Anlagerung von
Mikroorganismen von Anfang an zu verhindern und so die Ausbildung eines Biofilms zu minimieren
oder zu vermeiden. Bakterien besitzen eine Vielfalt an sogenannten Adhasinen, denen eine tragende
Rolle bei der Adhasion auf Oberflaichen zukommt. Die bekanntesten Adhésine sind Flagellen und
Fimbrien, die bis zu 20 um lang und im Fall von Flagellen bis zu 20 nm breit sind (Macnab, 2003). Fur
Oberflachen mit Strukturen im GréRenbereich der Zellanhdnge, also zwischen 2 und 20 nm, wird eine
mechanische Inkompatibilitat diskutiert. Diese soll sich zwischen den Zellanhdngen und der
Materialoberflaiche ausbilden. Ein weiterer theoretischer Aspekt ist, dass eventuell weniger
Kontaktpunkte zur Anhaftung zur Verfligung stehen kénnten und damit eine verminderte Zelladhasion
bewirkt werden kénnte. Obwohl es noch keine Studien lber die bakterielle Adhdsion auf Oberflachen
mit Strukturen im GroRenbereich der Zellanhdange gibt, zeigen verschieden strukturierte Oberflachen
im Nanometerbereich von 0,2 bis 21,7 nm bereits eine Korrelation zwischen der Rauigkeit und der

Anzahl (lvanova et al., 2010; Singh et al., 2011, 2013; Liidecke et al., 2016) bzw. der Adhasionskraft der

3
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Bakterien (Spengler et al., 2019). Die Rauigkeitsbereiche der nanostrukturierten Oberflachen aus den
genannten Studien sind jedoch mit 0,1 - 6 nm engmaschig gefasst und decken nicht das gesamte
Grolenspektrum von Zellanhangen ab. AuRerdem wird bei der Auswahl der Teststimme weder die
biologische Vielfalt insgesamt, noch ein moglicherweise bedeutendes Stamm-spezifisches Verhalten
bericksichtigt. In den meisten Studien wird ein Stellvertreter aus den sechs pathogenen
Bakterienspezies Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter spp. (ESKAPE) herangezogen, um Riickschliisse
auf die Gesamtheit pathogener Bakterien zu ziehen. Die hier durchgefiihrte Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen bioinerten, nanostrukturierten Oberflachen im GroRenbereich der
Zellanhdnge von 2 bis 16 nm und von mehreren E. coli-Stimmen erlaubt dagegen sowohl einen
antiadhasiven Effekt von Nanostrukturen differenzierter nachzuweisen, als auch die
Adhasionsmechanismen der verschiedenen E. coli-Spezies nuancierter zu Uberprifen. In den
folgenden Kapiteln werden der Modellorganismus Escherichia coli, das nanostrukturierte Biomaterial
Titan, sowie die Methoden, die zur Untersuchung der Interaktion zwischen Bakterium und

Materialoberflache genutzt werden, vorgestellt.

1 Escherichia coli — eine vielseitige Spezies

Escherichia coli ist der am besten untersuchte und erforschte Mikroorganismus der Welt. Die
grundlegenden Aspekte des Lebens einschliellich des genetischen Codes, der Transkription,
Translation und Replikation wurden fir diesen Mikroorganismus abgeleitet. Die so errungenen
Kenntnisse wurden in bahnbrechende molekularbiologische und biochemische Methoden umgesetzt,
die E.coli heute zum Zugpferd der pharmazeutischen Produktion, der Gentechnik, der
experimentellen mikrobiellen Evolution und der Biotechnologie macht (Crick et al., 1961; Nirenberg et

al., 1965; Blount, 2015).

1.1 Physiologie und Lebensraum

E. coli ist ein fakultativ anaerobes, Gram-negatives Bakterium, das unter optimalen Bedingungen

stabchenférmig und durchschnittlich 2 um lang und 0,5 W breit ist (Abb. 1).
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Abb. 1: Rasterelektronenmikrospische Aufnahmen von E. coli-Bakterien ATCC 25922 mit der typischen, stibchenférmigen
Morphologie.

Phylogenetisch ist E. coli den Enterobacteriacea zugeordnet und mit Pathogenen wie Salmonella
enterica, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens und Yersinia pestis verwandt (Blount, 2015).
Normalerweise ist E. coli ein, in der menschlichen und tierischen Darmflora vorkommendes benignes
Bakterium, wo es mit mehreren Spezies in der diinnen Schleimschicht im Darm (lat. intestinum) einen
Biofilm formt. AuRerhalb des Menschen kommt E.coli in Erdbodden, in Gewdéssern und in
Lebensmitteln vor. Die erworbenen Uberlebensstrategien in den variablen Umweltbedingungen
flihrten wahrscheinlich zu mehreren Adaptionen, die die metabolische und regulatorische Flexibilitat,
die Verstoffwechslung von verschiedenen Nahrstoffen und sogar die Ausbildung zu persistierenden
Zellen verursachte (Leimbach, Hacker, & Dobrindt, 2013). Diese hohe Anpassungsfahigkeit fiihrt auch
zur Bildung von pathogenen E. coli-Stammen. Sie verursachen eine breite Palette an menschlichen
Krankheiten, die von Magen-Darm-Erkrankungen bis zu extraintestinalen Infektionen in den
Harnwegen, dem Blutkreislauf und dem Zentralnervensystem reichen (Kaper, Nataro, & Mobley,
2004). Einige Stamme konnen Krebs (Arthur et al., 2012) oder Implantat-assoziierte Infektionen
(Crémet et al.,, 2015) bewirken. Die Art der Infektion wurde namensgebend zur Einteilung von
pathogenen E. coli-Stammen, die grob in intestinale (IPEC) und extraintestinale E. coli (ExPEC)
gruppiert wurden. Diese werden wiederum in Subgruppen nach ihrem Pathotypen untergliedert,
deren Klassifizierung sich aus der manifestierten Krankheit, den Virulenzfaktoren und dem
phylogenetischen Hintergrund ergeben (Leimbach et al, 2013). Bekannte IPEC sind
enterohdamorrhagische (EHEC) oder enteropathogene E. coli (EPEC), wahrend uropathogene (UPEC)
oder Meningitis-assoziierte E. coli (MNEC) bekannte Vertreter der EXPEC-Gruppen sind (Kaper et al.,
2004).
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1.2 Genomische Flexibilitat

Die Fahigkeit, unterschiedliche Umweltbedingungen zu (berleben, macht E. coli zu einem guten
Kandidaten, um die Wechselwirkungen von Wirt und Bakterium differenzierter zu untersuchen. Der
genetischen und phéanotypischen Vielfalt liegen eine enorme Plastizitdit und Dynamik des E. coli-
Genoms zugrunde, dessen Ausmall erst durch den Beginn der Genomsequenzierungen seit 2002
aufgedeckt wurde. So wurde durch Genomsequenzierungen von 61 verschiedenen E. coli-Stdmmen
gezeigt, dass sich die untersuchten E. coli-Stamme nur etwa 20% der 16 000 erfassten Gesamtgene
teilen (Lukjancenko, Wassenaar, & Ussery, 2010). Die gemeinsamen Gene werden zu einem
Kerngenom zusammengefasst, wahrend die individuellen Gene als flexibles Genom betrachtet
werden, welches typischerweise grofler als das Kerngenom ist. In der Fachliteratur anzutreffende,
synonyme Begriffe fiir das flexible Genom sind entbehrliches, zusatzliches oder adaptives Genom. Die
Summe der Gene aus dem Kerngenom und dem flexiblen Genom einer mikrobiellen Spezies wird
einheitlich als Pangenom bezeichnet. Das flexible Genom inkludiert die Gene, die durch die
verschiedenen Lebensstile erworben wurden. Die daraus erworbenen Fitnessvorteile und
metabolische Flexibilitdt verleihen den Bakterien mitunter eine erhdhte Virulenz. Das flexible Genom
beinhaltet neben einzelnen zusatzlichen Genen auch Prophagen und Transposons, die durch
horizontalen Gentransfer weitergegeben werden. Der Erwerb und Verlust von Genen findet dabei
meistens genau in denselben Stellen im Genom statt (Touchon et al., 2009). Als Konsequenz ergeben
sich auch variierende GroRen der E. coli-Genome. Labor- bzw. K-12-Stdmme besitzen durchschnittlich
4,5 Mb und 4000 Gene, wahrend pathogene Stamme bis zu 6,2 Mb und 5900 Gene aufweisen
(Lukjancenko et al., 2010; NCBI, 2021). Durch die enorme Vielfalt bieten E. coli-Stamme einen fast
unerschopflichen Fundus neuer, mikrobiologischer Phanomene, die es zu entdecken und zu
identifizieren gilt. Diese kénnen an E. coli weitaus detaillierter untersucht werden, als es fir jede

andere Mikrobe moglich ist.

1.3 Adhadsion und Adhasionszellkomponenten

Ein duBerst komplexes mikrobiologisches Phanomen ist die Biofilmbildung. Es wird geschatzt, dass
80% aller medizinischen Infektionen durch einen Biofilm verursacht werden (Tucson & Weibel, 2013).
Hat sich ein Biofilm erst manifestiert, ist dieser selbst durch aggressive Reinigungs- und
Desinfektionsmittel nicht zu beseitigen. Hinzu kommt, dass Bakterien innerhalb eines Biofilms
hochresistent gegeniber Antibiotika sind (Flemming & Wingender, 2010). Bakterielle Adhasion ist
somit ein wichtiger Virulenzfaktor.

Ein Biofilm besteht aus einer Anhaufung von adharierten Mikroorganismen und einem Gerst aus den

von Bakterien sekretierten Polysacchariden, Proteinen und Glycoproteinen- und lipiden,
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zusammenfassend extrazellulare Matrix (ECM) genannt. Die ECM bildet sozusagen das ,Haus der
Biofilm-Zellen” , bietet einen mechanischen Schutz und dient zeitgleich der Versorgung der Bakterien
mit Nahrstoffen (Flemming, Neu, & Wozniak, 2007; Seviour et al., 2019). Abhangig von der
chemischen und strukturellen Komposition kann der Biofilm schleimig, klumpig, glatt, rau, filamentos,
flach oder mehrere Mikrometer dick werden (Flemming & Wingender, 2010). Jeder Biofilm beginnt
mit der bakteriellen Initialadhasion. E. coli kann, wie jedes andere Bakterium, auf nahezu allen
Oberflachen adhérieren, seien es abiotische Materialien wie Glas, Metall oder Keramiken oder
biotische Oberflaichen wie Epithelzellen. Motile, sich aktiv bewegende, E. coli-Bakterien kdnnen sich
mithilfe der Flagellen aktiv der Oberflache nahern, wahrend tote oder zellanhangslose Bakterien auch
passiv durch Brownsche Bewegungen, Stromungen oder Sedimentation auf die Oberflache gelangen.
Wurde ein Oberflachenkontakt durch Zellanhange und durch Nanodeformationen in der Zellmembran
wahrgenommen, wird die Anhaftung durch die Produktion von weiteren Adhasinen gefestigt.
Adhasine sind alle adhasiven Strukturen eines Bakteriums und werden fiir E. coli in den folgenden

Abschnitten ndher beschrieben.

1.3.1 Flagellen

Flagellen sind die Zellorganellen, die den Motilitatsapparat der Bakterien ausmachen. Sie kénnen
mehr als 20 um lang werden und sind im Durchschnitt 20 nm breit (Macnab, 2003). Ein Flagellum ist
aus drei Einheiten aufgebaut: dem in der Zellmembran verankerten Basalkdrper, der den Antrieb fir
die Rotation liefert, einem sogenannten Haken, der als eine Art Gelenk den Winkel der Rotation
steuert und einem helikalen Filament aus Flagellin. Das flhDC Operon kodiert den Masterregulator, der
Uber die Expression der einzelnen Strukturen entscheidet (Chevance & Hughes, 2008). Sobald sich
Bakterien der Oberflache nahern, ergeben sich anziehende und repulsive Krafte an der Grenzflache
(Ren et al., 2018). Wenn sich motile Bakterien einer Oberflache anndhern, sind es Flagellen als die
langsten Zellanhange, die den ersten Kontakt herstellen. Speziell fiir Flagellen in E. coli konnte
festgestellt werden, dass sie vermehrt auf hydrophoben Oberflachen binden (Friedlander et al., 2015)
und gebraucht werden, um Abstédnde, die groRer als die Bakterien sind, zu Gberbricken. Dies indiziert
eine Art Tastsinn, der Flagellen seit geraumer Zeit als mechanosensorische Detektoren klassifiziert
(Friedlander et al., 2013; Gordon & Wang, 2019). Generell wurde beobachtet, dass die Expression der
Gene fiir die Flagellenbiosynthese nach der irreversiblen Initialadhdsion eingestellt wird, da der
Motilitatsapparat im sessilen Zustand von den Zellen nicht mehr benétigt wird. In einigen
Mikroumgebungen eines E. coli-Biofilms konnte aber festgestellt werden, dass einige Bakterien
trotzdem Flagellen exprimierten. Hintergrund ist, dass Flagellen als strukturgebende Matrix im Biofilm
genutzt werden indem die Bakterien sie als eine Art Anker zu benachbarten Zellen auswerfen, um sich

eng aneinander zu ziehen und kompakte Aggregate zu bilden (Serra et al., 2013b).
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1.3.2 Fimbrien

Fimbrien sind lange, diinne Filamente, die 0,2 - 2 um lang und 5 — 8 nm im Durchmesser werden
(Olsén, Jonsson, & Normark, 1989; Wurpel et al., 2013). Die Assemblierung und Ausschleusung nach
auBen zur Zellmembran erfolgt Gber das Chaperone-Usher-System (CU), einem hochkonservierten
Sekretionssystem, das bei den meisten Enterobacteriaceae zu finden ist (Nuccio & Baumler, 2007;
Wourpel et al., 2013). Die prototypischen Fimbrien sind die Typ 1- und P-Fimbrien, die jeweils durch die
fim und pap Gene kodiert werden. An der Spitze der Fimbrien befinden sich die eigentlichen Adhasine,
die als Rezeptoren an spezifischen Substraten binden. So bindet z. B. das FimH-Adhasin spezifisch an
Mannose-Molekiile, die sich auf eukaryotischen Zellen befinden (Pratt & Kolter, 1998). AuRerdem gibt
es noch einige andere CU-Fimbrien, z. B. F1C- und S-Fimbrien, die gehauft in ExPEC, wie UPEC und
MNEC, zu finden sind. Des Weiteren wurden noch 38 andere CU-assoziierte Zellanhdnge in E. coli-
Genomen gefunden, wie Yad, Yeh oder Yfc (Wurpel et al., 2013). Im Gegensatz zu den prototypischen
Fimbrien scheinen diese Fimbrien jedoch keine Rolle wahrend der Biofilmbildung zu spielen,
vermitteln aber als weitere Virulenzfaktoren eine spezifische Adhasion zu verschiedenen Zellen (Elpers
& Hensel, 2020). Daneben kénnen einige Fimbrien auch an einer Vielzahl nicht-spezifischer Substrate

binden, wobei der Mechanismus noch ungeklart ist (Berne et al., 2015).

1.3.3 Curli

Curli sind sehr feine, spiralférmige Fasern, die aus amyloiden Proteinen aufgebaut sind und einen
Durchmesser von 2 — 8 nm bei variierenden Langen aufweisen (Olsén et al., 1989; Chapman et al.,
2002). Curli-Fasern werden Uber die sogenannte Nukleation-Prazipitierung-Assemblierung generiert
(Berne et al., 2015), wobei CsgD als bidirektionaler Transkriptionsregulator die 13 Curli-Gene
Uberwacht. CsgA dient hier als Hauptadhasin, das aggregiert mit CsgB, einem weiteren Adhasin, die
langen Fimbrien ausbildet (Hufnagel, DePas, & Chapman, 2015). Die Produktion von Curli ist eng mit
der Produktion von Zellulose verkniipft, da beide Synthesen vom globalen, sekundaren Botenstoff bis-
(3'-5°) zyklisches di-Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) reguliert werden (Serra, Richter, & Hengge,
2013a). Curli sind in der initialen Adhésion, der Verfestigung, der Verankerung auf der Oberflache und
an der Biofilmbildung beteiligt (Prigent-Combaret et al., 2000; Chapman et al., 2002; Tursi & Tikel,
2018). Fur eine bessere Verankerung an der Oberfliche aggregieren die feinen Curli-Fasern zu einer
gebiindelten, starken Faser, die der Biofilmmatrix besonders bei der Ausreifung eine unterstiitzende
Komponente verleiht (Prigent-Combaret et al., 2000). Werden Curli von Bakterien vermindert
exprimiert, ist sowohl die Adhdsion und Invasion von Wirtszellen als auch die Anhaftung auf
abiotischen Oberflachen reduziert. Es kénnen keine dreidimensionalen ECM gebildet werden und die
Bakterien verbleiben als Einzelschicht oder als glatter, horizontaler Film auf der Oberflache (Cegelski et

al., 2009; Serra et al., 2013a).
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1.3.4 Nicht-fimbriale Adhasine

Nicht-fimbriale Adhasine befinden sich in der duleren Zellmembran und interagieren somit direkt mit
der Umgebung (Berne et al., 2015). Wichtig werden diese Strukturen vor allem bei Zellanhangs-
defizienten Bakterien, die mit der Membran den ersten Oberflaichenkontakt erkennen. Der
bekannteste ist der Autotransporter Ag43, vom Gen flu kodiert, der ca. 10 nm auBerhalb der duBeren
Membran exponiert ist (Klemm et al., 2004) und es ermdglicht, mit anderen Zellen in einer Art
interzellularen , Handschittel-Mechanismus” zu aggregieren. Werden jedoch Typ 1-Fimbrien gebildet,
blockieren diese durch ihre GroRe die Funktion der kleinen Ag43-Autotransporter, die einen kleineren
Aktionsradius haben (Hasman, Chakraborty, & Klemm, 1999). Den sprichwortlich Kiirzeren zieht Ag43
ebenso bei Bakterien mit einer Kapselschicht, die einer 0,2 — 1um breiten Ummantelung an
Polysacchariden entspricht und somit Ag43 sterisch blockiert (Schembri, Dalsgaard, & Klemm, 2004).
Normalerweise spielt sich die Produktion von Adhasionskomponenten aber sehr koordiniert ab,
weswegen entweder nur die Produktion von Ag43 oder Typ 1-Fimbrien geférdert wird (Schembri &
Klemm, 2001). Andere bekannte Autotransporterproteine sind AIDA (Adhésin involviert in diffuser

Adhéarenz) (Sherlock et al., 2004) oder das neu entdeckte Yeel (Martinez-Gil et al., 2017).

1.3.5 Extrazelluldare polymere Substanzen

Die extrazelluldare Matrix eines Biofilms besteht aus einem breiten Spektrum extrazelluldrer polymerer
Substanzen (EPS), deren Zusammensetzung nicht eindeutig definiert ist. Es handelt sich um eine
variable Mischung aus Proteinen, Nukleinsduren wie extrazellulare DNA (eDNA), Lipiden und
Exopolysacchariden die von den Bakterien selbst hergestellt und sekretiert werden oder auch durch
abgestorbene Zellen zur Verfiigung stehen und in die ECM integriert werden (Seviour et al., 2019).

Bei Exopolysacchariden wird zwischen kapsuldren und aggregierenden Polysacchariden unterschieden.
Wahrend sich kapsulare Polysaccharide (kodiert durch kps Locus) auf der Zelloberflache befinden und
eher eine Schutzfunktion bewirken, werden den aggregierenden Polysacchariden adhésive und/oder
kohasive Eigenschaften zugeschrieben, die eine Adhéasion zu (Zell-)Oberflachen und eine Verfestigung
der Adhasion vermitteln (Berne et al., 2015). Zu den, fir E.coli typischen aggregierenden
Polysacchariden zdhlen Zellulose (Gene bcs), Poly-B-1,6-N-Acetyl-D-Glucosamine (Gene pga) und
Kolansaure (Gene wca). Der Grofiteil eines Biofilms besteht aus diesen Substanzen und ist wichtiger

fiir die Ausreifung eines Biofilms als fiir die erste Adhasion (Seviour et al., 2019).

2 Biomaterial

Die Biomaterialwissenschaft ist eine interdisziplindre Wissenschaft zwischen Materialwissenschaft und
Biomedizin und hat sich vorrangig zu einem neuen Zweig der Materialwissenschaft entwickelt

(Whitesides & Wong, 2011). Biomaterialien sind alle Materialien, die mit einem biologischen System in
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Kontakt kommen und der Funktion dienen, geschddigtes Gewebe oder eine biologische Funktion zu
unterstltzen, zu erweitern oder zu ersetzen. Wo sich friher vordergriindig auf die mechanischen
Eigenschaften, die Langlebigkeit und die Biokompatibilitdt eines Biomaterials fokussiert wurde, wird in
letzter Zeit die simultane bioaktive und antibakterielle Ausstattung der Oberflaichen mittels
Oberflachenmodifikationen angestrebt (Spriano et al., 2018; Przekora, 2019). Ansatze sind hier z. B.
Strukturierungen der Oberflaichen im Nano- und Mikrometerbereich oder die Beschichtung mit
antibakteriellen Agenzien. Strukturierte, raue Oberflachen erweisen sich als eine geeignete, passive
Strategie, um die initiale Proteinadsorption, die Immunantwort, die Osseointegration und die
Anhaftung von Bakterien zu beeinflussen (Crawford et al., 2012). Die Oberflachenbeschaffenheit eines
Materials selbst wird durch die Topographie beschrieben, die Aufschluss Gber die dreidimensionale
Anordnung der Strukturen und die physiko-chemischen Eigenschaften einer Oberflache gibt. Zwei
wichtige Topographieparameter, die einen groRen Einfluss auf die Zelladhdsion haben, sind die

Rauigkeit und die Benetzbarkeit (Przekora, 2019).

2.1 Rauigkeit

Die Rauigkeit ist eine Teileigenschaft der Oberflaichentopographie und beschreibt die vertikalen
Ausmalie einer Struktur, von der Profilspitze bis zum benachbarten Profiltal. Die Rauigkeit wird durch
mehrere KenngréRen beschrieben, die aus einem Rauigkeitsprofil ausgelesen werden: arithmetischer
Mittelwert der Profilordinaten (R.), groRte Hohe des Profils (Rmax) und quadratischer Mittelwert der
Profilordinaten (Rq) (Meerkam, 2014). Zur besseren Vergleichbarkeit von Studien wird die KenngroRe
Ra angegeben. Mit den oben genannten Informationen wird aber ersichtlich, dass Oberflaichen mit der
Beschreibung zweidimensionaler KenngréBen nicht eindeutig abgebildet werden konnen. Die
Rauigkeit als Amplitudenparameter erfasst keine raumlichen Informationen, wie die Dichte von
Spitzen oder Talern, die Symmetrie oder die hierarchische Anordnung von Oberflachendetails, von den
einzeln gezeigt wurde, dass sie die Adhasion von Bakterien beeinflussen (Crawford et al., 2012; Cheng,
Feng, & Moraru, 2019). Bei Vergleichen von rauen Oberflidchen sollte demnach immer berticksichtigt
werden, dass die KenngroRen einer Rauigkeit zwar Gbereinstimmen, sich die Topographien aber stark
unterscheiden kénnen. So kénnen Oberflichen mit demselben R,-Wert irregulare bzw. zufallige,
einheitliche oder hierarchische Strukturen beschreiben, die wiederum Formen von Saulen, Nadeln
oder Kegeln mit verschiedenen Abstinden haben kénnen. Messungen mit einem
Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope, AFM) erlauben zusatzlich zu den Profilangaben
mittels 3D-Konstruktionen, Riickschlisse auf die Formgestalt der Topographie und liefern weitere

KenngroRRen wie Oberflaichenzunahme in % (Rsa) oder die Schiefe (Neigung des Profils) (Lidecke et al.,
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2013). Bei Rauigkeiten zwischen 1 und 100 nm spricht man von Nanostrukturen, wahrend grolRere

Rauigkeiten den Mikrostrukturen zugeordnet werden (Yurkov, Gubin, & Ovchenkov, 2009).

2.2 Benetzbarkeit

Die Benetzung ist das Verhalten einer Flissigkeit beim Kontakt mit der Oberflache eines Festkorpers,
das von der spezifischen Oberflachenspannung der aufgetragenen Fliissigkeit, der Sauberkeit und der
Rauigkeit der Oberflache abhangt. Die Benetzbarkeit einer Oberflache ist die zugehorige Eigenschaft
der Oberfliche und wird Uber den Kontaktwinkel (KW) eines statischen Fllssigkeitstropfens
quantifiziert, der die Oberflache stark oder wenig benetzt. Tropfen auf Oberflachen, die einen KW
unter 90° ausbilden, werden als hydrohphile Oberflachen, wahrend KW tber 90° als hydrophobe und
KW zwischen 150° und 180° als superhydrophobe Oberflichen bezeichnet werden. Hydrophobe
Oberflachen sind auch durch den sogenannten Lotuseffekt bekannt. Hintergrund ist die Fillung der
Hohlrdume in den Talern der Strukturen mit Flissigkeit (hydrophil) oder Luft (hydrophob) (Wenzel,
1936; Genzer & Efimenko, 2006). Eingeschlossene Luft zwischen den Strukturen generiert eine Luft-
Flissigkeit-Grenzflache, die mit der Erhohung der Rauigkeit in den Mikrometerbereich immer grofRer
wird. Die Oberflachenspannung an der Grenzflache ist zu groR, als dass sie von Zellanhdngen oder
anderen Mechanismen von Bakterien Gberwunden werden kann und lbt dadurch einen antiadhdsiven
Effekt aus (Yuan et al.,, 2017). Um Korrelationen zwischen der Oberflaichenrauigkeit und der
Bakterienadhdsion eindeutig abzuleiten, muss der Effekt der Oberflaichenenergie minimiert werden.
Die Oberflichenenergie und die Topographie voneinander zu entkoppeln ist jedoch eine

herausfordernde Aufgabe.

2.3 Modifizierbarkeit von Titan

Titan ist ein biokompatibles Metall, das besonders als Biomaterial und Legierung bei dentalen, Hift-
und Knieprothesen oder bei Herzklappen zum Einsatz kommt. Die Vorteile sind eine hohe Festigkeit im
Verhdltnis zum Eigengewicht, eine gute Osseointegration und die Moglichkeit der
Oberflachenmodifikation. Zur Herstellung von Oberflaichen mit unterschiedlichen Rauheiten kbnnen
verschiedene Techniken wie Schleifen und Polieren (Barbour et al., 2007), Strahlen (Ding et al., 2015),
Plasmaspritzen (Ong, Carnes, & Bessho, 2004), chemisches Atzen (Blanquer et al., 2016) oder
vakuumbasierte Beschichtungsverfahren (Lidecke et al., 2013) verwendet werden. Zu letzterer
Methode zihlt die physikalische Gasphasenabscheidung (engl. physical vapour deposition, PVD), mit
der gezeigt wurde, dass mit Titan definierte Nanostrukturen hergestellt werden kénnen, ohne die
Benetzbarkeit stark zu verdndern (Lidecke et al., 2013). Bei der PVD-Methode kondensieren

Titanmolektle auf einer Oberflache, die sich hierarchisch zu Strukturen auftiirmen und durch die
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Schichtdicke und Abscheidungsrate der Titanmolekiile alterniert werden kdnnen. Gelangt Titan nach
dem Herstellungsprozess an die Luft, bildet sich auf der Oberfliche mit dem atmosphérischen
Sauerstoff sofort eine 5 nm dicke Titandioxidschicht (Cai et al., 2005). Diese Titandioxidschicht bildet
die Grundlage der biokompatiblen Eigenschaft von Titan, da die Sauerstoffschicht mit Wasserionen
und Serumproteinen interagiert und einer Korrosion vorbeugt (Damiati et al., 2018). Solche
Oberflachen sind daher ein geeignetes zweidimensionales Modellsystem, um die Wechselwirkungen
zwischen Oberflachenrauigkeit und biologischem System zu untersuchen, ohne den Einfluss des

Materials oder der Benetzbarkeit berlicksichtigen zu missen.

3 In vitro-Testsysteme fiir die Bakterien-Material-Interaktion

Zur Evaluierung der antiadhasiven oder antibakteriellen Eigenschaften von Oberflachen, ist ein
entsprechendes in vivo-Testsystem notwendig, das die Testorganismen und das Material
zusammenbringt. Weder in der Mikrobiologie, noch in den Materialwissenschaften gibt es bislang
standardisierte und akkreditierte Methoden fiir die experimentelle Ausfiihrung und die Datenanalyse
fir diese in vivo-Testsysteme. Eine Vergleichbarkeit zwischen den Forschergruppen wird dadurch
erschwert. Dieses Problem wurde erkannt und versucht in Richtlinien umzuwandeln (Lourenco et al.,
2012; Sjollema et al., 2018; Dijck et al., 2018). Mehrere Jahrzehnte der Forschung haben dazu
beigetragen, die Grundlage fir die Entwicklung von in vitro- und in vivo-Biofilmmodellen zu schaffen.
Derzeit gibt es jedoch keine ,all fit“ in vitro- oder in vivo-Biofilmmodelle (Guzman-Soto et al., 2021). Im
Folgenden werden Methoden vorgestellt, die momentan genutzt werden, um die Testorganismen und

das Material zusammenzubringen.

3.1 Invitro-Testsysteme zur Generierung adhdrierter Bakterien

Bis heute wurden einige in vitro-Modellsysteme beschrieben, die klassische Mikrobiologie, Genetik,
Mikroskopie und Biofilmmodelle kombinieren. Dazu gehdren seit mehreren Jahrzehnten die aus
Polystyrol bestehenden Multiwellplatten, einige Varianten von Biofilmreaktoren und von Fluidzellen
(Azeredo et al., 2017). Die zu testenden Plattchen werden je nach Testsystem horizontal oder vertikal
in die Kavitaten (engl. wells) der Multiwellplatten oder in die Halterungen eingesetzt und von der
Bakteriensuspension umgeben oder umspiilt.

Die Multiwellplatten werden meist als ,,geschlossene” Systeme genutzt, wobei das Medium Uber den
Inkubationszeitraum hinweg dasselbe bleibt und keiner Stromung ausgesetzt ist. Nachteilig ist dabei
die Depletion der Nahrstoffe und des Sauerstoffs, sowie die Akkumulierung von Signalmolekiilen und
Metaboliten (Coenye & Nelis, 2010). Deswegen sind Multiwellplatten vermehrt bei kurzen

Inkubationszeiten zwischen 30 Minuten und zwei Stunden in Gebrauch (Guzman-Soto et al., 2021).
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Multiwellplatten sind einfach handhabbar, im Hochdurchsatz einsetzbar und bendtigen keine
spezialisierten Laborausriistungen, da die meisten Gerate auf die GréRe der Multitier-Platten genormt
sind (Coenye & Nelis, 2010).

Andere Untersuchungen benétigen jedoch spezifische hydrodynamische Bedingungen, konstante
Nahrstoffzufuhr oder héhere Volumina an Biomasse, die die Multiwellplatten nicht fassen kénnen.
Hierflr sind verschiedene Biofilmreaktoren in Gebrauch, in denen die Bakteriensuspension auf die
Testmaterialien anhand laminarer oder turbulenter Strémungen oder mittels Tropfen aufgebracht
werden (Coenye & Nelis, 2010). Im Gegensatz zu Testsystemen mit Multiwellplatten sind
Biofilmreaktoren ,offene” Systeme, in denen Ndhrmedium (semi-)kontinuierlich zugefiihrt und
Abfallprodukte (semi-)kontinuierlich entfernt werden. Meistens werden Biofilmreaktoren fiir den
konkreten Anwendungsfall eigens modifiziert und optimiert. Daneben gibt es noch Fluidzellen, die
eine vielversprechende Plattform fiir zukiinftige Biofilmstudien sind (Azeredo et al., 2017). Dabei sind
die Reaktoren mit Mikroskopeinheiten gekoppelt, die eine direkte Inspektion der Biofilmbildung
erlauben. Diese offenen Systeme sind jedoch technisch komplexer als Multiwellplatten, bendtigen
langere Vorbereitungszeiten, und sind kostenintensiv. Sie eignen sich besonders fiir Untersuchungen
an ausgebildeten Biofilmen tber Tage oder Wochen hinweg. Weitergehende Informationen lber die
Biofilmreaktoren beleuchten die drei Reviews von Coenye & Nelis (2010), Azeredo et al. (2017) und

Guzman-Soto et al. (2021).

3.2 Quantifizierung adhdrierter Bakterien als MaB der antibakteriellen

Wirksamkeit einer Oberflache

Nach dem Adhéasionsprozess bzw. der Entwicklung des Biofilms auf den zu testenden Oberflachen ist
die Quantifizierung adharierter oder eingebetteter Bakterien in einem Biofilm die Methode der Wahl,
um die antibakterielle oder antiadhasive Wirksamkeit einer Oberfliche zu ermitteln. Fir die
Auszdhlung existieren verschiedene Methoden, die auf mikro- und molekularbiologischen, chemischen
und mikroskopischen Methoden beruhen (Azeredo et al., 2017).

Die mikrobiologische Methode der Erfassung Kolonie-bildender Einheiten (engl. colony forming units,
cfu) in Nahrmedium ist die etablierteste Technik (Azeredo et al.,, 2017). Die Kultivierung von
periprothetischen Gewebeproben ist auBerdem die Standardmethode fiir die mikrobiologische
Diagnostik von Prothesengelenkinfektionen (Portillo et al., 2013). Die gebundenen Bakterien werden
mit Ultraschall (Liu, Bhatia, & Webster, 2017) oder mittels Schiitteln (Stolzoff et al., 2017) von der
Oberflache gelost, auf Agarplatten kultiviert und anschlieBend die Anzahl der cfus gezahlt. Alternativ
wird das gesamte Testplattchen mit gebundenen Bakterien in Nahrmedium kultiviert und die

Bakteriendichte anhand der optischen Dichte photometrisch gemessen. Indirekt ldsst sich so auf die

13



Einleitung

vormals gebundenen Bakterien schliefen (Zhao et al., 2015). Allerdings sind diese Methoden nur
bedingt fiir die Quantifizierung adhérierter Bakterien geeignet, da sie nur kultivierbare Bakterien
bestimmen kénnen. AuBerdem kann nicht sichergestellt werden, dass die adhérierten Bakterien
samtlich und ohne Schaden von der Oberflache gelost wurden.

Molekularbiologische Methoden, wie die Erfassung von DNA als Mal$ fir die Anzahl der Bakterien,
stellten sich als sehr fehlerbehaftet dar, da sekretierte eDNA die Messung stark verfalschen kann
(Klein et al., 2012). Chemische Methoden funktionieren Uber Anfirbungen der Biomasse. Haufig
werden die Farbstoffe Kristallviolett und Resazurin, auch als Alamar Blau bekannt, genutzt (Azeredo et
al., 2017). Kristallviolett bindet an negativ geladenen Oberflichenmolekilen, wie EPS, und an den
Bakterien selbst (Christensen et al., 1985). Resazurin wird durch die zelluldre Stoffwechselaktivitat in
ein farbiges Produkt umgewandelt (O’Brien et al., 2000; Vandecandelaere, Van Acker, & Coenye,
2016). Die gelosten Farbstoffe sind mit einem Spektralphotometer messbar und die gemessene
Intensitat proportional zur Quantitat der Biomasse. Nachteile dieser kolorimetrischen Messungen sind
die niedrige Nachweisgrenze und die fehlende Sensitivitat, die es fiir die Ermittlung von einzelnen
adharierten Bakterien nicht anwendbar macht (Sandberg et al., 2009). Fir die Erfassung von wenigen,
adharierten Bakterien sind mikroskopische Methoden am geeignetsten. Anhand von
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen die adharierten Bakterien und Biofilme direkt unter dem Mikroskop
identifiziert werden. Anhand einer reprasentativen Menge an Bildern kann auf die Gesamtanzahl der
auf der Oberflache angesiedelten Bakterien geschlossen werden. Qualitative Untersuchungen mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM) oder AFM begleiten oftmals die Charakterisierung der Bakterien-
Material-Interaktion und visualisieren das Adhdsionsgeschehen an der Grenzfliche zwischen

bakterieller Zellmembran und Oberflache.

4 Einfluss von Nanostrukturen auf die bakterielle Adhdsion

Anhand dieser qualitativen und quantitativen Methoden wird die antibakterielle und antiadhdsive
Wirksamkeit nanostrukturierter Oberflachen eruiert. Mehrere Studien fanden fir E. coli, S. aureus und
Candida albicans heraus, dass sich die Anzahl und die Adhasionskraft der adhérierten Bakterien auf
nanorauen Oberflaichen im Vergleich zu den jeweiligen glatten Referenzen reduzierten (Li & Logan,
2004; Ivanova et al., 2010, 2011; Singh et al., 2011, 2013; Hsu et al., 2013; Friedlander et al., 2013;
Lidecke et al., 2016; Spengler et al., 2019; Dauben et al., 2020). Dagegen konnten dieselben und
andere Arbeitsgruppen mit E. coli, P. aeruginosa und P. fluorescens wiederum keinen Einfluss auf das
bakterielle Adhasionsverhalten feststellen (lvanova et al., 2010, 2011; Rizzello et al., 2012; Webb et
al., 2013a; Hsu et al., 2013; Kallas et al., 2020). Als mogliche reduzierende Effekte wurden die

Deformation der bakteriellen Zellmembranen bei der Anhaftung, die wenigen, exponierten
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Kontaktpunkte flir eine Anhaftung oder die veranderte Oberflaichenchemie diskutiert. Der Ansatz der
Disruption der bakteriellen Zellwdnde durch Nanospitzen ist der Topographie von Libellenflligeln
entlehnt (lvanova et al., 2013; Linklater et al., 2018). Im Review von Cheng et al. (2019) wurden
weitere Arbeiten betrachtet, aufgrund derer die Autoren zu dem Schluss kamen, dass trotz des
Arbeitsvolumens, das bisher zu diesem Thema durchgefiihrt wurde, die Datenlage noch zu vage sei,
um eindeutige Effekte der Oberflaichentopographie auf die mikrobielle Adhdsion und die
Biofilmbildung abzuleiten (Cheng et al., 2019). Diese Uneinigkeit zeigt deutlich, dass weitere
Untersuchungen der Bakterien-Material-Interaktion notwendig sind, um den Einfluss der Rauigkeit
weiter zu entschlisseln. Daflir gilt es, die physiologischen und morphologischen Reaktionen von
adharierten Bakterien auf nanostrukturierten Oberflachen besser zu verstehen. Vorangegangenen
Studien ist gemein, dass die rauigkeitsabhdngige, bakterielle Adhéasion durch Auszdhlen der
adharierten Bakterien und durch qualitative Bildanalysen bewertet wurden.

Seit Anfang der 2000er Jahre ermdglichen Transkriptom- und Proteomanalysen die Detektion der
globalen Genexpression wahrend eines bestimmten Zustands (Sauer, 2003; Dubois-Brissonnet, Trotier,
& Briandet, 2016). Ein Transkriptom bzw. Proteom bezeichnet die gesamte transkribierte mRNA bzw.
die gesamten Proteine einer Zelle, die zu einem bestimmten Zeitpunkt produziert wurden. Die Menge
und die Sequenz der Transkripte bzw. Proteine werden durch eine RNA- bzw. Protein-Sequenzierung
ermittelt. Danach werden die Transkripte und Proteine mit einem Referenzgenom oder -transkriptom
verglichen und dadurch identifiziert (Pruitt, Tatusova, & Maglott, 2007). Durch die Menge des
jeweiligen Transkripts und Proteins wird die Expression eines Gens ermittelt, die als Verhaltnis
zwischen zwei Konditionen angegeben wird. So wird das Transkriptmengenverhaltnis eines Gens, von
auf verschiedenen, rauen Oberflachen adharierten Bakterien relativ zu planktonischen Bakterien und
dadurch eine differentielle Genexpression festgestellt. Somit kdnnen Gene und Proteine ermittelt
werden, die flr den jeweiligen Zustand aktiviert wurden.

Mithilfe von Transkriptom- und Proteomanalysen wurden bereits physiologische Reaktionen auf
verschiedenen Rauigkeiten gefunden. E. coli K-12-Bakterien, die auf Kohlenstoff-Nanorohren
gebunden waren, exprimierten viele Stressreaktionsproteine im Zusammenhang mit
Zellmembranschdden und oxidativem Stress (Kang et al., 2008). In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen exprimierten E. coli K-12 TOP10-Bakterien auf Titandioxid-Nanosdulen ebenfalls Gene, die
der oxidativen Stressantwort zugeordnet wurden. AuBerdem wurde die Zellteilung gestoért und die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies erhéht (Jenkins et al., 2020). Beim E. coli K-12-Stamm TG1,
der auf 100 nm-rauen Goldsubstraten adharierte, wurde der Rickgang von Typ 1-Fimbrien
verzeichnet, wahrend vermehrt Proteine, die dem Schutz der DNA und der Membran dienen, geringer

exprimiert wurden (Rizzello et al., 2011, 2012). Vorangegangen Arbeiten ist gemein, dass E. coli K-12-
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Stamme genutzt wurden. Die E. coli K-12-Stamme kdnnen jedoch in vitro nicht ausreichend das
Virulenzpotential von pathogenen Stammen abdecken (Reisner et al., 2006). Denn K-12-Stdamme
besitzen, wie bereits erwadhnt, weniger Gene als pathogene Stamme. Durch zuséatzliche Gene kénnen
erworbene Uberlebensstrategien und Adaptionsmechanismen umgesetzt werden, die sich fernab von
Laborbedingungen entwickelt haben. Dazu gehoren z. B. eine bessere Adhasion und Biofilmbildung
oder Immunevasion. Diese gilt es an klinisch relevanten Mikroorganismen zu entdecken und zu

identifizieren.

5 Ziele dieser Arbeit

Die bakterielle Adhasion und die nachfolgende Ausbildung eines Biofilms auf abiotischen und
biotischen Oberflachen ist ein wesentliches Virulenzmerkmal von E. coli. Wahrend der sogenannten
initialen Adhasion findet der erste Kontakt von Bakterien mit der Oberflache statt. Diese Bakterien
stellen das Bindeglied zwischen Substrat und Biofilm dar. Obwohl es noch immer viele Wissensliicken
in der Bioadhdsion zu fillen gibt, ist bekannt, dass bakterielle Zellanhdnge wahrend der Initialadhasion
eine tragende Rolle spielen (Berne et al., 2015; Kimkes & Heinemann, 2019). Eine mogliche
antiadhasive Strategie zur Unterbindung der Initialadhdsion und somit zur Ausbildung eines Biofilms,
sind Oberflachen mit Nanostrukturen im MaRstab von Zellanhdngen (2 — 20 nm im Durchmesser).
Postuliert wird, dass eine mechanische Inkompatibilitdt zwischen den Oberflachenstrukturen und den
Zellanhdngen hervorgerufen wird, welche zu einer verminderten Adhasion fihrt. Ferner wurde
indiziert, dass die exponierten Spitzen der Oberflaichenstrukturen nur wenige Kontaktpunkte zur
Adhasion vermitteln und die Anzahl adharierter Bakterien vermindern (Lidecke et al., 2016). In
Kollaboration mit dem Otto-Schott-Institut flir Materialforschung wurden nanoraue Titanoberflachen
von 2, 7, 12 und 16 nm (R,) generiert, die sich chemisch und morphologisch dhnlich sind. Diese Proben
bildeten den Startpunkt dieser Arbeit.

Als erstes Ziel sollte ein in vitro-Adhasionsassay mit geeigneten Parametern etabliert werden, der die
nanorauen Titanoberflaichen mit E. coli-Bakterien zusammenbringt und einer Initialadhdsion in vivo
nahekommt. Auf diesem Adhdasionsassay basieren alle hier verwendeten Analysemethoden. Zweitens
sollte eine Bildanalyse mit geeigneter Stichprobenanzahl entwickelt werden, mit der die adharierten
E. coli-Kandidaten auf den nanorauen Titanoberflichen quantifiziert und reduzierende oder
beglinstigende Effekte abgeleitet werden kdnnen. Als drittes Ziel sollten Transkriptomanalysen, der
auf den verschiedenen nanorauen Titanoberflichen adhéarierten und planktonischen E. coli-Bakterien
durchgefiihrt und miteinander verglichen werden. Dadurch sollten einerseits putative ,nanoraue,
sensitive Gene” identifiziert und andererseits Adhdsionsmechanismen der E. coli-Stimme

charakterisiert werden. Das vierte Ziel dieser Arbeit umfasste die Deletion und Uberexpression
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unbekannter Gene, die durch die Transkriptomanalysen eine Beteiligung an der Initialadhdsion
indizierten und deren Funktion bisher unbekannt war. Die Mutanten sollten phanotypisch und auf ihre
Biofilmbildung tiberpriift werden, um weitere, andere Gene wahrend der Adhasion und Biofilmbildung

zu identifizieren.
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B MATERIAL UND METHODEN

1 Stamme und Materialien

1.1 Escherichia coli-Stamme

Tab. 1: Verwendete E. coli-Stamme.

E. coli-Stamm

Relevanter Genotyp/Phinotyp

Referenz

NEB® Turbo

RV308

EC081
NEB® Turbo GFPuv_kan

RV308 AmanX::GFPuv_kan

KI539

K1544

K1545

KI579

KI673

K1683

ATCC 25922

XLbluel

ATCC 25922+ pRed/ET
KI683+ pRed/ET
RV308+ pRed/ET

ATCC 25922 AbolA::kan
KI683 AbolA::kan
RV308 AbolA::kan
ATCC 25922 AygeV::kan
KI683 AygeV::kan
RV308 AygeV::kan
ATCC 25922 AyaiY::kan
KI683 AyaiY::kan
RV308 AyaiY::kan

18

F* proA*B* lacl" AlacZM15/fhuA2 A(lac-proAB)
glnV galK16 galE15 R(zgb210::Tn10)Tet> endAl
thi-1 A(hsdS-mcrB)5

Wildtyp-Stamm, K-12, A(lac)chi74, galPO-308::1S2
rpsL

RV308 + pMK3c2GFPuv
precA_GFPuv_FRT_pGB2_kan_FRT
AmanX::recA_GFPuv_FRT_pGB2_ kan_FRT
Klinisches Isolat*, Wildtyp-Stamm

Klinisches Isolat*, Wildtyp-Stamm

Klinisches Isolat*, Wildtyp-Stamm

Klinisches Isolat*, Wildtyp-Stamm

Klinisches Isolat*, Wildtyp-Stamm

Klinisches Isolat*, 06:H1, Wildtyp-Stamm
Klinisches Isolat, 06:H1, Wildtyp-Stamm

pS18

ATCC 25922, pBAD, reda, 8, y, Tet?

K1683, pBAD, reda, 8, y, Tet®

RV308, pBAD, reda, 8, y, Tet®

AbolA::FRT_pGB2_ kan_FRT

AbolA::FRT_pGB2_ kan_FRT

AbolA::FRT_pGB2_ kan_ FRT
AygeV::FRT_pGB2_kan FRT

AygeV::FRT_pGB2_ kan_FRT

AygeV::FRT_pGB2_ kan_FRT

AyaiY::FRT_pGB2_ kan_FRT

AyaiY::FRT_pGB2_ kan_FRT

AyaiY::FRT_pGB2_ kan_FRT

New England Biolabs

DSMZ

Lidecke et al., 2014
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Kirchhoff et al., 2018
Kirchhoff et al., 2018
Kirchhoff et al., 2018
Kirchhoff et al., 2018
Kirchhoff et al., 2018
Kirchhoff et al., 2018
DSMZ

Jensen et al., 2015
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit



ATCC 25922 AybgS::kan

KI683 AybgS::kan
RV308 AybgS::kan

ATCC 25922 AyddM::kan

KI683 AyddM::kan
RV308 AyddM::kan
ATCC 25922 AbolA
KI683 AbolA::kan
RV308 AbolA

ATCC 25922 AygeV
KI683 AygeV

RV308 AygeV

ATCC 25922 AyaiY
KI683 AyaiY

RV308 AyaiY

ATCC 25922 Aybg$
KI683 AybgS

RV308 AybgS

ATCC 25922 AyddM
KI683 AyddM
RV308 AyddM
ATCC 25922 OEbolA
KI683 OEbolA
RV308 OEbolA
ATCC 25922 OEygeV
K1683 OEygeV
RV308 OEygeV
ATCC 25922 OEyaiY
KI683 OEyaiY
RV308 OEyaiY
ATCC 25922 OEybgS
KI683 OEybg$
RV308 OEybgS
ATCC 25922 OEyddM
K683 OEyddM
RV308 OEyddM

AybgS::FRT_pGB2_ kan FRT
AybgS::FRT_pGB2_ kan_FRT
AybgS::FRT_pGB2_ kan_FRT
AyddM::FRT_pGB2_ kan_FRT
AyddM::FRT_pGB2_ kan_FRT
AyddM::FRT_pGB2_kan_FRT
AbolA::FRT

AbolA::FRT

AbolA::FRT

AygeV::FRT

AygeV::FRT

AygeV::FRT

AyaiY::FRT

AyaiY::FRT

AyaiY::FRT

AybgS::FRT

AybgS::FRT

AybgS::FRT

AyddM::FRT

AyddM::FRT

AyddM::FRT
pUC18_lac_bolA, AmpR
pUC18_lac_bolA, AmpR
pUC18_lac_bolA, AmpR
pUC18_lac_ygeV, Ampr
pUC18_lac_ ygeV, Amp®
pUC18_lac_ ygeV, Amp®
pUC18_lac_yaiY, Amp®
pUC18_lac_ yaiY, AmpR
pUC18_lac_ yaiY, AmpR®
pUC18_lac_ybgS, AmpR
pUC18_lac_ ybgS, Amp®
pUC18_lac_ ybgS, Amp®
pUC18_lac_yddM, Amp®
pUC18_lac_ yddM, Ampr
pUC18_lac_yddM, Amp®

Material und Methoden

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

* Die klinischen E. coli-lsolate wurden zwischen 2012 und 2014 am Universitatsklinikum Jena aus Blut

von Sepsis-Patienten entnommen (Kirchhoff et al., 2018).
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Bei der Bezeichnung ,FRT_pGB2_kan FRT“ handelt es sich um Mutanten, denen durch das
phagenbasierte Red/ET-Rekombinationssystem eine Integrationskassette im Zielgen eingefiigt wurde
(Zhang et al., 1998; Muyrers et al., 1999). Unter Verwendung des pSlJ8-Plasmids wurde dieses
entfernt (Jensen et al., 2015). Daraufhin bleibt eine 84 bp grolRe Nukleotidsequenz (brig, die die FRT-

Sequenz als Narbe hinterlasst.

1.2 Medien und Zusitze

Tab. 2: Verwendete Medien und Pufferlsung.

Medien Bestandteile Konzentrationen
LB-Medium (Agar) Trypton 10 g/
(Luria/Miller) Hefeextrakt 5g/l
NaCl 10 g/l
(1,5% Agar) 15 g/l
(0,3% Agar) 3g/l
lac-SBF NaCl 5,2599 g/l
(Pasinli et al., 2010) NaHCOs 2,2682 g/l
KCl 0,3728 g/
MgCl> - 6H20 0,3049 g
NazSO4 0,071 g/l
CaCl2 - 2H20 0,3675 g/l
NazHPO4 0,1419 g/
Natrium-L-Laktat 2,4653 g/l
1 M Milchsaure 1,5-2mlbispH 7,4
Terrific-Broth-Medium Casein, enzymatisch verdaut 12 g/l
Hefeextrakt 24 g/l
K2HPO4 12,54 g/
KH2PO4 2,31¢g/l
SOB-Medium (SOC) Trypton 20 g/
Hefeextrakt 5g/l
MgCl> 0,96 g/l
NaCl 0,5¢/l
KCl 0,186 g/|
(Glucose) (20 mm)
Mannose MacConkey-Agar MacConkey-Agar 50 g/l
D-Mannose 1% (m/V)

Lac-SBF ist ein protein-freies Medium, das die lonenkonzentrationen des Blutes imitiert (Pasinli et al.,

2010). Dabei wird einerseits vermieden, dass eine bakterielle Bindung durch protein-spezifische
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Adsorptionen zustande kommt, und andererseits, dass die Nanostruktur maskiert und die Bakterien-

Oberflachen-Wechselwirkung beeinflusst wird. Die nachfolgenden Zusatze wurden nach Bedarf den

oben genannten Medien hinzugefigt.

Tab. 3: Verwendete Zusitze zu den Anzuchtmedien.

Funktion

Zusatz

Konzentration

Antibiotikum

Carbenicillin (amp/carb)

Kanamycin (kan)

100 pg/ml
25 pg/ml* bzw. 50 pg/ml**

Tetracyclin (tet) 3 ug/mi
Curli-Detektion Kongorot 40 pg/ml

Coomassie Blau 10 pg/ml
plac-Induktion IPTG 1mM
Blau-WeiR- X-Gal 40 pg/ml
Selektion
pBAD-Induktion  L-Arabinose 0,3% (m/V)
prhaBAD- Rhamnose 50 mM
Induktion

* low copy-Plasmide ** high copy-Plasmide

1.3 Plasmide

Tab. 4: Verwendete und hergestellte Plasmide.

Plasmid Relevanter Genotyp/Phinotyp Referenz
pRedET pBAD, reda, 8, y, Tet® GeneBridges, Heidelberg, D
pMK3c2GFPuv plac, GFPuv, Kan® Lidecke et al., 2014

pMK_pT7_mCherry

pUC57_pRecA_mOrange2

pRecA_GFPuv_pGB2_kan_FRT

pSl8

puUC18
pUC18_A_bolA
pUC18_K_bolA
pUC18_R_bolA
pUC18_A_ygeV
pUC18 K _ygeV
pUC18 R _ygeV
pUC18_A_yaiY
pUC18_K_yaiY
pUC18 R _yaiY

pT7, mCherry, AmpF Invitrogen, Schwerte, D

pRecA, mOrange2, Amp® Biomatik, Toronto, Kanada
pRecA, GFPuv, Kan®, AmpR® C. Telle, 2016, Leibniz-HKI

prhaBAD, FLP-Rekombinase, Amp® Jensen et al., 2015

AmpR Norrander et al. 1983
AmpR, plac, bolA aus ATCC 25922 Diese Arbeit
AmpR, plac, bolA aus KI683 Diese Arbeit
AmpR, plac, bolA aus RV308 Diese Arbeit
AmpR, plac, ygeV aus ATCC 25922 Diese Arbeit
AmpR, plac, ygeV aus KI683 Diese Arbeit
AmpR, plac, ygeV aus RV308 Diese Arbeit
AmpR, plac, yaiY aus ATCC 25922 Diese Arbeit
AmpR, plac, yaiY aus KI683 Diese Arbeit
AmpR, plac, yaiY aus RV308 Diese Arbeit
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pUC18 A _ybgS AmpR, plac, ybgS aus ATCC 25922 Diese Arbeit
pUC18_K_ybgS AmpR, plac, ybgs aus KI683 Diese Arbeit
pUC18_R_ybgS AmpR, plac, ybgS aus RV308 Diese Arbeit
pUC18_A_yddM AmpR, plac, yddM aus ATCC 25922 Diese Arbeit
pUC18_K_yddM AmpR, plac, yddM aus KI683 Diese Arbeit
pUC18_R_yddMm AmpR, plac, yddM aus RV308 Diese Arbeit

1.4 Oligonukleotide

1.4.1 Primer fiir NEBuilder® HiFi DNA Assembly (Gibson Assembly)

Tab. 5: Primer fiir Gibson Assembly.

Name Zielsequenz Sequenz (5‘ = 3)

0JW0292 Backbone-AmpR-Prec fw CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAG

oCT005 Backbone-AmpR-Prec rv TTTGCTAGCGCTCATGGTGGGTACCTCCTTTGAATTC
oCT006 GFP fw AAGGAGGTACCCACCATGAGCGCTAGCAAAGGAG
oCT003 mCherry rv AGGGTTAATTTTACTTGTACAGCTCGTCCA

oCT004 Backbone-FRT-ORI fw TGGACGAGCTGTACAAGTAA

0JW0291 Backbone-FRT-ORI rv CGTTCCACTGAGCGTCAGACC

1.4.2 gRT-PCR-Primer

Tab. 6: Verwendete Primer in der gRT-PCR fiir den Vergleich Adhdsion an 2 nm Oberflache vs. planktonisch. E. coli ATCC
25922 = A. E. coli KI683 = K. E. coli RV308 = R.

Name Gen Sequenz (5> 3/)

ATCC 25922

oNS156 arcA_for ATCACCAAACCGTTCAACC
oNS157 arcA_rev GTTCTTCGCTGACAGTACC
oNS052 napF_for CCCGAATCGCTATTTTCTCC
oNSO053 napF_rev CATTCAACTGACTGATACGCC
oNS54b bsmA_for AGTAACGGACCATCCGCAAGAG
oNS55b bsmA_rev GAACCATCGTGCTTACGCTACC
oNS58b ydhY_for TTGATAGCGGCACAGTAGG
oNS59b ydhY_rev CTGAGCCATCGTTGAAGTTG
oNS066 iscR_for ATTTGAGCGACCGCCTTAC
oNS067 iSCR_rev AGACACATCCAGCACTTCC
oNS068 cusF_for GCTTTAATGCCCAGGCTAAC
oNS069 cusfF_rev CCAGATCAACACCTTTTACCAC
oNS070 cusC_for AACGATCAAATCAGCGCC
oNS071 cusC_rev CATCCAGCACTTCCAGATAAC
oNS086 art)_for ATCGTTTACCACGCCCTAC
oNS087 artl_rev GCCGTTTTCCATCCCAATAC
oNS108 ychH_KA_for TGGGTCTGGTGGTAATGGTG
oNS109 ychH_KA_rev CCGACGAAAATACTTAGCACAG
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oNS132 ybgS_KA_for ATGAAGAGCACAAGAACACC
oNS133 ybgS_KA_rev TCGACATCATTGTTGATGCC
oNS158b pykA_for CCAAAATCCGTGTATCCACC
oNS159ab PykA_rev TGTCGCCTTCACCTTTACC
KI683

oNS54b bsmA_for AGTAACGGACCATCCGCAAGAG
oNS55b bsmA_rev GAACCATCGTGCTTACGCTACC
oNS052 napF_for CCCGAATCGCTATTTTCTCC
oNSO053 napF_rev CATTCAACTGACTGATACGCC
oNS056 metE_for ACACACAAATCCACACTCAC
oNSO057 metE_rev AGCAACTCCATGTCGGAAC
oNS074 tdcF_for CTTCGATGAACATCAGGCG
oNSO075 tdcF_rev GGCTTCAATTTCCAACTTCAC
oNS078 tdeD_for GGACACGCTGCTTCATTAC
oNS079 tdcD_rev TGACCAGACGACGAATTAAAC
oNS082 rplC_for TAACTCCTTGTCTCACCGC
oNS083 rplC_rev ACCTGCCATTTTCTTGCC
oNS086 art)_for ATCGTTTACCACGCCCTAC
oNS087 artl_rev GCCGTTTTCCATCCCAATAC
oNS088 phoH_for AGTTTGCTCCCTATTTTCGTC
oNS089 phoH_rev AATTTCCACCTTCCCTATTTCC
oNS108 ychH_KA_for TGGGTCTGGTGGTAATGGTG
oNS109 ychH_KA_rev CCGACGAAAATACTTAGCACAG
oNS132 ybgS_KA_for ATGAAGAGCACAAGAACACC
oNS133 ybgS_KA_rev TCGACATCATTGTTGATGCC
RV308

oNS154 gyrA_R _for CATCGACCCGATCATCGAAC
oNS155 gyrA_R_rev TGCCACGGATTAGCAACCAG
oNS152 bssS_for TCAGACTCATCCGCTCGTAG
oNS153 bssS_rev GACCAACTTCAGTCCCTTCC
oNS54b bsmA_for AGTAACGGACCATCCGCAAGAG
oNS55b bsmA_rev GAACCATCGTGCTTACGCTACC
oNS066 iscR_for ATTTGAGCGACCGCCTTAC
oNS067 iscR_rev AGACACATCCAGCACTTCC
oNS190b fadl_R _for ATCACCCGAGAACAGCAAG
oNS191b fadl_R _rev GGGATAAAGGCAGTCATCAC
oNS192b ydcW_R _for GCACATCATCAGCCATACC
oNS193b ydcW_R_rev TGCTTCAATATCCGCATCATC
oNS194b purH_R _for TGAAAGCAAAGAAGCCGCC
oNS195b purH_R rev TCGCCGTAACGCATATCCAG
oNS198 amtB_R_for GGTGGGCGCGTATCTGATAG
oNS199 amtB_R _rev CCCGGCGTTAAAGCCAAACC
oNS200 pyrC_R_for TACTGGTGCATGGTGAAGTG
oNS201 pyrC_R_rev GCATCTTTGGTGGTGATGTG
oNS046 ydhW_for AGTTCATTCGCCAGCATTC
oNS047 ydhW _rev CAGTTCCTCTTCTGCAACC

Material und Methoden
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Tab. 7: Verwendete Primer in der qRT-PCR fiir den Vergleich Adhdsion an 2 nm vs. 7 nm Oberfldache von E. coli ATCC 25922.

Name Gen Sequenz (5> 3Y)

ATCC 25922

oNS156 arcA_for ATCACCAAACCGTTCAACC

oNS157 arcA_rev GTTCTTCGCTGACAGTACC
oNS038 yqgB_for TTGGAGCGTCAGCATTCAC
oNS039 yaqgB_for CAGCCTGGAACTGCGATAA
oNS042 metF_for TCCAGAAGCGAAAAGTGCC
oNS043 metF_rev CGACATCGAAGAAGAACTGAG
oNS044 DR76_RS24660_for GCAGCACCGCATTATTCAC
oNS045 DR76_RS24660_rev CAGCCCGACAGAAAATGAAG
oNS048 DR76_RS26075_for TTAACTACAATGATGTGACTTTTTAC
oNS049 DR76_RS26075_rev GCATGTCAACCACAAATCTATC
oNS068 cusF_for GCTTTAATGCCCAGGCTAAC
oNS069 cusF_rev CCAGATCAACACCTTTTACCAC
oNS036 tnaC/L_for CATATATGTGTGACCTCAAAA
oNS037 tnaC/L_rev GCGGTGATCGACAAT

oNS040 yqgC_for TGCAAAGCAGAGATGCAGA
oNS041 yqgC._rev CGTGGAGGTGATACGAAATAATGA

Tab. 8: Verwendete Primer in der qRT-PCR fiir den Vergleich Biofilm vs. planktonisches Wachstum (24 h) von E. coli ATCC
25922 und RV308.

Name Gen Sequenz (5> 3/)

ATCC 25922

oNS156 arcA_for ATCACCAAACCGTTCAACC
oNS157 arcA_rev GTTCTTCGCTGACAGTACC
oNS211 yddM_A_for ATTCAGGAATCACTGGACGAAC
oNS212 yddM_A_rev AACTGCCGATCACCACAGAC
oNS245b higA_for ACGAGGAACAATACACCCAG
oNS246b higA_rev ACACACCAGATCCAGCAAG
oNS247 higB_A_for GCACATCATTTCTAAAGCGCC
oNS248 higB_A_rev CCGATACAATGAGTGTAGAGCC
RV308

oNS154 gyrA_R _for CATCGACCCGATCATCGAAC
oNS155 gyrA_R _rev TGCCACGGATTAGCAACCAG
oNS217 yddM_R_for ATGGAAATTGCTCCCTCAAC
oNS218 yddM_R_rev TTTTCTGCCTCTGCCAGAC
oNS245b higA_for ACGAGGAACAATACACCCAG
oNS246b higA_rev ACACACCAGATCCAGCAAG
oNS249 higB_R_for CTGGGGAACACGATTGCTAAG
oNS250 higB_R_rev CGTAATTCATTGCCCCCAAC

24



Material und Methoden

1.4.3 Primer fiir Gendeletionen

Tab. 9: Verwendete Primer fiir die Gendeletionen in E. coli spp.: ATCC 25922 = A, KI683 = K, RV308 = R.

Name Gen Sequenz (5 = 37)
NSOL0 s for GTTGATACATGGGGAGGCAGCCCGTTCAATGCTGCCAGCCGCATT
- GTCGTACGACGGCCAGTGAATTCGAG
INSOLS s ey CGAGCATTGGAATGTTAACGCCTGCAATGACTTCATAATGCTCTTT
- GTCGGCCCATGAGGCCCAGTAATAC
INS096 bolA Rec for GATACGTGAGCGGATAGAAGAAAAATTAAGGGCGGCGTTCCAA
—hec_ CCCGTATAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
INS097 bolA Rec rev AGCCGGCTGGGACATTGTGACGATAGCTTTCATCCACTACTTCGA
—hec GGATACGACTCACTATAGGGCTC
NS164 JgeV Rec. for CAACGTCTTCAATGATCGACTTTTAAGTAAGTCTGGAAGGTAAAG
—hec CTATGAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
NS165 J Rec KA GGCCTGAATTCAGGCCGGATTCTCAGAGGTTATGTGTTTAACAAC
° ygey_Rec_BATeY  ICATATACGACTCACTATAGGGCTC
INS166 JgeV Rec Rrey  GOCCTGAATTCAGGCCGGATTCACTGAGGTTATGTGTTTAACAAC
—Rech TCATATACGACTCACTATAGGGCTC
oNS168 rec yaiY. Rec for CGCTGGTATCACACCAGAAGAGAAGCAGATGACTTCCGGAGGTTT
- —nec_ TTATGAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
NS165 JaiY Rec KA rey  CTTTTAGGCAGCATCTGGCAACGTAAATCTTACTGGCGGCGATGT
—Rec_tA CGCCATACGACTCACTATAGGGCTC
INS170 JaiY Rec_R_rev GTTTCAGGCCGCATCTGACAATGTAAAACTTACTGGCGGCGATGT
—Rec_R_ CGCCATACGACTCACTATAGGGCTC
INS202 Jbgs_ Rec_for CTGTTGGAAGAGGTTATCCGACATAACGACCATAACAGGAGCATC
—hec_ CTATGAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
NS203 Jbgs. Rec_Ka rey  CCTCTCCCATTATTGGCTATTTCGCAGGGTTACTGCGTGGTACCGTC
—Rec_A GGTTACGACTCACTATAGGGCTC
NS204 Jbgs_Rec_R_rev GCTCTCCCATTATTGGCTATTTTGCAGGGTTACTGCGTGGTACCGT
—Rec_R_ CGGTTACGACTCACTATAGGGCTC
TTCGTCAATGGCGATGCATACATACTGGATTACGAGGACTATCACT
ONS207 yddM_Rec_KA_for -\ 1 GAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
CAAATGGCGCTTTATAAGGTGCCATTTTTTTATTGCGTAACCAGAC
ONS208 yddM_Rec_KA_rev - GTACGACTCACTATAGGGCTC
CATGTTCGGGTCGCAGCATCGCACACTCTCCAACATGAAATGGCTA
ONS213 yddM_Rec_R_for TGAATTAACCCTCACTAAAGGGCGG
NSI14 JddM Rec R_rey  TABATGGCGCTTTATAAAGTGCCATTTTTTTATTGCGTAACCAGAC

GGCGTACGACTCACTATAGGGCTC

Die unterstrichenen Sequenzen dienen der Amplifizierung der Integrationskassette. Die 48 — 50 bp

davor sind die homologen Regionen zum jeweiligen Zielgen.

Tab. 10: Verwendete Primer zur Uberpriifung von Deletions- und Uberexpressionsmutanten in E. coli spp. ATCC 25922 = A,
KI683 = K, RV308 = R.

Name Gen/Zielsequenz Sequenz (5 2 3Y)

oGB1 manX_for CACCACTAAAGGCGTGCTGT

0oGB3 kan_for TATCAGGACATAGCGTTGGCTACC
oGB4 manX_rev TGGAGCCGCTTTTGGTGCT

oIN3 pGB2_rev ACCTTGTCGTATTATACTATGCCGAT
oNS012 Seq_man_for GCTCAGTTGGCAAAACTCGAC
oNS016 Seq_man_rev GTGCTTTCACGCCTTCACGGC
oNS032 amp_for ACTTTATCCGCCTCCATCC

oNS033 amp_rev TGCCTTCCTGTTTTTGCTC
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oNS034
oNS035
oNS098
oNS099
oNS182
oNS183
oNS184
oNS185
oNS186
oNS187
oNS205
oNS206
oNS209
oNS210b
oNS215
oNS216
oNS188
oNS168
oNS189
oNS133
oNS135b
oNS211
oNS217
oNS242
oNS243
oNS244

kan_for

kan_rev
bolA_upstream_for
bolA_downstream_rev
ygeV_upstream_for_KA
ygeV_downstream_rev_KA
ygeV_upstream_for_R
ygeV_downstream_rev_R
yaiY_for_upstream
yaiY_rev_downstream
ybgS_for_upstream
ybgS_rev_downstream
yddM_KA_for_upstream
yddM_KA_rev_downstream
yddM_R_for_upstream
yddM_R_for_downstream
bolA_inside_rev
ygeV_inside_rev
yaiY_inside_rev
ybgS_inside_rev_KA
ybgS_inside_rev_R
yddM_inside_for_KA
yddM_inside_for_R
FRT_rev

pUC18_seq_for
pUC18_seq_rev

GGATCGGCCATTGAACAAG
GCAAGGTGAGATGACAGGAG
TCAGCGTTGTCGGAGGAGATA
ACTGGAAAAGCGCCGACAG
AACTTGCCGCTGTAATTCTC
CAAAACCACGCGAAAAACC
ACCGCCGTAATTCTCATATTG
CACGCGAGAAGCCATTAAC
GTCAGACTTGCCATAAGCC
GAAAGCCCGAAAATCACCC
CCGACATAACGACCATAACAG
ACTCCGCTCTCCCATTATTG
TCAATGGCGATGCATACATAC
GTTGCGTTTGTCATCAGTTTC
AGCATCGCACACTCTCCAAC
GATAAGCGTAGCGCATCAGG
ACCCTTCCCACTCCTTAATAG
GATAGAGCGTAGCAATGCC
ACACCTAAACCAATTTCCACC
TCGACATCATTGTTGATGCC
TTTGGTCATTCCGTCATTGTTC
ATTCAGGAATCACTGGACGAAC
ATGGAAATTGCTCCCTCAAC
CTTTCTAGAGAATAGGAACTTC

AAACGACGGCCAGTGCCAAG
TGCTTCCGGCTCGTATGTTG

1.4.4 Primer zur Klonierung in pUC18

Tab. 11: Verwendete Primer zur Integration von Zielgenen in pUC18-Plasmide. E. coli ATCC 25922 = A, E. coli KI683 = K,
E. coli RV308 = R.

Name Zielsequenz Sequenz (5 = 3Y)

oNS227 bolA_RE_for GGTGGAGAATTCATGATACGTGAGCGGATAG
oNS228b bolA_RE_rev ACTACTGAGCTCTTACGCGATGCTTCCTGC
oNS229 ygeV_RE_KA_for GGTGGAGAATTCATGGAGCTTGCGACTAC
oNS230 ygeV_RE_R_for GGTGGAGAATTCATGGAGCTTGCTACTACGC
oNS231 ygeV_RE_KAR_rev GCCGCCGAGCTCTTATGTGTTTAACAACTC
oNS232 yaiY_RE_for GTTGGAGAATTCATGGCTGATTTCACCCTGTC
oNS233 yaiY_RE_rev ACTATTGAGCTCTTACTGGCGGCGATGTCG
oNS234 ybgS_RE_for GGCGGCGAATTCATGAAAATGACAAAACTGTCTGGC
oNS235 ybgS_RE_rev ACCACTGAGCTCTTACTGCGTGGTACCGTC
oNS236 yddM_RE_KA_for GGTGGAGAATTCATGAAAATGGCCAATCATCCC
oNS237 yddM_RE_R_for GGTGGAGAATTCATGGATTATTGTTGCGTAG
oNS238 yddM_RE_rev ACTACTGAGCTCTTATTGCGTAACCAGACG

Die kursiven Sequenzen bedeuten die Restriktionsschnittstellen EcoRl und Sacl.
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1.5 Nanoraue Titanoberflachen

Die nanorauen Titanoberflachen wurden mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (engl. physical
vapour deposition, PVD) vom Kollaborationspartner, dem Otto-Schott-Instituts fir Materialforschung
(OSIM) am Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft Jena, entwickelt und hergestellt (Michaela Schiirmann,
Thomas Dauben). Ein dunner Titanfilm wurde auf Borosilikatplattchen (@ 15 mm, Dicke 0,7 mm;
Borofloat® B33; Jena 4H Engineering GmbH, Jena, D) abgeschieden, die fortan als Titanplattchen
bezeichnet werden. Ein inerter Titandioxidfilm entsteht nach Kontakt von Titan mit atmospharischem
Sauerstoff (Sidambe, 2014). Spezifische Nanorauigkeiten wurden generiert, indem die
Abscheidungsrate, die Schichtdicke des Titanfilms und das Atzen mit 2 — 10 M NaOH variiert wurden.
Topographische Merkmale (R,, Rq, RSA, Rmax, Schiefe und Kurtosis) der nanorauen Titanplattchen
wurde mit einem Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscopy, AFM; Dimension 3100, Digital

Instruments, Santa Barbara, CA, US) charakterisiert (Tab. 12, Abb. 2).

Tab. 12: Merkmale der TiO,-Plittchen, die mittels PVD und variierenden Abscheidungsraten, Schichtdicken und Atzen mit
2 — 10 M NaOH hergestellt wurden. Die Rauigkeitwerte Ra, Rq, RSA, Rmax, Schiefe und Kurtosis wurden anhand eines von
AFM erzeugten 1 um x 1 um-Bilds berechnet (Michaela Schiirmann, Thomas Dauben, OSIM, Lehrstuhl fir Material-
wissenschaft Jena).

Bezeichnung  Ra[nm] Rq [nm] Rsa [%] Rmax [nm] Schiefe Kurtosis v:’(i!:‘f:(t::k[t;]
2 nm 1,6+0,3 2,1+0,4 3,4+1,0 17,4+5,2 0,33+0,18 3,4+0,3 63,2+3,3
7 nm 6,5+1,0 8,2+1,3 53+2,4 57,3+12,7 0,20+0,19 3,1+0,4 479+6,9
12 nm 12,6 +1,3 15,8+1,7 22,8+4,3 108,8+18,2 0,10+0,11 3,0x0,4 456+*5,5
16 nm 15,4+1,8 18,4+2,3 25,0+2,8 129,8+14,6 0,01+0,24 3,0+04 42,8%35

Abb. 2: Reprédsentative AFM-H6henbilder der TiO,-Oberflichen mit den Rauigkeiten von 2 nm (A), 7 nm (B), 12 nm (C) und
16 nm (D). AFM-Aufnahmen von Michaela Schiirmann und Thomas Dauben am OSIM, Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft
Jena, erstellt.

Zur Vereinfachung wurden den Titanplattchen kurze Bezeichnungen nach den R,-Werten gegeben. Die
Oberflachen wurden mittels Photoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy,
XPS) auf die Elementekomposition Uberprift. Die Plattchen besitzen verschiedene Morphologien, sind
sich aber chemisch ahnlich und frei von NaOH-Resten. Vor dem Gebrauch wurden die Titanplattchen
in eine 24-Multiwellplatte geklebt (Greiner CELLSTAR®, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich),
wozu ein 6:1-Gemisch aus Silastic Medical Adhesive (Dow Corning, Midland, MlI, US): Sigma 204 (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, US) verwendet wurde, um sicher zu stellen, dass sich die Bakterien nur auf der
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oberen Seite anlagerten. Der Kleber héartete fir mindestens 12 h an der Luft aus. AnschlieBend wurden
die Titanplattchen fir 10 min in 70% (V/V) Ethanol bei RT sterilisiert und dreimal mit MilliQ-Wasser

gespllt.

1.6 Kultivierungsbedingungen von E. coli

1.6.1 Motilitatstest

Die Motilitdt der Stamme wurde mit LB-Agarplatten mit 0,3% (m/V) Agar gepriift. Durch die sehr
weiche Konsistenz kdnnen motile Bakterien durch das Medium schwimmen und verursachen eine
kreisformige Trilbung um die Inokulationsstelle, wahrend nicht-motile Bakterien nur eine feste Kolonie
um die Inokulationsstelle bilden. Somit ist die Ausweitung der Tribung ein MaR der
Schwimmkapazitdt der einzelnen Bakterienstimme. Fir die Tests wurden jeweils 2,5l
Ubernachtkultur in die Mitte einer LB-Agarplatte gegeben, wobei mithilfe der Pipettenspitze der Agar
bis zur Halfte eingestochen wurde. Die Platten wurden fiir 17 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend
fotografiert (Alphalmager® HD, proteinsimple, San Jose, US). Die Experimente wurden in technischen

Duplikaten und biologischen Triplikaten durchgefiihrt.

1.6.2 Kultivierung und Kryokonservierung von E. coli

Die Kultivierung der E. coli-Stamme erfolgte je nach bendétigtem Volumen in 15 ml-, 50 ml-GefdaRen
oder ab 10 ml in Schiittelkolben mit Schikanen, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C und 200 rpm.
Im Falle einer Transformation mit einem Temperatur-labilen Replikationsursprung (pRED/ET, pSIJ8)
wurden die Bakterien bei 28 °C kultiviert. Gegebenenfalls fand eine Zugabe von Antibiotika bei der
Kultivierung plasmidtragender E. coli statt (Tab. 3 und Tab. 4). Fir die Kryokonservierung von E. coli-
Stammen wurde eine Einzelkolonie Gber Nacht (16 — 18 h) in 3 ml LB-Medium mit entsprechenden
Zusatzen inkubiert und anschlieRend 1 ml in ein CRYOBANK™-GefaR (Mast Diagnotics GmbH, Reinfeld,
D) Uberfuhrt. Darin sind pordse Kigelchen enthalten, deren vergroRerte Oberflache eine effektive
Anlagerung der Bakterien erméglicht, die dann ohne Kryomedium fiir lange Zeit bei -80 °C gelagert
werden kdnnen. Die Stamme wurden fiir 1 min mit den Kigelchen inkubiert, anschliefend wurde
Uberschiissiges Medium entfernt und das CRYOBANK™-GefdR bei — 80°C gelagert. Fiir eine
Reaktivierung wurde ein Kigelchen in entsprechendes Medium Uberfihrt und wie angegeben

inkubiert.

1.6.3 Invitro-Adhasionsassay

Um die Bakterien und die Oberflachen in Kontakt zu bringen, wurde ein in vitro-Adhasionsassay
etabliert, der fiur alle weiteren Methoden Anwendung fand. Fiir den in vitro-Adhéasionsassay wurden
pro Experiment der jeweilige Stamm aus der Kryokonserve uUber Nacht inkubiert. 100 ul der

Ubernachtkultur wurden in 10 ml auf 37 °C vorgewarmte LB-Medium pipettiert und die Kultur wurde
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fiir 2,5 h bis zu einer ODggo = 0,5 — 0,6 (Infinite M200 promultimode plate reader, TECAN, Schweiz) bei
37 °C und 200 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden fiir 2 min bei 3000 x g abzentrifugiert und die so
entstandenen Pellets in 5 ml auf 37 °C vorgewarmtes lac-SBF oder LB-Medium resuspendiert und fir
die entsprechende Anwendung (Bildanalayse, RNA-Isolierung, REM-Analyse oder qRT-PCR) in 1 ml lac-
SBF oder LB-Medium pro Titanpldattchen verdiinnt. Die Titanplattchen wurden mit der
Bakteriensuspension auf einem Plattenschittler (PST-60HL, bioSan, Riga, Lettland) fur 1 h bei 37 °C

und 260 rpm inkubiert.

1.6.4 Biofilmbildung zur Isolierung von RNA

Biofilme der Stammen E. coli ATCC 25922 WT, AyddM, OEyddM und pUC18 und E. coli RV308 WT,
AyddM, OEyddM und pUC18 wurden wie in B1.6.7 beschrieben generiert. Nach der 24-stiindigen
Inkubationsphase, wurde der planktonische Uberstand der technischen Replikate in einem 2 ml-
Eppendorf-GefiR gesammelt, abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und sofort in 300 pl Trizol
resuspendiert. Der zuriickgebliebene Biofilm in den Wells der 96-Multiwellplatte wurde dreimal mit
Leitungswasser geflutet, um planktonische Bakterien zu entfernen. Daraufhin wurden pro Well 200 ul
Trizol zugeflgt, es wurde 5 min inkubiert, die Biofilme wurden mit Impfésen geldst und das Biofilm-
Trizol-Gemisch der technischen Replikate in einem 2 ml-Eppendorf-GefaR gesammelt. Die RNA-
Isolierung aus Bakterien der planktonischen und Biofilm-Fraktion erfolgte wie in Abschnitt B2.1.3

beschrieben mit angepassten Volumina.

1.6.5 Wachstumskurven

Um die Auswirkung der Gen-Deletionen und -Uberexpressionen auf die Lebensfihigkeit der E. coli-
Stamme zu Uberpriifen, wurden Wachstumskurven erstellt. Hierfiir wurden jeweils 200 pl einer auf
eine ODgoo = 0,01 — 0,02 eingestellten (Infinite M200 promultimode plate reader, TECAN, Schweiz)
Ubernachtkultur in 96-Multiwellplatten (96-MicroWell™, Nunc™, 732-2721, Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, US) transferiert. Uber das Programm Kinetic Absorption wurden die Kulturen bei
37 °C fur 15 h inkubiert, wobei alle 10 min flr 5 s geschiittelt wurde (Kinetic cycle 10 min, Shaking:
Duration 5 s, orbital, Amplitude 1 mm, Waiter 10 min). Die Experimente wurden in technischen
Duplikaten und biologischen Triplikaten durchgefiihrt. Die Wachstumsraten p [min] wurden anhand
der Formel pu = (In x: — In xo0) / (t — to) berechnet, wobei to, die Anfangszeit und t die Endzeit der

exponentiellen Phase und xo und x: die korrespondierenden Zellzahlen der ODggo-Werte sind.

1.6.6 Biofilmbildung auf Festmedium

Die Bewertung eines veranderten Phdnotyps der Stamme erfolgte durch Makrokolonien auf LB-
Agarplatten. Den LB-Agarplatten wurden, wie in Tab. 3 beschrieben, Kongorot und Coomassie Blau
zugefiigt. 5 pl Bakteriensuspension einer Ubernachtkultur des zu testenden Stammes wurde auf die

LB-Agarplatte getropft. Danach wurden die angeimpften LB-Agarplatten fiir einen Zeitraum von 48 h
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bei 37 °C inkubiert und die Farbung, die Form und die Oberflaichenbeschaffenheit der Makrokolonien
bewertet. Werden von den Bakterien Curli-Fasern gebildet, so bindet der Indikatorfarbstoff Kongorot
daran und verursacht rote Kolonien. Werden keine Curli-Fasern gebildet, so bleibt die Kolonie weiR.
Exopolysaccharide wie PGA, Zellulose oder Kolansdure verursachen auf den Makrokolonien raue
Strukturen, die von kleinen Blasen bis zu komplexen 3D-Strukturen reichen kénnen. Ansonsten bleibt
die Oberfliche der Makrokolonien glatt und rund. Die Experimente wurden in technischen und

biologischen Duplikaten durchgefiihrt.

1.6.7 Biofilmbildung und Quantifizierung der Biomasse eines Biofilms

Die Quantifizierung von an Polystyrol-Oberflaichen gebundenen Biofilmen erfolgte Uber eine
Kristallviolett-Farbung. Kristallviolett bindet an negativ geladenen Oberflachenmolekilen, wie EPS,
und farbt den Biofilm, sowie die gebundenen Bakterien selbst, an. Die photometrisch gemessene
Intensitat des geldsten Farbstoffs ist proportional zur Quantitat des Biofilms (Christensen et al., 1985).
Die zu testenden Stimme wurden aus einer Ubernachtkultur mit LB-Medium auf eine ODggo = 0,05
eingestellt (Infinite M200 promultimode plate reader, TECAN, Schweiz). 200 pl dieser Kultur wurden in
96-Multiwellplatten (96-MicroWell™, Nunc™, 732-2721, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
US) transferiert, abgedeckt und bei 37 °C fiir 24 h inkubiert, damit sich am Boden und am Rand ein
potentieller Biofilm ausbilden konnte. Dann wurde nochmals die Absorption bei ODgoo gemessen (G).
Nachdem die Platte dreimal mit Leitungswasser geflutet wurde, um planktonische Bakterien zu
entfernen, wurden die Biofilme in den 96-Multiwellplatten ohne Deckel bei 60 °C fiir 30 min
hitzefixiert, dann 30 min mit 200 pl 0,1% (m/V) Kristallviolett-Losung (Merck KGaA, Darmstadt, D; in
Wasser gelost) angefarbt und dreimal mit Leitungswasser geflutet, um tiberschiissiges Kristallviolett zu
entfernen. AbschlieBend wurde das gebundene Kristallviolett mit 200 ul 95% (V/V) Ethanol gel6st und
bei ODsos (AB) gemessen. Die spezifische Biofilmbildung wurde leicht abgedndert von Crémet et al.
(2013) Ubernommen: SBF = (AB — CWs00)/(G - CWsgs) mit CW als Negativkontrolle (LB-Medium).
Negative SBF-Werte wurden als 0 gewertet. Die duBeren Wells der 96-Mikrowellplatten wurden mit
destilliertem Wasser gefillt, um den Rand-Effekt (engl. edge effect) zu minimieren. Die Experimente
wurden in technischen und biologischen Triplikaten durchgefiihrt. Die Mittelwerte der Kontrollen

wurden als Normalisierungswert herangezogen (Graphpad Prism8).
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2 Molekularbiologische Methoden

2.1 Isolierung von Nukleinsduren

2.1.1 Isolierung von DNA

Tab. 13: Isolierung von DNA aus verschiedenen Quellen.

Isolierung von Hersteller

DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen
Quick-DNA Microprep Kit, Zymo Research, Freiburg
DNA-Fragmente aus Enzymreaktionen

Plasmide aus E. coli-Stammen NucleoSpin Plasmid EasyPure Mini Kit, Macherey-Nagel, Diiren, D

HMW genomische DNA (PacBio
MagAttract HMW DNA Kit, Qiagen, Hilde, D
Sequenzierung)

LMW genomische DNA (schnell) NucleoSpin™ Microbial DNA Mini Kit, Macherey-Nagel, Diren, D

DNA-Fragmente aus Agarosegelen NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Diiren, D

Die DNA wurde in Nuklease-freien, DEPC-behandeltem Wasser (DEPC-Treated Water, Invitrogen,
Waltham, MA, US) eluiert.

2.1.2 Isolierung von RNA aus auf Titan-adhérierten E. coli spp.

Die RNA-Isolierung von adhérierten E. coli-Bakterien auf Titanplattchen erfolgte von mindestens finf
Titanplattchen, die mit 10® Bakterien/ml beimpft waren. Nach dem in vitro-Adhasionsassay wurden
die planktonischen Bakterien in den Multiwellplatten durch sofortiges Abpipettieren und dreimaliges
Waschen mit 1 ml lac-SBF-Puffer entfernt. Die adharierten Bakterien wurden anschlieRend mit 300 pl
RNAlater®-Losung Uberlagert. Die Proben wurden 12 — 16 h bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben vom Kleber gel6st, gemeinsam in ein 50 ml-
Gefal Uberfluhrt und kurz abzentrifugiert, um die restliche RNAlater-Lésung zu entfernen. Die Proben
wurden mit 3 ml Trizol Gberschichtet und 1 min mittels Vortex (Vortex Genie 2T, neolab, Heidelberg)
geschittelt. Das Proben-Trizol-Gemisch wurde anschlieBend bei 95 °C fiir 5 min erhitzt, um die Zellen
zu lysieren und wieder flir 1 min mittels Vortex (Vortex Genie 2T, neolab, Heidelberg, D) geschittelt.
AnschlieBend wurde das Proben-Trizol-Gemisch bei 14 500 x g fiir 5 min bei 2 °C zentrifugiert (Avanti J-
26S XP, Beckman Coulter, Brea, CA, US), dann wurden 2,7 ml Trizol abgenommen und in ein neues
50 ml-GefaR tberflhrt. Fir die Ausfallung wurden 2,7 ml Ethanolaps. hinzugefiigt und fir 10 s mittels
Vortex gemischt. Das weitere Vorgehen erfolgte nach dem Directzol MicroPrep Kit von Zymo Research
mit einem zusatzlichen prewash-Schritt und zwei weiteren RNA-Wash-Schritten, um etwaig
verschleppte Mikrobestandteile des Borosilikatglases und Titans in der Membran zusatzlich zu
reinigen. Es wurde zweimal mit 6 - 10 pl RNAse-freiem Wasser eluiert. Der DNAse-Verdau erfolgte mit

Epicentres Baseline-ZERO™ DNase (Lucigen®, Middleton, WI, US) fir 30 min bei 37 °C mit einem
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Reaktionsvolumen von 23 ul und anschlieRender Inaktivierung der DNAse mittels Stoplosung bei 65 °C
fiir 10 min. Die Stoplésung wurde nur fir die Gesamt-RNA von E. coli KI683 genutzt, wahrend fir die
Gesamt-RNA von E. coli ATCC 25922 und RV308 keine genutzt wurde und gleich mit der RNA-
Ausfallung begonnen wurde. Die RNA-Ausféllung erfolgte mit einem Co-Fallungsmittel. Daflir wurde
die RNA-Losung mit 1/10 3 M Natriumacetat versetzt, vermischt, 30 ug lineares Polyacrylamid (6 pl,
Co-Precipitant, Bioline, London, UK) dazu gegeben, vermischt, 2,5 Volumen Absolut-Ethanol zugefligt
und vermischt. Das Gemisch wurde fir 30 min bei -80 °C gektihlt, dann fir 15 min bei 2 °C und 18 000
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, das Pellet mit 70%igem Ethanol gespiilt und 5 min
bei 2 °C und 18 000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir 5 min bei
RT getrocknet. Die gesamte RNA wurde in 30 pul RNAse-freien DEPC-behandelten Wasser (DEPC-
Treated Water, Invitrogen, Waltham, MA, US) resuspendiert, die Konzentration der Gesamt-RNA
spektrophotmetrisch gemessen und die RNA sofort bei -80 °C gelagert. Fiir RNA-Seq-Experimente
wurden jeweils 3 x 10 Proben aus drei unabhingigen Experimenten analysiert, damit 30 Proben pro
Kondition (2 nm und 7 nm) zur Verfigung standen. Die drei biologischen Replikate wurden
zusammengefihrt und in zwei technische Replikate geteilt. Die weitere Qualitdtsanalyse mit dem

Agilent Bioanalyzer erfolgte bei der StarSEQ GmbH, Mainz.

2.1.3 Isolierung von RNA aus planktonischen E. coli spp.

Nach dem jn vitro-Adhasionsassay wurden 10 x 100 pl der planktonischen Bakterien lber den
Titanplattchen sofort abpipettiert und in einem 50 ml-Gefall gesammelt. Die Losung wurde fiir 3 min
bei 4000 x g zentrifugiert, das Pellet in 1 ml RNAlater®-Losung resuspendiert und fir 12 — 16 h bei 4 °C
gelagert. Zur weiteren Bearbeitung wurde das Gemisch fiir 3 min bei 4000 x g abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1ml Trizol resuspendiert und das restliche

Versuchsprotokoll wurde wie in Abschnitt B2.1.2 mit angepassten Volumina durchgefiihrt.

2.2 Manipulation von Nukleinsauren

2.2.1 Konzentrationsmessung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Plasmiden, PCR-Fragmenten, LMW gDNA, cDNA und RNA wurde am
NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) gemessen. Fiir die
Bestimmung wurde stets 1 ul eingesetzt. Die Konzentrationsbestimmung von HMW gDNA erfolgte
Uber Agarosegele, wobei 2 ul Probe aufgetragen und die Konzentration anhand eines DNA-

GroRenstandards bekannter Konzentration abgeschéatzt wurde.
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2.2.2 Restriktionsverdau
PCR-Produkte, Plasmid- und genomische DNA wurden mit den jeweiligen Restriktionsendonukleasen
(New England Biolabs, Frankfurt, D) und den vom Hersteller angegebenen Puffern in 20 — 50 ul fir

mindestens 1 h bei der empfohlenen Temperatur inkubiert.

2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten
Um Plasmid-DNA zu ligieren, wurde das Rapid DNA Ligation Kit nach Herstellerangaben eingesetzt

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US).

2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden mittels PCR in einem Biometra® T Advanced Thermocycler (Biometra,
Gottingen, D) oder in einem Mastercycler® nexus (Eppendorf, Hamburg, D) amplifiziert. Phusion Flash
High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) wurde zur Amplifizierung
von routinemafRigen Screens von Kolonien genutzt. Kolonien wurden zuerst in 15 ul Wasser
resuspendiert und hiervon 1 ul fir die PCR genutzt. Um die Effizienz der qRT-PCR-Primer vor dem
eigentlichen gRT-PCR-Experiment zu Uberprifen, wurden eine qualitative PCR mit den spezifischen
gRT-PCR-Primer, der MyTaq™ Red (Bioline, London, UK) und 10 ng gDNA oder cDNA als Vorlage
durchgefihrt. Das PCR-Produkt wurde anschlieRend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Merkmale

der Primerqualitat waren die GroRe, Dichte, Scharfe und Exklusivitat der Banden.

2.2.5 Nahtlose Assemblierung von PCR-Fragmenten

Die nahtlose Assemblierung von verschiedenen DNA-Fragmenten wurde mithilfe des NEBuilder® HiFi
DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs, Frankfurt, D) erméglicht, das auf der Uberlappung
homologer Regionen basiert (Gibson et al., 2009). Die Plasmide (Tab. 4) und die dazugehdrigen Primer
(Tab. 5) wurden Uber die webbasierte Software  NEBuilder  Assembly  Tool
(http://nebuilder.neb.com/#!/) entworfen. 2 ul des Ansatzes wurden in E. coli NEB® Turbo-Zellen

transformiert.

2.2.6 PCR zur Erstellung der Rekombinationskassetten

Die Integrationskassetten fiir die Deletionsmutanten wurden mit der PrimeSTAR® GXL DNA
Polymerase (Takara Bio, Kyoto, Japan) unter Verwendung der in Tab. 9 aufgefiihrten Primern nach
Herstellerangaben amplifiziert, mittels Agarosegel-Elution aufgereinigt, mit Dpnl verdaut und
nochmals mittels Agarosegel-Elution aufgereinigt. Die Positionen der flankierenden, homologen

Sequenzen variieren und sind in den entsprechenden Abschnitten erldutert.

2.2.7 Erzeugung chromosomaler Knockout-Mutanten durch Rekombination
Die spezifische Integration von DNA-Fragmenten in das Genom von E. coli erfolgte nach Anleitung des

Quick&Easy E. coli Gene Deletion Kits (GeneBridges, Heidelberg, D) mit wenigen Anderungen. Dabei
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wurden E. coli-Bakterien mit dem Plasmid pRed/ET in 10 ml LBset, bei 30 °C fiir 2 h bis zur ODgoo = 0,2 -
0,3 inkubiert und anschlieBend mit 300 pl L-Arabinose induziert (pBAD-Promoter). Gleichzeitig wurde
die Temperatur auf 37 °C erhoht, um die Produktion der Rekombinationsproteine einzuleiten. Nach
einstlindiger Inkubation wurden die Bakterien elektrokompetent gemacht (s. B2.4.2) und in 3 x 50 pl
Ansdtze geteilt. Daraufhin wurden 300 ng der linearen Integrationskassette fiir die Transformation
verwendet und die Zellen wurden 3 h bei 37°C unter 300 rpm inkubiert (SmartBlock™, Eppendorf,
Hamburg, D; Corning® mini bioreactor, Merck, Darmstadt, D). Im Anschluss wurden 20 und 80 pl der
E. coli-Suspensionen auf entsprechende Selektionsagarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C

inkubiert. E. coli-Klone wurden mittels Kolonie-PCR und Primern aus Tab. 10 untersucht.

2.2.8 Entfernen von DNA-Fragmenten aus dem E. coli-Genom mittels FLP-Rekombination

Das FLP-Rekombinationssystem modifiziert spezifisch DNA-Fragmente zwischen FRT-Sequenzen. Diese
Methode wurde verwendet, um Selektionsmarker aus dem Genom von E. coli zu entfernen. Hierfir
wurde das Plasmid pSIJ8 wie im Protokoll bei Jensen et al. (2015) angewendet. Dabei wurden
elektrokompetente E. coli-Zellen mit dem genomisch integrierten Selektionsmarker mit Plasmid pSI1J8
transformiert und auf LByan/carb-Agarplatten bei 28 °C inkubiert. Mittels Kolonie-PCR verifizierte positive
Klone wurden in LBan/cari-Medium fir 2 h bei 30 °C inkubiert. Daraufhin wurde das Bakterienpellet in
LBcarb mit 50 mM Rhamnose aufgenommen und fiir 6 h bei 30 °C inkubiert. Innerhalb der 6 h entfernte
die Rhamnose-induzierte FLP-Rekombinase den Selektionsmarker zwischen den FRT-Sequenzen und

hinterliel3 nur eine FRT-Sequenz als Footprint zuriick.

2.2.9 cDNA-Synthese

Gesamt-RNA wurde von adharierten und planktonischen Bakterien, wie in den Abschnitten B2.1.2 und
B2.1.3 beschrieben, isoliert. Um die komplementaren cDNA-Einzelstrange zu synthetisieren, wurde
dem Maxima™ H Minus Protokoll (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, US) mit den folgenden
Zusatzen gefolgt: 100 ng RNA, 0.5 um random hexamer primers (Invitrogen, Waltham, MA, US),
0,5 mM dNTP Mix (Bioline, London, UK), Thermo Polreaction buffer, 1 U RNAseOUT™ RNase Inhibitor
(Invitrogen, Waltham, MA, US) und 10U Maxima™ H Minus Reverse Transcriptase in einem
Reaktionsvolumen von 20 pl. Der Reaktionsansatz wurde im Temperaturprofil 10 min bei 25 °C, 60 min
bei 50 °C und 5 min bei 85 °C inkubiert. Das Gemisch wurde bei -20 °C gelagert oder sofort in der gRT-

PCR eingesetzt.

2.2.10 qRT-PCR

Eine qRT-PCR-Analyse wurde im QuantStudio™ 3 System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US)
in 20 pl-Reaktionen in 96-Multiwellplatten (FrameStar® 96 Well Skirted, PCR Plate, 4ti-0961) mit Hilfe
des MyTag™ HS Mix (Bioline, London, UK), EvaGreen® (Biotium, Hayward, CA, US), spezifischen

Primern aus Tab. 6 bis Tab. 8 und 50 ng gepoolter cDNA pro Reaktion durchgefiihrt. Dazu wurden die
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Multiwellplatten mit druckempfindlicher, selbstklebender Folie fest versiegelt (Applied Biosystems®
MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems™, Waltham, MA, US). Die Primer-Effizienz
wurde vorher mit Hilfe von Standardkurven berechnet, wobei gDNA-Mengen ab 100 ng seriell 1:5
verdinnt wurden. Es wurden sechs Punkte mit jeweils drei Replikaten herangezogen und Primer mit
Primer-Effizienzen zwischen 80 — 105% verwendet. Als interne Kontrolle und Normalisierung fiir die
Genexpression wurde arcA fir E. coli ATCC 25922 und KI683 und gyrA fiir E. coli RV308 verwendet. Fiir
die vergleichende CT-Methode (AACT) zur Verifizierung der differentiell exprimierten Gene, die durch
Transkriptomanalysen identifiziert worden waren, wurde fir E. coli ATCC 25922 und KI683 die
planktonische Fraktion als Kalibrator herangezogen, sowie fiir E. coli RV308 die adharente Fraktion.

Fir die qRT-PCR-Experimente wurden biologische und technische Triplikate eingesetzt.

2.3 Gelelektrophorese

Die Agarosegel-Elektrohphorese dient der Auftrennung von Nukleinsdauren nach ihrer GroRe und
findet in horizontalen Gelen statt. Die Agarosekonzentration betrug flir Nukleinsauren tber 0,5 kb 1%,
fur unter 0,5 kb 1,5% in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/HCl pH 8,5, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) und
0,01% Ethidiumbromid. Die Proben wurden, falls notig, mit 1/6 Vol. Ladepuffer versetzt und
zusammen mit einem passenden GroRenstandard auf das Agarosegel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 80 — 130 V. Die Visualisierung der DNA

mittels UV-Licht erfolgte im Alphalmager® HD (proteinsimple, San Jose, US).

2.4 Transformation von DNA

2.4.1 Hitzeschocktransformation
Die Transformation von E. coli via Hitzeschock erfolgte nach Angaben der Hersteller der chemisch

kompetenten E. coli NEB® Turbo-Zellen.

2.4.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Um bei E. coli eine Elektrokompetenz zu erzeugen, muss die Umgebung der Zellen von jeglichen Salzen
befreit sein, um bei einem Elektroschock die Permeabilitat der Zellmembranen zu erhéhen (Tu et al.,
2016). Deshalb wurden 100 ul E. coli-Bakterien aus der exponentiellen Phase pelletiert und in 1 ml
MilliQ-Wasser resuspendiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Fiir die sofortige Verwendung
wurden die Zellen im letzten Schritt in 50 ul MilliQ-Wasser resuspendiert, flr eine spatere
Verwendung in 50 ul 10%iger (V/V) Glycerollosung in MilliQ-Wasser resuspendiert und bei -80 °C

gelagert.
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2.4.3  Elektrotransformation

Fiir eine Elektroporation wurden die (aufgetauten) E. coli-Bakterien mit DNA versetzt und in eine
Elektroporationskiivette mit einer Spaltbreite von 1 mm (Biozym, Hessisch Oldendorf, D) transferiert.
Die Elektroporation erfolgte in einem Elektroporator (Eporator®, Eppendorf, Hamburg, D) bei 1700 V
fir 5 ms. Zu der Zellsuspension in der Kivette wurde sofort 1 ml 37 °C warmes SOC-Medium
zugegeben. Die Lésung wurde in ein 50 ml GefaR Uberfihrt (Corning® mini bioreactor, Merck,
Darmstadt, D) und bei 37 °C je nach Anwendung fiir 1 — 3 h inkubiert. Im Anschluss wurden 20 und
80 ul auf entsprechende Selektionsagarplatten ausplattiert und es wurde Uber Nacht bei 37 °C

inkubiert.
3 Mikroskopie

3.1 Fluoreszenzmikroskopie

3.1.1 Vorbereitung zur Quantifizierung der adharierten Bakterien — Bildanalyse

Sechs Titanplattchen pro Rauigkeit und Bakterienstamm wurden pro Experiment genutzt, die jeweils
mit 2 x 10* Bakterien/ml bzw. /Oberfliche beimpft waren. Die Impfmenge wurde durch Auszihlen
(Neubauer-Zdhlkammer) bestimmt und mit einer Verdiinnungsreihe bestéatigt. Die Titanplattchen mit
den adhérierten Bakterien (=Probe) wurden dreimal mit 1 ml lac-SBF gespilt (mittels Hoch- und
Herunterpipettieren) und in eine gesonderte 24-Multiwellplatte mit vorgelegten 1 ml Histofix (4%
(V/V) Paraformaldehyd in 1xPBS, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US) fur 30 min fixiert. Die Proben
wurden einmal mit MilliQ-Wasser gespilt. Um die Bakterien anzufdrben, wurden die Proben nach
Zugabe von 1 ml Hoechst 33258 (10 pg/ml in lac-SBF) 30 min in Dunkelheit inkubiert. Nach einmaligem
Eintauchen in Wasser, Luftrocknung und Aufkleben auf Objekttrager, wurden die Proben bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C in Dunkelheit gelagert. Die Visualisierung erfolgte mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Microscope Axiolmager M2, Carl Zeiss AG, Oberkochen, D) mit einem
20x-Objektiv und dem DAPI-Filtermodul. Es wurden 15 zufillige 12 Bit-Bilder a 710.52 x 532.38 pm?
(1388 x 1040 Pixel) pro Titanplattchen aufgenommen, die eine reprasentative Flache von 3,2% der

Gesamtflache widerspiegeln.

3.1.2 Aufnahme einer kompletten Titanoberflache fiir die Bootstrapping-Analyse

Um die Anzahl der Bilder abzuschatzen, die fiir ein reprasentatives Abbild der adhéarierten Bakterien
auf den Titanplattchen bendtigt werden, wurde ein Bootstrapping-Ansatz verfolgt (Efron, 1979). Dazu
wurde ein ganzes Titanplattchen mit adharierten Bakterien mit dem Fluoreszenzmikroskop (BZ-X800,
Keyence, Osaka, Japan) mit dem 20x-Objektiv a 720 x 540 um? (960 x 720 Pixel) vollstdndig gescannt

und mittels Stitching-Funktion zu einem Gesamtbild zusammengefiigt (BZ-X800 Analysis v1.1.1.8).
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3.2 Rasterelektronenmikroskopie mit fokussierten lonenstrahl (FIB-REM)

Titanplattchen, mit einer Inokulationsmenge von 102 Bakterien/ml in lac-SBF bzw. LB-Medium, wurden
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Fir jeden Stamm und jede Rauigkeit wurden pro
Experiment zwei Titanplattchen genutzt. Zur Vorbereitung wurden die Titanplattchen mit adharierten
Bakterien (=Proben) dreimal in MillliQ-Wasser getaucht, um planktonische und lose Bakterien zu
entfernen, und anschlieRend 15 min in 1x PBS inkubiert. Die Proben wurden danach mit 2,5% (V/V)
Glutaraldehyd (Glutardialdehydl6sung 25%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US; gel6st in MilliQ-Wasser)
fir einen Zeitraum von 12 h fixiert. Nachdem das Fixierungsmittel 15 min mit MilliQ-Wasser
abgewaschen wurde, wurden die Proben schrittweise mit einer ansteigenden Ethanolkonzentration in
Wasser (V/V, 20%, 40%, 60%, 80% and 90%) a 15 min Inkubationszeit dehydriert. Nach dem letzten
Schritt wurden die Proben zweimal in Ethanol.ss. jeweils 30 min inkubiert. Die chemische Trocknung
erfolgte mit einem Hexamethyldisilazan (HMDS)-Ethanol-Gemisch mit ansteigender HDMS-
Konzentration (V/V, 25%, 50%, 75%) und 3 — 5 min Inkubationszeit pro Gemisch. Die Proben wurden
an der Luft getrocknet und mit Wolfram beschichtet (ca. 2 nm) (S150B, Edwards Ltd, Crawley, UK).
Mithilfe des REMs AURIGA 60 CrossBeam® FIB-SEM scanning electron microscope (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, D) wurden Bilder mit VergroRerungen von 1 000x bis 70 000x bei 4 kV und einer Distanz
von 3.3 mm angefertigt (Heidrun Garlipp, OSIM, Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft Jena).
Querschnitte der adhérierten Bakterien wurde mit dem fokussierten lonenstrahl (engl. focused ion
beam, FIB) bei VergroRerungen zwischen 33 000x und 80 000x bei 5 kV und einer Distanz von 5,1 mm

aufgenommen (Ralph Wagner, OSIM, Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft Jena).

4 Bioinformatische Methoden, Statistik und Datenbanken

4.1 Bildanalyse der adharierten Bakterien auf Titanplattchen

Die aus dem in vitro-Adhéasionsassay stammenden Bilder (s. Abschnitt B3.1.1) wurden mit ImageJ (FlJI
v1.52p) (Schindelin et al, 2012) analysiert (Bianca Hoffmann, Leibniz-HKI, Angewandte
Systembiologie). Die RGB-Bilder wurden zuerst in eine 8 Bit-Grauskala konvertiert und mittels
UnsharpMask mit einem mask radius von 3 und mask weight gescharft. Rauschen (engl. noise) wurde
durch die Despeckle-Funktion unterdriickt. Um potentielle Bakterien vom Hintergrund zu separieren,
wurden die Bilder mit der k-means Clustering-Funktion segmentiert und mit k = 2, cluster center
tolerance = 0,0001 und randomization seed = 48 eingestellt. Die daraus resultierenden Grauskala-
Bilder mit zwei Objektklassen wurden mit einem Schwellenwert (engl. threshold) von 1 binarisiert,
womit der Hintergrund in schwarz und die Bakterien in weill umgewandelt wurden. Objekte, die sich

nicht am Rand befanden und zwischen 2 und 100 Pixel grolR waren, wurden mit der Analyze Particle-
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Funktion quantifiziert. Da Bakterien als regelmalige, stdabchenférmige bis runde feste Objekte
erscheinen, wurden Artefakte aufgrund der morphologischen Merkmale und entsprechender
Grenzwerte ausgeschlossen (perimeter 2 35 Pixel, circularity < 0.5, aspect ratio 2 3, roundness < 0.4
und solidity < 0.7). Objekte, auf die weniger als drei der Parameter zutrafen, wurden von der weiteren
Analyse exkludiert. Die Anzahl der Bakterien wurde fir jedes Bild exportiert und fir die statistische
Auswertung verwendet. Die statistische Analyse wurde mit R v3.6.1 (R Core Team, 2018)
durchgefihrt. Da die absolute Anzahl der Bakterien auf den Oberflachen zwischen den Experimenten
variierte, wurde die Anzahl der Bakterien auf den E. coli-Stamm ATCC 25922, adhéariert auf 2 nm-
Titanplattchen, normalisiert und in Prozent angegeben. Der Mittelwert dieser Bedingung entspricht
dabei 100%. Ergebnisse aus den unabhangigen Experimenten wurden kombiniert und als Anzahl der
Bakterien pro Bild zu Boxplots zusammengefasst. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden durch
den Wilcoxon-Mann-Whitney-Test mit Benjamini-Hochberg-Korrektur und den paarweisen

EffektgroRen nach Hedges’ g ermittelt.

4.2 Schatzung der bendtigten Bilder im in vitro-Adhasionsassay (Bootstrapping)

Das Gesamtbild aus dem Abschnitt B3.1.2 wurde anhand eines Bootstrapping-Versuchs weiter
prozessiert (Bianca Hoffmann, Leibniz-HKI, Angewandte Systembiologie). Um das runde Titanplattchen
mit adhérierten Bakterien aus dem Gesamtbild zu extrahieren, wurde das Titanplattchen mit einem
Kreis als interessierende Region (engl. region of interest, ROl) markiert und ausgeschnitten. Alle Pixel
innerhalb der ROl wurden auf 0 gestellt. Die Belichtung wurde vereinheitlicht, indem der Hintergrund
mit einem mask radius = 110 Pixel eingestellt wurde. Das Bild wurde mit einem Schwellenwert = 4
binarisiert und verbleibende Artefakte am Rand des ROl wurden manuell entfernt. Agglomerierte
Partikel wurden durch die watershed-Funktion gesplittet. Alle Objekte kleiner als 4 Pixel und groRer als
die MittelwertgroRRe plus das Zweifache der Standardabweichung aller Objekte wurden von der
Analyse exkludiert. Verbleibendes Rauschen wurde durch die Remove Outliers-Funktion mit einem
Radius von 2 entfernt. Das so vorbereitete Gesamtbild wurde dann in nicht-lberlappende Einzelbilder
mit den GréRenangaben des Originalexperiments a 1388 x 1040 Pixel geschnitten. Es wurden nur
ganze Einzelbilder genutzt. Die durch die Analyze Particles-Funktion bestimmte Anzahl der Bakterien
wurde fiur die statistische Auswertung herangezogen. Die statistische Auswertung basierte auf der
Bootstrapping-Anwendung, bei der aus einer Probe verschieden viele Stichproben gezogen werden,
um daraus eine theoretische Verteilung abzuleiten (Efron, 1979). Hier wurde eine definierte Anzahl
Einzelbilder als Stichprobe gezogen, wobei das Einzelbild nach Zahlung wieder zurlickgelegt wurde. Die
StichprobengrofRe rangierte von 1 bis 50 und jedes Mal wurde der Mittelwert der Bakterienanzahl

ermittelt. Dieser Prozess wurde 1000x pro StichprobengrofRe wiederholt und der gebildete Mittelwert
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und das gebildete Konfidenzintervall abgespeichert. Der Mittelwert und das Konfidenzintervall der
Anzahl der Bakterien pro StichprobengrofRe wurde visualisiert und genutzt, um darzustellen, wie gut
der reprasentative Mittelwert eine Anzahl Bilder mit dem annadhernden realen Mittelwert der ganzen

Titanoberflache korrespondiert.

4.3 de novo-Genomsequenzierung in E. coli KI683 mittels PacBio

Da die Genomsequenz von E. coli KI683 fiir die Interpretation der RNA-Sequenzierungsdaten
notwendig war, wurde diese durch PacBio-Sequenzierung (Genewiz, South Plainfield, NJ, US) ermittelt.
Die Sequenzierdaten (Stefani et al., 2020) wurden in der DDBJ/ENA/GenBank-Datenbank unter der
Studiennummer PRIEB34704 (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB34704) hinterlegt. Die
Rohdaten der Sequenzen sind unter der Zugangsnummer ERX3577898
(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/ERX3577898) abrufbar.

4.4 in silico-Nachweis von Plasmiden in E. coli KI683

Zur Prifung eines moglichen plasmidialen Ursprungs der beiden Contigs 2 und 3, wurden die
Sequenzen in das webbasierte Programm PlasmidFinder 2.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) (Carattoli et al, 2014) eingespeist und die
Einstellungen wie folgt (ibernommen: Select database = Enterobacteriaceae, Selection threshold for

minimun % identity = 95% und Select minimun % coverage = 60%.

4.5 Genomvergleich

Fir den Genomvergleich wurden die Genomsequenzen der Stamme ATCC 25922 (GCF_00743255.1),
KI683 (GCF_902505025.1) und RV308 (GCF_000952955.1) (Krempl et al., 2014) im Dateiformat *.fasta
von der NCBI-Datenbank heruntergeladen. Die Sequenzen wurden in NUCMER version 4.0.0beta2
(Delcher et al., 2002) eingespeist und verglichen (Tongta Sae-Ong, Leibniz-HKI, Systembiologie und

Bioinformatik).

4.6 Orthologes Genclustering

Um den gemeinsamen und Stamme-spezifischen Genpool der E. coli-Stimme zu identifizieren, wurden
die entsprechenden Genannotationen der drei Stamme ATCC 25922 (GCF_00743255.1), KI683
(GCF_902505025.1) und RV308 (GCF_000952955.1) (Krempl et al., 2014) im Dateiformat *.faa von der
NCBI-Datenbank heruntergeladen. Die Genannotationen wurden zum orthologen Genclustering in das
webbasierte Programm OrthoVenn2 (https://orthovenn2.bioinfotoolkits.net/task/create) (Xu et al.,

2019) hochgeladen und mit den Einstellungen E-value = 1e-5, Inflation value = 1,5 und eingeschalteter
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Annotation und Protein similiarity prozessiert (Tongta Sae-Ong, Leibniz-HKI, Systembiologie und

Bioinformatik).

4.7 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung ,zahlt digital” RNA-Molekiile aus und erfasst somit relevante biologische
Anderungen in der Genexpression von Mikroorganismen in einem bestimmten Zustand. Aus der
gepoolten Gesamt-RNA aus jeweils drei Replikaten der adhéarierten und planktonischen Bakterien
wurden 1 ug Gesamt-RNA von E. coli ATCC 25922, 0,6 ug von E. coli KI683 und 1 ug fir E. coli RV308
fir die Bibliothekenvorbereitung prozessiert. Die rRNA-Depletion, Bibliothekenerstellung und die next
generation-RNA-Sequenzierung wurden von der StarSEQ GmbH (Mainz, D) durchgefihrt. Fiir die rRNA-
Depletion der Gesamt-RNA der Stamme ATCC 25922 und KI683 wurde das Illlumina Ribo-Zero rRNA
Depletion Kit (Illumina, San Diego, CA, US) angewendet, fir die Gesamt-RNA des Stammes RV308 das
RiboMinus™ Transcriptome Isolation Kit (Invitrogen, Waltham, MA, US). Die Bibliotheken aller Proben
der drei Stdmme wurde mit dem NEBNext® Ultra™ Il directional RNA Library Kit for lllumina® (New
England Biolabs, Frankfurt, D) erstellt und mit dem Illlumina®NextSeq 500-System (lllumina, San Diego,
CA, US) sequenziert. Die Proben von E. coli ATCC 25922 und KI683 wurden 2 x 75 nt sequenziert, die
10 Mio. bzw. 50 Mio. gepaarte reads und 4,5 Gb bzw. 7,5 Gb pro Probe produzierten. Die Proben von
E. coli RV308 wurden 2 x 150 nt sequenziert, die 25 Mio. gepaarte reads und 3,75 Gb pro Probe
ergaben. Die insgesamt 16 RNA-Sequenzierdaten wurden in der DDBJ/ENA/GenBank-Datenbank unter
der Studiennummer PRJEB39155 hinterlegt (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB39155).

4.8 Transkriptomanalyse

Die reads aus der RNA-Sequenzierung wurden fiir eine differentielle Genexpression mit dem in house-
entwickelten RNA-Seqg-Protokoll GEO2RNA-seq, Version 0.100.1 (Seelbinder et al., 2019) , in R Version
3.5.1 (R Core Team, 2018) geschrieben und weiter verarbeitet (Thomas Wolf, Tongta Sae-Ong, Leibniz-
HKI, Systembiologie und Bioinformatik). Das Protokoll enthélt alle Schritte zur Vorverarbeitung der
rohen reads aus der RNA-Sequenzierung bis zur Analyse von differentiell exprimierten Genen
,einschlieRlich der Tabellen und Visualisierungen der Daten fiir Zwischen- und finale Ergebnisse. Fir
differentiell exprimierte Gene wurden folgende Grenzwerte festgelegt: FDR < 1% und log, FC > 1 oder
log, FC < -1. Die Programme wurden mit voreingestellten Parametern genutzt und die entsprechenden
Referenz-Genomannotationen der drei Stdamme ATCC 25922 (GCF_00743255.1), KI683
(GCF_902505025.1) und RV308 (GCF_000952955.1) (Krempl et al., 2014) fur das Mapping verwendet.
Fiir die Stamme E. coli ATCC 25922 und KI683 wurden drei Vergleiche (adhérierte Bakterien auf 2 und

7 nm-rauen Oberflachen und planktonisch) und fir den Stamm RV308 zwei Vergleiche (adhérierte
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Bakterien auf 2 nm-rauen Oberflichen und planktonisch) berechnet. Die Tabellen der

Transkriptomsequenzierungsdaten befinden sich auf der CD (Tab. S1 —S3).

4.9 Genanreicherung GSEA

Das Hauptprinzip einer Genset-Anreicherungsanalyse (GSEA) besteht darin, in einer Reihe von Genen
oder Proteinen einer omics-Analyse die biologische Funktion zu deduzieren und zu priifen, inwiefern
diese Uberprasentiert sind. Flr die Transkriptomanalysen wurde das webbasierte Programm GSEA-Pro
v3 (http://gseapro.molgenrug.nl/) verwendet. Hierfir wurden die Genloci und korrespondierenden
log, FC getrennt in hoch- und herunterregulierte differentiell exprimierte Gene aus der
Transkriptomanalyse herangezogen, das jeweilige RefSeq-Genom gewahlt, als Single list with values
und eingeschalteter Funktion Auto detect threshold values prozessiert. Da die Genome von E. coli
KI683 und RV308 nicht in der Datenbank vorhanden waren, wurde der FACoP-Webserver
(http://facop.molgenrug.nl/) genutzt, um eine entsprechende Genomvorlage zu erstellen. Die

Tabellen der GSEA befinden sich auf der CD (Tab. S4 — S6).
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Ergebnisse

C ERGEBNISSE

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Interaktion zwischen E. coli-Bakterien und Titanoberflachen mit
Oberflachenstrukturen von R; = 2 — 16 nm. Zellanhdange von Bakterien sind fir die Initialadhdsion auf
biotischen und abiotischen Oberflaichen wichtig, da sie als Anker dienen und auf mechanische
Strukturen reagieren konnen (Berne et al., 2015; Gordon & Wang, 2019). Zellanhdnge selbst weisen
Durchmesser zwischen 2 nm im Fall von Curli (Craig, Pique, & Tainer, 2004), 5 — 8 nm fur Typ 1, S- und
P-Fimbrien (Olsén et al., 1989) und 20 nm fir Flagellen auf (Macnab, 2003). Somit kdnnten
Oberflachenstrukturen im Mal3stab von Zellanhdngen eine mechanische Inkompatibilitdt zwischen den
Oberflachenstrukturen und den Zellanhdngen hervorrufen. AuRerdem wurde eine vermehrte
Adhéasion von Mikroorganismen auf Titanplattchen mit einer Rauigkeit von unter 2 nm festgestellt
(lvanova et al., 2010, 2011; Webb et al., 2013a), wohingegen fir Titanplattchen mit einer Rauigkeit
von liber 16 nm eine geringere Adhéasion verzeichnet wurde (Singh et al., 2013). Neben diesen Daten
liegen derzeit kaum weitere Erkenntnisse Uber das bakterielle Adhasionsverhalten auf Oberflachen mit
einer Rauigkeit zwischen 2 und 16 nm vor. Daher sollte in dieser Arbeit die Adhdsion verschiedener
E. coli-Stamme auf Oberflachenstrukturen mit einer Rauigkeit von 2 bis 16 nm bildanalytisch und
durch genetische Analyse der E. coli-Stimme, insbesondere innerhalb der initialen Adhasion,
charakterisiert werden. Das nachfolgende Kapitel ist in sechs Teile gegliedert. Zuerst wird der in vitro-
Adhasionsassay und dessen Parameter beschrieben, mit dessen Hilfe geeignete E. coli-Kandidaten
ermittelt wurden. Im zweiten Teil werden sowohl die verschiedenen Bindungstypen, als auch die
verschiedenen Auspragungen von Zellanhangen der verwendeten E. coli-Stamme vorgestellt. Diese
E. coli-Stamme sind ideale Kandidaten, um die Wirksamkeit von Nanostrukturen nuancierter zu
Uberprifen. Der dritte Teil behandelt die quantitative Bildanalyse der drei ausgewahlten E. coli-
Stamme auf den vier verschiedenen nanorauen Titanoberflichen. Der vierte Teil beinhaltet
vergleichende Genomanalysen der E. coli-Stdamme, wahrend der fiinfte Teil die Ergebnisse der
vergleichenden Transkriptomanalysen zwischen sessilen und planktonischen E. coli-Bakterien
beschreibt. Der sechste und letzte Teil behandelt Einzelgendeletionen und -liberexpressionen in den

E. coli-Stammen und der Einfluss der analysierten Gene auf die Adhdsion und Biofilmbildung.

1 Etablierung eines in vitro-Adhasionsassays

Bis dato wurden einige in vitro-Modellsysteme fiir die Testung mikrobieller Adhadsion beschrieben. In
dieser Arbeit werden, wie in den meisten Studien, Multiwellplatten genutzt, um die zu testenden

Titanplattchen mit verschiedenen Oberflaichenrauigkeiten mit ausgewdhlten Mikroorganismen
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zusammen zu bringen. Neben den Mikroorganismen und dem zu testenden Material, sind sowohl die
Methode zur Detektion adharierter Bakterien auf den Oberflachen, als auch Umgebungsfaktoren, wie
das Medium und die Inkubationszeit, wichtige Parameter, welche die Interaktion zwischen
Testorganismus und Material beeinflussen und hier vor Testbeginn eruiert wurden. Um eine
Anlagerung von Mediumproteinen zu vermeiden, die zu einer Maskierung der Rauigkeiten fiihren
koénnten, und den physischen Kontakt zwischen Bakterien und der Oberflache zu gewahrleisten, wurde
als proteinfreier Puffer die Laktat-gepufferte simulierte Korperflissigkeit (lac-SBF) gewahlt. Dieser

Puffer imitiert die lonenkonzentrationen im Blut (Pasinli et al., 2010).
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1.1 Genomische Expression von GFP zur erleichterten Detektion von E. coli in der

Bildanalyse

Zur Quantifizierung der adharierten Bakterien auf den Oberflachen durch eine Bildanalyse ist ein
geeignetes Reportersystem noétig. Daflr wurden beispielhaft in E. coli RV308 Fluoreszenzproteine
exprimiert, wobei das fiir das Fluorophor kodierende Gen unter einem starken konstitutiven Promoter
genomisch integriert ist. Hierfir wurde die Integrationskassette mit der Gibson assembly®

Klonierungsstrategie (Gibson et al., 2009) generiert (Abb. 3).

pRecA
A AmpR
GFPuv pUC57_pRecA
FRT _mOrange2
pGB2
pMBlori
FRT
GFPuv FRT_pGB2_kanR_FRT_pMB1lori AmpR_pRecA
PCR-Fragment mit zwei PCR-Fragment PCR-Fragment mit
homologen Ende einem homologen Ende
B pRecA
AmpR 7 pRecA
GFPuv AmpR
Gibson GFPuv
assembly®
50°C. 1 ha pRecA_GFPuv_

FRT_pGB2_kan
_FRT

pMB1lori
kanR

FRT ERT

Abb. 3: Klonierungsstrategie (Gibson assembly®) zur Herstellung von Plasmiden aus DNA-Fragmenten. Assemblierung des
Plasmids pRecA_GFPuv_FRT_pGB2_kan_FRT. A) DNA-Fragmente wurden mittels PCR und Gberlappenden DNA-Sequenzen
amplifiziert. B) Die aufgereinigten DNA-Fragmente wurden gemischt und fir 1 h bei 50°C inkubiert. 2 pl der Reaktion wurden
fir die Transformation in E. coli NEB genutzt. Das Plasmid wurde nach der Transformation von E. coli von einer das Plasmid-
enthaltenden Kolonie isoliert, aufgereinigt und sequenziert.

Das Plasmid pRecA_GFPuv_RT_pGB2_kanR_FRT (Projektarbeit 2017, Carl Telle, Leibniz-HKI) diente als
Vorlage fur die Amplifizierung der Kassette flir die genomische Integration (Abb. 4A). Diese setzte sich
aus folgenden Komponenten zusammen: dem starken, konstitutiven Promoter des recA Gens

(Oxgene, 2016), dem Fluoreszenzprotein GFPuv, dem Promoter des Granzym B-Gens pGB2 und dem
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Kanamycin-Resistenzgen kanR mit flankierenden FLP recognition target (FRT)-Sequenzen. Die FRT-
Sequenzen ermoglichten die Entfernung des Resistenzmarkergens nach Selektion. Als Zielsequenz
wurde das Gen manX, aus dem Mannose-Transport kodierenden Locus manXYZ ausgewahlt, da es
wahrscheinlich auch nach Disruption die bakterielle Adhadsion nicht beeinflusst. Die genomische
Integration erfolgte Giber das phagenbasierte Red/ET-Rekombinationssystem (Zhang et al., 1998). Die
Verifizierung des veranderten Genotyps nach Integration der Kassette in das Genom von E. coli RV308
erfolgte sowohl mit Primern, die die flankierenden Sequenzen der Integrationskassette erkennen

(0oGB1/0GB4), als auch mit solchen, die innerhalb der Integrationskassette binden (oIN3, 0oGB3).

he1 oGB1/4
A \iN.smo A
pRecA_GFPuv FRT FRT
_FRT_pGB2_ GFPuv pGB2 - . ......... 2286 bp
kanR_FRT : oNSOTS
HS2
B
osB1 FRT o583 FRT
....... m@ GFPuv pGB2 kanR - E. coli Genom
Pra—
olN3 oGB4
¢ b A+
oGB1/4 oGB1/0IN3
A WT A WT

2465 bp
1247 bp[™0

276 bp

Abb. 4: Deletionsstrategie mittels Red/ET-vermittelter Rekombination zur genomischen Integration eines
Fluoreszenzprotein-kodierenden Gens. A) PCR-Amplifizierung einer linearen DNA-Integrationskassette mit homologen (HS)
Sequenzen zum Zielgen manX. HS1 umspannt die Basenpaare 69 — 119 bp und HS2 119 — 169 bp nach dem Startcodon. B)
Durch den Red/ET-Rekombinationsprozess wird das Zielgen (blau) durch das Kanamycin-Resistenzgen (kanR) unter der
Kontrolle des Granzym B-Promoters (pGB2) und zwei flankierenden FLP recognition target (FRT) ersetzt. C) Die Verifizierung
der genomischen Integration erfolgt durch drei Primerpaare, die zu drei unterschiedlich grofen PCR-Fragmenten fihren
(gezeigt auf den Bildern der Agarosegele). D) Der neue Stamm E. coli RV308 AmanX::RecA_GFPuv_FRT_pGB2_kan_FRT Klon
Nr. 18 baut keine Mannose ab und bleibt wie die Positivkontrolle E. coli HS993 AmanX::FRT_pGB2_kan_FRT (A+) weil
(MacConkey-Agar mit 1% (m/V) Mannose). Der Abbau von Mannose durch den Wildtyp ist durch rot geférbte Kolonien
angezeigt. WT = Wildtyp. A = Deletion.

Die Funktionalitait des durch DNA-Sequenzierung (oNS012/0NS016) nachgewiesenen, korrekt
integrierten Fluoreszenzproteins GFPuv im Klon E. coli RV308
AmanX::RecA_GFPuv_FRT_pGB2_kan_FRT Nr. 18 wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie geprift. Es
konnte nur ein schwaches Fluoreszenzsignal festgestellt werden, das mit fortschreitender Adhasion
auf den Oberflachen weiter nachlieR (Daten nicht gezeigt). Eine gRT-PCR-Analyse bestatigte, dass die
genomische Einzelkopie von GFPuv fiinffach geringer exprimiert wurde als plasmidal exprimiertes

GFPuv mit pRecA_GFPuv_FRT_pGB2_kanR_FRT (Abb. 5). Diese sehr geringe Produktion des Griin-
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Fluoreszierenden Proteins GFPuv sowohl in der exponentiellen, als auch in der stationdren Phase
erforderte die nachtragliche Umstellung der Reportmethode auf eine Anfarbemethode der
adhérierten Bakterien mit dem blauen Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33528 (s. Abschnitt B1.6.3).
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Abb. 5: qRT-PCR zum Nachweis des Fluoreszenzproteins (GFPuv)-kodierenden Gens von verschiedenen Genotypen von
E. coli RV308.

1.2 Initiale Adhdsion und Inokulationszahlen

Im nachsten Schritt wurde die Inkubationsdauer, die noch als initiale Adhasion gilt, und die Zahl der
Bakterien, mit der die Oberflaichen in Kontakt kommen, eruiert. Da die Oberflichen fir eine
prophylaktische Wirksamkeit gegen bakterielle Kontaminationen untersucht wurden, wurde die
Inokulationszahl auf 20 000 Bakterien pro Oberflache (1,76 cm?) limitiert. Die Studienlage Uber initial
adharierte Bakterien bei Implantat-assoziierten Infektionen ist rar, jedoch konnten 1 cfu pro cm? auf
Oberflachen in einem Operationssaal nachgewiesen werden (Verkkala et al., 1998) und 270 Bakterien
pro cm? fiihrten zu einer Kontaminierung einer Wunde (Fitzgerald, 1979). 1000 cfu pro cm? wurden
zur Evaluierung von antimikrobiellen Oberflichen empfohlen (Sjollema et al, 2018). Dieser
Empfehlung konnte aufgrund des hier untersuchten, gering bindenden E. coli-Stammes KI683 jedoch
nicht umgesetzt werden. Deshalb wurden 10 000 Bakterien pro cm? veranschlagt. Ein fester Zeitpunkt,
zu welchem Bakterien auf einer Oberflache adhéarieren, existiert nicht. Es handelt sich um einen
Zeitrahmen, der je nach Spezies variiert. Spatere Analysen zeigten, dass 1 h Inkubationszeit ausreichte,

um Initialadhasionen, also einzeln adharierende Bakterien, zu beobachten (Abb. 7B).

1.3 Invitro-Adhdsionsassay

Nachdem die essentiellen Parameter fiir den in vitro-Adhasionsassay eruiert und validiert worden
waren, wurde dieser als Basis fir alle kommenden Anwendungen wie Bildanalyse, REM, FIB-SEM,

RNA-Isolierung und qRT-PCR verwendet (Abb. 6).
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Abb. 6: lllustriertes Protokoll des in vitro-Adhdsionsassays. E. coli-Stamme wurden aus Kryokonserven iiber Nacht
reaktiviert und inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:100 in LB-Medium verdiinnt und fiir 2,5 h bis zur ODggo = 0,5 — 0,6 bei
37 °C inkubiert. Die Kulturen wurden anschlieBend fir eine RNA-Isolierung, eine REM-Analyse und eine gqRT-PCR auf 108
Bakterien/ml und fiir eine Bildanalyse auf 2 - 10* Bakterien/ml verdiinnt. Nach der Inkubation wurden die Proben je nach
Anwendung weiterverarbeitet. Erstellt mit BioRender.com.

Eine Ubernachtkultur wurde im Verhéltnis 1:100 in LB-Medium verdiinnt und bis zum Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase (ca. 2,5 h) inkubiert. Je nach Anwendung wurde die
Bakteriensuspension nochmals mit entsprechendem Medium lac-SBF oder LB verdiinnt. Generell
wurden jeweils 1 ml der verdiinnten Bakteriensuspension auf die Oberflachen, die sich in 24-
Multiwellplatten befanden, aufgebracht und fiir 1 h inkubiert. Danach wurden die Oberflachen, wie in
den entsprechenden Abschnitten beschrieben, fiir die weiteren Anwendungen prozessiert. Technische

Details sind dem Abschnitt B1.6.3 zu entnehmen.

2 Untersuchung des Bindungsverhaltens der E. coli-Stamme

Nach der erfolgreichen Etablierung eines in vitro-Adhasionsassays wurde das Adhasionsverhalten von
E. coli-Bakterien auf verschieden nanorauen Oberflaichen getestet. Um ein breites Spektrum an
Bindungstypen der Spezies E. coli zu testen, wurden neben dem K-12 Stamm RV308 auch klinische
Isolate untersucht. E. coli-Stamme variieren geno- und phanotypisch so stark, dass z. B. nur 1000 bis
2200 Gene zum Kerngenom zdhlen, wohingegen das Pangenom 13 000 bis 16 000 Gene umfasst
(Rasko et al., 2008; Lukjancenko et al., 2010). Diese enorme Diversitdt verleihnt den Bakterien

moglicherweise individuelle Adhasionsmechanismen.

2.1 Klinische E. coli-Isolate als Kandidaten

Es wurden E. coli-Stamme ausgewahlt, die von Patienten mit nachgewiesener (Uro-)Sepsis isoliert
worden waren, da solche Stamme am wahrscheinlichsten in Implantat-assoziierten Infektionen

auftreten (Crémet et al., 2012). Fir eine erste Charakterisierung des Adhasionsverhalten wurden die
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E. coli-Kandidaten auf 2 nm-rauen Titanoberflaichen mittels Bildanalyse ausgezédhlt (Abb. 7A) und

mittels REM visualisiert (Abb. 7B).
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Abb. 7: Bildanalyse zur Vorauswahl von E. coli-Stammen. A) Bildanalyse verschiedener E. coli spp. auf 2 nm-rauen
Titanoberflachen. B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der adhdrierten E. coli-Bakterien ATCC 25922, KI683 und
RV308 auf 2 nm rauen Titanoberflachen nach 1 h Inkubation in LB-Medium.

Die funf klinischen E. coli-Isolate KI544, KI545, KI579, KI673 und KI683 zeichneten sich durch eine
geringe Anhaftung aus, wahrend der Stamm KI539 und der Laborstamm RV308 in hohen Zahlen auf
den Oberflachen adharierten. Um die Testgruppe um ein Isolat mit einem hohen Bindungspotential zu

ergdnzen, wurde der E. coli-Stamm ATCC 25922 hinzugezogen. Dieser wird in der Literatur als starker
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Biofilmbilder beschrieben (Naves et al., 2008; Crémet et al., 2012) und war in den publizierten in vitro-
Adhdasionsassays als stark anhaftend charakterisiert worden. Von den Stammen KI539, K544, KI545,
KI579, KI673 und KI683 wurde nur der Stamm KI683 ausgewahlt, der hier stellvertretend fiir ein
geringes Bindungspotential steht. Hintergrund war, dass es sich bei den Stammen KI539, KI544, KI545
und KI579 um multiresistente, Gram-negative (3MRGN, gegen drei Antibiotikagruppen unempfindlich)
E. coli-Stamme, oder solche, die ein erweitertes Spektrum an Betalaktamasen besitzen (ESBL), handelt.
Zudem kodieren die Stamme KI683 und KI673 mehr Virulenzfaktoren als die anderen Stamme
(personliche Korrespondenz mit Jiirgen Bohnert, Uniklinikum Jena). AuRerdem wurde E. coli KI683 mit
demselben Serotyp 06:H1 wie E. coli ATCC 25922 klassifiziert (persdnliche Korrespondenz mit Jiirgen
Bohnert, Uniklinikum Jena). Dies zeigt eine nahere Verwandtschaft an. Schlussendlich wurden fiir
weitere Untersuchungen die zwei klinischen E. coli-lsolate ATCC 25922 und KI683 und als K-12
Referenzstamm E. coli RV308 gewahlt. Da die Nanostrukturen der Titanoberflachen speziell auf die
GroBe von Zellanhdngen wie Curli, Fimbrien und Flagellen ausgerichtet wurden, wurde das
Vorhandensein solcher Zellanhange mittels REM-Aufnahmen genauer untersucht (Abb. 7B). Wahrend
der Stamm ATCC 25922 zahlreiche Zellanhange aufweist, besitzt der Stamm KI683 nur einige wenige
und der Stamm RV308 scheinbar gar keine Zellanhdnge. Die Oberflachen-gebundenen Bakterien ATCC
25922 (Abb. 7B, links) liegen zwar einzeln vor, sind aber durch die zum Teil 10 um langen Zellanhdnge
miteinander verbunden. Anhaftungen von E. coli KI683 sind sehr selten und bestdtigen die
Klassifizierung als gering bindendes Bakterium (Abb. 7B, Mitte). An den wenigen adharierten Bakterien
von E. coli KI683 wurden Zellanhdnge gefunden, die anscheinend als Anker und Verbindung zu
anderen Bakterien dienen (Abb. 7B, Mitte). Dahingegen befanden sich an den Bakterien von E. coli
RV308 (Abb. 7B, rechts) keinerlei Zellanhange, daflir aber eine minimale Schleimschicht an der
Auflageflache des Bakteriums. Die REM-Bilder zeigen ebenfalls, dass die Bakterien aller drei Stamme
eine normale, stabchenformige Morphologie besitzen und der Lange nach flach auf den Oberflachen
adharieren. Dabei war noch zu beobachten, dass die Zellen der beiden klinischen Isolate kleiner und
diinner sind als die des Laborstamms RV308. Interessanterweise bildete der Stamm RV308 bis zu
diesem Zeitpunkt keinerlei Zellanhdnge aus, adhéarierte aber trotzdem moderat bis dhnlich stark wie

E. coli ATCC 25922.

2.2 Errechnung der Probenanzahl zur Bestimmung eines antiadhasiven Effekts

Nachdem eine Auswahl an E. coli-Stammen mit verschiedenen Bindungstypen gefunden worden war,
wurden diese mit den Titanoberflichen konfrontiert. Zundchst wurde eine Pilotstudie des in vitro-
Adhéasionsassays mit einer kleinen Stichprobe (n = 3, N = 2) durchgefiihrt, um die Effektstarke zu

bestimmen (Stefanie Dietrich, Carl-Magnus Svensson, Leibniz-HKI, Angewandte System-biologie). Die
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Effektstarke bestimmt, wie viele Oberflachen verschiedener Rauigkeiten getestet werden missen, um
von einer echten, die Adhasion reduzierende oder steigernde Wirkung der Rauigkeit auszugehen
(Sullivan & Feinn, 2012). Die Effektstarken-Analyse ergab, dass 22 Stichproben optimal und sechs
Stichproben ausreichend waren, um von einem echten Wirksamkeitseffekt der antiadhasiven

Eigenschaften zu auszugehen (Abb. 8). Bei sechs

Stichproben muss der Mittelwertunterschied

zwischen zwei Nanorauigkeiten zwei

Effektgroflie
23 4567
|

. Standardabweichungen betragen, bei 22

(o]
© 90006560, o Stichproben nur eine halbe Standardabweichung.
| I I I I I I

2 4 6 8 10 12 14 Da 22 Oberflichen pro Rauigkeit und Stamm

N Stichproben (Gruppe) pro Versuch nicht verfigbar waren,
Abb. 8: Effektstarken-Analyse nach Cohens d. Die
Effektstarke gibt vor, wie viele Proben fiir die Bildanalyse
genutzt werden sollten um das AusmaR der Wirkung des
Faktors Nanorauigkeit zu bestimmen.

wurden  sechs  Oberflichen pro  Gruppe

herangezogen.

3 Bildanalysen des Adhdsionsverhaltens von E. coli-Bakterien auf
nanorauen Titanoberflachen

Nachdem der in vitro-Adhdsionsassay etabliert und die drei zu untersuchenden E. coli-Stamme
ausgewahlt worden waren, wurde das Adhasionsverhalten von E. coli-Bakterien auf nanorauen
Titanoberflichen untersucht. Fir diese Auswertung wurden drei Methoden der Bildanalyse

angewendet, die in diesem Kapitel vorgestellt werden.

3.1 Quantitative Bildanalyse

Das Bindeverhalten der ausgewahlten Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 auf 2 bis 16 nm-rauen
Titanoberflichen wurde getestet und die Anzahl Oberflichen-gebundener Bakterien pro

Rauigkeitswert mittels Bildanalyse quantifiziert (Abb. 9, Abb. Al).
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Abb. 9: Bildanalyse der adhdrierten E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 auf 2, 7, 12 und 16 nm-rauen
Titanoberflachen. Kreise sind AusreiRer und Dreiecke sind Mittelwerte. A) Bakterien wurden pro nanoraue Titanoberflache
(n =6 pro Gruppe, N = fir 2 und 7nm; n = 6, N = 3 fur 12 und 16 nm) quantifiziert. Die Werte sind auf ATCC 25922
normalisiert. B) p-Wert zwischen den Gruppen nach Wilcoxon-Mann-Whitney-Test mit Benjamini-Hochberg-Korrektur. C)
EffektgroBen zwischen den Gruppen mittels Hedges’ g. Bildanalyse in Zusammenarbeit mit Bianca Hoffmann (Leibniz-HKI,
Angewandte Systembiologie).

E. coli ATCC 25922 (rot) und RV308 (griin) adharierten stark, wahrend E. coli KI683 (blau) sehr schwach
band (Abb. 9A). Betrachtet man die Adh&sion des Stammes ATCC 25922 auf den vier Rauigkeiten, so
ist kein Einfluss der Rauigkeit auf die Adhdsion zu erkennen. Es lagen weder eine statistische
Signifikanz (Abb. 9B), noch ein relevanter Effekt (Abb. 9C) vor. Fast dasselbe Muster zeigt sich bei
Stamm KI683 (Abb. 9A). Zwar zeigten die p-Werte beim Vergleich der Rauigkeiten von 2 zu 12 und
16 nm unter 0,05 an (Abb. 9B), jedoch waren die Effekte genauso gering wie bei dem statistisch nicht-
signifikanten Vergleich der Rauigkeiten von 2 zu 7 nm und wurden somit als irrelevant betrachtet
(Abb. 9C). Der Stamm RV308 variierte stark von Versuch zu Versuch (Abb. A1), woraus sich die breite
Streuung fiir alle vier Rauigkeiten ergab. Es macht den Anschein, dass die niedrigen Rauigkeiten von 2
und 7 nm eine verminderte Adhdsion vermitteln. Besonders sticht hier der Vergleich der Rauigkeiten
von 7 zu 12 nm hervor. Allerdings ist hier wieder zu sehen, dass sich die Effektstdrke nicht von denen
der anderen Vergleiche unterschied (Abb. 9C), z. B. der Rauigkeiten von 2 zu 12 nm. Daher wird auch
der Laborstamm RV308 nicht durch eine verdnderte Topographie quantitativ beeinflusst.

Insgesamt konnte flir keinen der Stamme, der durch die Power Analyse ermittelte, notwendige
Unterschied von einer halben Standardabweichung nachgewiesen werden. AulRerdem variiert der

Trend in den Einzelversuchen merklich und auch die Werte der sechs Proben innerhalb einer Gruppe
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schwanken um den Faktor 2 (Abb. Al). Es sind statistisch schwache Effekte erkennbar, die sich im

biologischen Kontext wahrscheinlich jedoch nicht bemerkbar machen wirden.

3.2 Qualitative Bildanalyse

Parallel zur Quantifizierung wurden mittels REM die adharierten Bakterien auf den vier

Nanostrukturen visualisiert (Abb. 10).

ATCC 25922 Ki683 RV308

R,=2nm

R,=7nm

Ry,=12nm

R,=16nm

Abb. 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der adhérierten E. coli-Bakterien ATCC 25922, KI683 und RV308 auf
2 bis 16 nm-rauen Titanoberflachen nach 1 h Inkubationszeit in lac-SBF-Puffer. REM-Bilder in Zusammenarbeit mit Heidrun
Garlipp (OSIM, Lehrstuhl fir Materialwissenschaft Jena) erstellt.

Die adhérierten E. coli-Bakterien ATCC 25922, KI683 und RV308 auf den Oberflichen mit den
Rauigkeiten von 2, 7, 12 und 16 nm weisen dieselbe Morphologie auf. Die Ausprdagung der vielen, fur
den Stamm ATCC 25922 charakteristischen Zellanhdnge dnderte sich nicht mit steigender Rauigkeit.
Dasselbe gilt flr das Bakterium E. coli KI683, das durch die wenigen Zellanhdnge gekennzeichnet ist,
und fur E.coli RV 308, das keine Zellanhdnge aufweist. Insgesamt induzierte keine der vier

Nanostrukturen eine morphologische Anderung in den drei E. coli-Stimmen. Eine mechanische
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Inkompatibilitat zwischen den Nanostrukturen und den Zellanhdngen kann damit ausgeschlossen
werden.

In vorherigen Studien (Lidecke et al., 2016; Dauben et al., 2020) wurde die initiale Adhasion auf
nanostrukturieren Oberflachen mit der Anzahl der Peakdichte via Nanokontaktpunkte in Verbindung
gebracht. Nanokontaktpunkte wiirden eine geringere Auflagefliche der Bakterien verursachen und
somit zu geringeren Adhésionskraften fihren. Querschnittssektionierungen mittels fokussiertem
lonenstrahl (engl. focused ion beam, FIB) konnten jedoch nicht bestatigen, inwiefern die Zelloberflache
der Bakterien mit der Titanoberflache interagiert (E. coli ATCC 25922 reprasentativ fiir alle drei

Stdmme, Abb. 11).

ATCC 25922

Abb. 11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von E. coli ATCC 25922 auf 2 und 16 nm-rauen Titanoberflachen
nach 1 h Inkubation. Querschnitte der Zellen wurden mit einem fokussierten lonenstrahl erzeugt. REM-FIB-Sektionierung
und -Bilder in Zusammenarbeit mit Ralph Wagner (OSIM, Lehrstuhl fir Materialwissenschaft Jena).

Der Materialkontrast von Titan (hell) und Bakterium (dunkel) ist in den Querschnitten deutlich zu
erkennen. Unabhangig von der Rauigkeit ist eine, sich weitgehend an die Titanoberflachen anpassende
Zelloberflaiche zu erkennen. Es sind nur wenige Hohlrdume an der Grenzfliche erkennbar.
Nanokontaktpunkte sind nicht ersichtlich.

Zusammengefasst haben die Nanorauigkeiten von 2 bis 16 nm in diesem Testsystem keinen Einfluss
auf die Starke der Adhésion der drei untersuchten E. coli-Stimme. Unerwartet und interessant ist
jedoch, dass der Laborstamm ohne Zellanhdnge zahlreicher an die Plattchen band als der

starkbindende Stamm ATCC 25922. Die Resultate wiesen deutlich auf ein Stamm-spezifisches, von
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Nanostrukturen des GrofRenbereichs von 2 bis 16 nm unabhédngiges Adhasionsgeschehen hin. Als
Konsequenz daraus stellt sich die Frage, welche Eigenschaften einem Bakterium ein hohes oder
niedriges Anhaftungspotential an Oberflachen verleihen? Um Antworten auf diese Frage zu erhalten,

wurden Genom- und Transkriptomanalysen durchgefihrt.

4 Genomanalyse

Ein Genomvergleich deckt den Verwandtschaftsgrad und die Anzahl funktioneller Gene zwischen den
drei E. coli-Stammen ATCC 25922, KI683 und RV3078. Ein annotiertes Genom dient zudem als
Referenz fir Transkriptomanalysen. Das Genom des klinischen Isolats KI683 wurde im Gegensatz zu
den anderen zwei bekannten Stammen ATCC 25922 und RV308 noch nicht sequenziert. Daher wurde
als Teil dieser Arbeit eine de novo-Sequenz des Genoms von E. coli KI683 erstellt und diese mit

denjenigen der anderen Stamme verglichen.

4.1 de novo-Genomsequenzierung von E. coli KI683

Die de novo-Genomsequenzierung von E. coli KI683 (Stefani et Aliquot
1 23 45 67

al., 2020) wurde mittels Einzel-Molekil-Echtzeit (SMRT)-
Sequenzierung (Pacific Bioscience, PacBio) durchgefiihrt. Die
PacBio-Technik generiert DNA-Abschnitte (engl. reads) von 10 bis
15 kb womit auch repetitive und komplexe Regionen akkurat 1kb

assembliert werden kénnen (Eid et al., 2009). Voraussetzung

dafiir ist, dass die zu sequenzierende, genomische DNA aus langen
Fragmenten besteht, wie fiir die, aus sieben 300 ul E. coli KI683- Abb. 12: Isolierte genomische DNA von
sieben E. coli K1683-Kulturen.

Bakterienkulturen isolierte DNA gezeigt (Abb. 12).

Fiir die Sequenzierung wurden die fiinf DNA-Aliquote 1, 2, 3, 6 und 7 ausgewadhlt, die zusammen
14,144 pg DNA beinhalteten. Bei einer Genomsequenzierung nach PacBio werden die langen DNA-
Abschnitte anhand Uberlappender Nukleotidsequenzen miteinander verbunden (engl. assembly)
(Trapnell et al.,, 2010). Diese assemblierten DNA-Fragmente werden weiter zu langeren DNA-
Abschnitten (engl. contigeous; Contig) verknlpft (Dark, 2013). Diesen Sequenzen werden wiederum

Funktionen mittels Genomannotation zugeordnet. Die Daten der Genomsequenzierung von E. coli

KI683 sind in nachfolgender Tabelle hinterlegt (Tab. 14).
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Tab. 14: De novo-Genomsequenzierung von E. coli KI683 mittels PacBio.

Metrik Wert

Vor Assemblierung

Anzahl an reads 747 843
Gesamtlinge aller reads 9670299 538 bp
Mittelwert der read Lange 12 931 bp

Max. read Lange 70688 bp

Nach Assemblierung

Contig 1 5110 765 bp
Contig 2 114 238 bp (zirk.)
Contig 3 18 712 bp
Abdeckung 1457x
GesamtgroRe des Genoms 5243715 bp

Nach Annotation

GC-Gehalt 51%
Gene 5143
Kodierende DNA-Sequenzen (CDS) 4834
tRNAs 91
Transfer-messenger RNA (tmRNA) 1

Es blieben drei Contigs Ubrig, die nicht assembliert werden konnten. Contig 1 ist die chromosomale
DNA von E. coli KI683. Die zwei kleineren Contigs - besonders das zirkularisierte — wiesen auf
extrachromosomale DNA hin. Eine in silico-Suche von Plasmiden (,,plasmidfinder”, (Carattoli et al.,
2014)) detektierte innerhalb von Contig 2 mit 96,63 bis 99,61% Ubereinstimmung ein
IncFIB/FlI/Col156-Plasmid, das dem Plasmid pUTI89 &dhnlich ist. Eine BLASTn-Analyse ergab, dass
Contig 2 zu 99,94% dem 114 230 bp dem grof3en pUTI89 aus dem uropathogenen E. coli-Stamm UTI89
(Chen et al., 2006) und zu 99,93% dem 114 231 bp groRen pRS218 aus dem neonatalen Meningitis-
verursachenden E. coli-Stamm RS218 (Wijetunge et al., 2014) adhnlich ist. Die 106 offenen Leserahmen
kodieren fiur Virulenzfaktoren, Fitness-assoziierte Gene und Uber die Hélfte davon fur unbekannte
oder hypothetische Proteine. Es sind keine Antibiotikaresistenzen enthalten (Wijetunge et al., 2014).
Innerhalb von Contig 3 wurden keine Ahnlichkeiten zu anderen Replikationsurspriingen von Plasmiden
gefunden. Eine Suche nach konservierten Doméanen (engl. conserved domains, BLAST CD-search,
(Marchler-Bauer et al., 2017)) ergab 34 CDs, die hauptsachlich dem Zweikomponentensystem tor
zuzuordnen sind. AuBerdem fand sich bei einer BLASTn-Analyse Contig 3 zu 68% mit 52 Fehlpaaren in
Contig 1. Daher kann man davon ausgehen, dass es sich bei Contig 3 um restliche chromosomale DNA

handelt, die aufgrund der komplexen Genomstruktur nicht zugeordnet werden konnte.
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4.2 Vergleichende Genomanalyse

Durch die bekannte Sequenz von E. coli KI683 wurden Genomvergleiche mit den anderen beiden
Stammen ATCC 25922 und RV308 moglich (Tab. 15), die Aufschluss tGber den Verwandtschaftsgrad
geben. Die klinischen Isolate ATCC 25922 und KI683 besitzen beide ein 5,2 Mb groRes Genom,
wahrend das vom Laborstamm RV308 nur 4,5 Mb grof ist (Tab. 15). Eine paarweise Alignierung zeigte
eine 97%ige Ubereinstimmung, also einen hohen Verwandtschaftsgrad der beiden klinischen Isolate
ATCC 25922 und KI683. Im Vergleich mit RV308 sank der Gbereinstimmende Anteil auf 77%. Weitere

Daten sind in Tab. 15 hinterlegt.

Tab. 15: Genomvergleich von E. coli ATCC 25922, KI683 und RV308.

ATCC 25922 Ki683 RV308
GenomgroRe (bp) | 5203440 | 5245715 | 4585620
Anzahl Gene 4989 5143 4403
Anzahl CDS 4728 4834 4148
GC-Gehalt (%) 50,4 51 50,8
Plasmide 2 1 0
PlasmidgroBe (kb)| 48 & 24 114 -

4.3 Gemeinsame und einzigartige Gensets

Der globale Genomvergleich an sich erlaubt noch keine Aussage Uber funktionelle Elemente im
Genom. Aus den Vergleichen der protein-kodierenden Gene lassen sich die Schnittmengen der
Genome in Kern-, paarweise gemeinsames und einzigartiges Genom untergliedern (Abb. 13, Tab. S4).

Es wurden insgesamt 4714 protein-kodierende Gene im Genom von Stamm ATCC 25922 detektiert,
die sich in 4406 orthologe Gruppen aufteilen. Im Genom von Stamm KI683 wurden 4834 protein-
kodierende Gene in 4382 Gruppen und im Genom von Laborstamm RV308 4247 protein-kodierende
Gene in 3708 Gruppen gefunden. Insgesamt teilen sich alle drei Stimme ein Kerngenom von 3572
orthologen Gruppen, die 3525 Einzelkopien von protein-kodierenden Genen beinhalten. Die klinischen
Isolate ATCC 25922 und KI683 teilen sich 753 Proteingruppen untereinander, aber nur 44 bzw. 74
Proteingruppen mit dem Laborstamm RV308. 286 (6,1%), 401 (8,3%) und 489 (11,5%) Gene sind
einzigartig in E. coli ATCC 25922, KI683 bzw. RV308 vorhanden und zeigen potentiell relevante

Unterschiede zwischen den Stammen.
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E. coli KI683

4382 clusters

4834 coding genes
(incl. 366 singletons)

E. coli ATCC 25922
4406 clusters
4714 coding genes
(incl. 271 singletons)

18
59

E. coli RV308

3708 clusters

4247 coding genes
(incl. 422 singletons)

Abb. 13: Venn-Diagramm Orthovenn2 (Xu et al., 2019) iiber die Verteilung von gemeinsamen und Stamm-spezifisch
vorkommenden orthologen Clustergruppen in E. coli ATCC 25922, KI683 und RV308. Die Anzahl der orthologen Gruppen
innerhalb einer Schnittmenge sind fett geschrieben. Die zugehdrige Gesamtanzahl von protein-kodierenden Genen in den
orthologen Gruppen innerhalb einer Schnittmenge sind normal geschrieben.

Die vergleichenden Genomanalysen und die Einteilung der Gene in gemeinsame und Stamm-
spezifische Gensets verdeutlichen, dass die klinischen Isolate ATCC 25922 und KI683 untereinander
einen hoheren Verwandtschaftsgrad aufweisen, als jeweils zum Laborstamm RV308.
Interessanterweise spiegelte sich dies weder in den Bindungskapazitdten an Oberflachen wider (Abb.
9), noch korreliert es mit der Anzahl an Zellanhangen (Abb. 7B). Hier stellt sich erneut die Frage nach
einer moglichen Existenz unterschiedlicher Adhasionsmechanismen. Wird das Bindungsverhalten von
einzelnen, Stamm-spezifischen Genen geregelt? Oder ist dafir die verdnderte Genexpression
gemeinsamer Gene bestimmend? Mithilfe von Transkriptomanalysen adhérierter und planktonischer

E. coli-Bakterien wurde dieser Aspekt detailliert untersucht.

5 Transkriptomanalysen

Ein Transkriptom bezeichnet die gesamte transkribierte mRNA einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Mithilfe einer RNA-Sequenzierung wird die Menge und Sequenz der Transkripte anhand
eines Referenzgenoms oder -transkriptoms (Pruitt et al., 2007) ausgelesen. Durch die Menge des
jeweiligen Transkripts wird die Expression eines Gens ermittelt, die als Verhéltnis zwischen zwei
Konditionen angegeben wird. So wird hier z. B. das Transkriptmengenverhaltnis eines Gens von, auf
2 nm adhérierten Bakterien relativ zu auf 7 nm adhérierten bzw. zu planktonischen E. coli-Bakterien
ausgewertet. Dadurch konnen die zelluldren Faktoren (Gene und Proteine) identifiziert werden, die fiir

die Anhaftung auf Titanoberflichen mit unterschiedlichen Nanorauigkeiten wichtig sein kdnnten.
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Einerseits, um herauszufinden, ob die nanorauen Oberflachen auf zellularer Ebene in den zwei E. coli-
Stammen ATCC 25922 und KI683 doch eine Auswirkung haben (2 nm zu 7 nm), die sich jedoch nicht
auf die Anzahl adharierter Bakterien auswirkte, und andererseits, um die Adhdsionsmechanismen der

drei E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 charakterisieren zu kdnnen (2 nm zu planktonisch).

5.1 Etablierung der RNA-Isolierung

Notwendige Voraussetzung fiir Transkriptomstudien ist eine effiziente Methode zur RNA-Isolierung,
hier speziell aus Oberflachen-gebundenen Bakterien. Wahrend Methoden fiir planktonische Bakterien
und Biofilme standardisiert sind, ist die RNA-Isolierung von ausschlieflich (Titan-)gebundenen
Bakterien nicht etabliert. Als besondere Herausforderung stellte sich die pro Titanplattchen nur
geringe Anzahl adharierter Bakterien von E. coli KI683 dar, was die Anzahl der zu bearbeiteten
Titanplattchen von sechs auf zehn Proben erhdhte. Als kritischster Punkt stellte sich die Lyse der
Bakterien direkt auf den Titanplattchen dar, wobei immer von zehn Titanplattchen (R, = 2 — 7 nm)
gleichzeitig isoliert wurde. Von einer Animpfmenge von 108/ml E. coli KI683-Bakterien verblieben etwa
4-10* — 2-10° Bakterien pro Oberfliche (=Proben). Die Proben wurden mit lac-SBF-Puffer gewaschen
und in RNAlater®-Losung gelagert, um die RNA zu stabilisieren und vor weiteren ex vivo-Einfliissen zu
schitzen. Zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben in ein 50 ml-GefaR Uberfiihrt und kurz
abzentrifugiert, um die restliche RNAlater®-Lésung zu entfernen. Von verschiedenen Ansatzen zur
Lyse, wie enzymatische (durch Lysozym), mechanische (mittels 0,1 mm Silikatkligelchen, abkratzen
oder Spilungen) oder thermische Lyse, war nur die Lyse durch Hitzeeinwirkung erfolgreich. Zum
Beispiel flhrte die Verwendung von Silkatkiigelchen zum Platzen der 50 ml-Gefdlle im
Hochgeschwindigkeitshomogenisator und die Mikrobruchstiicke von Borosilikatglas und Titan
verstopften die Membranen der Aufreinigungssdulen. Zur thermischen Lyse wurde den von
RNAlater®-gereinigten Proben 3 ml Trizol hinzugefiigt und es wurde 1 min bei RT geschittelt. Das
Proben-Trizol-Gemisch wurde anschlieBend bei 95°C fiir 5 min erhitzt, um die Zellen zu lysieren und
wieder fir 1 min geschiittelt. Das Proben-Trizol-Gemisch wurde bei 14 500 x g zentrifugiert, um
Splitterstiicke der Plattchen zu entfernen. Anschliefend wurden 2,7 ml Trizol abgenommen und in ein
neues 50 ml-Gefall Uberfihrt und die RNA wurde mit Ethanol prazipitiert. Das weitere Vorgehen
erfolgte nach dem Protokoll des Directzol MicroPrep Kit (Zymo Research, Freiburg, D) mit einem
zusatzlichen prewash-Schritt und zwei weiteren RNA-Wash-Schritten. Es folgten ein DNase-Verdau, die
Prazipitierung mittels linearem Acrylamid und die spektrophotometrische Konzentrationsmessung. Die
Qualitatsanalyse mittels Agilent Bioanalyzer bestatigte den Erfolg der RNA-Isolation der adhérierten

Bakterien E. coli KI683 (Tab. 16).
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Tab. 16: Isolierte Gesamt-RNA-Mengen der sessilen und planktonischen Proben von E. coli KI683. RIN: RNA integrity
number als Qualitdtsmerkmal von RNA. Skala: 1 (degradiert) - 10 (intakt).

Probe Gesamtmenge inng | RIN
2nm_S1 336 8,5
2nm_S2 317 8,7
7 nm_S1 548 8,4
7 nm_S2 250 9,0
pl_S1 3410 6,0
pl_S2 3440 5,9

Fir die planktonischen Proben wurden die Bakterien (ber den Titanoberflichen entnommen,
pelletiert und derselben Lyse unterzogen wie die Proben mit adharierten Bakterien. Die hohere
Bakterienzahl erlaubte ohne zusatzliche Schritte die Anwendung des Directzol RNA MicroPrep Kits
(Zymo Research, Freiburg, D) zur Isolierung der Gesamt-RNA. Zwar wurde deutlich mehr RNA isoliert,
jedoch reduzierte sich die Qualitdt der RNA-Proben (Tab. 16). Alle Gesamt-RNA-Proben wurden einer
rRNA-Depletion (StarSEQ GmbH, Frankfurt, D) unterzogen. 23 — 65,5 ng angereicherte mRNA von
E. coli KI683 standen letztendlich fir die RNA-Sequenzierung (StarSEQ GmbH, Frankfurt, D) zur
Verflgung. Fur die RNA-Isolierung der stark adhdrenten E. coli-Bakterien ATCC 25922 und RV308
wurden dieselben Protokolle verwendet. Weitaus hohere Gesamt-RNA-Mengen Uber 1 ug erlaubten
den Einsatz von 1 pug Gesamt-RNA fiir die rRNA-Depletion. Die aus den letztgenannten Stammen
isolierten hohen RNA-Mengen sind interessant, da sie die Klassifizierung der Bindungstypen gemal
der Bildauswertung bestatigen. Darlber hinaus lasst der Fakt, dass die RNA-Qualitat der adhérierten
Bakterien stets besser war als die der planktonischen Proben, darauf schlieBen, dass der
Adhasionszustand metabolisch einen glinstigeren Zustand darstellt. Fir mehr Details der

Methodenausfiihrung und Materialnutzung, siehe Abschnitte B2.1.2 und B2.1.3.

5.2 Genexpression adharierter und planktonischer Bakterien

Nach der RNA-Sequenzierung wurden fiir die Stamme ATCC 25922 und KI683 die differentiell
exprimierten Gene fiir Vergleiche zwischen drei verschiedenen Konditionen (adhariert auf 2 nm, auf
7 nm und planktonisch) und fiir Stamm RV308 zwischen zwei Konditionen (adhariert auf 2 nm und
planktonisch) berechnet. Dies resultierte in 16 Proben mit 1,8 Mio. bis 43,8 Mio. getrimmten hoch-
qualitativen reads, die so eine Abdeckung von 10- bis 243-fach pro Probe erzielten. Wie erwartet

wurde der Hauptanteil (>84,2%) der Gene konstitutiv exprimiert (Tab. 17).
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Tab. 17: Differentiell exprimierte Gene (DEG) in adhdrierten (2 und 7 nm) und planktonischen (pl.) E. coli ATCC 25922,
K1683 und RV308. Die Anzahl der differentiell exprimierte Gene bezieht sich auf die erste Kondition. Grenzwerte der DEG:
FDR < 1% und log, FC > 1 oder log, FC < -1. In Zusammenarbeit mit Thomas Wolf und Tongta Sae-Ong (Leibniz-HKi,
Systembiologie und Bioinformatik).

E. coli-Stamm Kondition Gene detektiert DEG
gesamt herunterreguliert hochreguliert
7nm/2nm 16 15 1
ATCC 25922 2nm/pl. 4818 370 267 103
7 nm/ pl. 513 382 131
7nm/2nm 0 0 0
K683 2nm/pl. 4834 1104 441 663
7 nm/ pl. 999 440 559
RV308 2nm/pl. 4176 793 317 476

Im stark adhdrenten Stamm ATCC 25922 wurden beim Vergleich der Konditionen von 7 zu 2 nm 16
differentiell exprimierte Gene gefunden, die sich in 15 niedrig (log; -1,52 bis log; -1,01) und einem
hoch exprimierten Gen (logz 1,14) untergliedern (Tab. S1). Der Vergleich der Konditionen von 2 nm zu
planktonisch ergab 370 differentiell exprimierte Gene, wovon 267 niedrig und 103 hoch exprimiert
wurden (Tab. S1, Abb. A2A). Dasselbe Muster ist bei dem Vergleich zwischen 7 nm zu planktonisch zu
sehen. Hier sind es 513 differentiell exprimierte Gene. Das gesamte Expressionsmuster setzt sich aus
382 gering und 131 hoch exprimierten Genen zusammen (Tab. S1, Abb. A2B).

Fiir den schwach adhdrenten E. coli KI683 wurden beim Vergleich zwischen 2 nm und planktonisch
1104 differentiell exprimierte Gene detektiert, die sich in 441 niedrig und 663 hoch exprimierte Gene
aufteilen (Tab. S2, Abb. A2C). Zwischen den Konditionen 7 nm und planktonisch wurden insgesamt
999 differentiell exprimierte Gene gefunden, wobei wieder der geringere Teil von 440 den niedrig und
der groRere Teil von 559 den hoch exprimierten Genen zuzuordnen ist (Tab. S2, Abb. A2D). Es wurde
keine differentielle Genexpression fir den Vergleich zwischen 7 und 2 nm in E. coli KI683 festgestellt.
Da die 16 differentiell exprimierten Gene aus dem Vergleich 7 zu 2 nm in E. coli ATCC 25922 sehr
geringe Expressionsniveaus aufwiesen und differentiell exprimierte Gene in E. coli KI683 vollig
ausblieben, wurde von keiner genetischen Antwort durch die Nanorauigkeit ausgegangen. Als
Konsequenz daraus wurden fir E. coli RV308 nur die zwei Konditionen adhdrent auf 2 nm und
planktonisch weiter Gberprift. Dieser Vergleich resultierte in 793 differentiell exprimierten Genen, die
fir den Adhasionszustand 317 gering und 476 hoch exprimierte Gene inkludierten (Tab. S3, Abb. A2E).
Bereits dieser globale Blick auf die Transkriptomanalysen zeigt, dass die Stamme wahrend der
Oberflachenadhasion nicht auf die verdnderte Rauigkeit reagierten, sondern die planktonischen und
sessilen Zustande individuell und Stamm-spezifisch gesteuert wurden. Eine
Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis) aller Proben untermauerte diese

Beobachtung (Abb. 14).
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Abb. 14: Hauptkomponentenanalyse der normalisierten Genexpression. In Zusammenarbeit mit Tongta Sae-Ong (Leibniz-
HKI, Systembiologie und Bioinformatik).

84,7% der kumulativen Varianz wird durch die ersten Komponenten PC1 und PC2 erklart. PC1 (43,5%)
separiert die Stamme in die starkbindenden Stamme ATCC 25922 und RV308, jeweils links und rechts
im unteren Bereich, und den schwachbindenden Stamm KI683 oben in der Mitte. PC2 (41,2%)
separiert die Stamme zusatzlich in planktonische und sessile (2 und 7 nm) Proben. Die sessilen und
planktonischen Proben des Stammes ATCC 25922 liegen sehr dicht zusammen, die Proben von KI683
und RV308 sind deutlicher voneinander getrennt. AuRerdem ist beim Stamm K1683 auffallig, dass sich
jeweils ein Replikat der 2 (Kreis) und 7 nm (Dreieck) Proben naher sind als zum Replikat der eigenen
Kondition und sozusagen austauschbar waren. AbschlieBend wird durch die Transkriptomanalyse und
die Hauptkomponentenanalyse evident, dass die planktonischen und sessilen Konditionen vielmehr
einer Stamm-spezifischen Regulation entspringen, als dem Einfluss eines dufleren Faktors wie der

Rauigkeit.

5.3 Verifizierung der RNA-Sequenzierungsdaten mittels qRT-PCR

Bei den differentiell exprimierten Genen aus den RNA-Sequenzierungs-Ergebnissen des E. coli-
Stammes ATCC 25922 fielen zwei Beobachtungen auf (Tab. 17): erstens war die Anzahl der
angezeigten differentiell exprimierten Gene bei allen Vergleichen (adhériert auf 2 nm zu planktonisch,
adhariert auf 7 nm zu planktonisch) geringer als die der zwei anderen Stamme E. coli KI683 und RV308
und zweitens wies E. coli ATCC 25922 als einziger Stamm 16 putative , nanorau-sensitive Gene” beim

Vergleich der Adhasionskonditionen von 2 zu 7 nm auf (Tab. S1). Daher wurde durch quantitative
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Echtzeit-PCR (engl. quantitative real time PCR, qRT-PCR) gesondert gepriift, ob erstens die jeweilige
differentielle Genexpression in allen drei E. coli-Stammen der Konditionen adhariert auf 2 nm zu
planktonisch mit den RNA-Sequenzierungsergebnissen korrelierte und ob zweitens die 16 differentiell
exprimierten Gene tatsachliche ,nanorau-sensitive Gene” sind. Daflir wurden Proben, wie sie fiir die
Transkriptomanalyse hergestellt wurden, in unabhangigen Experimenten nochmals generiert. Fiir
E. coli ATCC 25922 wurde die Gesamt-RNA von auf 2 nm- und 7 nm-Oberflachen adharierten und
planktonischen Bakterien isoliert, wahrend fiir E. coli KI683 und RV308 die Gesamt-RNA jeweils nur
von auf 2 nm-Oberflaichen adhérierten und planktonischen Bakterien isoliert wurde (s. Abschnitte
B2.1.2 und B2.1.3). Nachdem die Gesamt-RNA mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben
wurde, wurde mittels gRT-PCR die Expression der neun Gene artJ, bsmA, cusC, cusF, iscR, napF, pykA,
ychH und ydhY in E. coli ATCC 25922, der neun Gene artJ, bsmA, metE, napF, rpID, tdcF, tdcD, ybgS und
ychH in E. coli KI683 und der neun Gene amtB, bsmA, bssS, fadl, iscR, purH, pyrC, ybfA und ydcW in
E. coli RV308 in den Konditionen adhériert auf 2 nm und planktonisch Gberprift (Tab. 6). Die
differentielle Expression der adhdarierten Bakterien auf Oberflaichen mit Rauigkeiten von 2 nm und
7 nm von E. coli ATCC 25922 wurde mittels qRT-PCR anhand der sieben Gene cusF, DR76_RS24660,
DR76_RS26075, metF, tnaC/tnal (DR76_RS03930), yqgB und yqgC (DR76_RS28295) tiberpruft (Tab. 7).
Die Korrelation der Methoden der RNA-Sequenzierung und der gRT-PCR wurde durch das
BestimmtheitsmaR R? ermittelt, das, mit 100% multipliziert, die Wahrscheinlichkeit eines linearen
Zusammenhangs ergibt (Abb. 15).

Die erreichten BestimmtheitsmaRe betrugen fiir E. coli ATCC 25922 R? = 0.93 (Abb. 15A), fuir KI683 R2 =
0.79 (Abb. 15B) und fuir RV308 R? = 0.87 (Abb. 15C), was beweist, dass die mit der gRT-PCR ermittelten
log,-Verhaltnisse sehr gut mit denen der RNA-Sequenzierungsdaten und den so identifizierten
differentiell exprimierten Gene korrelieren. Im Gegensatz dazu ist von einer schwachen Korrelation
der entsprechenden log,-Verhaltnissen zwischen den Adhasionkonditionen 2 nm und 7 nm fiir den
Stamm E. coli ATCC 25922 auszugehen, da der R>-Wert nur 0,03 betrug (Abb. 15D). Die R>-Werte und
somit die Ubereinstimmung von yqgB und metF war hoch, wihrend fiir die zwei unbekannten Gene
DR76_24660 und DR76_26075 keine Ubereinstimmung gefunden wurde. Im Diagramm Abb. 15D
fehlen die getesteten Gene tnaC/tnal (DR76_RS03930) und yqgC (DR76_RS28295), da in der qRT-PCR
keine Amplifizierung erfolgte. Die Ausweisung als differentiell exprimierte Gene in den RNA-
Sequenzierungsergebnissen wird als Artefakt eingestuft, das durch die nur geringe generelle

Expression begriindet ist.
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Abb. 15: Korrelationen zwischen den log,-Verhdltnissen von RNA-Sequenzierung und gRT-PCR Genexpressionen beim
Vergleich von sessilem (2 nm) und planktonischem Zustand in A) E. coli ATCC 25922, B) E. coli KI683 und C) E. coli RV308. D)
spiegelt den Vergleich von 2 nm zu 7 nm in E. coli ATCC 25922 wider. R? ist das BestimmtheitsmaR.

Insgesamt wird die Existenz sogenannter ,nanorau-sensitiver Gene” im charakterisierten System,
Titanoberflichen mit R, = 2 — 7 nm, als unwahrscheinlich erachtet. Obwohl die Oberflichen mit
héheren Rauigkeiten (12 und 16 nm) nicht getestet wurden, konnte aus den bisherigen Ergebnissen
der Bild- und Transkriptomanalysen geschlussfolgert werden, dass auch diese Strukturen ebenfalls
keinen Einfluss haben. Als Konsequenz daraus wurde der weitere Fokus auf die Untersuchung der
jeweiligen Adhdsionsmechanismen der drei Stdmme und auf deren Stamm-spezifischen Merkmale

gelegt.

5.4 Genexpression von Zellanhang-assoziierten und Biofilm-regulierenden Genen

Bereits die REM-Bilder (Abb. 10) lieRen vermuten, dass die Topographie der Oberflichen keinen
Einfluss auf die Ausbildung von Zellanhangen ausibt. Allerdings sind Letztere an der initialen
Anhaftung maligeblich beteiligt (Berne et al., 2015). Wie diese konkret aussieht, wurde im Detail
untersucht, ausgehend von den differentiell exprimierten Genen zwischen den Konditionen adhariert

auf 2 nm und planktonisch wachsend (Abb. 16).
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Abb. 16: Heatmap der Zellanhang-assoziierten und Biofilm-regulierenden Gene laut GO-Klassifizierungen. Differentiell
exprimierten Gene (DEG) zwischen den Bedingungen sessil (2 nm) und planktonisch. Grenzwerte der DEG: FDR < 1% und
log, FC > 1 oder log; FC < -1. n.d.e.: nicht differentiell exprimiert.

Fir die bekannten Gene fiir die Zellanhdnge (csg, fim, pap, flg, flh, fli) wurden keine auffdlligen
Expressionsveranderungen zwischen sessilem und planktonischem Zustand gefunden. Auffallig war
aber, dass der stark adhdrierende Stamm ATCC 25922 mehr Gene fir die Bildung von Zellanhdngen
besitzt als die Stamme KI683 und RV308 (z. B. papl). Das Fehlen von differentiell exprimierten Genen
fir die Bildung von Zellanhangen legt nahe, dass die Anzahl der Zellanhdange im planktonischen und
adharierten Zustand unverandert ist bzw. der Untersuchungszeitraum von einer Stunde zu kurz fir die
Ausbildung eines entsprechenden Phanotyps ist. E. coli ATCC 25922 zeigte, wahrend des Wechsels von
planktonisch zu sessil, die geringste Anzahl an differentiell exprimierten Genen an (Tab. 17).
Erstaunlicherweise wurde die Expression von Biofilm-assoziierten Genen nicht so deutlich reguliert,

wie es von einem stark adharierenden Bakterium zu erwarten gewesen ware. Lediglich der bekannte,
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negative Biofilm-Regulator bsmA wurde im sessilen Zustand geringer exprimiert, wahrend die
Expression der Biofilm-stimulierenden Gene ycgZ und ymgC leicht erhéht wurde. In E. coli KI683
werden wahrend der Adhasion zahlreiche Biofilm-reduzierende Gene aktiviert, was zur geringen
Adhéasionsneigung dieses Stammes beitragen dirfte. Beispiele hierfiir sind die Gene bolA, bsmA, bssR,
bssS und hns. Nur die Expression des Biofilmregulatorgens bdm, das die Flagellenbiosynthese
beglinstigt (Kim et al., 2015), wurde induziert, was zur Folge hat, dass auch die Genexpression der flg-
Gene leicht erhoht war. Im sessilen Zustand wurde der ,steady state“-Spiegel der mRNA, des fir die
Biosynthese von Biofilmadhasinen zustindige Gen pgaD, im Stamm KI683 erhoht. Zwar haben E. coli
RV308 und ATCC 25922 ein dhnliches Adhdsionsmuster, allerdings gleichen die Biofilm-assoziierten
differentiell exprimierten Gene von E. coli RV308 interessanterweise denen von E. coli KI683. Obwohl
keine Flagellen an E. coli RV308 sichtbar sind, gibt es vereinzelt erhohte Expressionen von
typischerweise in die Flagellenbiosynthese involvierten Gene, wie z. B. von fliR. Von den zwolf fimA-
Homologen waren nur die Gene yehD und yfcV in ihrer Expression verandert.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Zellanhange in der friilhen Adhésion auf genetischer Ebene
wenig bis gar nicht reguliert werden, da die vorhandenen Zellanhdnge aus dem planktonischen
Zustand bereits vorhanden waren. Eine Stunde Inkubationszeit war fir die E. coli-Bakterien

wahrscheinlich zu kurz, um phanotypische Veranderungen wirksam werden zu lassen.

5.5 Stamm-spezifische Adhdsionsmechanismen

Ziel der nachsten Untersuchung war es, fir die beobachteten Adhéasionsverhalten der drei E. coli-
Stamme mogliche Stamm-spezifische Genexpressionsmuster nachzuweisen und gezielt zu erforschen,
inwiefern die Diversifizierung der Stamme hinsichtlich des beobachteten Adhdsionsgeschehens in der
Genexpression zum Ausdruck kommt. Wird das Bindungsverhalten von einzelnen, Stamm-spezifischen
Genen geregelt? Oder ist die verdnderte Expression gemeinsamer Gene bestimmend? Die
Beantwortung der Fragen erfolgte beispielhaft mit den Daten, die durch vergleichende
Transkriptomanalysen der beiden Bedingungen Adhdsion an 2 nm-raue Oberflaichen und
planktonischer Kultivierung generiert wurden. Die log,-Werte fiir die, in den Abschnitten 5.5.1 bis
5.5.3 angegebenen, differentiell exprimierten Gene entstammen diesem Bedingungspaar. Zur
Bewertung wurden die differentiell exprimierten Gene (Tab. 17) dem gemeinsamen bzw. einzigartigen
Genpool (Abb. 13, Tab. S4) zugeordnet und in Relation zur Gesamtanzahl der differentiell exprimierten

Gene gesetzt. AuRerdem wurden Genanreicherungen mittels GSEA (Tab. S5) durchgefihrt.

5.5.1 Adhdsionsmechanismen von E. coli ATCC 25922
Charakteristisch fiir E. coli ATCC 25922 sind die zahlreichen Zellanhange (Fimbrien, Flagellen) und eine

schnelle Adhasion an die untersuchten Oberflachen. Aufgrund der wenigen differentiell exprimierten
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Gene konnte fir diesen Stamm nur eine geringe Menge an (iberreprasentierten Genen detektiert
werden, die einem biologischen Prozess zugeordnet sind. Eine Mehrheit von 84,2% der differentiell
exprimierten Gene, mit Minimal- und Maximalwerten von log, -4,60 bis log, 4,92 (Tab. S4, S5), gehort
zum gemeinsamen Genpool der drei Stimme. Die wichtigsten Anderungen in der Genexpression
werden nachfolgend vorgestellt bzw. zusammengefasst.

Fettsdaure-Abbau: Zahlreiche Gene, die fiir die Fettsdure- und die Geranioldegradation kodieren,
waren weniger stark exprimiert (fad, log, -1,68 bis log, -0,02). Da Fettsduren u.a. zur Flexibilitdt der
Zellmembran, fir die Energiespeicherung und die Kommunikation mittels Signalmolekilen bendtigt
werden (Denich et al., 2003), kann die hier vorgefundene Auffilligkeit keinem alleinigen Stimulus
zugeordnet werden.

Stickstoffmetabolismus: Die fir Nitratreduktasen kodierende Gene nap gehorten zu den Genen mit
den niedrigsten Expressionsraten im sessilen Modus (log; -4,6 bis -1,38) im Vergleich zur
planktonischen Kultivierung. Diese geringere Expression war nur in E. coli ATCC 25922 charakteristisch.
Nap-Gene vermitteln die schnelle Anpassung an Stickstoffmangel-Bedingungen, was diesem Stamm
einen selektiven Vorteil verschaffen kdnnte.

Aminosdurenmetabolismus: Weitere GO-Klassifizierungen der differentiell exprimierten Gene lassen
auf einen dynamischen Aminosauren-Metabolismus schlieRen, der sich in die hochregulierte Arginin-
Biosynthese (arg, art, log, 1,35 bis 2,7) und die herunterregulierten Cystein- und Methionin-
Biosynthesen untergliederte (cys, met, log, -1,28 bis 2,21).

Nicht-charakterisierte Gene: Zu den Top 20 der Gene mit den niedrigsten Expressionsraten unter der
Bedingung sessil, gehdren auch solche mit bisher nicht-charakterisierter Funktion, wie z. B. ydhY, ychH,
ydhV, ygeW, ycbJ und ymcE (log; -3,3 bis -2,28). Sie zeigen deutlich, dass vor allem in E. coli ATCC
25922 weitere Mitspieler an der Adhasion beteiligt sind, die es flir ein Gesamtbild noch zu erforschen
gilt.

Metallaufnahme: Auffillig am sessilen Modus war die starke Expression von Genen, die fir
Kupfertransporter kodieren, z.B. cus und copA (log; 0,42 bis 4,92). Um im Adhasions- und Biofilm-
Modus eine Kupferhomoostase zu halten, wird das Zweikomponentensystem CusSR und das
periplasmatische Kupferchaperon CusF aktiviert, wobei CopA und CusCBA als Effluxpumpen dienen
(Giachino & Waldron, 2020). Entgegengesetzt reguliert waren Gene fir den Nickeltransport
(nikABCDER, log, -2,29 bis -0,86) und die Metall-bindenden Proteine ZinT und ZnuC (log, -1,65 bis
2,13).

Gemeinsam differentiell exprimierte Gene von E. coli KI683 und RV308: Mit E. coli KI683 teilt sich
E. coli ATCC 25922 729 gemeinsame Einzelkopie-Gene, davon waren 38 differentiell exprimiert (10,7%

der Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene). Von diesen wurde das, fir einen

66



Ergebnisse

Kobalttransporter-kodierende Gen ecfT (DR76_RS08860) mit einem Wert von log; -2,09 im sessilen
Modus am wenigsten exprimiert, wahrend ilvG (DR76_RS03640) mit einem Wert von log, 1,70 und
yaiO (DR76_RS14485) mit einem Wert von log, 1,60, am stdrksten exprimiert wurden. Mit dem
anderen, stark adharenten Stamm RV308 teilt sich ATCC 25922 71 Einzelkopien-Gene, davon sind 10
differentiell exprimiert (2,8% der Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene). Das Kalteschockgen
¢spH und einige nicht-charakterisierte Gene (ymcE, ypfM, ynfN und ypdK) wurden im sessilen Zustand
weniger exprimiert (logz -2,41 bis -1,23). AuBRerdem wurde leul, das negative Biofilm-Regulatorgen
ymgA und ein fiir ein ilv Operon Leader-Peptid kodierendes Gen (log; 1,69 bis 2,4) gefunden.
Einzigartig differentiell exprimierte Gene von E. coli ATCC 25922: Von den 286 Einzelkopie-Genen des
einzigartigen Genpools von E. coli ATCC 25922 sind nur acht Gene differentiell exprimiert, die einen
Anteil von 2,3% der gesamten 398 differentiell exprimierten Gene ausmachen und von log; -1,61 bis
3,28 reichen. Allerdings war nur die Expression von ilvX, einem nicht-charakterisierten Gen, das fir ein
kleines Protein kodiert, bemerkenswert hoch (log; 3,28).

Adhédsionsmechanismus: E. coli ATCC 25922 adhériert sehr schnell auf den Titanoberflachen, wobei
die zahlreichen Zellanhidnge (Fimbrien, Flagellen) eine Initialadhadsion einleiten. Unmittelbar nach der
Adhasion festigen induzierende Biofilm-Regulatoren (Gene bsmA, ycgZ, ymgC) die Bindung. Zeitgleich
erfolgen Anpassungen von Primarstoffwechselwegen wie Stickstoffverarbeitung (nap), Eisen-Schwefel-
Biogenese (isc), Fettsduresynthese (fad) und Kupfertoleranz (cus). Viele noch nicht-charakterisierte
Gene unter den differentiell exprimierten Genen verhindern ein vollstéandigeres Bild der Adhdsion von
E. coli ATCC 25922. Es zeigt sich jedoch deutlich, dass die Adhdsion nicht nur ,klassisch” durch
Zellanhange und Biofilmregulatoren reguliert, sondern auch durch die Aktivitdt zahlreicher nicht-

charakterisierter Gene beeinflusst wird.

5.5.2 Adhdsionsmechanismen von E. coli KI683

E. coli KI683 wurde in die Studie einbezogen, weil dieser Stamm als eher schlecht an Oberflachen
adhérierend charakterisiert ist. Beim Wechsel in den sessilen Modus wurden mehr als ein Fiinftel des
Genoms als reguliert festgestellt. Somit ist mehr als die 2,5-fache Menge an Genen im Vergleich zum
stark adhédrenten E. coli ATCC 25922 differentiell exprimiert worden. Dies kdnnte darauf hindeuten,
dass E. coli KI683 ein komplexeres Netzwerk an Genen aktivieren muss, um vom planktonischen in den
adharenten Zustand zu wechseln. Wie fiir E. coli ATCC 25922 verantwortet auch hier der gemeinsame
Genpool die Mehrheit von 87,6% der differentiell exprimierten Gene mit Minimal- und
Maximalwerten von log, -5,26 bis log, 6,14. Die wichtigsten differentiell exprimierten Gene werden
nachfolgend vorgestellt und eingeordnet.

Veranderung der Zellmembran: Zahlreiche Gene, deren Produkte zum Zellmembran-Stoffwechsel

gehoéren, sind im sessilen Zustand deutlich starker exprimiert. Dazu gehdren das, fir einen
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Lipidtransporter-kodierende Gen blc (log, 3,95), das Lipid-Biosynthese-Gen IpxP (log, 2,14) und die
Gene pspA-G (log2 0,98 bis 3,95). Als die Adhasion beglinstigend, wird auch die erhéhte Expression der
fad-Gene eingeschatzt, die fiir Enzyme der Fettsduredegradation kodieren (log, -0,04 bis 3,05). Eine
erhohte Transkription der GO-Klassifizierung Gram-negative cell wall biogenesis (Gene ycbB, ynhG,
erfK, ynhG) deutet ebenfalls auf eine Umgestaltung der Zellmembran zu einer effektiven Barriere hin.
Transkriptions- und  Translationsmaschinerie: Die  Aktivitait der Gene fir die
Transkriptionsmaschinerie war in den untersuchten Stammen nur in E.coli KI683 erheblich
verlangsamt: Die Ribosomen-Untereinheiten 50S (Gene rpmA-J, rplA-F und rpll-Y; log, -4,22 bis -0,93)
und 30S (Gene rpsA-U, log; -4,43 bis -1,94) sind im sessilen Modus niedriger exprimiert. Zudem sind
viele Translationsfaktor-Gene wie fusA, prfC, tsf, infA, tufA (log, -2,86 bis -2,01) und RNA-Polymerase-
Gene wie rpoA und rpoB (log; -2,66 bis -2,28) niedriger exprimiert. Zahlreiche Gene, wie das des
globalen fis-Regulators, des Ribosom-assoziierten Inhibitors A raiA und rimM, rnpA, hha und cspADEG
(logz -3,45 bis 2,97) konnten ebenfalls die Translationseffizienz verringern und deuten darauf hin, dass
die Bakterien nach der Adhdsion in einen persistierenden Zustand wechselten oder sogar abstarben
(Wood, Song, & Yamasaki, 2019).

Nukleotid- und Aminosaurenmetabolismus: Auffillig waren die niedrigen Expressionsraten der
Purinbiosynthese-Gene (guaAB, nrdA, apt, gpt, prs und der pur-Gene; log, -2,77 bis -0,09), die eng mit
der oxidativen Phosphorylierung (atp; log, -2,77 bis -0,09) verbunden sind. AuBerdem wird das
intrazellulire Uberleben uropathogener E. coli (UPEC) von einer de novo-Purinbiosynthese der
Bakterien abhdngig gemacht (Shaffer et al., 2016). Zusatzlich wurde der Metabolismus verschiedener
Aminosauren als verdndert bestimmt. Die Enzyme fiir den Serin- (sdaABC) und Threonin-Abbau
(tdcBCDFG) wurden im sessilen Zustand niedriger exprimiert (log; -5,26 bis -0,6). Im Gegenteil dazu
wurden Gene flr die Biosynthesen von Arginin, Tryptophan und Methionin héher exprimiert (arg, art,
trp, met, log, 1,00 bis 5,16).

ABC-Transporter und prokaryotisches Schutzsystem: Die Expression zahlreicher ABC-Transporter
kodierender Gene war nach der Adhasion deutlich vermindert. Da ABC-Transporter wesentliche
Bestandteile in bakteriellen Zellemembranen sind und dort die Aufnahme und Sekretion
verschiedenster Substrate verantworten (Linton & Higgins, 1998), wird die vermutete Transformation
in einen Persistenz-Zustand bekréftigt. Die veranderte Expression von Genen fiir Toxin-Antitoxin-Paare
wie yoeB-yefM, hdeA-hdeB oder hha-tomB (log, -3,76 bis 3,65) weisen auf die Beteiligung
prokaryotischer Schutzsysteme am Adaptionsgeschehen an den sessilen Modus hin. Die Funktion
prokaryotischer Schutzsysteme reicht von Genomstabilisierung, Uber antibiotischer Persistenz bis zu
Stressmodulation und Resistenz gegen Bakteriophagen (Fraikin, Goormaghtigh, & Melderen, 2020).

Interessanterweise wurde sulA (log, 3,17) verstarkt im adharenten Zustand exprimiert. SulA inhibiert
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wahrend der Replikation die Zellteilung, um die Bildung individueller Zellkérper zu verhindern und
eine Zellverlangerung, die sogenannte Filamentation, zu beglinstigen, womit Bakterien bis zu 50 um
lang werden konnen. GroRere und langere E. coli KI683-Bakterien im Adhasionszustand wurden
mittels REM detektiert (Daten nicht gezeigt). Die abnormale Verlangerung wird durch die SOS-Antwort
induziert. Sie ermoglicht durch die vergrofRerte Zellmembran eine bessere Anhaftung auf dem
Wachstumsgrund und erschwert die Phagozytose durch Makrophagen und anderen Fressfeinden
(Justice et al., 2008). Diese Uberlebensstrategie wurde auch fiir uropathogene E. coli-Bakterien bei
Auslésung einer Harnwegsinfektion beobachtet (Justice et al., 2004).

Stickstoffmetabolismus und nicht-charakterisierte Gene: Unter den differentiell exprimierten Genen
befanden sich zahlreiche Gene, die dem Stickstoffmetabolismus zugerechnet werden und im sessilen
Zustand hoher exprimiert waren. So dienen die Prozesse y-Aminobuttersdure (GABA)-Degradation
(gabDPT, log, 2,13 bis 2,53), Lysindegradation (csiDER, log, 1,95 bis 3,60) und Glutamataufnahme (g/t,
log, 1,73 bis 3,58) der Versorgung der Bakterien mit Stickstoff, wahrend Nac (nac, log, 3,00) die
Stickstoffverteilung zwischen den Prozessen steuerte (Bender, 2010). Neben den bekannten Genen
befanden sich unter den differentiell exprimierten Genen noch viele nicht-charakterisierte Gene, wie
yeb, yidC, ycg und ybg$ (log, -3,07 bis 3,4).

Gemeinsame differentiell exprimierte Gene von E. coli ATCC 25922 und RV308: Im gemeinsamen
Genpool von E. coli KI683 und ATCC 25922 befinden sich 729 Einzelkopie-Gene, von denen nur 71
differentiell exprimiert waren und deren Expressionsunterschiede von log, -2,71 bis 2,80 reichten
(6,5% der Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene). Darunter befinden sich vor allem Gene, die
fur die Kapselschicht kodieren (kps) und das Antigen 43 (flu) (log; -2,71 bis -1,24). Kapsulare
Polysaccharide ummanteln den bakteriellen Zellkbrper mit einer Schichtdicke von 0,2 bis 1 um und
blockieren die kleinen, in der Membran sitzenden Adhasine wie Ag43 (Schembri et al., 2004). Die
Kapseln bieten eine physikalische, chemische und immunologische Abschirmung im Blutstrom und
tragen zur erhéhten Virulenz bei (Schembri et al., 2004; Lammers et al., 2011). Der gemeinsame Anteil
von Stamm KI683 mit RV308 belief sich auf 44 Gene, von denen aber nur 6 differentiell exprimiert
waren (0,5% der Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene). Allerdings war nur die Expression
von yubL bemerkenswert hoch (log,2,81), von dem jedoch keine eindeutige Funktion bekannt ist.
Einzigartige differentiell exprimierte Gene von E. coli KI683: Im Stamm-spezifischen Genpool waren
nur 59 von 401 Genen differentiell exprimiert, der Prozentanteil an den gesamten differentiell
exprimierten Gene betrug 5,4%. Interessanterweise befinden sich darunter drei gleiche Adhasin-Gene
cdiA, deren Produkte als Kontakt-abhdngige Wachstumsinhibitoren (CDI) fungieren (log, 0,05 bis 1,04)
(Aoki et al., 2010; Webb et al., 2013b). Die Gene des putativen Plasmids pUTI89, das in E. coli KI683
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durch die de novo-Genomsequenzierung detektiert wurde (s. C4.2), befinden sich im einzigartigen
Genpool, wurden aber nicht differentiell exprimiert.

Adhédsionsmechanismus: Bei E. coli KI683 handelt es sich um ein, an den planktonischen Zustand
angepasstes Bakterium. Dafiir sprechen die, in diesem Modus erhdhte Expression von Genen (kps), die
zur Synthese einer Kapsel als Schutzschild notwendig sind, und der Besitz von Flagellen. Dazu sind
Gene negativer Biofilm-Regulatoren (bolA, bdm, bssR, bssS) und Biofilm-beeintrachtigender
Aminosauren (trp, met, tdc) im sessilen Zustand in der Genexpression erhoht. Die Fahigkeit zur
Adhésion scheint nur gering ausgepragt. Einmal adhariert, aktiviert es EPS-assoziierte Gene (eps, pga),
passt die Zellmembran an (Gene fad, psp) und verwendet wahrscheinlich Fimbrien und Flagellen als
Anker (vgl. Abb. 10). Im adharierten Zustand scheint eher ein Wechsel in einen ruhenden Zustand
stattzufinden, der sich durch die geringere Expression fiir die, an der Translation beteiligten Gene (rpl,
rom, rps) und durch die Bildung von Filamentation (Gen sulA) abzeichnet. Durch die vergréRerte
Membranfliche koénnten knappe essentielle Nahrstoffe effizient aufgenommen werden.
Kolonieformierungen wurden nie beobachtet, es traten nur einzelne, adhérierte Bakterien auf den

Oberflachen auf.

5.5.3 Adhisionsmechanismen von E. coli RV308

E. coli RV308 bildet keine Zellanhdnge aus und wurde als stark adhéarent klassifiziert. Obwohl es von
den Bindungskapazitaten eher E. coli ATCC 25922 ahnelt, wurde (iberraschenderweise mehr als ein
Flinftel des Genoms differentiell exprimiert. Die Mehrheit der differentiell exprimierten Gene gehorte,
wie bei den vorher beschriebenen Stimmen, zum gemeinsamen Genom (zu 91,1%). Die Minimal- und
Maximalwerte der differentiell exprimierten Gene reichten von log; -6,20 bis 4,50. Eine Ausnahme
waren Gene fiir die Quorum sensing-Maschinerie, die zum Stamm-spezifischen Genpool gehéren.
Metallhomoostasen: E. coli verfligt Uber die beiden Gen-Cluster isc und suf, die Proteine zur Fe-S-
Cluster-Biogenese kodieren. Die Gene suf sind nur unter Stressbedingungen aktiv, wahrend die Gene
isc zu den typisch konstitutiv exprimierten Genen gehdren (Mettert & Kiley, 2014). E. coli RV308
aktivierte die Expression beider Gen-Cluster im sessilen Zustand (log> 1,31 bis 3,26), was auf eine
erhohte Fahigkeit zur Bildung von Fe-S-Clustern hinweist. Darliber hinaus steuert der Eisenregulator
IscR (logz 2,22) die Biofilmbildung als Reaktion auf Anderungen der zelluldren Fe-S-Homdostase, indem
er die Genexpression von Typ 1-Fimbrien unterdrickt (Wu & Outten, 2009). Dabei war der
Eisentransport durch Herunterfahren der Eisenaufnahmegene feoABC (log, -3,65 bis -2,36) im
adharierten Zustand erheblich beschrankt. Andere Metallaufnahmegene mit differentieller Expression
waren nikABCDE (logz -3,04 bis -2,09) und modF (log; 2,27), die fur die Regulation der Nickel- bzw.

Molybdanaufnahme bendtigt werden.
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Aminosduren- und Kohlenhydratemetabolismus: Zu den auffdlligsten Stoffwechselwegen mit
reduzierter Genexpression im sessilen Zustand gehoérten die Biosynthesen flr Asparagin und Leucin
(asn, leu, log, -3,49 bis -2,75). Darliber hinaus waren wahrend der Adhasion Zuckerstoffwechsel- und
Transportsysteme von Maltose, Galaktose und Xylose aktiviert (mal, gal, xyl; log, 2,63 bis 4,5) und die
Gene ugp des physiologisch eng verbundenen sn-Glycerol-3-Phosphat-Metabolismus starker
exprimiert (log> 1,54 bis 3,17). sn-Glycerol-3-Phosphate sind degradierte Reste von Phospholipiden,
werden aber unter Phosphatmangel als Kohlenstoff- und Phosphatquelle genutzt (Brzoska & Boos,
1988; Wuttge et al.,, 2012). Ein erhohter Bedarf an Kohlenhydraten kdnnte mit kurzfristigen
Uberlebensstrategien zusammenhingen, die typischerweise fiir E. coli-Laborstimme beschrieben sind
(Vital et al., 2015).

Citratzyklus und Nukleotidbiosynthese: Die, fiir den Citratzyklus bendtigten Gene acnA und sdhA-D
(logz 1,68 bis 3,05) waren im adhdarierten Zustand starker exprimiert. Die erhohte Aktivitat des
Citratzyklus’ kénnte dem erhéhtem Energiebedarf (z. B. ATP), der verringerten Leistung durch zu
geringe Mengen an NAD(P)H und dem reduzierten Bedarf an Vorlduferstoffen flir adhasionsspezifische
Biosynthesewege und zelluldre Prozesse geschuldet sein (Pisithkul et al., 2019). Méglicherweise sind
diese Vorgange auch Grund fir die reduzierten Expressionsraten von Purin- und Pyrimidinbiosynthese-
Genen (pur, pyr, log, -3,76 bis -0,21). Parallel dazu sanken die Expressionsraten fir die
Pyrimidinkatabolismus-zustdandigen Gene rutA-G (log, -5,42 bis -1,87), die zu den Genen mit der
starksten negativ differentiellen Expression im Adhdsionszustand zahlen. Der erhéhte Energiebedarf
und die Einstellung der Nukleotidbiosynthesen kdnnten einerseits Zeichen sein, dass sich die Zellen
vorrangig auf das Wachstum fokussieren, wobei die Zellteilung in den Hintergrund tritt. Andererseits
konnte die unterschiedliche Genexpression von zentralen Stoffwechselwegen mit einer
unterschiedlichen Substratverfligbarkeit in der sessilen und planktonischen Phase erklart werden.
Fettsdure-Abbau: Die Degradation von Fettsduren war in E. coli RV308 im Adhasionszustand ebenfalls
herunter reguliert (fad-Gene, log, 2,23 bis 4,40). Zusammen mit der katabolischen GABA-Biosynthese
(gabPDT, log, 3,15 bis 3,93) fungieren sie als Regulatoren der Membranpermeabilitdit und
Stickstoffressource (Dubois-Brissonnet et al., 2016).

Gemeinsame differentiell exprimierte Gene von E. coli ATCC 25922 und KI683: Der gemeinsame
Genpool von RV308 und ATCC 25922 beinhaltet 74 Gene, von denen 18 differentiell exprimiert sind
(2,2% der Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene). Darunter befinden sich die Gene cspB und
cspl (logz 2,45 bis 3,40), die fir Kalteschockproteine kodieren und das Gen des negativen Biofilm-
Regulators ymgA (log; 2,89). Weitere nicht-charakterisierte Gene wie ymcE, yohP, ynfN, yjjY und ydfP
(log2 1,68 bis 3,40) gehoren ebenfalls zur Gruppe differentiell exprimierter Gene. Mit E. coli KI683 teilt

sich der Laborstamm RV308 lediglich finf differentiell exprimierte Gene (0,6% der Gesamtzahl der
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differentiell exprimierten Gene), wovon nur ydcW bemerkenswert stark differentiell exprimiert war
(log2 3,43).

Einzigartige Gene von E. coli RV308: Der einzigartige Genpool von E. coli RV308 umfasst 479 Gene,
von denen 117 als nicht-charakterisiert und 68 als putativ angegeben sind. Von den 479 Genen waren
48 Gene differentiell exprimiert, die 6,0% zur Gesamtanzahl der differentiell exprimierten Gene
beitragen. Die Minimal- bis Maximalwerte der differentiell exprimierten Gene reichten von log, -3,86
bis 4,44. Vorherrschend unter den differentiell exprimierten Genen war das Quorum sensing-System
Isr. Wahrend der Repressor LsrR in allen drei E. coli-Stiammen vorhanden ist, sind der
Transporterkomplex LsrABCD, die Signalkinase LsrK, die Thiolase LsrF und die Isomerase LsrG nur in
E. coli RV308 prasent. Sie waren im Adhdsionszustand stark exprimiert (log. 3,11 bis 4,44). Quorum
sensing ist eine Form der Kommunikation mittels Autoinduktoren innerhalb einer
Bakterienpopulation, die so koordiniert Biofilm-assoziierter Gene wie das fiir Kolansdure-kodierende
Gen wza (logz 1,83) und das Autoaggregationsgen flu (Antigen 43; log, -0,22) regulieren konnen (Li et
al., 2007). Weiterhin waren die Gene fiir eine Putrescinverwertung nach der Adhasion starker
exprimiert (puuA, -D und -P, log, 2,33 bis 3,58), wobei Putrescin als Energiequelle bei Abwesenheit von
Glukose importiert wird (Schneider, Hernandez, & Reitzer, 2013). Zuséatzlich war die Degradation von
Phenylalanin Uber Phenylacetat induziert (paaA-C, -J, -F, -X und -Y, log, 1,13 bis 2,51). AuRerdem
befinden sich hier die LysR- und AraC-dhnlichen, globalen Transkriptionsfaktor-Gene feaR, abgR, dmIR
und hcaR (log, 1,54 bis 3,30). Deren Genprodukte fungieren entweder als Aktivatoren oder
Repressoren einzelner oder operonischer Gene, die fiir Enzyme von peripheren Stoffwechselwegen
kodieren, und deswegen Selektionsvorteile bieten kénnen. Beispielsweise ist HcaR in die Regulation
der oxidativen Stressantwort involviert und ein positiver Regulator des hca-Operons, welches mitunter
Dioxygenasen zum Abbau von 3-Phenylpropionat kodiert. 3-Phenylpropionat ist im menschlichen und
tierischen Darm vorhanden. Das Vorhandensein von Abbauenzymen von 3-Phenylpropionat kann in
diesen Umgebungen zur Abwehr von oxidativem Stress vorteilhaft sein (Turlin et al., 2005).
Adhdsionsmechanismus: Der Laborstamm E. coli RV308 ist nicht motil und gelangte wahrscheinlich
ausschlieBlich durch Sedimentation auf die Oberflichen, wo Quorum sensing-Gene (Isr) und die
dazugehorige Kolansdure-Produktion aktiviert wurden (Gene wza), um einen initialen Kontakt fir den
Wechsel in sessiles Wachstum zu fordern. Flagellen-assoziierte Gene waren zwar aktiviert, aber
Flagellen selbst werden nicht gebildet. Die erhohte Zuckeraufnahme (Gene mal, gal, xyl) und die
optimale Verwertung von Glycerol (Gene ugp), Putrescin (Gene puu), aromatischen Verbindungen

(Gene paa) und Fettsduren (Gene fad) liefern Energieresourcen.
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5.5.4 Vergleich der Adhdsionsstrategien

Zusammenfassend konnen zwei wesentliche Feststellungen getroffen werden. Zum einen offenbaren
die, durch Nahrstoffmangel verdanderte Genexpressionen 6kologische Strategien, die das urspriingliche
Habitat der Bakterien reflektieren kdnnen. Zum anderen basierte die Adhdsion der drei
Bakterienstdamme auf unterschiedlichen Mechanismen.

Die klinischen lIsolate E. coli ATCC 25922 und KI683 adaptierten sich innerhalb kurzer Zeit an die
nahrstoffarme Umgebung. Indikator fiir eine schnelle Adaption ist die erh6hte Expression von Genen,
die fiir Schutzsysteme und fir Biosynthesen von (Makro-)Molekilen zustandig sind, um langfristig
Hungerbedingungen Uberleben zu kénnen, wie sie auBerhalb des menschlichen Darms und des Labors
vorherrschen (Vital et al., 2015). Beispiele flir Schutzsysteme sind die Kapselbildung und
Filamentbildung in E. coli KI683 und die hohe Expression der Gene fiir die Aufrechterhaltung der
Kupferhomoostase in beiden klinischen Isolaten. Beispiele fir die Herstellung von Makromolekilen
sind die erhdhten de novo-Purinbiosynthesen und die vermehrten Biosynthesen verschiedener
Aminosauren. Im Gegenteil dazu exprimierte der Laborstamm E. coli RV308 noch immer verstarkt
Gene, die wachstumsfordernd sind. E. coli-Laborstdmme passen sich durch jahrelange Kultivierung in
Laboren an optimale Bedingungen an, die durch die Bereitstellung von ausreichenden Mengen an
Nahrstoffen, Sauerstoff und Wasser, sowie durch eine optimale Umgebungstemperatur und einen pH-
Wert gekennzeichnet sind (Knoppel et al.,, 2018; Tuttle, Trahan, & Son, 2021). Folglich bleibt
Hauptaugenmerk der Energieeinsatz in die Nahrungsaufnahme, die durch die Aufnahme von Zuckern
gekennzeichnet ist, und die Aufrechterhaltung des Citratzyklus.

Fiir die Adhasion sind Zellanhdange wichtig, da sie den ersten Kontakt mit der Oberflache und somit
erste sensorische Signale vermitteln (Friedlander et al., 2013; Geng et al., 2014; Berne et al., 2015;
Gordon & Wang, 2019; Kimkes & Heinemann, 2019), jedoch wurde ersichtlich, dass im Fall von E. coli
KI683 und RV308 fiir eine Anhaftung weitere Faktoren bedeutsam sind. E. coli KI683 adhérierte trotz
vieler Zellanhdnge nur schlecht, wahrend E. coli RV308 trotz nicht-vorhandener Zellanhange stark an
Oberflachen adhérierte. Dabei verandert sich die Genexpression jeweils deutlich. Der Hauptanteil
differentiell exprimierter Gene (> 84,2%) gehorte zum gemeinsamen Genom. Oft waren die
gemeinsamen Gene aber unterschiedlich reguliert. Beispiele sind die sehr hohen Expressionsraten der
Gene nap fir die Stickstoffverwertung in E. coli ATCC 25922 im sessilen Modus oder die, fiir eine
Kapselschicht kodierende Gene kps im planktonischen E.coli KI683. Einschlagige, das
Adhasionsverhalten betreffende Gene entstammen im Fall von E. coli RV308 dem Stamm-spezifischen
Genpool. Als starkster Einfluss wurden die Quorum sensing-kodierende Gene Isr ausgemacht. Die

jeweiligen Systeme (iben einen globalen Einfluss auf das Adhasionsverhalten der Bakterien aus. Diese
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Erkenntnis ist vor allem deshalb interessant, da die gewonnenen Erkenntnisse fir einen Stamm nur
bedingt auf andere Stdmme Ubertragen werden kbnnen.

Die hier identifizierten unterschiedlichen Eigenschaften kénnen nur durch weitere strukturbiologische
Untersuchungen substantiiert werden. Die beschriebenen Stoffwechselwege bieten jedoch die
erforderlichen Anknipfungspunkte, um zu einem besseren Verstandnis der Regulationsmechanismen

beizutragen.

6 Beteiligung von Genen unbekannter Funktion am Adhasions-
geschehen

Wie im vorherigen Kapitel gezeigt, weisen die Stamme-spezifischen, transkriptionellen Regulationen auf
verschiedene Adhdasionsstrategien hin. Interessant ist, dass, neben bereits mit Adhasionsprozessen-
und Biofilmbildung-assoziierten Genen, viele Gene aus dem sogenannten y-ome involviert sind. Das y-
ome beinhaltet alle Gene, denen experimentelle Funktionsnachweise fehlen, die aber als Gene
annotiert sind (,,y-Gene”). y-Gene werden als uncharacterized, putative, hypothetical, pseudo genes
bezeichnet oder sehr grob als proteins, inner membrane oder transporter annotiert (Ghatak et al.,
2019). In den Genanreicherungsanalysen aller drei E. coli-Stamme waren Gene unbekannter Funktion
unter den differentiell exprimierten Genen Uberreprasentiert (Tab. S6) und sind somit wahrscheinlich
an Adhéasionsprozessen beteiligt. Daher wurde gezielt nach Genen mit unbekannten Funktionen
gesucht und beispielhaft solche Gene deletiert und ({berexprimiert. Die Deletions- und
Uberexpressionsmutanten wurden hinsichtlich des Wachstums, des spezifischen Phanotyps, der

Motilitdt und der Biofilmbildung charakterisiert und mit dem Wildtyp verglichen.

6.1 Auswahl von Genen fiir Deletions- und Uberexpressionsmutanten

Die Auswertungen der Transkriptomsequenzierungsdaten legten nahe, dass viele noch unbekannte
Gene an den Adhéasionsprozessen beteiligt sind. Um die Auswirkungen der Gendeletionen und -
Uberexpressionen in den drei Stimmen vergleichen zu kdnnen, wurden nur Gene aus dem
gemeinsamen Genpool als Kandidaten betrachtet (vgl. Abb. 13). In die engere Auswahl gelangten

aulerdem nur Gene, die in allen drei Stammen differentiell exprimiert waren (Abb. 17).
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E. coli ATCC 25922 E. coli KI683
298 DEGs 963 DEGs

DEG

244

E. coli RV308
731 DEGs

Abb. 17: Strategie zur Priorisierung von Genen zur Deletion und Uberexpression. Extrapolierung der differentiell
exprimierten Gene (DEG, rechts) aus dem gemeinsamen Genpool (links) von E. coli ATCC 25922, KI1683 und RV308.

48 Einzelkopie-Gene aus dem gemeinsamen Genpool waren in allen drei Stammen differentiell
exprimiert. Darunter befanden sich Gene, von denen bereits bekannt ist, dass sie an der Adhasion und
der Ausbildung von Biofilmen beteiligt sind, z. B. bsmA (Weber et al., 2010), iscR (Wu & Outten, 2009),
glgS (Rahimpour et al., 2013), aber auch nicht-charakterisierte Gene, die ebenfalls zur Anhaftung
beitragen konnten (Tab. S4). Die eigentliche Auswahl fiir Gendeletionen und -lberexpressionen
erfolgte nach deren putativen Funktionen. Die Gene gehdrten sowohl zum gemeinsamen, als auch
zum paarweisen Genpool der differentiell exprimierten Gene (Abb. 17, rechts). Folgende Gene wurden

zur Gendeletion und -lUberexpression ausgewahlt: bolA, ygeV, yaiY, ybgS und yddM (Tab. 18).

Tab. 18: Die deletierten und liberexprimierten Gene in E. coli ATCC 25922, KI683 und RV308 mit zugehorigen differentiell
exprimierten Genen zwischen den Konditionen adhiriert auf 2 nm und planktonisch (2 nm / pl). n.d.e.: nicht differentiell
exprimiert.

log2 FC (2 nm / pl)

Gen Kodiert fiir ATCC 25922 Ki683 RV308
bolA  DNA-binding transcriptional regulator n.d.e. 3,41 1,67
ygeV  Uncharacterized 6°*-dependant transcriptional regulator -2,10 1,50 2,40
yaiY Inner membrane protein -1,89 3,67 2,44
ybgS  Uncharacterized protein / Homeobox protein n.d.e. 3,08 2,06
yddM Uncharacterized HTH-type transcriptional regulator n.d.e. 2,05 1,15

Das Gen bolA wurde als Kontrolle einbezogen, da dessen Einfluss auf das Wachstum, die Zellteilung,

den Phanotyp und die Biofilmbildung bereits charakterisiert ist (Guinote et al., 2014).

6.2 Klonierungsstrategien der Deletions- und Uberexpressionsmutanten

Die in Tab. 18 aufgefiihrten Gene wurden in allen drei Stammen sowohl deletiert, als auch

Uberexprimiert. Nachfolgend sind die Klonierungsstrategien erldutert.
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6.2.1 Deletionsstrategie

Alle Deletionen der in Tab. 18 aufgeflihrten Gene wurden mit dem Red/ET-Rekombinationsprozess
durchgefihrt (Abb. 4), mit dem Unterschied, dass hier nur der Selektionsmarker fiir die Konstruktion
der Rekombinationskassette (Abb. 18A) gegen das Zielgen ausgetauscht und letzteres so deletiert
wurde (Abb. 18B).

A B C

HS1
N FRT

—
M.. e -------WT E. coli Genom
T — —

— p—
HS2
o ATCC 25922 KI683 RV308
A WT A WT A WT A WT A WT A WT A WT A WT A WT

oNS  98/99 98/242 98/99 98|242 98/99 98/242

460 377 129 O 460 377 129 0 460 377 129 0O

0 1928 455 2127 235 0 0 1928 445 2116 231 0 0 1923
186/189 186/187 186/242 186/189 186/187 186/242 186/189

vaiy

318 519 117 0 O 280

205/206 205/242 205/135b

ybgs

0 172 445 82 0 0 383 172 445 82 0 0O 288

211/210b 209/210b 209/242 211/210b 215/216 215/242 217/216

200 377 95 0 O 200 377 95 0O O 400/647/ 85 0 0O 479,
214 469 268

Abb. 18: Deletionsstrategie mittels Red/ET-Rekombinationsprozess. A) PCR-Amplifizierung einer linearen DNA-
Integrationskassette mit homologen Sequenzen (HS) zum Zielgen bolA*, ygeV, yaiY, ybgS und yddM (Primer aus Tab. 9).
Durch den Red/ET-Rekombinationsprozess wird das Zielgen (B) durch das Kanamycin-Resistenzgen (kanR) unter der Kontrolle
des Granzym B-Promoters (pGB2) und zwei flankierenden FLP recognition target (FRT) ersetzt. C) Die Integrationskassette
wird durch den FLPe-Rekombinationsprozess ersetzt und hinterldsst eine FRT-Sequenz im deletierten Zielgen. D) Die
Verifizierung der genomischen Integration erfolgt durch zwei bzw. drei Primerpaare (Pfeile in B) und C), Tab. 10). *Disruption.

Allerdings scheiterte diese Strategie fir die Deletion von bolA in allen drei Stammen. Das verweist
entweder auf eine kompliziertere genomische Struktur um bolA oder das Gen ist flr diese Stamme
essentiell. Letzteres wurde ausgeschlossen, da eine Disruption erfolgreich war (Abb. 18D), bei der die
FRT-Sequenz zwischen der 119. und 120. Base eingefligt werden konnte und das restliche Zielgen

vorhanden blieb. Diese Disruptionsmutanten wurden fir die nachfolgenden Untersuchungen zu bolA
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verwendet. Fir die Gbrigen Kandidaten ygeV, yaiY, ybgS und yddM wurde das gesamte Gen deletiert
(Abb. 18D). Die flankierenden 50 bp groRen, homologen Sequenzen enthielten die 47 bp aufwarts plus
das Startcodon des Zielgens und die letzten sieben Codons plus weitere 29 bp abwarts des Zielgens,
die zu einer in frame-Deletion fiihren (Baba et al., 2006). Dadurch sollten polare Effekte auf die
nachgeschalteten Gene verhindert und die Teilexpression des Zielgens ausgeschlossen werden. Die
Selektion erfolgte (iber das Kanamycin-Resistenzgen. Die Resistenz gegeniiber Kanamycin kdnnte zu
anderem Wachstums- und Reaktionsverhalten fiihren und eine Vergleichbarkeit mit den jeweiligen
Wildtyp-Stammen erschweren. Um solch eine Beeinflussung auszuschlieBen, wurde der
Selektionsmarker, also das Kanamycin-Gen, nach der Selektion mittels FRT-Rekombination wieder
entfernt. Zur Verifizierung des Genotyps nach Integration der Kassette und nach Entfernen des
Selektionsmarkers wurden Kolonie-PCRs durchgefiihrt. Mit jeweils drei Primerpaaren wurde der
korrekte Einbau des Selektionsmarkers und die vollstindige Entfernung des Selektionsmarkers
zwischen den FRT-Sequenzen verifiziert. Fir bolA wurden, aufgrund der Disruption, nur zwei
Primerpaare verwendet und diese Region wurde sequenziert, welche die Kanamycin-Gen-Exzision

bestétigte.

6.2.2 Uberexpressionsstrategie

Die heterologe Uberexpressionen der in Tab. 18 aufgefiihrten Gene wurde durch Ligation des Zielgens
direkt hinter den mit IPTG-induzierbaren Lac-Promoter im Plasmid pUC18 herbeigefiihrt. pUC18
wurde genutzt, da es unter Idealbedingungen hohe Kopienzahlen von 500 bis 700 erreicht (QIAGEN,
2013) und es daher nach Induktion des Promoters zu einer deutlichen Uberexpressionen der Zielgene
kommen sollte. pUC18 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Sacl linearisiert. Die Zielgene
aus Tab. 18 wurden mit Primern (Tab. 11) amplifiziert, deren Uberhinge die Restriktionsschnittstellen
der Restriktionsenzyme EcoRl und Sacl beinhalteten. Nach Verdau der PCR-Produkte erfolgte die
Ligation der beiden Fragmente, die Transformation des ligierten Plasmids und die Selektion mittels
Carbenicillin-Resistenz und Blau-WeiR-Screening. Kolonie-PCRs mit Primerpaaren, die jeweils die
Region mit dem Ampicillin-Resistenzgen und dem Zielgen amplifizierten, und DNA-Sequenzierungen
der Inserts verifizierten die korrekte Ligation. Zu Vergleichszwecken wurden die E. coli-Stamme ATCC

25922, KI683 und RV308 mit dem unveranderten, leeren pUC18-Plasmid transformiert.

6.3 Wachstumsverhalten

Da das Wachstum der Mutanten in optimaler Umgebung Uberprift werden sollte, wurde das
Wachstumsverhalten im Gegensatz zu den in vitro-Adhéasionsassays mit lac-SBF in ndhrstoffreichem
LB-Medium beobachtet. Der lac-SBF-Puffer eignet sich aufgrund seiner néahrstoffarmen

Zusammensetzung nur fir kurze Inkubationszeiten unter 3 h. Nach diesem Zeitraum kommt es durch
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die Nahrstoffarmut zu einem Wachstumsstopp (Daten nicht gezeigt). Langere Beobachtungen des
Wachstumsverhalten mit lac-SBF (iber den Zeitpunkt von 3 h hinaus sind daher nicht moglich. Alle
Deletions- und Uberexpressionsmutanten wurden somit fiir einen Zeitraum von 15 h unter
Verwendung von LB-Medium und unter Schiitteln bei 37 °C in einer 96-Multiwellplatte kultiviert und
die Biomassezunahme als ODggo gemessen (Abb. 19).

Jeder Stamm erwies sich als vital. Wie erwartet wiesen alle Stimme mit den Plasmiden (OEZielgen und
OE-Kontrolle) eine niedrigere ODggo als die Wildtypen und Deletionsmutanten auf. Die Wachstumsrate
und die Verdopplungszeit aller Stimme in LB-Medium betrugen im Mittel u = 0,014 + 0,0013 min* und
ts = 51 £ 6 min. Ausnahme war E. coli RV308 OEbolA. Hier verlief die exponentielle Phase sehr flach
und die Bakteriendichte blieb gering. Die Wachstumsrate halbierte sich (i1 = 0,007 min), wihrend sich
die Verdopplungszeit fast verdoppelte (t4 = 91 min).

Die Schwankungen der ODgoo-Werte zwischen dem Wildtyp und den restlichen Mutantenstdammen von
E. coli ATCC 25922 resultierten daraus, dass die Bakterien einen labilen Biofilm bildeten und dieser
durch das Schiitteln z. T. zerrissen wurde. Der Messstrahl erfasste entweder das helle Medium oder
die dunkle Biofilmschicht. Dabei fallt auf, dass dies nur im Wildtyp- oder im deletierten Stamm zu
sehen war, jedoch nicht bei allen Uberexpressionen der getesteten Gene.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Gendeletionen und -lberexpression von bolA,
ygeV, yaiY, ybgS und yddM in den drei E. coli-Stammen mit Ausnahme von E. coli RV308 OEbolA
keinen Einfluss auf das Wachstum hatten. Die Uberexpression von bolA in E.coli RV308

beeintrachtigte das Zellwachstum.
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ATCC 25922 KI683 RV308
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ygeV
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Wachstum (ODgq,)
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e Wildtyp A AZielgen O OEZielgen 4 OE-Kontrolle

Abb. 19: Wachstumskurven der Stimme E. coli ATCC 25922 (rot), KI683 (blau) und RV308 (griin) mit deletierten oder
iiberexprimierten Zielgenen. A: Disruption bzw. Deletion des Zielgens. OE: Uberexpression vom Zielgen durch
pUC18_plac_Zielgen. OE-Kontrolle: Plasmid pUC18 ohne Zielgen.
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6.4 Phanotypische Charakterisierung

Die Morphologie von Makrokolonien hangt mafRgeblich von den drei Biofilmkomponenten Curli-
Fasern, Zellulose und Flagellen ab (Serra et al., 2013c; Berne et al., 2015). Bilden die Bakterien Curli-
Fasern, also Amyloide, aus, so kann der Indikatorfarbstoff Kongorot daran binden und verursacht rote
Kolonien. Werden keine Curli-Fasern gebildet, so bleibt die Kolonie weiR. Exopolysaccharide wie PGA,
Zellulose oder Kolansaure verursachen auf den Makrokolonien raue Strukturen, die von kleinen Blasen
bis zu komplexen 3D-Strukturen reichen kdnnen. Ansonsten bleiben die Makrokolonien glatt und
rund. Wenn Flagellen ausgebildet werden und die Bakterien somit noch motil sind, kdnnen sie sich
durch die weiche Konsistenz des Agar-Mediums fortbewegen und verursachen Triibungen. Alle oben
beschriebenen Deletions- und Uberexpressionsmutanten wurden jeweils auf Kongorot-haltigen LB-
Agarplatten und Motilitats-Agarplatten angezogen und die Ausbildung von Biofilmkomponenten

wurde bewertet (Tab. 19, Abb. A3).

Tab. 19: Phanotypische Charakterisierung der verschiedenen Genotypen von E. coli ATCC 25922, KI683 und RV308. Curli-
und Zellulose-Nachweis durch Phanotyp der Makrokolonien auf Kongorot- und Coomassie Blau-haltigen LB- und LBcarb/ipta-
Agarplatten nach 48 h Inkubationszeit. Hell- bis dunkelrote Farbungen der Makrokolonien wurden als vorhandene
Curlibildung bewertet, weilRe Farbungen als ausbleibende Curlibildung. Blasen oder andere dreidimensionale Strukturen der
Makrokolonien wurden als vorhandene Zelluloseproduktion bewertet, glatte Oberflaichen als ausbleibende
Zelluloseproduktion. Motilitdts-Nachweis durch Auspragung der Triibung in 0,3%igen LB- und LBcarb/ipre-Agarplatten nach 17
h Inkubationszeit. A: Disruption und Deletion des Zielgens. OE: Uberexpression vom Zielgen durch pUC18_plac_Zielgen. WT:
Wildtyp. v: Komponente vorhanden. (v'): Komponente in eingeschrinkter Form vorhanden. %: Komponente nicht
vorhanden. Zugehdorige Abbildung: Abb. A3.

ATCC 25922 Curli Zellulose Motilitdt ATCC 25922 Curli Zellulose Motilitat

WT v x v OE+ v x v
AbolA v x OEbolA v x v
AygeV v v (V) OEygeV v x v
AyaiY v v (V) OEyaiY v x v
AybgS v x (v')  OEybgs v x v
AyddM v x (V) OEyddM v x v
KI683 K1683

WT x x v OE+ v x v
AbolA x x v OEbolA v x v
AygeV x x v OEygeV v x v
AyaiY x x 4 OEyaiY 4 x v
AybgS x x v OEybgSs v x v
AyddM x x 4 OEyddM v x v
RV308 RV308

WT x x x OE+ v x x
AbolA x x x OEbolA 4 4 x
AygeV x x x OEygeV v v x
AyaiY x x x OEyaiY 4 x x
AybgS x x x OEybgSs v v x
AyddM x x x OEyddM 4 v x
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Die Auswirkungen der Gendeletionen und der -lGberexpressionen waren nicht fiir jeden Stamm gleich.
So fiihrten die finf Gendeletionen des E. coli-Stammes ATCC 25922 zu einer verlangsamten oder
gestorten Bildung von Flagellen, was zu einer verminderten Motilitdt der Bakterien fihrte. In den
Deletionsmutanten E. coli ATCC 25922 AbolA, AygeV, AyaiY, AybgS und AyddM fehlten die Flagellen,
wie in den REM-Aufnahmen von E. coli ATCC 25922 AyddM exemplarisch zu sehen ist (Abb. A5). Die
Makrokolonien der Deletionsmutanten AbolA, AygeV und AyaiY wiesen blasenartige Strukturen auf,
was auf eine vermehrte Zelluloseproduktion hindeutet.

In E. coli KI683-Bakterien verursachte keine der Gendeletionen eine phanotypische Veranderung der
drei Komponenten Curli, Zellulose und Motilitdt. Im Gegensatz dazu flihrten die jeweilige
Uberexpressionen der Gene bolA, ygeV, yaiY, ybgS und yddM einschlieBlich der Kontrolle mit dem
Leerplasmid pUC18 zu einer erhéhten Curli-Bildung.

Ein dhnliches Bild, die erhéhte Curli-Bildung nach Transformation mit dem Leerplasmid pUC18, aber
auch alle finf Genliberexpressionen von bolA, ygeV, yaiY, ybgS und yddM, ergab sich fiir E. coli RV308.
Zusitzlich steigerten die Uberexpressionen der Gene bolA, ygeV, ybgS und yddM in E. coli RV308 die
Zellulosemenge, was an strukturierten Makrokolonien nachweisbar war. Dabei war die Makrokolonie
von E.coli RV308 OEbolA am auffdlligsten strukturiert und sehr flach im Vergleich zu den
Makrokolonien der anderen vier Uberexpressionsmutanten OEygeV, OEyaiY, OEybgS und OEyddM. Ein
defizitdres Wachstum fiir den Stamm E. coli RV308 OEbolA konnte bereits festgestellt werden (vgl.
Abb. 19, RV308 OEbolA). Hintergrund konnte sein, dass BolA mit den Zellform-bestimmenden
Zytoskelettprotein MreB und dem Zellteilungsprotein FtsZ interferiert (Aldea et al., 1988; Guinote et
al., 2014). Konsequenz daraus sind runde statt stdbchenformige Bakterien (s. Anhang Abb. A4) und ein
reduziertes Zellwachstum, was fiir bolA-Uberexpressionen in anderen K-12-Stimmen bekannt ist
(Aldea et al., 1988; Freire, Neves Moreira, & Arraiano, 2009; Dressaire et al., 2015). Interessanterweise
hatte die Uberexpression von bolA in den klinischen Isolaten nicht diesen Effekt.

Bis hierhin lasst sich zusammenfassen, dass die Gendeletionen und -lUberexpressionen nicht dieselben
Auswirkungen in allen drei Stammen haben. So verursachten die Gendeletionen von bolA, ygeV, yaiY,
ybgS und yddM in E. coli ATCC 25922 eine reduzierte Motilitdt, aber nicht in E. coli KI683. Die
Uberexpression von bolA fiihrte nur im Laborstamm RV308 zu einer runden Zellform. Diese
Erkenntnisse sind zumindest teilweise Uberraschend, da einem Gen in der Regel eine konkrete
Funktion zugeordnet ist. Es zeigt sich hier die Komplexitat, wie unterschiedlich sich Gendeletionen und

-Uberexpressionen in verschiedenen Stammen derselben Spezies auf den Phanotyp auswirken kénnen.
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6.5 Biofilmbildung

Falls die phanotypischen Veranderungen der Makrokolonien eine Beteiligung der ausgewahlten Gene
(Tab. 18) am Adhéasionsgeschehen reprasentieren, sollten auch Auswirkungen auf die Fahigkeit der
entsprechenden Mutanten zur Biofilmbildung vorhanden sein. Um diesen Aspekt zu Uberprifen,

wurde die Biofilmbildung aller Mutanten mit Kristallviolett-Assays studiert (Abb. 20).
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Abb. 20: Kristallviolett-Messung der Deletions- und Uberexpressionsmutanten zur Ermittlung der spezifischen
Biofilmbildung (SBF). Die Werte sind fur die Deletionsstimme auf den jeweiligen Wildtyp (WT) und fir die
Uberexpressionsstimme (OE) auf den jeweiligen Wildtyp mit pUC18-Plasmid normalisiert (pUC18). SBF = (AB — CW) / (G -
GCW). AB: gefarbte, adharierte Bakterien; CW: gefarbte Kontrollwells, G: Wachstum in planktonischer Kultur, GCW:
Kontrollwells mit Medium. Ungepaarter t-Test. * = Kontrolle WT. § = Kontrolle pUC18. **** p < 0.0001; ***, p < 0.001; **, p
<0.01; *, p<0.05.

Die unter C5.5.1 bis C5.5.3 herausgearbeiteten Adhéasionsstrategien bestatigten sich auch hinsichtlich
der Kapazitat zur Biofilmbildung. Nach 24 h erwiesen sich erneut die E. coli-Stamme RV308 und ATCC
25922 als stark bis moderat adharierend, im Gegensatz zum nur schwach bindenden Stamm E. coli
KI683. Erstaunlicherweise hatte der Besitz des Plasmids pUC18 ohne eingefiigtes Zielgen, einen
sichtbaren Einfluss auf die Biofilmbildung, wie schon zuvor auf LB-Agarplatten nach Farbung mit
Kongorot: In E. coli ATCC 25922 war die Biofilmbildung vermehrt, im Stamm RV308 jedoch vermindert.
AulRerdem ist die Biofilmbildung von E. coli ATCC 25922 AyddM und RV308 OEyddM erheblich
vermehrt (Abb. 20A). Deutlich vermindert ist sie in RV308 AbolA, OEbolA und OEyaiY (Abb. 20C).
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Weder die Deletionsmutanten noch die Uberexpressionsmutanten von E. coli KI683 verursachten
Biofilm-beglinstigende Effekte (Abb. 20B).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Deletions- und Uberexpressionsmutationen in den drei
Stammen die Biofilmbildung unterschiedlich beeinflussten. Die gewonnenen Resultate
veranschaulichen erneut, dass sich Riickschliisse hinsichtlich der Adhasion und Biofilmbildung nur
bedingt von einem Stamm auf andere Stamme Ubertragen lassen und dass das eingesetzte Medium

eine entscheidende Rolle spielt.

6.6 yddM als Regulator des Toxin-Antitoxin-Paars higB/higA

Obwohl yddM in E. coli ATCC 25922 nicht differentiell exprimiert und in E. coli RV308 nur unter
Adhasionsbedingungen geringfligig starker exprimiert wurde, hatten die Deletion bzw. die
Uberexpression eine vermehrte Biofilmbildung (Abb. 20) und eine verminderte Flagellenbiosynthese
zur Folge (Tab. 19, Abb. A5). Eine starke differentielle Genexpression muss somit nicht immer ein Indiz
fur einen relevanten Phanotyp liefern. yddM ist ein nicht-charakterisierter HTH-Transkriptionsfaktor
(TF) der Xre-Familie, von dem weder biochemische Charakterisierungen, noch biologische Funktionen
oder homologe Gene bekannt sind. Laut einer String-Analyse (string-db.org, v11.0) ist das Toxin-
Antitoxinpaar higB/higA im Genom in unmittelbarer Umgebung und zeigt anhand der N&he eine
mutmaRliche regulatorische Rolle dieses Zweikomponentensystems an. Hintergrund ist, dass die
Genexpression ortsabhangig ist, da die transkriptionelle Aktivitdt dicht aneinandergrenzender Gene
mit dem negativen Supercoiling-Zustand des Genoms korreliert und beeinflusst wird (Cagliero et al.,
2013; Goormans et al., 2020). Seit Langem werden verschiedenen Toxin-Antitoxin-Systemen
Schlisselfunktionen bei der Bildung von Biofilmen zugeschrieben (Kim et al., 2009). Um einen
moglichen Zusammenhang von yddM und higB/higA auf die Biofilmbildung in E. coli ATCC 25922 und
RV308 nachzuweisen, wurde die Expression der Gene yddM, higB und higA im planktonischen und

Biofilmzustand in den verschiedenen Stimmen mit qRT-PCR bestimmt (Abb. 21).
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Abb. 21: qRT-PCR der Zielgene yddM, higB und higA. A) E. coli ATCC 25922 AyddM relativ zu ATCC 25922 Wildtyp bzw. ATCC
25922 OEyddM relativ zu pUC18. B) E. coli RV308 AyddM relativ zu Wildtyp bzw. E. coli RV308 OEyddM relativ zu pUC18.

Die yddM-Deletion in E. coli ATCC 25922 im planktonischen Zustand zog eine verminderte higA-
Expression nach sich, wahrend die Genexpression von higA- und higB im Biofilm gleichblieb. In den
Uberexpressionsmutanten von yddM wurden keine signifikanten Erhéhungen der higB- und higA-
mRNA-Level verzeichnet. Noch geringer sind die Unterschiede in E. coli RV308 AyddM: die higB- und
higA-Expressionen verbleiben im Bereich der Basalexpression. Ein anderes Bild zeigt sich bei der
yddM-Uberexpression. Die Gene higB und higA waren, im Gegensatz zum Wildtyp mit pUC18-Plasmid
als Kontrolle, deutlich weniger exprimiert (> log, 2). Es kénnte somit ein Zusammenhang zwischen
yddM und der Regulation von higB/A bestehen. Unklar bleibt allerdings, wie die Signale regulatorisch
zusammenhangen. Insgesamt betrachtet ist wieder erstaunlich, wie differenziert sich die gleiche

Mutation Stamm-spezifisch manifestiert.
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D DISKUSSION

Die Forschung uber die Interaktion zwischen Bakterien und Oberflaichen ermoglicht es, zwei
Untersuchungsgegenstande naher zu beleuchten. Zum einen kann die Anhaftung von Bakterien
observiert und charakterisiert werden. Zum anderen koénnen Oberflichen mit bestimmten
antibakteriellen Eigenschaften auf ihre biologische Wirksamkeit bzw. Vertraglichkeit getestet werden.
Ein tiefgreifenderes Verstandnis beider Bereiche kann u.a. zur besseren Verhinderung von Biofilmen
beitragen. Im ersten Ergebnisteil der Arbeit wurden die E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308
vorgestellt und deren Bindungspotential auf nanorauen Titanoberflachen charakterisiert. Parallel dazu
wurden die nanorauen Titanoberflichen auf einen antiadhdsiven Effekt evaluiert. Im zweiten
Ergebnisteil wurde die Interaktion der drei E. coli-Stimme mit der Oberfliche auf Basis von
Transkriptomsequenzierungen analysiert und drei individuelle Adh&dsionsmechanismen wurden
herausgearbeitet. Im dritten Ergebnisteil wurde die Auswirkung ausgewadhlter, bisher nicht-
charakterisierte Gene im Hinblick auf deren phéanotypischen Auswirkung und Beteiligung an der
Adhasion untersucht. E. coli ATCC 25922 besitzt Flagellen zur Motilitdt, Fimbrien und Curli. E. coli
KI683 bildet sowohl Flagellen, als auch Fimbrien aus. Dahingegen besitzt der Laborstamm RV308
keinerlei Zellanhdnge und ist nicht motil. Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, dass das
Vorhandensein vieler Zellanhdange nicht zwangsldufig zu einer besseren Adhasion fiihrt. Z. B. haftete
E. coli KI683 schlecht auf den Oberflachen an, wahrend der Zellanhangs-freie E. coli RV308 deutlich
starker adharierte. Es wurde auch gezeigt, dass der Bereich der Nanostrukturen von R; =2 — 16 nm
weder die bakterielle Adhasion, noch die Genexpression veranderte.

Im ersten Teil der Diskussion (Abschnitte 1.1 bis 1.4) wird der Einfluss der nanorauen Titanoberflachen
auf die E. coli-Bakterien, anhand der quantitativen und qualitativen Bildanalyse und den Daten aus
den Transkriptomsequenzierungen diskutiert. Die ausgewdahlten Stdmme unterschieden sich vor allem
hinsichtlich solcher morphologischen Eigenschaften, die in der Literatur als wesentlich fir die
Adhésion auf abiotischen und biotischen Oberflachen diskutiert werden. Im zweiten Teil folgen die
technischen und generellen Aspekte der RNA-Sequenzierung (Abschnitte 2.1 und 2.2). Spezifische
Adhasionsmechanismen, die aus dem Vergleich der Daten der Transkriptomsequenzierung zwischen
adharierten und planktonischen Bakterien extrapoliert wurden, werden darauffolgend naher erértert
(Abschnitte 2.3.1 bis 2.3.5). Der dritte Teil befasst sich mit den Auswirkungen der Gendeletionen- und
-Uberexpressionen der nicht-charakterisierten Gene, die das Adhdsionsverstandnis weiter erschlieRen
(Abschnitt 3). Im vierten und letzten Teil wird der Einfluss von Proteinanlagerungen auf Oberflachen

besprochen (Abschnitt 4).
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1 Die Topographie nanorauer Oberflaichen beeinflusst weder die
Adhasion noch die Genexpression der untersuchten E. coli-

Stamme

Nanoraue Oberflachen als passive Strategie gegen bakterielle Adhasion zeigten in der Vergangenheit
eine antiadhasive Wirkung (Li & Logan, 2004; lvanova et al., 2010, 2011; Singh et al., 2011, 2013; Hsu
et al., 2013; Friedlander et al., 2013; Lidecke et al., 2016; Spengler et al., 2019; Dauben et al., 2020).
Um eine eventuelle Rauigkeitsabhangigkeit nachzuweisen, wurde die Adhasion der drei phanotypisch
unterschiedlichen E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 auf Titanoberflichen mit einer
Rauigkeit von R, = 2 — 16 nm untersucht. Der Bereich der Rauigkeit wurde angepasst auf die

Durchmesser der bakteriellen Zellanhange konzipiert.

1.1 Schwankungen der Bakterienzahlen pro Bild resultieren nicht aus der

ungeniigenden Anzahl von Bildern

Die Quantifizierung der adhérierten Bakterien ergab, dass Stamm KI683 ein geringes und die Stamme
ATCC 25922 und RV308 ein hohes Bindungspotential auf nanorauen Oberflachen besitzen (Abb. 9).
Auffallig war aber die groRe Schwankung der Bakterienzahlen pro Bild. Als Ursache wurde zunachst
eine unzureichende, nicht-reprasentative Abdeckung der zur Bewertung herangezogenen Teilflache
angenommen, die 3,2% pro Oberflache betrug (15 Bilder, Abb. 9). Vergleichbare Studien nutzten sogar
eine deutlich geringere Teilfliche zur Evaluierung ihrer Daten: 0,00086% (lvanova et al., 2010), 0,3%
(Singh et al., 2011) und 0,1 % (Ludecke et al., 2013, 2014, 2016). Mit einer Bootstrapping-Analyse
wurde dann auch nachgewiesen, dass die in dieser Studie aufgenommenen 15 Bilder pro Stamm und
Rauigkeit fir die Verteilung der Bakterien auf den Oberflachen reprdsentativ waren. Hierfir wurde die
Oberfliche eines Titanplattchens (1,76 cm?) mit adharierten E. coli ATCC 25922 vollstindig in
Einzelbildern aufgenommen, stichprobenartig tausendmal 1 — 50 Bilder gezogen und der Mittelwert

bestimmt (Abb. 22).

86



Diskussion
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Abb. 22: Schitzung einer geeigneten Bildanzahl pro Oberfliche (=reprasentative Bildfliche) mittels Bootstrapping-
Verfahren. A) Mittelwert und Konfidenzintervall (KI) der Bakterienanzahl pro Bild. B) Intervallbreite des KI. Bootstrapping-
Verfahren in Zusammenarbeit mit Bianca Hoffmann (Leibniz-HKI, Angewandte Systembiologie).

Als Kriterium flr eine statistisch zuverldssige Anzahl an Bildern wurde bestimmt, dass das
Konfidenzintervall der gezogenen Bilder innerhalb des 1%-Bereiches um den wahren Mittelwert liegen
sollte. Das ist hier ab 13 Einzelbildern immer der Fall (Abb. 22A). In Abb. 22B ist die Breite des
Konfidenzintervalls Uber die verschiedenen StichprobengréBen aufgetragen, um die Streuung der
Werte zu verdeutlichen. Die Werte dandern sich mit gréBer werdender StichprobengroBe immer
weniger. Insgesamt bedeutet das, dass die 15 Bilder einer zuverlassigen Schatzung entsprechen und
im Gegensatz zu den vergleichbaren Studien ein praziseres Bild der Realitdt vermitteln. AuBerdem
wurde sehr deutlich, dass E. coli ATCC 25922, bezogen auf das binarisierte Bild, groRtenteils homogen
auf der Oberflache verteilt war. Die festgestellte Schwankung der Bakterienzahl pro Bild ist also nicht
durch die Zahl der Bilder verursacht worden. Daher wurde der Einfluss der Experimente selbst
untersucht. Die Daten fiir die Bildanalyse stammen aus sieben unabhangigen Experimenten (Abb.
A1A), deren Daten auf die Adhdsion von E.coli ATCC 25922 auf 2 nm-rauen Titanoberflachen
normalisiert wurde. Deutliche Unterschiede in den absoluten Zahlen und atypische Verlaufe zweier
Experimente wurden als Ursache der Schwankungen der Bakterienzahlen pro Bild ausgemacht.
Wahrend im vierten Experiment weniger Bakterien vom Laborstamm RV308 detektiert wurden, band
im siebten Experiment der sonst wenig bindende E. coli KI683 auf dem hohen Niveau von E. coli ATCC
25922. Obwohl die letztgenannten Experimente als Ausnahme deklariert wurden und mit der
biologischen Variabilitdt begriindbar sind, wurden sie in die Analyse einbezogen. Zusammengefasst

kann festgestellt werden, dass das fir die Bildanalyse verwendete Datenmaterial reprasentativ fir das
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Adhéasionsverhalten der Testmikroorganismen war, deren Adhasion selbst aber groRen biologischen

Schwankungen unterliegt.

1.2 Nanoraue Oberflachen im Bereich von 2 bis 16 nm affektieren die Anzahl

adhadrierter Bakterien nicht

Statistisch signifikante Unterschiede wurden zwar hinsichtlich der bakteriellen Adhéasion auf
nanorauen Oberflichen gefunden (Abb. 9B), z. B. fiir den Vergleich zwischen 2 und 12 nm in E. coli
KI683 und RV308. Jedoch konnte fir keinen der Stamme der, durch die Power Analyse ermittelte,
notwendige Unterschied von einer halben Standardabweichung, nachgewiesen werden (Abb. 8, Abb.
9). Ein statistisch signifikantes Ergebnis spiegelt keine biologische Relevanz wider, da die statistische
Signifikanz nur ein Teil einer gut konzipierten Studie ist. Dennoch wird in den meisten Studien die
statistische Signifikanz als Beweiskraft gegen die Nullhypothese angefiihrt. Daher wird zum Vergleich
der Ergebnisse aus dieser Arbeit mit anderen Studien der p-Wert genutzt. In vergleichbaren Studien
war eine vermehrte Adhdsion von E.coli K-12 BHB 2688 und P.aeruginosa NCIB 8650 auf
Titanoberflachen mit steigender Rauigkeit (RMS) von 16,2 — 21,7 nm festgestellt worden (Singh et al.,
2013). Webb et al. (2013) konnte ebenfalls mit ansteigender Rauigkeit im Sub-Nanometerbereich von
R, = 0,14 — 0,4 nm eine vermehrte Adhision von S. aureus CIP 65.8" feststellen, wohingegen
P. aeruginosa ATCC 9027 nicht affektiert wurde. Die Adhdsion von S. aqureus CIP 65.8 war auf
Titanoberflaichen mit R, = 0,18 — 0,52 nm (lvanova et al., 2011) und R, = 0,7 — 1,6 nm (lvanova et al.,
2010) mit zunehmender Rauigkeit reduziert. In derselben Studie war die Adhasion von P. aeruginosa
ATCC 9027 ebenfalls nicht affektiert. In allen Studien wurden die bakterielle Zellmembran und die
Morphologie als mogliche Ursache diskutiert. In Lidecke et al. (2016) war die Adhéasion von E. coli
RV308 und S. aureus HG003 auf Titanoberflachen mit R, = 4,82 nm im Gegensatz zu Titanoberflachen
mit R, = 1,58 — 1,81 nm reduziert. Sogenannte Nanokontaktpunkte sollten die Auflageflache des
Bakteriums reduzieren und somit eine verminderte Adhdsionskraft induzieren. Unterschiedliches
Adhasionsverhalten kdnnte allerdings auch durch die Chemie des Materials bestimmt werden und
nicht nur von der Topographie abhangen, da die Oberflachen nicht in jeder Studie mit PVD hergestellt
wurden. In den genannten Studien wurden zudem verschiedene Spezies untersucht, was eine direkte
Vergleichbarkeit erschwert. Andere Studien mit E. coli-Bakterien und Oberflachen, die dhnliche und
hohere Rauigkeitsprofile, als die in dieser Arbeit vorgestellten, besitzen, hatten ebenfalls keine
Unterschiede in der Anzahl adhéarierter Bakterien auf nano-strukturierten Oberflachen ergeben. Acht
Bakterienstamme, darunter drei E. coli K-12 Stamme JM109, D21 und D21f2, wurden auf Glas- und
Metalloxid-Oberflachen mit R, = 4,3 — 17,6 nm getestet, ohne dass ein Effekt der Oberflachenrauigkeit

auf die Bakterienadhasion erkennbar war (Li & Logan, 2004). Rizzello et al., 2011 fanden zwischen
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weitaus groBeren Abstdnden von R, = 0,36 nm und R, = 99,8 nm mit E. coli-Bakterien K-12-TG1
ebenfalls keinen quantitativen Unterschied. Dasselbe Ergebnis wurde bei der Adhasion von E. coli
BW25113 auf Polycarbonat-Oberflachen mit einer variierenden Verteilung an Nanosaulen von 25 nm-
Hohe festgestellt (Kallas et al., 2020). In Studien mit anderen Organismen hatten 160 — 220 nm raue
Titanoberflaichen ebenfalls keinen Einfluss auf die frilhe bakterielle Adhdsion von Streptococcus
sanguinis und Actinomyces naeslundii (Frojd et al., 2011). Sogar 500 nm-groRe Silikon-Nanosaulen mit
verschiedenen Abstdnden von 200 — 800 nm resultierten nicht in einer verminderten Adhasion von
S. aureus (Hizal et al., 2016). In letzteren Studien sind die Bereiche der Rauigkeiten weitaus weniger
fein nuanciert, denn Nanostrukturen von 2 bis 16 nm werden als vergleichsweise “glatt” bezeichnet.
Jedoch zeigen sie, dass selbst groBere Abstande zwischen den Peaks nicht zu einer Reduzierung von
Bakterien fuhren. Ein Trend, welche Abstidnde oder Rauigkeiten einen antiadhasiven Effekt bewirken,
ist nicht erkennbar (Cheng et al., 2019). Dagegen werden mechanisch-bakterizide Oberflaichen mit
einem Durchmesser von 10 bis 100 nm als optimal fiir einen bakteriziden Effekt erachtet, da diese
GroRenordnung mit der der Zellmembran von Bakterien korrespondiert (Linklater et al., 2018). Solche
Strukturen sind der Natur entlehnt und imitieren z. B. die Fliigeloberflache einer Libelle (Ivanova et al.,
2013; Jenkins et al., 2020). Durch die Nagelbrett-dhnlichen Nanospitzen wird die Zellmembran
perforiert und eine Zellteilung verhindert. So konnten in Widyaratih et al. (2019) Topographien mit
100 nm-hohen Saulen einen bakteriziden Effekt durch Deformationen der Zellmembran hervorrufen,
wohingegen die 21 nm-hohen Saulen, die mit den 16 nm-rauen Titanoberflachen vergleichbar sind,
keine morphologischen Anderungen der Zellen bewirkten. Zusitzlich wurde beobachtet, dass die
Bakterien auf der umgebenden glatten Oberflaiche vermehrt adharierten, was allerdings nicht
quantifiziert wurde. Festzuhalten ist, dass ein geringer p-Wert kein Indikator fiir eine tatsachliche
antiadhdsive Wirksamkeit sein muss. Die Tatsache, dass viele Studien aufgrund eines geringen p-
Wertes von einem antiadhdsiven Effekt sprechen, ist dahingehend problematisch. In vitro-
Untersuchungen konnen nur ein simplifiziertes Abbild der Realitdt widerspiegeln, statistische Tests
helfen bei der Interpretation und geben erste Hinweise. Ob ein antiadhasiver Effekt tatsdchlich
vorliegt, ist nur mit einer vorhergehenden Analyse der benétigten StichprobengrofRe und einer
Berechnung der Effekte der statistischen Signifikanzen abschatzbar. Schlussendlich ist die
Vergleichbarkeit der in vitro-Testsysteme nur bedingt gegeben, da es keine standardisierten
Adhasionstest gibt und Medium bzw. Puffer, Inkubationszeiten, Temperatur, Stamm, die Herstellung
der zu testenden Oberflichen (PVD, Atzen, Polieren), geometrische Struktur und Angabe (iber
Rauigkeitsparameter stets variieren und zu einer inkonsistenten Studienlage fiihren. Im Gegensatz zu
vielen Studien, die meist nur drei bis finf Proben nutzten, wurden fiir die vorliegende Arbeit weitaus

mehr Proben prozessiert. Sogar die, mit Power Analyse ermittelte optimale Anzahl (n = 22) wurde
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iberschritten. Einer Uberpriifung der Auswirkungen von nanostrukturierten Oberflichen auf die
Bakterienadhdsion mittels Bildanalyse sollte eine addquate Anzahl an Proben zugrunde liegen,
einerseits um die statistische Sicherheit zu gewahrleisten, andererseits um reale, relevante
Unterschiede zu finden. Kallas et al. (2020) nutzten ebenfalls eine Probenanzahl mit 186 Oberflachen,
die vorher mittels Power Analyse berechnet wurde, um einen durch Nanostrukturen ausgeldsten
antimikrobiellen Effekt aufzudecken, fanden jedoch keinen. Die Herstellung so vieler Proben, vor allem
solcher mit sehr komplexen Oberflachenstrukturen, ist allerdings nicht immer moglich und kdnnte
durch eine entsprechende reprasentative Anzahl an Bildern aufgewogen werden. AbschlieRend soll
noch bemerkt werden, dass die quantitative Bildanalyse nur eines von vielen Kriterien ist, um sowohl
die Bindungskapazitat eines bestimmten Stammes, als auch die Bindungsresistenz einer bestimmten
Oberflaiche zu bewerten. Andere Aspekte wie Adhasionskraft, Zellmorphologie und Umgebung
beeinflussen ebenfalls die Anhaftung (Petrova & Sauer, 2012). In vivo-Versuche (Schroder et al., 2020),
Einzelzell-Spektroskopie (Spengler et al., 2019; Dauben et al., 2020), AFM (Rizzello et al., 2011; Webb
et al., 2013a) und andere mikroskopische und spektroskopische Messungen (McCrate et al., 2013;
Akanny et al., 2020) sind typische, ergdnzende Experimente, die die Rolle der Nanorauigkeit weiter

entschlisseln kdnnen.

1.3 FIB-SEM-Anwendung ist ungeeignet zur Begutachtung von Bakterien-

Oberflachen-Querschnitten

Die Bildanalyse wurde mithilfe von REM-Aufnahmen und Querschnitten ergianzt. Wahrend der
initialen Adhadsion waren die in die Curli- und Fimbrienbildung involvierten Gene nicht starker
exprimiert. Vielmehr nutzen die Bakterien ihre bereits vorhandenen Zellanhange (Abb. 16). Die
Rauigkeiten von 2 bis 16 nm beeinflussten weder die Anzahl der Zellanhdnge, noch wurde eine
Anderung der Bakterienform induziert (Abb. 10). Eine Inkompatibilitdt zwischen den topographischen
Strukturen der Oberfliche und den bakteriellen Zellanhangsstrukturen kann somit innerhalb der
Messdauer von 1 h ausgeschlossen werden. Rizzello et al. (2012) berichteten fiir eine langere
Inkubationszeit von 12 h einen Riickgang der Typ 1-Fimbrien auf nanostrukturierten Goldsubstraten
von R; = 99,8 nm im Vergleich zu R, = 0,36 nm. In anderen Studien (Liidecke et al., 2016; Spengler et
al., 2019; Dauben et al., 2020) wurden Nanokontaktpunkte zwischen Bakterien und den Peaks der
Oberflache gezeigt. Diese Nanokontaktpunkte resultierten in einer verminderten Adhdsionskraft, da
sich die Zellmembran der Bakterien rigide verhielt und nur punktuell auflag. Mithilfe von
Querschnitten, die wie bei Lidecke et al., (2016) mit einem fokussierten lonenstrahl angefertigt
wurden, wurde die Bakterienmembran-Oberflachen-Grenzflache fiir die Rauigkeiten von 2 bis 16 nm

nochmals naher untersucht (Abb. 11). Nanokontaktpunkte konnten nicht gefunden werden, da sich
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die Zellmembran der Bakterien komplett und unabhédngig von der Struktur anzuschmiegen schien.
Allerdings ist es moglich, dass es sich hier um Artefakte handelt. Der fokussierte lonenstrahl
(Galliumionen) schneidet schrittweise Schichten heraus, wobei der hohe Energieeinsatz vor allem bei
organischem Material einen Schmelzeffekt hervorrufen und somit das Material in die Kavitaten der
Strukturen gedrickt werden kann (personliche Korrespondenz mit Jorg Bossert und Ralph Wagner,
OSIM, Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft Jena). Daflir spricht ebenfalls, dass einzelne Partikel, der im
Bild weiR erscheinenden Wolframschicht, im Bakterium zu sehen sind. Andererseits ist auch eine
Rekondensierung der Partikel moglich. Nichtsdestotrotz ist ein Schmelzeffekt besonders an den
Randern der Bakterienkorper zu sehen. Daher ist eine aussagekraftige Antwort Uber die Rigiditat der
Membran unter diesen Umstanden nur schwer moglich. Im Falle einer erneuten FIB-SEM-Anwendung
sollten die Proben stabilisiert werden, indem neben der Wolframschicht z. B. eine feine
Epoxidharzschicht (,Plastifizierung”) zugefiigt wird (Santoro et al., 2017). Andere Alternativen, mit
denen ein genaueres Model (iber die Interaktion von Membran und Oberflachenstruktur erstellt
werden kénnte, waren Transmissionselektronenmikroskopie, Kryo-basierte EM und Tomographie-EM

(Cornelissen et al., 2018).

1.4 Die Nanorauigkeit im Bereich 2 bis 16 nm hat keinen Einfluss auf die

Genexpression

Auch wenn sich die Nanostrukturen weder auf die Anzahl der adhéarierten Bakterien, noch auf deren
Zellanhdange auswirkten, konnten generelle Stressantworten stattgefunden haben. Um dies
herauszufinden, wurden die Transkriptome von auf jeweils 2 und 7 nm adharierten E. coli ATCC 25922
und KI683 nm analysiert (Tab. 17, Tab. S1, Tab. S2). Die Validierung der Expression ausgewdahlter Gene
mittels qRT-PCR (Abb. 15) zeigte, dass es sich bei den 16 ermittelten differentiell exprimierten Genen
zwischen den Rauigkeiten wahrscheinlich nur um ,statistisch korrekt” differentiell exprimierte Gene
handelte. Gene wie flg oder csg, die flr die Biosynthesen von Zellanhangen kodieren, waren jedoch
nicht darunter. Dies zeigt, dass die Topographie, die speziell auf den Durchmesser von Zellanhdngen
konzipiert wurde, keinen Einfluss auf die Ausbildung von Zellanhdangen in der Initialadhasion erzielten.
Da also die Nanorauigkeit im untersuchten Bereich eher keinen Einfluss auf eine gednderte
Genexpression der E. coli-Bakterien ATCC 25922 und KI683 hatte, wurden die Transkriptome von
E. coli RV308 nur auf 2 nm-rauen Titanoberflaichen adhdariert oder im planktonischen Zustand
miteinander verglichen.

Die REM-Aufnahmen (Abb. 10) und eine Hauptkomponentenanalyse (Abb. 14) unterstrichen weiter,
dass Nanorauigkeiten von 2 oder 7 nm keine Rolle spielten und eine gedanderte Genexpression eher

spezies-internen Faktoren geschuldet ist. Ein signifikanter Unterschied in der Genexpression wurde in
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dieser Arbeit beriicksichtigt, wenn sich die Genexpression mindestens verdoppelt hatte. In einer
anderen Studie wurde der Schwellenwert sogar héher angesetzt und nur Expressionendanderungen
von 2,5- und 3-fach beriicksichtigt (Lee et al., 2011; Bayramoglu, Toubiana, & Gillor, 2017). Abgesehen
davon konnten jedoch fir hohere Rauigkeitsprofile Ry = 99,8 nm (Rmax = ca. 600 nm) mit einer 2D-
Gelektrophorese nachgewiesen werden, dass E. coli-Bakterien K-12-TG1 durchaus im Stande sind,
Nanotopographien auf abiotischen Oberflaichen wahrzunehmen. Diese nanorauen Goldsubstrate
induzierten einen Rickgang von Typ 1-Fimbrien und die differentielle Genexpression von 15 Genen
(Rizzello et al., 2011). In weiteren Arbeiten von Rizzello et al. (2012) wurde fir dieselben nanorauen
Oberflachen von R, = 100 nm die Aktivierung der Gene des Zweikomponentensystems cpxP/R und der
Fimbrien-Rekombinase fimE nach 12 h Inkubation mittels gRT-PCR nachgewiesen. Weitere
physiologische Reaktionen von E. coli K-12-Bakterien wurden auf bakterizid-wirkenden Oberflachen
festgestellt, die den Nanometerbereich jedoch Ubersteigen. Kohlenstoff-Nanoréhren mit einer Breite
von 0,9 nm und einer Ldnge von 2 um I6sten in den gebundenen E. coli K-12-Bakterien eine héhere
Expression von Genen aus, die der Glykolyse, der Fettsdurebiosynthese und dem Fettsdureabbau
angehoren. Daneben induzierten die Kohlenstoff-Nanorohren eine allgemeine und oxidative
Stressantwort (Gene ¢® und 6% soxRS und oxyR) und eine Stérung der Zellmembran (Tol/Pal-System
und PhoPQ-Zweikomponentensystem) (Kang et al., 2008). Andere bakterizide Oberflachen induzierten
ebenfalls oxidativen Stress in adhdarierten E. coli TOP10-Bakterien (Jenkins et al., 2020). Weitere
Arbeiten mit einer dhnlichen Topographie und die Untersuchung der direkten genetischen
Auswirkungen von nanorauen, nicht bakteriziden, Topographien sind bis dato nicht publiziert.
Allerdings existieren Studien, in denen die Rolle der Zellanhdnge auf verschieden strukturierten
Oberflachen mit Deletionsmutanten untersucht wurde. Die Oberflaichenanhaftung Fimbrien-
defizienter E. coli BW25113 AfimA und AfimH auf verschiedene, nanostrukturierte Oberflaichen mit
Nanosdulen (Héhe 25 nm) wurde mit der auf glatten Oberflaichen verglichen. Ergebnis war eine
vermehrte Anhaftung der Mutanten auf den glatten Oberflachen (Kallas et al., 2020). Flagellenlose
Deletionsmutanten AfliC in E. coli ZK2686 (K-12 Derivat W3110) adhérierten ebenfalls besser auf
glatten Substraten (Friedlander et al., 2013). Dies spiegelte sich in dem Verhalten von E. coli RV308
nieder, der als Zellanhang-defizienter Stamm die hdchsten Adhésionsraten erzielte. Zellanhdnge
erweisen sich bei Rauigkeiten, die die GroRe des Bakterienkorpers Gberragen somit als Vorteil, um den
Abstand zu anderen Bakterien Uberbriicken zu koénnen (Friedlander et al, 2013). Der
Rauigkeitsbereich von 2 bis 7 nm scheint dagegen zu fein skaliert, als dass eine Inkompatibilitat
gegeniber Zellanhdngen zustande kdme. Fest steht, dass Zellanhdnge im Falle von motilen Bakterien
bei Anndherung zur Oberflache als Anker, Fiihler und Sensoren dienen (Kimkes & Heinemann, 2019)

und bei der Ausbildung von Biofilmen eine stabilisierende Aufgabe Ubernehmen (Serra & Hengge,
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2014). Der Einfluss der Rauigkeiten 12 und 16 nm auf eine verdanderte Genexpression bleibt offen. Aus
der Bildanalyse (Abb. 9) und den REM-Aufnahmen (Abb. 10) lasst sich jedoch mutmalen, dass, wie bei
den Rauigkeiten 2 und 7 nm, fiir die Rauigkeiten 12 und 16 nm keine Verdnderung beziglich der
Bindungskapazitat der drei E. coli-Stamme auftreten wirde. Da die Nanorauigkeit im untersuchten
Bereich keinen Einfluss auf die Genexpression der E. coli-Bakterien hatte, rlickte die Untersuchung

Stamme-spezifischer Adhdsionsmechanismen in den Fokus.

2 Adhasionsmechanismen

Biofilme kdonnen medizinische und technische Probleme verursachen. Wahrend bereits ein grofler
Wissensschatz Uber die planktonische und die Biofilm-Form von Bakterien besteht, ist unser
Verstiandnis vom ersten Oberflaichenkontakt bis zur Adhédsion noch unvollstindig. Anhand der
Transkriptome der adharierten und planktonischen E. coli-Stamme ATCC 259522, KI683 und RV308
wurden Ahnlichkeiten und Unterschiede erfasst und spezifische Adhdsionsmechanismen
herausgearbeitet (vgl. C5.5). Alle drei Stamme haben spezifische Charakteristika hinsichtlich ihres
Adhasionsvermogens und -verhaltens. Der motile E. coli-Stamm ATCC 25922 wurde wegen seiner
vielen Zellanhange, die ihm ein starkes Oberflachen-Bindungspotential verleihen sollten, und seiner
bereits bekannten Eigenschaft, Biofilme auszubilden, in die Studie einbezogen. Das Bakterium E. coli
KI683 wurde aufgrund seiner Herkunft aus einem Patienten mit Urosepsis und dem Besitz des pUTI89-
dhnlichen Plasmides als uropathogenes Bakterium klassifiziert (vgl. C4.1). Das geringe Oberflachen-
Bindungspotential machte es fir die hier vorgestellten Untersuchungen besonders interessant, da fir
dhnliche Arbeiten mit repellierenden Materialien meist nur starke Biofilmformer genutzt wurden.
Schwartz et al. (2011) fanden heraus, dass uropathogene E. coli UTI89 generell ein geringes
Adhdsionsvermdgen aufweisen und nur 1 von 1000 Bakterien an Epithelzellen adhdariert. Jedoch ist
dieses eine Bakterium dann dazu im Stande, starke Zellcluster auszubilden und Entziindungen
hervorzurufen (Schwartz et al., 2011). Der dritte ausgewahlte Stamm, E. coli RV308, ist durch die
starke Fahigkeit zur Adhéasion und Biofilmbildung trotz fehlender Zellanhdnge speziell. Gerade die
Eigenschaften der beiden letztgenannten Stdmme widersprechen der Annahme, dass viele
Zellanhange eine starke Adhadsion bedeuten. Das zeugt von einzigartigen Adhasionsmechanismen, die
Uber die typischen Biofilmregulatoren und Zellanhdnge hinaus gehen. Im Abschnitt 2.1 wird auf die
Qualitat der isolierten RNA aus sessilen und planktonischen Bakterien eingegangen. In den
Abschnitten 2.2 und 2.3 wird der Einfluss spezifischer Stoffwechselwege auf die bakterielle Adhasion

diskutiert.
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2.1 Gesamt-RNA ist in sessilen Bakterien stabiler

Fiir eine Transkriptomanalyse der adhérierten Bakterien wurde eine Methode zur RNA-Isolation von
initial adhéarierten Bakterien auf nanorauen Titanplattchen etabliert (C5.1). Zur Bewertung der
isolierten Gesamt-RNA wird der RIN-Wert eingesetzt. Der RIN-Wert (engl. RNA integrity number) ist
ein Qualitatsmerkmal, der die RNA-Qualitat auf einer Skala von 1 (degradiert) bis 10 (intakt) bewertet
(Schroeder et al., 2006). Die isolierte RNA aus sessilen Bakterien war stets qualitativ hochwertiger als
die aus planktonischen Bakterien (Tab. 16). Derselbe Trend wurde auch gefunden, wenn die RNA aus
Zellen isoliert wurde, die in nahrstoffreichen Medien (TSB und LB, Daten nicht gezeigt) kultiviert
waren. Ein Nahrstoffmangel durch den Puffer lac-SBF als Ursache ist damit ausgeschlossen. Vielmehr
scheinen Hungerbedingungen und langsames Wachstum in der planktonischen Phase unabhangig vom
Medium verstarkt vorherrschend zu sein und fiihren, ahnlich wie in der stationdren Phase, zu einem
RNA-Abbau (Deutscher, 2003). Diese Beobachtung wurde ebenfalls von der Firma StarSEQ GmbH
gestitzt (persdnliche Korrespondenz mit Sven-Erné Bikar), die trotz nahrstoffhaltigen Mediums mit
fortschreitender, stationdrer Phase qualitativ schlechtere RNA beobachteten. Das heildt, dass der
niedrige RIN-Wert fir die planktonischen Proben den, bereits wahrend der Kultivierung beginnenden,
Abbau der RNA widerspiegelt. Ungeachtet dessen zeigte die bessere RNA-Qualitdt der Gesamt-RNA
aus den sessilen Bakterien an, dass alle drei Bakterienstimme, egal welcher Bindungstyp, einen
metabolisch glinstigeren Zustand im Adhadsionsmodus aufwiesen.

Nach der rRNA-Depletion wurde die verbliebene mRNA sequenziert. Auffallig hierbei waren die hohe
Genomabdeckung der reads fiir E. coli ATCC 25922 und die geringen RIN-Werte der planktonischen
Proben (Tab. 16). Ersteres resultierte aus einer unbeabsichtigten Sequenziermenge von 100 Mio.
reads anstatt von 10 Mio. seitens der RNA-Sequenzierungs-Firma. 10 — 30 Mio. reads pro Probe sind
Ublich und ausreichend fiir eine Berechnung von differentiell exprimierten Genen (Stark, Grzelak, &
Hadfield, 2019). Eine erhdhte Anzahl an reads geht mit einer héheren Abdeckung einher, in dem Fall
bis zu 243fach (C5.2). Diese war nicht nachteilig, findet aber vorrangig Anwendung bei zusatzlichen,

strukturellen Fragen wie z. B. der Auffindung von Gen-Isoformen (Stark et al., 2019).

2.2 Generelle Aspekte der Genexpression

Anhand der RNA-Sequenzierung wurde die Menge und die Sequenz der Transkripte erfasst, die
wahrend der Adhadsion auf 2 nm-rauen Titanoberflichen (sessil) oder im planktonischen Zustand
vorhanden waren. Durch einen Vergleich der Transkriptmengen eines Gens wahrend der zwei
Konditionen sessil und planktonisch wurden relevante Gene extrapoliert, die differentiell exprimiert
wurden. Obwohl die Genome von E. coli ATCC 25922 und KI683 sich zu 97% dhnlich waren (vgl. C4.2)

und sie sich fast 680 protein-kodierende Gene mehr als mit E. coli RV308 teilten (Abb. 13), zeigten die
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Transkriptome unter denselben Konditionen eine deutliche Variabilitat (vgl. C5.5.1 bis C5.5.3). So
waren in E. coli ATCC 25922 zwischen den Konditionen sessil und planktonisch von 4818 Genen 370
Gene (7,7%), in E. coli KI683 von 4834 Genen 1104 Gene (22,8%) und in E. coli RV308 von 4716 Genen
793 Gene (19%) differentiell exprimiert (Tab. 17). Andere Studien fanden einen sehr unterschiedlichen
Anteil der differentiellen Genexpression zwischen dem sessilen und dem planktonischen Modus fir
E. coli-Bakterien, beginnend bei 1% (Weber et al., 2010) Gber 8% (Lee et al., 2011; Bayramoglu et al.,
2017) bis zu 20% (Bufe et al., 2019) und 70% (Jia et al., 2017). Der in dieser Arbeit gefundene Anteil ist
damit konsistent mit anderen Studien.

Der niedrigere Anteil der differentiell exprimierten Gene in E. coli ATCC 25922, im Gegensatz zu dem
hoheren Anteil der differentiell exprimierten Gene in E. coli KI683 und RV308, kann darin begriindet
sein, dass E. coli ATCC 25922 viele Zellanhange und Adhésine besitzt. Diese ermoglichen eine schnelle
Adhasion und eine Verfestigung an der Oberflache, ohne bestimmte Adhasionsmechanismen, also die

Expression bestimmter Adhdsionsgene, einleiten zu missen.

2.3 Das Bakterium beeinflussende Stoffwechselwege wahrend der Adhasion

Die differentiell exprimierten Gene der drei Stamme beim Vergleich der Konditionen sessil und
planktonisch entstammen zu 84,2 bis 91,1% dem gemeinsamen Genompool, besitzen aber
verschiedene Expressionsniveaus. Das Adhasionsverhalten der drei E. coli-Stamme wurde also
hauptsachlich von der unterschiedlichen Genexpression der gemeinsamen Gene gesteuert. Die
restlichen 16,8 bis 8,9% der differentiell exprimierten Gene kommen aus dem paarweise-
gemeinsamen und dem einzigartigen Genom. Nachfolgend werden spezielle Ergebnisse der Analyse
von differentiell exprimierten Gene beim Ubergang von der planktonischen in die sessile Phase und

deren mogliche Bedeutung im Adhéasionsgeschehen gesondert diskutiert.

2.3.1 Zellanhdnge werden fiir die schnelle, initiale Adhasion gebraucht

Motilitats-defizienten E. coli-Stéammen wurde eine verminderte Adhdsion und Biofilmbildung
zugeschrieben (Wood et al., 2006; Friedlander et al.,, 2013). In dieser Arbeit war jedoch der nicht-
motile E. coli RV308 der starkste Biofilmbilder (Abb. 20). E. coli ATCC 25922 als motiles Bakterium und
moderater Biofilmbilder bestatigte die Hypothese, E. coli KI83 als motiles Bakterium und schwacher
Biofilmbilder wiederum nicht. Dahingehend konnte in dieser Arbeit keine Korrelation von
Motilitdtsapparat und Adhasion bzw. Biofilmbildung beobachtet werden und die Flagellen scheinen
hier nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im Zuge der Etablierung des in vitro-Adhdsionsassays
konnten bereits nach wenigen Sekunden irreversibel haftende E. coli ATCC 25922 und KI683 auf den
Oberflachen nachgewiesen werden, wahrend die Adhasion fiir E. coli RV308 um den Faktor 10 bzw. 5

reduziert war (Daten nicht gezeigt). Da es unwahrscheinlich ist, dass sich innerhalb dieser kurzen Zeit
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morphologische Verdnderungen manifestiert haben, kann ein Zusammenhang zwischen schneller
Adhasion auf glatten Oberflaichen und dem Vorhandensein von Flagellen vermutet werden. Physiko-
chemische Anziehungskrdfte zwischen Zellanhdngen und Oberfliche dirften ebenso eine Rolle
spielen, wie eine aktive Anhaftung durch die Zellanhdnge (,Mechanosensing®). Ein Beispiel fur das
Mitwirken physiko-chemischer Anziehungskrafte sind Studien mit E. coli BW25113 und Flagellen-
defizienten Mutanten auf verschieden hydrophoben Kunststoffoberflachen. Postuliert wurde, dass die
initiale Adhasion weder von spezifischen Zellanhdangen noch von sekretierten Proteinen, sondern nur
von den physiko-chemischen Eigenschaften der Oberflache abhéngig ist (Straub et al., 2019). Auch das

hier verwendete Set an E. coli-Stammen ware geeignet, um dies weiter zu verifizieren.

2.3.2 Persistenz und Filamentbildung sind Teil der Uberlebensstrategie von sessilen E. coli K683

Die im Vergleich zum planktonischen Zustand niedrige Expression von Transkriptions- und
Translations-assoziierten Genen (rpl, rom, rps, rpo) in sessilen E. coli KI683 in Kombination mit
Filamentation weisen auf einen Zustand der Persistenz, anstatt einer Biofilmbildung als
Uberlebensstrategie hin. In vitro und in vivo Studien zeigten, dass Biofilme fiir die Persistenz von
Bakterien verantwortlich sind und die Therapie von Implantat-Infektionen maRgeblich erschwert
(Lewis, 2010; Arciola et al.,, 2018), wobei das sehr langsame Wachstum und die angehaltene
Proteinbiosynthese der persistierenden Bakterien zur tragenden Rolle wird (Kwan et al., 2013). Als
weiterer Teil der Uberlebensstrategie, sind bakterielle Filamentbildungen mit chronischen Infektionen
und Biofilmen assoziiert. Die vergroRerten Bakterien, also Filamente, konnen schlechter phagozytiert
werden (Wood et al., 2019). Fir eine Umstrukturierung der Zellmembran sprechen ebenfalls die
angereicherten Gene der GO-Klassifizierung Gram-negative cell wall biogenesis (vgl. C5.5.2). In
Kombination mit den herunter geregelten Kapselproteine (Gene eps, kps), die im planktonischen
Zustand als Schutzschild dienen, ist es plausibel zu vermuten, dass der bendtigte Schutzwall abgebaut
und die Zellmembran umgebaut wird. Ahnliches konnte in Porphyromonas gingivalis beobachtet
werden (Davey & Duncan, 2006). Hier half die Herstellung einer Kapsel dem Immunsystem zu
entgehen und inhibierte zeitgleich die Biofilmbildung, da die Kapsel mdgliche Adhéasine in der
Zellmembran blockierte und eine Anhaftung verhinderte. Da Langzeitinfektionen in Implantaten
vermehrt durch E. coli-Bakterien aus dem Urintrakt verursacht werden (Crémet et al., 2012; Arciola et
al., 2018), sind die Transkriptomanalysen eines niedrig-bindenden UPEC-Bakteriums wertvolle
Wegweiser zur Erforschung weiterer Adhadsionsmechanismen, die Uber die klassischen Biofilm-

bildenden MaBnahmen hinaus gehen.

2.3.3 Quorum sensing in E. coli RV308 bestimmt das Adhasionsverhalten
Die starkste differentielle Genexpression in sessilen E. coli RV308-Bakterien wurde bei der Quorum

sensing-Maschinerie (Gene Isr) und einigen Zuckertransportern (Gene gal, mal, xyl) beobachtet (vgl.
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C5.5.3). Die Genprodukte von Isr koordinieren die Kolansaureproduktion (Gene wca) und das Antigen
43 (Gen flu), sowie die Architektur und Dichte des Biofilms, als auch die Motilitdt und die Zellteilung (Li
et al., 2007; Torres-Cerna, Morales, & Hernandez-Vargas, 2019). Somit beeinflussten die Gene Isr das
Adhasions- und Biofilmverhalten maligeblich. E. coli RV308 besitzt zwar keine Zellanhdnge, ist jedoch
sehr auf die Biofilmbildung spezialisiert (Abb. 20) und als nicht-motiles Bakterium auf dessen Funktion
als Schutzmechanismus angewiesen. Mit zunehmender Zeit auf der Oberflache konnten fiir dieses
Bakterium im Minimalmedium M9 bei statischen Konditionen ebenfalls starke Biofilmschichten
beobachtet werden (Lliidecke et al., 2014). Die erhohte Aufnahme von Kohlenhydraten wurde fir
E. coli-Laborstamme im Vergleich zu Umweltisolaten als typisch beschrieben, damit das Wachstum
weiterhin gewahrleistet ist. Im Gegenteil dazu sind die Umweltisolate auf harsche Umgebungen besser
eingestellt und adaptieren sich schneller an Hungerbedingungen, z. B. durch die erhéhte Expression
von Genen, die fiir den Sdure- und Osmosestress und das Gleichgewicht des Eisengehalts
verantwortlich sind (Vital et al., 2015). Die Auswirkungen der Stamm-spezifischen Gene Isr auf das
Adhéasionsverhalten von E. coli RV308 scheint den Einfluss der exprimierten Gene aus dem Kerngenom
zu Uberlagern. Sie haben demnach einen entscheidenden Einfluss auf die Gesamtfragestellung. Eine
wichtige Erkenntnis daraus ist, dass eine geeignete Stammauswahl flir die Untersuchung von

Fragestellungen zur bakteriellen Adhasion eine enorme Bedeutung hat.

2.3.4 Die schnelle Anpassung an den Stickstoffmangel ist ein selektiver Vorteil

In allen drei untersuchten E. coli-Stammen waren dem Stickstoffmetabolismus zugehorige Gene
Uberproportional haufig differentiell exprimiert. Dies deutet auf einen Sauerstoffmangel hin, was
Nitrat zum bevorzugten Elektronenakzeptor bei Wachstum unter anaeroben Bedingungen machen
wirde. Sauerstoff-, Stickstoff- und Eisenmangel koénnten eine Folge der niedrigen
Substratverfiigbarkeit in dem Puffer lac-SBF wadhrend der Adhasion sein. Am Stickstoffmetabolismus-
beteiligte Gene sind nar, nac, nap, nir und ntr. Das Genprodukt von letzterem induziert im sessilen
Zustand den Abbau von Putrescin, Arginin, Pyrimidine, wahrscheinlich auch Purine, Ornithin und y-
Aminobutyrat (GABA) (Schneider et al., 2013). Dies ergibt dahingehend Sinn, dass die aktive
Nahrstoffsuche im sessilen Zustand nicht mehr gegeben ist und die addquate Nahrstoffaufnahme
anders gesichert werden muss. Interessanterweise wurde jedoch die Stickstoffaufnahme besonders
durch die Expression der periplasmatischen nap-Gene bei E. coli ATCC 25922 im planktonischen
Zustand geregelt. nap-Gene werden unter anaeroben Konditionen aktiviert und wenn die
Nitratatmung Uber die Nitratreduktase A (NarGHI) durch geringe Nitratkonzentrationen eingeschrankt
ist (Stewart, Lu, & Darwin, 2002). Die Nitratreduktase P (Gene napABC) lbernimmt unter
Stickstoffmangel-Bedingungen die Funktion der Nitratreduktase A. Die erhohte Aktivitdt der

Nitratreduktase P schafft einen selektiven Vorteil, indem Nitrat effizienter genutzt werden kann
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(Potter et al., 1999). Diese Strategie kdnnte flr schnell adharierende Bakterien wie E. coli ATCC 25922
im menschlichen Koérper vorteilhaft sein, da hier nitratarme Bedingungen herrschen. Fir die
Hypothese des selektiven Vorteils dieser Gene spricht ebenfalls, dass nur die nap-Gene in anderen
pathogenen Mikroorganismen wie Haemophilus influenza, Vibrio cholerae, Yersinia pestis und

Campylobacter jejuni konserviert sind (Potter et al., 1999).

2.3.5 Erhohte Kupfervertraglichkeit vermittelt wahrscheinlich einen Virulenzvorteil

Beim Ubergang vom planktonischen ins sessile Wachstum waren bei allen drei Stimmen Prozesse der
Metallhomoostase verdandert. In E. coli KI683 und RV308 waren vor allem an der Eisenaufnahme
beteiligte Gene starker (isc, suf), Gene fiir den Nickelstoffwechsel (nik) dagegen geringer exprimiert. In
E. coli ATCC 25922 und KI683 waren viele zur Kupferhomdostase notwendige Gene (cus, cue, copA) in
ihrer Expression erhoht. Im E. coli-Genom kodieren die Gene isc und suf Proteine fir die Fe-S-Cluster-
Biogenese. Die suf-Gene sind nur unter Stressbedingungen aktiv, wahrend die isc-Gene zu den typisch
konstitutiv exprimierten Genen gehoren (Mettert & Kiley, 2014). iscR war in allen Stammen wahrend
der sessilen Phase stark exprimiert, wahrend die stress-induzierten Gene suf unter denselben
Bedingungen nur in E. coli RV308 hochreguliert wurden. Dies kann ein Indiz dafir sein, dass klinische
Isolate den Stress durch Eisenlimitation anders ausgleichen kénnen, z.B. durch die vermehrte
Aufnahme von Kupfer. Metalle wie Kupfer und Zink kénnen, je nachdem wie gut sie mit Schwefel
reagieren, Eisen aus bereits fertig assemblierten Fe-S-Clustern ersetzen oder auch verdrangen
(Neyrolles, Mintz, & Catty, 2013). Im Fall von E. coli ATCC 25922 und KI683 konnte bei Eisenentzug das
Kupfer als Co-Faktor eingebaut werden. Daneben ist das Kupferhomodostasen-System fir die
Aufrechterhaltung funktionaler Zellmembranen, den Ausgleich von ROS nach Kupferstress und fiir die
Homoostase anderer Metalle verantwortlich (Giachino & Waldron, 2020). Zwar wurde die
Kupferhomoostase noch nicht mit einer Biofilmbildung in Verbindung gebracht, jedoch als
Determinante fiir erhohte Virulenz. So zeigten Versuche mit CopA-defizienten Salmonella
typhimurium und Makrophagen (aus einer Maus) durch die erhéhte Kupfertoleranz eine reduzierte
Infektion (Ladomersky et al., 2017). Hintergrund ist, dass neben einer Ansduerung, auch die Erhéhung
von Metallkonzentrationen wie Kupfer und Kobalt, im Phagosom ein Merkmal der Phagozytose ist
(Neyrolles et al., 2013). Daher ergibt es fur die klinischen Isolate E. coli ATCC 25922 und KI683 Sinn, die
erhohte Kupfervertraglichkeit innerhalb eines biologischen Systems auf die abiotischen Oberflachen
anzupassen. Inwiefern jedoch die erhéhte Kupfertoleranz als wesentliches Virulenzmerkmal gelten
kann, bleibt noch festzustellen (Giachino & Waldron, 2020). Verbesserungen in der Eisenassimilation
sind fir jeden Bindungstyp im adhérierten Zustand als Teil der Uberlebensstrategie im Biofilm

erforderlich und konsistent mit anderen Studien (Bayramoglu et al., 2017; Pisithkul et al., 2019). Ob
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dasselbe fiir Kupfer-, Zink-, Nickel- und Molybdadn-abhangige Proteine gilt, bleibt offen und bietet
Raum fiir detaillierte Untersuchungen.

Letztendlich sind die Transkriptomanalysen nur aus der globalen Perspektive zu interpretieren. Wie
bekannt ist, bestehen Biofilme aus einer inhomogenen Mischung aus phanotypisch unterschiedlich
aktiven Subpopulationen (Serra et al., 2013c). Weiterhin wird noch die aktive Adhdsion durch
Mechanosensing oder die passive Adhasion durch tote Bakterien vielmals diskutiert (Busscher & Mei,
2012; Straub et al., 2019). Andere Methoden kdnnen die inhomogene Mischung aus verschiedenen
Bakterienzustanden aufschliisseln und transkriptionelle Reaktionen auf die Adhasion direkt
extrapolieren. So konnten z. B. Bakterien, die an Beads hafteten mittels Durchflusszytometrie von
planktonischen Bakterien getrennt, unmittelbar identifiziert und spezifisch untersucht werden (Beloin
et al., 2008). Einzelzell-RNA-Sequenzierungsmethoden sind auRerdem im Stande, die Heterogenitat
von Bakterien aufzudecken. Sie haben den Vorteil, gering adharierende Bakterien wie E. coli KI683
ohne grolRen Probeneinsatz zu untersuchen (Wu et al., 2014) und werden weiter fiir Mikroorganismen

optimiert (Zhang et al., 2018a).

3 Nicht-charakterisierte Gene weisen auf ein unvollstindiges

Adhasionsverstandnis hin

Der Vergleich der Transkriptomsequenzierungsdaten zwischen der sessilen und der planktonischen
Phase der E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 legte viele nicht-charakterisierte Gene offen,
die eine Beteiligung an den bakteriellen Adhéasionsprozessen indizieren. Fir die weitere
Aufschlisselung des Adhdsionsverhaltens wurden das charakterisierte Gen bolA und die nicht-
charakterisierten Gene ygeV, yaiY, ybgS und yddM anhand von Deletionen und Uberexpressionen in
den drei E. coli-Stammen weiter Uberpriift. Die Auswirkungen der Mutationen wurden beziglich des
Wachstums (Abb. 19), des spezifischen Phanotyps, der Motilitat (Tab. 19) und der Biofilmbildung (Abb.
20) untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. Im Folgenden werden die Effekte der Mutationen
einzeln besprochen und deren mogliche Bedeutung in den Adhdsionsprozessen diskutiert.

In Laborstamm E. coli RV308 fiihrte die Uberexpression des Transkriptionsfaktors bolA zu einer runden
statt stabchenférmigen Morphologie (Abb. A4), was ein defizitdres Wachstum und eine verminderte
Biofilmbildung zur Folge hatte. Andere K-12-Stamme wie MC1061 und MG1655 mit bolA-Mutationen,
die mit derselben Biofilm-Testmethode Uberprift wurden, wiesen aber ein gegenteiliges Verhalten
auf. Hier erzeugten die bolA-Uberexpressionen eine erhdhte Biofilmbildung und die bolA-Deletion eine
reduzierte Biofilmbildung (Vieira, Freire, & Arraiano, 2004; Dressaire et al., 2015; Moreira et al., 2017).
In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde fir E. coli RV308 OEbolA nach 24 h Inkubationszeit

eine Zellulose-Masse festgestellt, die im Medium schwamm und nicht am Kunststoffrand der
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Multiwellplatte haftete (Abb. A6). Da diese Zellulose-Masse bei den Waschschritten ausgespiilt wurde,
erfolgte keine Bindung von Kristallviolett. Ansonsten ware eine erhohte Biofilmbildung messbar
gewesen, die konsistent mit den Ergebnissen der anderen Studien gewesen ware. ChiIP-seg-
(Chromatin-Immunprazipitation) und Microarray-Daten von planktonischen und sessilen E. coli
MG1655 zeigten, dass BolA an der Flagellenbiosynthese beteiligte Gene inhibiert, wahrend Gene fiir
die Curli- und Fimbrien-Bildung gefordert werden, um die Herstellung von Biofilm-Komponenten zu
erhohen (Dressaire et al., 2015). AuBerdem reguliert BolA den sekundaren Botenstoff c-di-GMP durch
negative Rickkopplung. c-di-GMP ist in viele zelluldren Prozesse wie Biofilmbildung und Virulenz
involviert (Moreira et al., 2017). AuBerdem stieg mit der Zunahme von BolA graduell die
Schwimmbkapazitat. Dies verwies stark auf einen Dosiseffekt und die strenge Kontrolle von BolA in den
Zellen (Dressaire et al., 2015). bolA-Mutationen in den zwei klinischen Isolaten E. coli ATCC 25922 und
KI683 verblieben allerdings ohne Effekt. Dementsprechend missen die klinischen Isolate den
induzierten Stress durch die erhohten BolA-Spiegel anderweitig kompensiert haben, was K-12-
Derivaten vorenthalten ist.

ygeV-Mutationen beeinflussten nur E. coli ATCC 25922 wahrend der Biofilmbildung: die ygeV-Deletion
verursachte eine reduzierte Biofilmbildung und die ygeV-Uberexpression eine gesteigerte
Biofilmbildung (Abb. 20A). Vor kurzem wurde gezeigt, dass E. coli unter anaeroben und mikroaeroben
Bedingungen Harnsdure als einzige Stickstoffquelle nutzen kann, was bis dato nur unter aeroben
Bedingungen bekannt war (lwadate & Kato, 2019). YgeV ist bei der Umwandlung von Harnsaure zu
Allantoin involviert, die beide Zwischenprodukte des Purinabbaus sind. Dabei induziert YgeV
vermutlich als o> Transkriptionsregulator die Expression des Harnsdure-induzierbaren Gens yfgT
(lwadate & Kato, 2019). Wenn nun YgeV unter Sauerstoffmangel wie in lac-SBF oder in einem Biofilm
starker exprimiert wird, konnte E.coli ATCC 25922 anaerob besser Stickstoff umsetzen. Die
verbesserte Aktivitat zur ErschlieBung von Stickstoff wurde auch durch die verstarkte Expression der
nap-Gene gezeigt (vgl. D2.3.4). Dies verstarkt die Annahme, dass E. coli ATCC 25922 eine optimierte
Stickstoff-ErschlieRung besitzt.

YaiY ist ein putatives Protein in der inneren Membran. Obwohl im sessilen Zustand von yaiY in E. coli
KI683 eine 13-fach und in E. coli RV308 eine 5-fach stirkere Genexpression nachgewiesen wurde,
verursachte nur die Uberexpression von yaiY in E.coli RV308 eine deutliche Verminderung des
Biofilms (Abb. 20C). E. coli ATCC 25922 AyaiY weist eine geringe Blasenbildung auf der Oberflache der
Makrokolonie auf, die eine leicht erhohte Zelluloseproduktion anzeigt (Tab. 19, Abb. A3). yaiY wurde
in anderen Studien durch Stressinduktion stark exprimiert vorgefunden, doch wurde bis dato die
Funktion des inneren Membran-Proteins noch nicht weiter eruiert. So wurde yaiY durch das

Stresssignalsystem-Protein RcsB (Bury-Moné et al., 2009), das unbekannte Protein IprA (vorher YaiV in
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Sa. typhimurium, (Herman et al., 2016)), das Bacteriocin Colicin M (Kamen$ek & Zgur-Bertok, 2013)
und eine langzeitige, stationdre Phase (Kram, Henderson, & Finkel, 2020) induziert und vermehrt
exprimiert. Daher wird yaiY wahrscheinlich eher durch Stress induziert und weniger durch den Zustand
der Adhéasion. Allgemein scheint YaiY in osmotischen und anderen Stressantworten beteiligt zu sein,
die durch die Zellmembran wahrgenommen werden.

ybgS kodiert flr ein nicht ndher spezifiziertes, putatives Homoobox-Protein, das in adharierenden
E. coli KI683 und RV308 vermehrt transkribiert worden war. Die Deletion von ybgS$ in E. coli ATCC
25922 verursachte eine verminderte Motilitat, wiahrend die Uberexpression von ybgs in E. coli RV308
eine erhohte Zelluloseproduktion hervorrief. Die Biofilmbildung der drei E. coli-Stamme wurde durch
keine ybgS-Mutation beeinflusst. In anderen Arbeiten wurde ybgS durch Acrylsdure (Raghavan et al.,
2019) und osmotischen Stress (Weber & Jung, 2002) induziert und als Bindemotiv des RpoH-
Holoenzyms (0°?) vorgefunden (Shimada, Tanaka, & Ishihama, 2017). So wie yaiY wird ybgS wahrend
einer Stressantwort verstarkt exprimiert. Jedoch wurde bislang nicht ermittelt, welche Funktion dieses
Gen erfullt.

Fur das Gen yddM wurden das, in der Ndhe befindliche Toxin-Antitoxinpaar higB/A eingehender
betrachtet (Abb. 21). Es wurde ein Zusammenhang zwischen der Deletion bzw. Uberexpression von
yddM und des Expressionsniveaus von higA festgestellt. Im Vergleich zu anderen globalen
Transkriptionsfaktoren besitzt YddM laut Gao et al. (2018) drei interessante regulatorische Merkmale,
die in E. coli MG1655 untersucht wurden. Erstens besitzt YddM genomweit 17 Bindestellen und somit
mehr Bindestellen als bekannte, globale Transkriptionsfaktoren wie CRP, Lrp, FNr und ArcA. Zweitens
bindet es gehduft an Genen mit putativen Funktionen. Drittens ist das Genexpressionsniveau weitaus
geringer im Vergleich zu der Mehrheit der globalen Transkriptionsfaktoren, was konsistent mit den
hier erzielten Ergebnissen ist (Tab. 18). Fiir YddM wurden, wie erwahnt, in E. coli MG1655 17
Bindestellen gefunden, die jedoch higB/A exkludierten (Gao et al., 2018). Das Genom von E. coli RV308
ist dem Genom von MG1655 dhnlicher, wahrend das Genom von E. coli ATCC 25922 bis zu einem
Flinftel mehr Basen besitzt. Zusatzliche oder deletierte Bindungsstellen fir YddM sind
dementsprechend nicht auszuschlieBen. Vor Kurzem konnte in P. aeruginosa gezeigt werden, dass
higB die c-di-GMP-Spiegel reduzierte und dadurch die Biofilmbildung verhinderte (Zhang et al.,
2018b). Insofern kdnnte YddM indirekt zur Regulation von c-di-GMP beitragen. Da sich die Regulation
von YddM in den zwei Stammen jedoch unterschiedlich auswirkte, kann von mehreren Funktionen
ausgegangen werden und sollte durch weitere Arbeiten entschliisselt werden. Hierfiir bietet sich die
Erkennung von weiteren Bindemotiven durch z. B. SELEX- (Systematische Evolution von Liganden

durch exponentielle Anreicherung, (Jolma et al., 2010)) oder ChIP-Experimente an.
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Somit kdnnen kleine Anderungen wie einzelne Gendeletionen und -iliberexpressionen einen groRen
Einfluss auf die zelluldaren Expressionsmuster haben. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, die
Netzwerkarchitektur der ausgewdahlten Gene in verschiedenen E. coli-Stdmmen besser zu verstehen
und aufzuklaren. Fir den schwach adhdrierenden E. coli KI683 konnte weder eine Deletion noch eine
Uberexpression der ausgewihlten Gene zu einer erhéhten Biofilmbildung beitragen. Dies zeigt, dass es
fir die Ausbildung eines komplexen Biofilms mehr als einen globalen Regulator in diesem Bakterium
bendtigt. Das Stamm-Set der drei E. coli-Stamme ATCC 25922, KI683 und RV308 mit den
verschiedenen Phanotypen und den Adhasionsmechanismen bietet hier eine Grundlage, um in E. coli
weitere Mechanismen aufzudecken. AbschlieRend zeigen diese Resultate, dass die, Uber die
Bakteriengenome hinweg konservierten, aber nicht-charakterisierten Gene, noch eine unentdeckte
Rolle spielen. Detaillierte Untersuchungen von metabolischen Reaktionen sollten, z. B. durch die
Vergleiche zwischen Wildtypen und dem deletierten bzw. Uberexprimierten Stammbhintergrund

erfolgen.

4 Proteinanlagerungen

Sobald Material in den Kérper oder nur in ein Ndahrmedium eingebracht wird, lagern sich unmittelbar
(Makro-)Molekile auf der Materialoberflache an (Anderson, Rodriguez, & Chang, 2008; Zimmerli &
Sendi, 2011). Diese adsorbierte Schicht wird als conditioning film bezeichnet, der die physiko-
chemischen Eigenschaften von Oberflichen andert und zur weiteren Anlagerung von Proteinen,
Polysacchariden und anderen Molekilen fihrt. Durch Agglomeration von Nahrstoffen auf den
Oberflachen wird Bakterien einerseits eine ndhrstoffdichtere Umgebung geboten, welche die
Anhaftung und das Biofilmverhalten affektieren (Petrova & Sauer, 2012), andererseits senkt dieser
Proteinfilm die Biokompatibilitdt des Materials (Thevenot, Hu, & Tang, 2008). Die haufigsten Proteine
im Blut sind Aloumine und Fibrinogen (Adkins et al., 2002), die ca. 14 nm bzw. 46 nm grol8 und damit
groBer als die Nanonstrukturen der untersuchten Oberflaichen sind (Sukhishvili & Granick, 1999;
Cacciafesta et al., 2000). Dadurch werden Nanostrukturen auf den Oberflachen maskiert und so wird
die Wirksamkeit der Topographien (zeitlich) beschrankt (Dolatshahi-Pirouz et al., 2008). Um die
Menge an adsorbierten Proteinen auf den nanorauen Titanoberflichen zu quantifizieren, wurden
kolorimetrische Bicinchoninsdure-Tests (BCA), ein Schwingquartzkristallmikrowaagensystem (engl.
quartz crystal microbalance with dissipation monitoring, kurz QCM-D), fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen mit FITC-gelabelten Proteinen und AFM in einer Fluidzelle angewendet. Allerdings sind die
Methoden nicht fir die in dieser Arbeit genutzten Titanplattchen bzw. -oberflichen geeignet. Die
Analyse mittels QCM-D war nur fiir 2 nm-raue Oberflaiche moglich, da die Quartzkristallchips fir die

restlichen Rauigkeiten nicht in der PVD bedampft und geatzt hatten werden kdnnen. In einem
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einmaligen Versuch konnten FITC-gelabelte Proteine auf 2 nm-rauen Titanoberflachen in sehr
geringen Mengen von 0,14 — 018 pg/cm? festgestellt werden. FITC-gelabelte Proteine sind allerdings in
den Konzentrationen wie sie im Blut enthalten sind (3 — 5 mg/ml) und fiir sehr viele Proben, wie sie in
dieser Arbeit verwendet wurden, aufgrund der Herstellungskosten ungeeignet. Bei den AFM-
Messungen wurde der Cantilever, die Blattfeder mit Spitze, die mit der Oberflache interagiert, in die
Proteinlosung getaucht. Durch die sehr hohen Proteinkonzentrationen adsorbierten die Proteine sehr
schnell am Cantilever, wodurch die Interaktion nicht mehr der Anziehung zwischen Oberflache und
Cantilever zugeordnet werden konnte, sondern eher auf Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
beruhte. In einer Bachelorarbeit wurde diese Fragestellung mittels Ellipsometrie und trockenen AFM-
Messungen der Proteinschichten naher beleuchtet. Bilder mit Hohenmessungen von 4 und 18 nm-
rauen Titanpldttchen zeigten vor und nach der Inkubation mit Albumin und Fibrinogen keine
morphologischen Anderungen. Vielmehr prégte sich im Fall von Albumin eine 2 nm-dicke Schicht und
im Fall von Fibrinogen eine 4 nm-dicke Schicht auf den Strukturen aus, die die Oberflache als
geschlossener Film (berlagerte, die strukturellen Einheiten jedoch nicht maskierte (Meye, 2020). De
facto ergab sich dennoch ein Proteinfilm, der die bakterielle Adhasion beeinflussen kénnte und den
Einfluss der Nanostrukturen hatte schmalern koénnen. Oberflachendesigns, die antimikrobielle
Wirkstoffe freigeben oder einen mechanisch-bakteriziden Effekt haben, kénnen so nicht ihre volle
Wirkung entfalten. Bei Untersuchungen der Interaktion zwischen Biomaterialien und Organismen

sollte daher stets der Einfluss des umgebenden Mediums bericksichtigt werden.

5 AbschlieBende Bemerkungen

Die Ziele dieser Arbeit konnten erreicht (vgl. A5) und folgende Kernaussagen aus dieser Arbeit
abgeleitet werden.

Erstens konnte ein in vitro-Adhdsionsassay mit geeigneten Parametern etabliert und validiert werden,
der die nanorauen Titanoberflichen mit E. coli-Bakterien zusammenbrachte. Diesem in vitro-
Adhasionsassay lagen alle quantitativen und qualitativen Analysen zugrunde. Zusatzlich wurden
mithilfe des in vitro-Adhéasionsassays drei morphologisch verschiedene E. coli-Stimme charakterisiert:
die zwei klinischen Isolate E. coli ATCC 25922 und KI683 mit zahlreichen Zellanhdangen und der K-12-
Laborstamm RV308 ohne Zellanhdnge. Das vorgestellte E. coli-Stamm-Set eignet sich besonders fir
Adhéasions- und Biofilmstudien, um die spezifischen Mechanismen der Adhé&sion nuancierter zu
untersuchen.

Zweitens wurde eine Bildanalyse zur Quantifizierung der adhérierten Bakterien mit ausreichender,
statistischer Basis etabliert. Dadurch konnte einerseits festgestellt werden, dass die E. coli-Stamme

unterschiedliche Adhasionsverhalten aufwiesen: E. coli ATCC 25922 und RV308 adhérierten zahlreich,
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wahrend E. coli KI683 sehr schwach adharierte. Daher ist die erfolgreiche und zahlreiche Adhasion von
E. coli-Bakterien in einem statischen System nicht von Zellanhdngen abhangig. Andererseits wurde mit
der Bildauswertung belegt, dass die drei E. coli-Stimme nicht differenziert auf den 2, 7, 12 und 16 nm-
rauen Titanplattchen adhérierten. Die Nanorauigkeiten in der GroRendimension von Zellanhdngen (2 -
20 nm) bewirken also weder fir E. coli-Bakterien mit, noch fiir E. coli-Bakterien ohne Zellanhdnge eine
mechanische Inkompatibilitdt oder eine anderweitige Adhéasions-reduzierende oder -begiinstigende
Wirkung. Aulerdem wurde demonstriert, wie wichtig die Vorbereitungen und die geniigende Anzahl
an Proben sind, um antiadhasive Wirksamkeiten herauszufinden, die liber den statistischen Effekt
hinausgehen.

Drittens konnte anhand von Transkriptomvergleichen zwischen E. coli-Bakterien, die auf 2 und 7 nm-
rauen Titanplattchen adhérierten, keine nanorau-sensitiven Gene nachgewiesen werden. Aus dem
Transkriptomvergleich von E. coli-Bakterien aus dem adhérierten und sessilen Zustand ergaben sich
jedoch drei unterschiedliche Adhadsionsmechanismen, die Uberproportional stark von Stamm-
spezifischen Genen und Genexpressionen beeinflusst wurden. Die drei Stdamme veranschaulichen, wie
komplex die Adhdsionsmechanismen innerhalb einer Spezies organisiert sind. Bei der Testung von
antiadhasiven Materialien sollte dies stets berlicksichtigt werden.

Viertens wurden anhand der Transkriptomsequenzierungsdaten weitere, an der Adhasion-beteiligte,
aber noch nicht-charakterisierte Gene ermittelt. Die unbekannten Gene ygeV, yaiY, ybgS und yddM
wurden, neben dem bekannten Morphogen bolA, in den drei E. coli-Stamme jeweils deletiert und
Uberexprimiert. Die Mutantenstdimme zeigten keine einheitlichen Veranderungen hinsichtlich des
Phanotyps und der Biofilmbildung. So waren bei E. coli ATCC 25922 AyddM und E. coli RV308 OEyddM
jeweils die Biofilmbildung deutlich ausgepragter im Vergleich zum WT-Stamm. Es wird ersichtlich, dass
die Auswirkungen einer Mutation in einem Stamm, nicht auf andere Stamme (bertragen werden
konnen. Als Konsequenz sollten Laborstamme fir die Vergleichbarkeit mit anderen Studien in
Kombination mit kirzlich gewonnenen klinischen Isolaten genutzt werden. Zusatzlich konnte fiir YddM
naher Gberprift werden, dass es wahrscheinlich an der Regulation des Toxin-Antitoxin-Paares higB/A
beteiligt ist. Die Transkriptomdaten bilden einen Fundus fiir weitere, an der Adhasion-beteiligte Gene.
AbschlieRend geben die in diesem Rahmen erzielten Ergebnisse Anhaltspunkte lber die Adh&sion von
E. coli-Bakterien und kénnen als Grundlage zur Hypothesengenerierung genutzt werden, die sich mit
spezifischen (Adhdsions-)Mechanismen und deren Reaktionen auseinandersetzen. Ein somit vertieftes
Verstandnis fiir verschiedene Adhdsionsmechanismen ist Voraussetzung zur Generierung von

wirksameren antiadhasiven und -mikrobiellen Oberflachen.
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Anhang

(Fortsetzung von Abb. A1) und 7 nm; n =6, N = 3 fiir 12 und 16 nm) quantifiziert. Die Werte sind auf ATCC 25922 normalisiert.
Kreise sind Ausreifer. Dreiecke sind Mittelwerte. B) p-Wert zwischen den Gruppen nach Wilcoxon-Mann-Whitney-Test mit
Benjamini-Hochberg-Korrektur. C) EffektgréRen zwischen den Gruppen mittels Hedges’ g. Bildanalyse in Zusammenarbeit mit
Bianca Hoffmann (Leibniz-HKI, Angewandte Systembiologie).
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Abb. A2: Vulcanoplots der differentiell exprimierten Gene mit zugehorigen -logio (adj. p-Werts) und dem log, (FC) auf Basis
der Konditionen adhérierend auf 2 nm (,,2nm*“) und planktonisch (,,planktonic”). A) ATCC 25922 2 nm zu planktonisch, B)
ATCC 25922 7 nm zu planktonisch, C) KI683 2 nm zu planktonisch, D) KI683 7 nm zu planktonisch, E) RV308 2 nm zu
planktonisch. Zugehérige Tabellen befinden sich in Tab. S1-S3. Transkriptomanalyse in Zusammenarbeit mit Thomas Wolf
und Tongta Sae-Ong (Leibniz-HKI, Systembiologie und Bioinformatik).
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Abb. A3: Phdnotypische Charakterisierung der verschiedenen Genotypen von E. coli ATCC 25922, KI683 und RV308. A)
Deletionsmutanten. B) Uberexpressionsmutanten. Curli- und Zellulose-Nachweis durch Bildung von Makrokolonien auf
Kongorot- und Coomassie Blau-haltigen LB- und LBcary/ipre-Agarplatten nach 48 h Inkubationszeit. Hell- bis dunkelrote
Farbungen der Makrokolonien wurden als Curlibildung bewertet, weille Farbungen als ausbleibende Curlibildung. Blasen
oder andere dreidimensionale Strukturen der Makrokolonien wurden als Zelluloseproduktion bewertet, glatte Oberflachen
als ausbleibende Zelluloseproduktion. Motilitdats-Nachweis durch Auspragung einer Triibung in 0,3%igen LB- und LBcarb/ipre-
Agarplatten nach 17 h Inkubationszeit. Die zugehdrige Tabelle ist Tab. 19.

RV308
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Abb. A4: REM-Aufnahmen adhirierter E. coli RV308. Links Wildtyp (WT), rechts Uberexpressionsmutante OEbolA (vgl.
Abschnitt C6.3). REM-Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Heidrun Garlipp (OSIM, Lehrstuhl fir Materialwissenschaft Jena).
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Abb. A5: REM-Aufnahmen adhérierter E. coli ATCC 25922. Links Wildtyp (WT), rechts Deletionsmutante AyddM (vgl.
Abschnitt C6.4). REM-Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Heidrun Garlipp (OSIM, Lehrstuhl fiir Materialwissenschaft Jena).

Abb. A6: Mikroskopische Aufnahme von E. coli RV308 OEbolA nach 24 h Inkubationszeit im Biofilmassay. Rechts sind die
runden Bakterien zu sehen. Links Zellulose-dhnlicher Biofilm.
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