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| Zusammenfassung

Die gastrointestinale Erkrankung Cholera wird durch das fakultativ humanpathogenene,
Gram™ Bakterium Vibrio cholerae ausgelost. Obwohl inzwischen iiber 200 verschiedene
Serogruppen von V. cholerae bekannt sind, wurden Ausbriiche der Cholera hauptséchlich von
Stimmen der unbekapselten Serogruppe O1 und der bekapselten Serogruppe O139
verursacht. Durch genetische Analysen konnte gezeigt werden, dass die wichtigsten
Virulenzfaktoren, wie z. B. das Choleratoxin (CT) und der Toxin-koregulierte Pilus (TCP),
auch bei apathogenen Umweltstimmen zu finden sind. Neben diesen Virulenzfaktoren tragen
aber auch die Komponenten des Lipopolysaccharids (LPS) von Ol und O139, sowie die
Kapsel von O139 zur Kolonisierung im Gastrointestinaltrakt bei.

Um die Funktion des LPS und der Kapsel als Virulenzfaktor nidher zu untersuchen, wurden
Adhisionsstudien mit definierten LPS- und/ oder Kapsel-Mutanten beider pathogener
Serogruppen durchgefiihrt. Dazu wurde die Mukus-produzierende humane Darmzelllinie HT-
29-Rev MTX verwendet. Im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp (Wt) konnte fiir eine O
Antigen-Mutante von Ol eine Reduktion um 85%, fiir eine O Antigen/ Kapsel-Mutante von
0139 eine Reduktion um 70% in der Adhésionsrate festgestellt werden. Ein Beitrag von
ToxR regulierten Genprodukten ist moglich, da die Adhisionsrate einer toxR-Mutante der
Serogruppe O1 etwa dreifach geringer war als beim Wt.

Weiterhin wurden mit Wav]J und WavD zwei Genprodukte der Kernoligosaccharid (Kern
OS)-Biosynthese charakterisiert, welche bislang nur in dem wa*-Genclustertyp 1 der
klinischen Isolate nachgewiesen worden sind. Die Konstruktion der wavJ- und/ oder wavD-
Deletionsmutanten in Ol und O139 erlaubte die Durchfilhrung einer Reihe von
phénotypischen Assays. Es konnte gezeigt werden, dass beide Genprodukte an der
Biosynthese des Kern OS beteiligt sind, wobei Wav] mit hoher Wahrscheinlichkeit die
Heptosyl-IV-Transferase darstellt. Die wavDJ-Doppelmutanten beider Serogruppen wiesen
eine erhohte Sensitivitit gegeniiber Novobiocin auf. Dagegen konnte eine Attenuation der
Mutanten im Mausmodell nur fiir die Serogruppe O139 demonstriert werden.

Ein Schliisselenzym der LPS-Biosynthese stellt die Oberflachenpolymer:Lipid A-Kern OS-
Ligase (Waal), kurz O Antigen-Ligase genannt, dar. Sie katalysiert den Transfer des O
Antigens auf den Lipid A/ Kern OS-Komplex auf der periplasmatischen Seite der
Cytoplasmamembran (CM). In dieser Arbeit wurden die in der Primérstruktur stark
unterschiedlichen Ligasen aus einem pathogenen (P27459) und apathogenen (V194) V.

cholerae Isolat strukturell und funktionell analysiert. Es wurde gezeigt, dass die Aktivitit
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beider Ligasen von der Anwesenheit eines N-Acetylglucosamins (GIcNAc) im
Kernoligosaccharid abhingig ist. Dieser Zucker wird durch das Genprodukt WavL
transferiert, welchem in dieser Arbeit die Aktivitit einer N-Acetylglucosaminyltransferase
zugeordnet werden konnte. Das Gen wavL wurde in allen zur Verfiigung stehenden V.
cholerae Isolaten nachgewiesen und stellt wahrscheinlich eine generelle Voraussetzung des
Kern OS fiir eine O Antigen-Anheftung dar. Im Gegensatz dazu, diskriminiert die An- bzw.
Abwesenheit einer Galaktose (Gal) im Kern OS die Spezifitit der Ligasen von V. cholerae
P27459 bzw. V194. Dabei ist die Aktivitit der Galaktosyltransferase WavM, essentiell fiir die
Aktivitdt der Gal-abhingigen Ligase von V194. Die Gal-unabhingige Ligase von P27459
wird hingegen durch die Anwesenheit von Gal im Kern OS inhibiert. Hybridfusionen der
beiden Ligasen deuten an, dass die Erkennungsdoméne fiir Gal in der C-terminalen Halfte
lokalisiert ist. Erstmals wurde die Topologie einer Ligase durch PhoA- und LacZ-Fusionen
analysiert. Die Ligase von P27459 besitzt 10 Transmembrandoménen mit 5 periplasmatischen
und 4 cytoplasmatischen Schleifen. Die Suche nach konservierten Aminosduren (AS) in
verschiedenen Ligasen fiihrte zur Identifizierung der Motive R(X3)L und H(X;¢)G in der
dritten bzw. vierten periplasmatischen Schleife. Ein Austausch des Arginins oder des
Histidins in diesen Motiven durch Punktmutation fithrte zum Verlust der Ligase-Aktividt von
WaalL aus V. cholerae und S. enterica. Damit geben diese Motive einen ersten Hinweis auf
das aktive Zentrum des Enzyms.

Desweiteren wurde nach moglichen O Antigen-Transportern bei V. cholerae gesucht, welche
bislang noch nicht identifiziert worden waren. Erste Analysen einer wzm-Mutante in O1 und
einer wbfK-Mutante in O139 zeigten auf, dass O1 mit Wzm und Wzz wahrscheinlich einen
ABC-Transporter-abhidngigen Mechanismus besitzt, wahrend O139 durch wbfK eine putative
O Antigen-Flippase des Wzy-abhédngigen Synthesewegs kodiert.

Erwiesenermallen kommen pathogene V. cholerae Stimme in der Umwelt vor allem in
aquatischen Okosystemen vor. Jedoch ist iiber die Anpassungen von V. cholerae an diesen
okologischen Bereich, insbesondere hinsichtlich der wechselnden Osmolaritit, nahezu nichts
bekannt. Durch ein in dieser Arbeit konstruiertes und etabliertes Transposonsystem konnten
3600 Mutanten erzeugt und auf Wachstumsdefekte unter hypertonischen Bedingungen
untersucht werden. Eine dieser osmosensitiven Transposonmutanten wies eine Insertion in
dem Locus VCAO0565 auf, welcher fiir eine putative Sensor-Histidinkinase kodiert. Mit dem
Regulator, kodiert durch VCA0566, stellt VCA0565 das putative Zwei-Komponentensystem

OsmRK dar. Transkriptomanalysen von 0sSmR/ K-Mutanten lieferten keine Erkldrung des
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Wachstumsdefekts unter hypertonischen Bedingungen, zeigten aber eine Vernetzung der
durch OsmR/ K regulierten Gene mit dem ToxR-Regulon auf. Analysen der Aulenmembran
(AM) demonstrierten, dass eine Mutation von 0SmR/ K zu einer Repression von OmpU unter
hohen Salzkonzentrationen fiihrt. Vergleichende Experimente mit weiteren Mutanten deuteten
an, dass es in 0SmMR/ K- und toxS-Mutanten unter erhdhten Salzkonzentrationen zur
Degradation von ToxR kommt. Wihrend die Deregulation von OmpU in 0SmR/ K-Mutanten
nur unter Salzstress zu beobachten war, fiihrte in der toxS-Mutante auch ein Membranstress
durch Zugabe von Protamin zu einer Repression von OmpU. Die zu OsmR/ K nah
verwandten putativen Zwei-Komponentensysteme EnvZ/ OmpR und VCA0257/ VCA0256
hatten unter keiner der getesteten Bedingungen einen Einfluss auf die Proteine der AM.

Weiterhin wurde eine C-terminale Degradation von HutA unter hypertonischen Bedingungen

durch die Analysen der AM aufgedeckt.
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| Summary

The causative agent of the gastrointestinal disease cholera is the Gram™ pathogen V. cholerae.
Although, more than 200 serogroups were identified, however, only the strains of the non-
encapsulated Ol and the encapsulated O139 serogroups were found to be responsible for
cholera epidemics. The presence of virulence factors, such as the cholera toxin and the toxin-
coregulated pilus in environmental strains was shown for several V. cholerae isolates by
genetic analysis. Beside these virulence factors, the components of the LPS of O1 and O139
play a crucial role in the colonization of the gastrointestinal tract.

To analyze the contribution of the LPS and the capsule in the adhesion to epithelial cells,
mucus layer attachment studies using defined O antigen and/ or capsule mutants of both
serogroups and the human intestinal cell line HT29-Rev MTX were performed. In case of the
O antigen mutant of Ol a 85% reduction in the adhesion rate and for the O antigen and
capsule mutant of O139 a 70% reduction was determined compared to wild type. It is likely
that ToxR regulated gene products also contribute to the adhesion, since a toxR-mutant of O1
showed a 3-fold reduction in the adhesion rate.

In addition the two gene products of the core oligosaccharide biosynthesis, WavJ] and WavD,
were characterized. So far the corresponding genes could only be found in the wa*-gene
cluster type 1 of clinical isolates. Construction of wavJ- and/ or wavD-mutants in Ol and
0139 allowed a variety of assays. It could be demonstrated, that single and double knockout
mutants have an effect on core oligosaccharide biosynthesis in both serogroups. Based on
bioinformatical data it is likely that WavJ] represents the heptosyl-IV-transferase. Double
mutants in wavJ and wavD of both serogroups showed an attenuated growth in the presence of
novobiocin, whereas only the mutants in O139 demonstrated reduced colonization in the in
vivo mouse model.

The surface polymer:lipid A-core ligase (Waal), also called the O antigen ligase, is a key
enzyme in the LPS biosynthesis of Gram™ bacteria. The ligase catalyzes the transfer of the O
antigen polysaccharide onto the lipid A-core oligosaccharide precursor molecule at the
periplasmic site of the inner membrane. Part of this work focused on the structural and
functional characteristics associated with the recognition of the core oligosaccharide of two
distantly related ligases of a virulent (P27459) and an environmental (V194) V. cholerae
isolate. It was demonstrated that the activity of both ligases is dependent on the presence of
N-acetylglucosamine, which is attached to the core oligosaccharide by the WavL

glycosyltransferase. The gene wavL could be found in all V. cholerae isolates so far. In
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contrast, an additional sugar substitution, i.e. galactose, which is transfered by the WavM
galactosyltransferase, discriminates the core oligosaccharide specificity of the ligases of
P27459 and V194. The activity of WavM is essential for the activity of the galactose-
dependent ligase of V194, whereas it hinders the galactose-independent ligase of P27459 to
transfer the O antigen onto the core oligosaccharide. WaaL protein hybrids between galactose
dependent and non-dependent ligases indicate that the galactose recognition site is located in
the C-terminal half. Using PhoA and LacZ fusions the topology of the ligase of P27459 was
determined. The ligase harbours 10 transmembrane domains with 5 periplasmic and 4
cytoplasmic loops. Amino acid sequence alignments of WaaL. proteins identified the distinct
conserved motifs R(X3)L and H(X0)G in the periplasmic loops 3 and 4 respectively. By site
directed mutagenesis of the histidine and arginine residues within these motifs, an abortism of
O antigen transfer reaction for Waals of V. cholerae and Salmonella enterica was found.
Thus, these motifs offer the first hint towards the active reaction center of the enzyme.

Furthermore the putative O antigen-transport systems of V. cholerae were investigated.
Characterization of a wzm-mutant in Ol and a wbfK-mutant in O139 revealed, that for O1
Wzm and Wzz encode a putative ABC-transporter mediating the O antigen translocation, and

that WbfK of O139 is a putative O antigen-flippase of the Wzy-dependent pathway.

All serogroups of V. cholerae exist as natural inhabitants of aquatic ecosystems. Nevertheless
there is not much information available about the adaptation mechanisms to this natural
habitat, especially to the changes in environmental osmolarity. In this work a new transposon
system was constructed and established, resulting in 3600 mutants, which were screened for
growth defects under hypertonic conditions. One of these mutants had an insertion in locus
VCAO0565, which encodes a putative sensor histidine kinase. In combination with the
transcriptional regulator, encoded by VCA0566, they represent the putative two-component
system OsmRK. Comparing the transcriptom of 0SmR/ K-mutants to the wild type revealed no
explanation for the osmosensitive phenotype, but showed some interaction between the
regulon of OsmR/ K and ToxR. Analysis of the outer membrane demonstrated, that a
mutation in 0SMR/ K results in a repression of OmpU under hypertonic conditions.
Comparative experiments, including additional mutants indicated a degradation of ToxR in
0SMR/ K- and toxS-mutants in presence of high salt concentrations. In contrast to 0SmR/ K-
mutants, in the toxS-mutant the repression of OmpU could be also observed by a different

membrane stress caused by protamine.



I Summary 6

In addition, the analysis of the outer membrane proteins revealed a C-terminal degradation of
HutA under hypertonic stress conditions. Therfore, another link to osmodependent proteolysis

was exposed.
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Il Einleitung

1. Das Bakterium Vibrio cholerae

1.1. Allgemeine Informationen

Vibrio cholerae, ein fakultativ ~ 8
humanpathogenes, polar monotrich ”
begeileltes Bakterium, wurde erstmals

wihrend der 5. Cholera-Pandemie von Robert

Koch 1883 in Agypten isoliert (140). Damals

beschrieb er den Erreger der Cholera als ein
Abbildung  I11.1:  Elektronenmikroskopische

»kommaformiges* Bakterium (Abb. IL1).  Aufnahme von V. cholerae. Kontrastierung durch
kurze Inkubation in Uranylacetatlosung (0,5%).

Heute ist V. cholerae sicherlich der o )
Eichstrich entspricht 1 um;

bekannteste Vertreter der Familie der

Vibrionaceae. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe Gram’, fakultativ aerober
(gekriimmter) Stibchen, die unter anaeroben Bedingungen zur Garung befihigt sind. Da die
Mitglieder Oxidase-positiv sind, ist dies ein entscheidendes Merkmal fiir die Abgrenzung zu
der nah verwandten Oxidase-negativen Familie der Enterobacteriaceae, zu welcher die gut
erforschten Gattungen Escherichia und Salmonella gehoren. Einige Bakterien der
Vibrionaceae wie zum Beispiel Photobacerium phosphoreum oder Vibrio fischeri zeigen das
Phénomen der Biolumineszenz, deren Mechanismus und Regulation inzwischen gut
untersucht ist (169). Andere, wie V. cholerae, stellen Krankheitserreger dar. Dazu gehéren
Vibrio fluvialis (33) und Vibrio parahaemolyticus (122), die Durchfall- und
Gastrointestinalerkrankungen ausldsen konnen, aber auch Vibrio alginolyticus (32), welcher

extraintestinale Wundinfektionen verursachen kann, um nur einige Erreger zu nennen.

Aus der im Jahr 2000 verdffentlichten DNA-Sequenz des Stammes V. cholerae O1 El Tor
N16961 geht hervor, dass 3885 offene Leseraster (ORFs) auf zwei zirkuldren Chromosomen
kodieren (106). Die Sequenz ist iiber die Tigr-Datenbank (http://www.tigr.org/tdb/) 6ffentlich
zugingig, wobei jedem ORF abhingig von seiner Lage auf dem Chromosom ein Locus
zugeteilt wurde. Die 2770 VC-Loci sind auf dem Chromosom 1 mit einer Gréf3e von 2,96 Mb
zu finden, wéhrend die 1115 VCA-Loci dem Chromosom 2 mit 1,07 Mb zugeordnet werden.
Uber viele hypothetische ORFs ist noch nichts oder sehr wenig bekannt. So ist die Funktion

von 42% der Gene von Chromosom 1 und 59% der Gene von Chromosom 2 noch unbekannt.
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Fiir ein gutes Drittel der ORFs sind dhnliche Gene in E. coli zu finden, was den nahen
Verwandtschaftsgrad bestétigt. 500 ORFs hingegen zeigen signifikante Homologien zu
anderen Genen von V. cholerae. Dies konnte ein Hinweis fiir erst kiirzlich stattgefundene
Duplikationen sein. Dabei sind u. a. Gene mit einer Funktion in Transport, Regulation,
Chemotaxis und Pathogenitit zu finden. Die meisten Gene, welche fiir das Wachstum,
Aufrechterhaltung von essentiellen Zellfunktionen, Virulenz, Sekretionsysteme und LPS-
Biosynthese benotigt werden, sind auf dem Chromosom 1 lokalisiert. Dagegen kodieren viele
zusitzliche metabolische Wege auf dem Chromosom 2. Es wird angenommen, dass das
Chromosom 2 urspriinglich als Megaplasmid von einem Vibrio-Vorfahren aufgenommen
worden ist. Warum anschlieend keine Integration ins Chromosom stattgefunden hat, ist
unklar. Vielleicht bieten zwei Chromosome unter bestimmten Bedingungen einen
Selektionsvorteil, da dieses Phdnomen nicht nur in V. cholerae, sondern auch in anderen

Vibrio Spezies zu finden ist (279).

Obwohl inzwischen mehr als 200 Serogruppen bekannt sind, wurden Cholera-Epidemien
bisher nur durch die Serogruppen O1 und O139 ausgeldst. Daher werden Stimme dieser
Serogruppen auch als klinische Isolate bezeichnet. Vertreter anderer Serogruppen, die als
Nicht O1/ O139-Stimme zusammengefasst werden, sind bislang nur als Verursacher
einzelner Durchfallerkrankungen und extraintestinalen Infektionen in Erscheinung getreten
(82), obwohl einige dieser Umweltisolate durchaus wichtige Virulenzfaktoren besitzen (67,
76, 181, 182). Erwidhnenswert ist ein groBerer Ausbruch einer Cholera-dhnlichen
Durchfallerkrankung 1968 im Sudan, ausgelost durch die Serogruppe O37 (3, 29), die jedoch

seitdem epidemiologisch nicht mehr aufgefallen ist.

Die Stimme der Serogruppe O1 kdnnen anhand einer Methylierung im O Antigen in die zwei
abundanten Serotypen Ogawa, Inaba und in den seltenen, unstabilen Hikojima eingeteilt
werden (118). Wihrend Ogawa diese Methylierung besitzt, fehlt sie bei Inaba. Hikojima
scheint eine Zwischenstufe mit methylierten und nicht methylierten LPS Molekiilen
darzustellen (90, 199). Dabei ist ein Wechsel der Serogruppen mdglich. Fiir den Wechsel von
Ogawa zu Inaba wurde eine Frequenz von etwa 10 ermittelt, dagegen tritt der umgekehrte
Fall seltener auf (17). Die Methylierung wird von dem Protein WbeT (frither RfbT) vermittelt,
welches bei Ogawa aktiv, bei Inaba dagegen inaktiv ist (249). Mittels physiologischer und
biochemischer Parameter wird die Serogruppe O1 weiter in die zwei Biotypen Ol klassisch

und O1 El Tor unterschieden (267). So besitzen Ol El Tor Stimme eine héhere Toleranz



II FEinleitung 9

gegeniiber Polymyxin, zeigen hamolytische Aktivitit und exprimieren das Mannose-sensitive

Hémagglutinin (MSHA) (160, 267).

Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen V. cholerae O1 El Tor und V. cholerae 0139 wird
vermutet, dass O139 aus Ol El Tor durch Serogruppenkonversion tiiber horizontalen
Gentransfer hervorgegangen ist (25, 100, 111). Dabei wurden die Gene fiir die Biosynthese
des O1 Antigens mit den Genen fiir die Biosynthese der Kapsel von O139 und des O139
Antigens ausgetauscht (27, 120). Strukturanalysen zeigten, dass die Untereinheit der Kapsel
von 0139 und das O139 Antigen identisch sind (137, 139) und die Kapsel dem sogenannten
Kapseltyp 4 zugeordnet werden kann (277).

1.2. V. cholerae in der Umwelt

V. cholerae und nah verwandte Arten sind natiirliche Bewohner aquatischer Okosysteme (52,
53, 117). Obwohl auch O1 und O139 durchaus in der Umwelt zu finden sind, werden sie
seltener als Nicht O1/ O139-Staimme isoliert. O1 Stdmme, welche auBlerhalb von
Endemiegebieten isoliert werden, besitzen hdufig kein CT. Daher gibt es Theorien, wonach
der Gastrointestinaltrakt von Sdugern das natiirliche Habitat der toxigenen Ol und O139
Staimme darstellt (82). Da die wichtigen Virulenzdeterminaten auf mobilisierbaren
genetischen Elementen kodieren (106), konnte V. cholerae diese durch horizontalen
Gentransfer erwerben. Da diese Elemente noch heute mobilisierbar sind (128, 142, 206, 268),
konnten sich Umweltisolate durch den Erwerb von Virulenzfaktoren iiber horizontalen

Gentransfer zu virulenten Keimen entwickeln (82).

In der Umwelt konnte ecine Assoziation von V. cholerae mit Phytoplankton (v. a.
Cyanobakterien und Griinalgen), Zooplankton (v. a. Copepoden), sowie Crustaceen und
Insekten nachgewiesen werden (52, 115). Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass sich O1 El Tor
und O139 iiber den Typ IV Pilus MSHA an Chitin anheften konnen und dadurch eine erhohte
Sauretoleranz erhalten (50). Diese Anlagerung wird wahrscheinlich durch chitinbindende
Proteine verstédrkt (254). Die Expression des ,,Chitin regulierten Pilus® (ChiRP, friither Pil)
wird durch Anwesenheit von Chitin induziert und trigt zur Kolonisierung auf
Chitinoberfldachen bei (88, 167). Dabei konnte Chitin als C- und N-Quelle dienen, da bei V.
cholerae sowohl Chitinasen (55, 187), als auch entsprechende Transportsysteme gefunden
wurden (167). Der seit langem beobachtete Zusammenhang zwischen der Zunahme an Phyto-

und Zooplankton nach den Regenzeiten und dem Auftreten von Cholera-Epidemien konnte
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durch diese Assoziation erklart werden (52, 78, 117). Ferner sind V. cholerae O1 El Tor und
0139 Stamme in der Lage, durch Expression des Exopolysaccharids ,,VPS*“ einen
dreidimensionalen Biofilm an abiotischen Oberflichen zu bilden (273, 274, 283).
Voraussichtlich spielt in der Umwelt sowohl die Assoziation an Chitin als auch die
Produktion eines Biofilms bei der erhdhten Uberlebensfihigkeit dieser Stimme eine Rolle.
Fiir Fische und Muscheln stellt Phyto- und Zooplankton eine wichtige Nahrungsgrundlage
dar. Deshalb kann bereits der Verzehr von rohem Fisch und Muscheln aus den
Endemiegebieten Cholera oder choleradhnliche Durchfallserkrankungen auslosen. Durch
langere Transporte in tiefgekiihlten Lebensmitteln, die V. cholerae iiberlebt (56), kann der

Erreger leicht in entfernt gelegene Gebiete verbreitet werden.

1.3. Die Krankheit Cholera

Erste Berichte liber Cholera gibt es bereits von Hippokrates (460-377 v. Chr.) und zu Zeiten
Buddhas (16), aber erst mit den epidemiologischen Aufzeichnungen zu Beginn des 19.
Jahrhunderts konnten Cholera-Epidemien verfolgt und analysiert werden. Dabei ordnet man
den ersten 6 Pandemien folgende Zeitrdumen zu: 1. 1817-1823, 2. 1829-1851, 3. 1852-1859,
4. 1863-1879, 5. 1881-1893, 6. 1899-1923 (211). Alle sechs Pandemien breiteten sich damals
von Indien iiber die restliche Welt bis nach Amerika aus. Ob die Cholera vor 1817 auBBerhalb
Asiens existierte, ist ebenso ungewiss, wie die Frage nach dem Erregerstamm bzw. Stimmen
der 1.-4. Pandemie. Bekannt ist nur, dass die 5. und 6. Pandemie durch V. cholerae O1
klassisch verursacht wurde (16). Nicht zuletzt durch die Verbesserung der hygienischen
Verhéltnisse und der medizinischen Behandlung konnte die Cholera schrittweise
zuriickgedrangt werden, bis sie 1950 nur noch in Asien zu finden war. Dennoch konnte der
Ausbruch der 7. Pandemie 1961 nicht verhindert werden. Die bisher ldngste und am weitesten
verbreitete Ausbruchswelle wurde aber diesmal nicht von V. cholerae O1 klassisch, sondern
durch einen V. cholerae O1 El Tor Stamm verursacht. Von Indonesien breitete sich der
Erreger liber den mittleren Osten nach Afrika und weiter nach Siidamerika aus (255) (16).
1992 wurde eine Epidemie mit dem Ursprung in Bangladesh und Indien von V. cholerae
0139 ausgelost (2, 217), welche zuriickblickend als der Beginn der 8. Pandemie gesehen
werden kann (253). Gleichzeitig wurde die alte These widerlegt, wonach nur Stamme der
Serogruppe V. cholerae O1 in der Lage wéren Cholera auszulosen. Schnell breitete sich der
Erreger iiber Pakistan, China, Thailand Afghanistan und Malaysia aus (51, 232). Auch im
Vereinigten Konigreich und den USA wurden Infektionen gemeldet (57). V. cholerae O1

klassisch, O1 El Tor und O139 sind seitdem endemisch in diesen Gebieten zu finden. Dabei
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bewirken gerade O1 El Tor und O139 Stimme immer wieder saisonale Cholera-Ausbriiche
(82). So zum Beispiel im Jahr 2002 in Dhaka, wo innerhalb weniger Wochen 30000
Menschen verstarben (81). Die durchschnittliche Todesrate pro Jahr wird von der WHO auf
ca. 120000 geschitzt, wobei vor allem Kinder betroffen sind (203).

Eine Infektion wird in der Regel durch die orale Aufnahme von V. cholerae {iiber
kontaminierte Lebensmittel oder Wasser verursacht. Abhidngig von der Infektionsdosis betragt
die Inkubationszeit 12-72 h (44). Durch Studien an Freiwilligen mit V. cholerae O1 konnte
gezeigt werden, dass eine Aufnahme von mindestens 10® Bakterien notwendig ist, um Cholera
auszulosen (23). Aufgrund des niedrigen pH-Wertes im Magen tliberleben wahrscheinlich nur
wenige Bakterien die Magenpassage und erreichen den Diinndarm. Gestiitzt wird diese
Vermutung durch weitere Experimente, bei denen V. cholerae Ol zusammen mit einer
Natriumcarbonatlosung in der Funktion eines pH-Puffers verabreicht wurden. Hier konnte
bereits durch eine Dosis von 10* Bakterien eine starke Erkrankung verursacht werden (23).
Nach 1-2 h erreicht V. cholerae den oberen Diinndarmtrakt, der den eigentlichen Infektionsort
darstellt. V. cholerae penetriert unter Verwendung der Flagelle und Sekretion hydrolytischer
Enzyme die Mukosa und adhiriert an die Epithelzellen (85, 126). Bis zu diesem Zeitpunkt ist
V. cholerae wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt: Der pH-Wert dndert sich bei dem
Ubertritt vom Magen (pH ~2) in den Diinndarm (pH ~5,6). Von der Gallenblase werden
Gallenséduren und tiber die Bauchspeicheldriise Verdauungsenzyme sezerniert. Zudem sind im
Diinndarm Komponenten des angeborenen Immunsystems, wie Defensine und Faktoren des
Komplementsystems aktiv (9, 157). V. cholerae muss daher Virulenzfaktoren besitzen, die
eine Besiedlung dieses lebensfeindlichen Gebiets ermdglichen. Die Expression und Sekretion
des CT erfolgt wahrscheinlich erst nach der Bildung von Mikrokolonien an den Epithelzellen
(149), wodurch die typischen Symptome der Cholera auftreten. Das CT fiihrt zur erh6hten
Freisetzung von Chlorid aus den Darmepithelzellen in das Darmlumen. Gleichzeitig wird die
Aufnahme von Chlorid und Natrium gehemmt. Beides trdgt dazu bei, einen osmotischen
Gradienten aufzubauen, der einen massiven Ausstrom von Wasser aus den Epithelzellen zur
Folge hat. Nach Ausbruch der Krankheit kann das Stuhlvolumen bei Erwachsenen bis zu 20 1
pro Tag betragen (14), wogegen der UrinfluB3 fast vollstindig zum Erliegen kommt (23). Die
Patienten erfahren dabei heftige Durchfille, Erbrechen und Magenkrdmpfe. Durch den Stuhl
gelangen eine Vielzahl von Krankheitserregern wieder in die Umwelt und koénnen neue
Infektionen initiieren. Infektionsversuche mit Bakterien, welche aus dem Stuhl von Patienten

isoliert worden waren, demonstrierten, dass diese ein signifikant hoheres Virulenzpotential
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besitzen, als Bakterien, welche aus in vitro-Kulturen stammen (171). Dies erklart die rasante
Ausbreitung eines zundchst lokalen Ausbruchs der Cholera. Der Wasserverlust fiihrt zur
Dehydrierung von Organen. Ein Austrocknen der Haut, versunkene Augen und das Eindicken
des Blutes sind die Folgen. Weitere Symptome sind Hypotonie, Tachykardie, eine erhdhte
Atemfrequenz und BewulBtseinsstorungen bis hin zum Koma. Ohne medizinische Behandlung

fiihrt die Krankheit bei iiber 20% der Patienten zum Tod (23).

2. Molekularbiologische Grundlagen der Virulenzfaktoren

Zu den wichtigsten und am besten charakterisierten Virulenzfaktoren zdhlen das CT und der
TCP. Daneben spielt auch das unten ausfiihrlich beschriebene Regulationssystem mit seinen
Komponenten ToxR/S, TcpP/H und ToxT eine entscheidende Rolle (43, 46, 256). Zusitzliche
Kolonisierungsfaktoren (ACF) (208) dienen als mogliche Adhisionsfaktoren fiir die
Anlagerung an das Darmepithel. Das Porin OmpU vermittelt Resistenz gegeniiber
Gallenséure und antimikrobiellen Peptiden (164, 212, 213). Dem Mannose/ Fucose resistenten
Hémagglutinin (MFRHA) wird eine Funktion bei der Kolonisierung zugesprochen, jedoch
fehlen hierfiir noch die Beweise (87). Das eisenregulierte Protein IrgA scheint fiir die
Eisenaufnahme in vivo wichtig zu sein. Mutanten in irgA sind im Tiermodell ebenso
attenuiert (92), wie Stimme mit defekter oder fehlender Flagelle (220, 274). Weiterhin ist das
LPS zu nennen, welches in Kapitel II 4. noch im Detail vorgestellt wird (49, 192).

Das auf dem Phagen CTX® kodierte CT ist ein typisches AB-Toxin, welches aus zwei
unterschiedlichen Polypeptidketten aufgebaut ist. Obwohl fiir die Kolonisierung nicht
essentiell, ist das CT fiir die typischen Symptome der Cholera verantwortlich (256). Jeweils
eine A-Untereinheit interagiert iiber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit 5 B-
Untereinheiten, welche eine ringformige Struktur bilden. Dabei besitzt die A-Untereinheit
eine ADP-Ribosyltransferase-Aktivitit, wihrend die B-Untereinheit fiir deren Transport ins
Cytoplasma der Epithelzelle verantwortlich ist. Dazu interagiert die B-Untereinheit mit den
GM,-Gangliosiden der eukaryotischen Zellmembran. Im Cytoplasma angelangt kommt es zur
ADP-Ribosylierung der a-Untereinheit von G-Proteinen, welche einen Vermittler in der
cAMP-Signalkaskade zwischen den Sieben-Helix-Rezeptoren und der Adenylatzyklase
darstellen. Durch die stabilisierende Wirkung der ADP-Ribosylierung bleibt die
Adenylatzyklase dauerhaft aktiv, sodass der cAMP-Spiegel in der Zelle auf konstant hohem
Niveau gehalten wird. Hohe cAMP-Konzentration aktivieren die Proteinkinase A. Diese

Kinase phosphoryliert diverse Targetproteine, wodurch u. a. Chloridionenkanile gedffnet und
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gleichzeitig die Aufnahme von Natrium- und Chloridionen gehemmt wird. Da Wasser passiv
den Ionen ins Darmlumen folgt, kommt es zum massiven Ausstrom von Wasser aus den
Darmepithelzellen (125). Ein Einfluss des CT auf die Prostaglandinsynthese und die
Sekretion verschiedener Hormone (z. B.: Serotonin, VIP), was den Verlust von Elektrolyten

und Wasser zusitzlich verstérkt, ist ebenfalls beschrieben (126, 207).

Im Gegensatz zu MSHA und ChiRP ist der dritte Typ IV-Pili TCP fiir die Kolonisierung von
V. cholerae von entscheidender Bedeutung (12, 88, 110, 167). Die biindelférmigen Pili
bestehen aus polymerisierten Untereinheiten des von tcpA kodierten Genprodukts.
Gleichzeitig bildet der TCP auch den Rezeptor fiir den Phagen CTX® (268). Zunichst als
Adhaésionsfaktor fiir die Wechselwirkung zu den Wirtszellen beschrieben, vermutet man heute
eine Beteiligung von TcpA bei der Ausbildung von Mikrokolonien (135). Fiir V. cholerae
sind weder die bakteriellen Adhésionsfaktoren, noch die beteiligten Wirtsrezeptoren

beziiglich der Anheftung der Bakterien an die Darmepithelzellen bekannt.

OmpU OmpT

AM ‘ (m
ToxS ToxR Periplasma

M f — —
Lux- . ‘ Cytoplasma
System
\ ompU
2. >
omgT:
toxT tcpJ actB actA
e e

tcpP tcpA-F
VPl — 5“ e

/4 1-\ / CTXD CtxAB :
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Abbildung 11.2: Das Regulationssystem der Virulenzfaktoren von V. cholerae. Punkte 1., 2. und 3. werden
im Text erklart. Hemmung durch —|, Aktivierung durch — symbolisiert.

67®

Viele der oben genannten Virulenzfaktoren werden durch ein komplexes Regulationssystem
kontrolliert (Abb. 11.2). Urspriinglich wurde das ToxR-Regulon als eine Gruppe von Genen
definiert, welche vorzugsweise in der Pathogenitétsinsel von V. cholerae (VPI) oder auf dem
Choleratoxinphagen CTX® kodieren (208). Ausnahmen stellten dabei die Porine OmpU und
OmpT dar. Neuere Transkriptomanalysen zeigen, dass ToxR an der Regulation von 150

Genen beteiligt ist (30). Obgleich die genauen Signale, welche das ToxR-Regulon
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beeinflussen, unbekannt sind, kann man in vitro durch Umwelteinfliisse wie pH, Temperatur,
Osmolaritdt und Anwesenheit von Gallensdure oder AS die Kaskade induzieren (237). Im
Labor wird eine Expression der Virulenzgene durch Kultivierung der Bakterien in dem
tryptonreichen, alkalischen AKI-Medium erreicht (119, 166).

Eine wichtige Stellung im Regulationssystem besitzt der in der VPI kodierte AraC-&hnliche
Transkriptionsaktivator ToxT, welcher u. a. die Expression des TCP und des CT reguliert
(Abb. I1.2/ 3.). Der Verlust von toxT fiihrt in V. cholerae zu avirulenten Stimmen (46). Die
Transkription von toxT wiederum, wird synergistisch durch die Membranproteine ToxR und
TcpP reguliert (Abb. 11.2/ 2.) (104, 112). Die Transmembranproteine liegen an der inneren
Membran als ToxR/ ToxS- und TcpP/ TcpH-Proteinpaare vor. Nach dem vorhergesagten
Topologiemodell haben alle vier Proteine eine Transmembrandoméne. Die N-terminalen
Bereiche befinden sich im Cytoplasma, die C-terminalen Bereiche im Periplasma. DNA-
Bindedoménen findet man bei ToxR und TcpP in den N-terminalen Abschnitten, die
cytoplasmatischen Anteile bei ToxS und TcpH sind dagegen sehr kurz. Mutationen in tcpH
fiihren zu einer massiven Degradation von TcpP, ohne dessen Expression zu beeinflussen
(20). Daher schiitzt TcpH den Transkriptionsaktivator TcpP vor proteolytischer Degradation
im Periplasma und ist somit fiir die Stabilitdt von TcpP verantwortlich. Ein dhnliches Bild
wird ebenfalls fiir ToxS hinsichtlich der Stabilitidt von ToxR skizziert (209). So vermutet man
eine Funktion von ToxS bei der Faltung und Dimerisierung von ToxR (71, 75). Wéhrend tcpP
neben tcpH in der VPI kodiert (106, 128), befindet sich toxR in einem Operon mit toxS in
einer anderen Region des Chromosoms (71, 142).

Durch die oben erwiahnten Umweltsignale kann die Expression von ToxT induziert werden.
Zudem wird dessen Aktivitdt durch Temperatur und Gallensduren beeinflusst (231). In den
ersten Phasen der Infektion findet die Synthese von ToxT statt, ohne die nachgeschalteten
Virulenzfaktoren zu exprimieren. Erst mit sinkender Gallensdurekonzentration, wihrend der
Penetration des Bakteriums durch die Schleimschicht im Diinndarm, wird ToxT aktiv und
fiihrt zur Transkription der entsprechenden Gene. Wahrscheinlich geht die
Transkriptionsaktivierung von ToxT von TcpP aus, da erstens die Menge an ToxR auch bei
variierenden Umweltbedingungen konstant gehalten wird (72) und zweitens die gleichen
Signale, welche die Expression von ToxT steuern auch die Synthese von TcpP induzieren
(185). Fiir die Aktivierung von tcpP scheinen AphA und AphB, die aullerhalb der VPI auf
dem Chromosom kodieren verantwortlich zu sein (Abb. 11.2 / 1.) (145, 185, 238). Mutationen
in diesen Genen erlauben keine Expression von ToxT und TcpP mehr, wodurch eine Bildung

des TCP und des CT sowie eine Kolonisierung des Diinndarms verhindert wird (143). Parallel
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dazu reguliert das Proteinpaar ToxR/ S die Expression der Porine OmpU und OmpT, die in
der duBeren Membran lokalisiert sind. Die Transkription von ompU wird durch ToxR
aktiviert, die von ompT gehemmt (64, 152, 241). ToxR-Mutanten sind nicht mehr zur
Expression von OmpU fdhig (177). Die Tatsache, dass ompU- im Vergleich zu ompT-
Mutanten gegeniiber anionischen Detergenzien sensitiver sind, steht im Einklang mit der
ToxR-abhingigen differenzierten Regulation (212, 213).

Neueste Untersuchungen zeigen, dass die Expression der Virulenzgene von dem ,,Quorum-
sensing*-System LuxOPQU kontrolliert wird (144, 285). Dabei erlaubt das System bei
niedriger Zellzahl zu Beginn der Infektion die Expression der Virulenzgene durch Hemmung
des Transkriptionsregulators HapR. Nach effektiver Kolonisierung wird bei hoher Zellzahl
durch die zunehmende Konzentration des Autoinduktors AI-2 die Expression von HapR
aktiviert. HapR wirkt als Repressor von aphA, wobei die Abnahme der AphA-Konzentration
die Expression der Virulenzgene reduziert. Durch gleichzeitige Aktivierung der Protease Hap

wird die Ablosung vom Mukus und Freisetzung von V. cholerae aus dem Darm erleichtert.

3. Die AuRenmembran

Die AM ist ein wichtiger Bestandteil der Zellwand Gram™ Bakterien. Analog zur CM ist die
AM in der Form einer Lipid-Doppelschicht aufgebaut. Die innere Schicht der AM besteht wie
die CM hauptsédchlich aus Phospholipiden, wéhrend in der duBleren Schicht der AM die
Hauptkomponente das Lipopolysaccharid (LPS) darstellt. Dabei ist LPS strikt auf die
AuBlenseite der AM begrenzt (123), wihrend Phospholipide durchaus auch in der dufleren
Schicht der AM nachgewiesen werden konnen (205, 233). Dieser asymmetrische Aufbau der
AM erkldrt u. a. die ungewohnlich langsame Diffusion bzw. Impermeabilitdt hydrophober
Substanzen. Allgemein stellt die AM einen faszinierenden Bestandteil der Zellhiille bei Gram™
Bakterien dar, mit dem einige Virulenzfaktoren assoziiert sind. Auf Struktur, Biosynthese und

Funktion des LPS wird ausfiihrlich in Kapitel II 4. eingegangen.

In E. coli sind neben dem Lipoprotein mit einer Abundanz von bis zu 10° Kopien pro Zelle
(196) noch tiiber 20 verschiedene Proteine an und in der AM lokalisiert (116). Dabei handelt
es sich in den meisten Féllen um Transportproteine, die am Aufbau und der Funktion von
Porinen, Kanélen und anderen Import/ Export-Systemen beteiligt sind. Dazu gehéren auch
Proteinkomponenten der Eisenaufnahme und der Proteinsekretion, welche u. a. am Transport
von Toxinen, Invasinen, sowie am Zusammenbau von Flagellen, Pili und Fimbrien beteiligt

sind.
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Porine, welche unspezifische Diffusionskanile in der AM ausbilden und somit die
Permeabilitédt fiir hydrophile Molekiile bis zu 600 Da erkldren (24), wurden erstmals 1976
beschrieben (186). Klassische Porine, wie z. B. fiir OmpF und PhoE von E. coli gezeigt (60),
ordnen sich iiber transmembrane [(-Faltblattstrukturen zu charakteristischen Trimeren
zusammen. Die wichtigsten und gleichzeitig haufigsten Porine von V. cholerae sind OmpU
(38 kDa) und OmpT (40 kDa). Funktionell sind sie dabei noch am ehesten mit OmpF und
OmpC von E. coli zu vergleichen (45). Dennoch zeichnen sich OmpU und OmpT durch
diverse eigene Charakteristika aus. OmpU ist mit einem Durchmesser von 1,6 nm etwas
grofler als OmpT, zeigt eine zwei- bis dreifach hohere spezifische Aktivitdt als OmpF und ist
im Vergleich zu OmpT selektiver fiir Kationen (45, 236). Wahrend OmpC und OmpF bei E.
coli von dem Zwei-Komponenten-System EnvZ/ OmpR reziprok reguliert werden (165, 200),
aktiviert der Transkripionsregulator ToxR in V. cholerae die Expression von OmpU und
reprimiert OmpT (64, 152, 177) (siehe Kapitel I 2.). So wird beispielsweise durch Gallensédure
ToxR aktiviert und die Expression von OmpU induziert (214). Im Einklang dazu konnte
gezeigt werden, dass Bakterien, die nur OmpU exprimieren im Vergleich zu ausschlieBlich
OmpT exprimierenden Zellen eine hohere Resistenz gegeniiber Gallensdure besitzen und
besser im Diinndarm kolonisieren konnen (212). Weiterhin scheint OmpU auch bei der

Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Peptiden eine wichtige Rolle zu spielen (164).

Eisen ist ein wichtiges Spurenelement, dass in verschiedenen Stoffwechselprozessen (z. B.:
Energiemetabolismus, Elektronentransport, Nukleinsduresynthese) eine Rolle spielt. Nachdem
Eisenionen im Wirt meist limitiert vorliegen, kénnen die Eisenaufnahmesysteme der
Bakterien zu den Virulenzfaktoren gerechnet werden, da sie dem Mikroorganismus dieses
Spurenelement in ausreichender Menge zur Verfiigung stellen und somit das Uberleben und
die Vermehrung ermdglichen (95). Unter aeroben Bedingungen werden Eisen(Il)-Ionen sehr
schnell zu Eisen(Ill)-lonen oxidiert, die bei neutralem pH fast unlosliche Verbindungen
eingehen. Ein verbreitetes System ist daher die Sekretion von eisenbindenden Molekiilen, den
Siderophoren, welche Eisen(III)-Ionen binden. Uber spezielle Transportsysteme gelangen die
mit Eisen beladenen Siderophore iiber die AM und geben die Eisenionen an der CM an
Proteine weiter, welche den Transport iiber die CM katalysieren. Die Aufnahme der
Siderophore iiber die AM wird dabei iiber ATP-Hydrolyse im Cytoplamsa angetrieben, wobei
die Energie tiber den TonB-Komplex bis an die AM weitergeleitet wird. V. cholerae besitzt
viele verschiedene Eisenaufnahmesysteme. Unter Eisenmangel produziert und sezerniert V.

cholerae beispiclsweise das Siderophor Vibrobactin (93), wihrend gleichzeitig der AM-
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Transporter ViuA induziert wird (244). Daneben gibt es u. a. drei TonB-abhéngige Him-
Transporter in der AM: HutR, HasR und HutA, wobei Letzteres am effizientesten arbeitet
(172).

Da sezernierte Proteine der Gram™ Bakterien neben der CM auch noch die AM iiberwinden
miissen, sind spezielle Transportsysteme notig. So werden das a-Hémolysin von E. coli iiber
ein Typ I-, die Bausteine der Typ IV-Fimbrie von Pseudomonas aeroginosa iiber eine Typ II-
und Invasine von Shigella flexneri und Salmonella typhimurium iber ein Typ III-
Proteinsekretionssystem transportiert (86, 201). Inzwischen gibt es Hinweise, dass die
negative Ladung des LPS fiir den Transport und die Faltung von Proteinen der AM wichtig ist
(70, 173, 270).

Die AM stellt fiir Flagellen, Pili und Fimbrien einen Verankerungspunkt dar. Motilitdt von
pathogenen Bakterien durch Flagellen kann entscheidenden Einfluss auf die Virulenz haben.
So ist die Penetration von V. cholerae durch die Mukosa des Diinndarms auf die
GeiBelbewegung zuriickzufithren. Eingelagert in diese Schleimschicht ist das Bakterium
gegen Verdauungsenzyme, Detergenzien und Komponeneten des Immunsystems weitgehend
geschiitzt. Fimbrien und Pili helfen den Bakterien an bestimmte Oberflichen zu adhérieren.
Eine einfache Entfernung der Mikrorganismen etwa durch den Urinfluss, Husten oder Niesen
ist danach nicht mehr moglich. So besitzen beispielsweise uropathogenen E. coli Stimme P-
Fimbrien, wéhrend bei V. cholerae, P. aeroginosa und Neisseria gonorrhoeae Typ IV-

Fimbrien zu finden sind (86).

Die AM ist liber das ,,Braunsche™ Lipoprotein mit der einschichtigen Mureinschicht der
Gram™ Bakterien fixiert (36). Das N-terminale Cystein ist an seiner Aminogruppe mit einer
Fettsdure und an seiner Sulfhydrylgruppe mit einem Diacylglycerin substituiert (105). Uber
die hydrophoben Wechselwirkungen der drei Fettsduren ist das Lipoprotein in die innere
Schicht der AM eingelagert. Dagegen ist die e-Aminogruppe des C-terminalen Lysins
kovalent mit dem Peptidoglykan verkniipft (105). Da Lipoprotein-Mutanten zwar AM-
Vesikel und periplasmatische Proteine freisetzen (113), aber ihre AM keine erhohte
Permeabilitét fiir hydrophobe Substanzen zeigt (197), ist die Verankerung der AM nicht fiir
thre Funktion als Diffusionsbarriere essentiell. Zusammenfassend bleibt daher festzuhalten,
dass Bestandteile der AM pathogener Gram™ Bakterien einen entscheidenden Beitrag zur
Virulenz liefern.

(Ubersichtsartikel zu 3.: 195, 196)
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4. Das Lipopolysaccharid der Gram™ Bakterien

4.1. Aufbau, Biosynthese und Funktion

Das LPS von Gram™ Bakterien ist in der Regel aus dem Lipid A, dem Kern OS und dem O
Antigen aufgebaut. Nur bei wenigen Gram™ Bakterien wie Neisseria, Bacteroides, Bordetella,
Haemophilus und Clamydia wurde bisher ein LPS ohne O Antigen gefunden (222).
Stattdessen besitzen sie einen erweiterten Kern OS-Bereich in ihrem LPS, welches auch als
Lipooligosaccharid (LOS) bezeichnet wird. Die Synthese der einzelnen Komponenten, am
besten bei E. coli und Salmonella untersucht, wird im Folgenden kurz beschrieben.

Gleichzeitig wird auf die Funktion der einzelnen Strukturen eingegangen.

Das Lipid A stellt den hydrophoben Anker in der AM dar. Weiterhin ist Lipid A auch als
Endotoxin bekannt. Durch die Aktivierung von TLR4, kommt es u. a. zur Synthese von IL-1
und TNFo, welche eine heftige Entziindungsreaktion ausldsen. Dies kann bei einer
entsprechend hohen Dosis von Lipid A zum septischen Schock fiihren.

Lipid A besteht aus zwei B(1—6)-glykosidisch verkniipften Glucosamin-Einheiten (GIcN),
die an freien Hydroxylgruppen mit sechs oder sieben meist gesittigten Fettsduren verestert
sind. Da ein LPS-Molekiil somit bis zu sieben Fettsduren, statt zwei bei gewohnlichen
Lipiden, besitzt, sind starke intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen und v. d. Waals-
Krifte zwischen den Kohlenwasserstoffketten mdglich, worin die niedrige Permeabilitit der
AM beziiglich hydrophober Substanzen begriindet ist. Die laterale Beweglichkeit der
Molekiile ist viel geringer als in einer einfachen Lipiddoppelschicht. Die Verwendung von
gesittigten Fettsduren erlaubt zudem eine besonders dichte Packung der LPS-Molekiile in der
AM. Die meisten Enzyme fiir die Biosynthese sind in dem Ipx/ dnaE-Gencluster kodiert.
Ausgangspunkt fiir die Lipid A-Synthese ist der aktivierte Zucker UDP-GIcNAc, welcher aus
exogenem GIcNAc oder endogenem Fructose-6-phosphat aus der Glykolyse hergestellt wird.
Dieser Zucker wird weiterhin bei der Biosynthese des Mureins und als Startzucker fiir das
,Enterobacterial Common O Antigen* verwendet. Nach einer Acylierung durch LpxA, einer
Deactetylierung durch LpxC und einer weiteren Acylierung durch LpxD entstehen UDP-2,3-
Diacylglucosamineinheiten, von denen jeweils zwei durch LpxB iiber eine B(1—6)-
glykosidische Bindung zu dem Vorldufer Lipid X zusammengefiigt werden. Eine spezifische
membrangebundene Kinase phosphoryliert anschlieend die beiden Zuckermolekiile an den
4’-Positionen. Danach beginnt der sukzessive Transfer von einer (bei V. cholerae O1 und

0139) oder mehrere (zwei bei E. coli) 3-Deoxy-D-Manno-Oktulosonsduren (KDO) durch
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WaaA an das Intermediat. In den letzten Schritten der Lipid A-Biosynthese werden weitere
Fettsduren distal der GlcN-Einheiten angehingt. Diese Acylierungen sind abhédngig von der
Anwesenheit der KDOs und der Phosphatreste. Obwohl die KDO-Einheiten bereits zu dem
Kern OS gerechnet werden, miissen diese daher dennoch vor der eigentlichen Fertigstellung
des Lipid A angeheftet werden. Gleichzeitig stellt das Lipid A, welches mit zwei KDO-
Einheiten glykosyliert ist, den sogennanten ,,Re-Chemotyp* dar. Diese Struktur gilt als die
minimale Anforderung in E. coli fir das Wachstum der Zelle. Damit sind die Biosynthese-
Gene bis zu diesem Molekiil als essentiell einzustufen (156, 230).

Einige Gram™ Bakterien besitzen zusitzliche Enzyme fiir die Modifikation des Lipid A durch
Aminoarabinose, Phosphoethanolamin (PEtn) oder Palmitatgruppen. Diese Modifikationen
werden durch Stress, wie beispielsweise Kélte, antimikrobielle Peptide oder Sduren induziert.
So fiihrt die Anwesenheit von antimikrobiellen Peptiden in Salmonella enterica Serovar (sv.)
Typhimurium zur Aktivierung der Zwei-Komponenten-Systeme PhoPQ und PmrAB, was
letztlich eine Anheftung von 4-Aminoarabinose an die Phosphatgruppen des Lipid A zur

Folge hat und die Resistenz der Bakterien gegeniiber antimikrobielle Peptide erhoht (97).

Wie bereits erwdhnt ist das Lipid A tiber die KDO mit dem Kern OS verbunden. Dieses
besteht aus ca. 10 sich nicht wiederholenden, verzweigten Zuckereinheiten, welche z. B.
durch Acetyl- oder Phosphatgruppen modifiziert sein konnen. Das Kern OS stellt die
Verbindung zwischen Lipid A und O Antigen her. Wie bei E. coli wird manchmal zwischen
dem inneren (am Lipid A) und dem &uBleren Kern OS (am O Antigen) unterschieden, wobei
das innere Kern OS innerhalb eines Genus oder Familie relativ konserviert ist, der duflere
Bereich jedoch mehr Diversitit zeigt. Diese Dualitdt spiegelt die Funktion des Kern OS
wieder. Zum einen tragt das Kern OS besonders im inneren Bereich mit seinen negativen
Ladungen, die von Carboxylgruppen und Phosphatresten (P) stammen, durch Komplexierung
zweiwertiger Kationen zwischen den Molekiilen zur Integritit der AM bei. Zum anderen
deuten die verschiedenen Strukturen im dufleren Kern OS bereits einen Selektionsdruck durch
Umwelteinfliisse, Bakteriophagen oder Immunantworten des Wirts an. Dennoch ist die
Variabilitdt begrenzt. E. coli besitzt beispielsweise fiinf verschiedene Kern OS-Typen. Dabei
gibt es eine interessante Korrelation zwischen bestimmten Kern OS-Typen und pathogenen
Isolaten: Pathogene extraintestinale Vertreter besitzen in der Regel das Kernoligosaccharid
vom Typ R1, wihrend bei nah verwandten kommensalen Isolaten alle fiinf bekannten Typen
des Kernoligosaccharids zu finden sind (7). Weiterhin wurde der R3-Kernoligosaccharidtyp

bei vielen VTEC (verotoxische E. coli) Stimmen nachgewiesen (7). Ahnliches gilt auch fiir V.
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cholerae (siche Kapitel II 4.2.). Durch die phéanotypische Charakterisierung von diversen
LPS-Mutanten bei V. cholerae O1 und O139 konnte bereits gezeigt werden, dass
Verdnderungen im Kern OS zu einer erhohten Sensitivitit gegeniiber Detergenzien und
Defensinen fiihren (188, 194).

Die Gene, welche die Enzyme fiir die Biosynthese des Kern OS kodieren, sind im wa*-
Gencluster der Gram™ Bakterien organisiert. Das Kern OS wird durch sequentiellen Transfer
aktivierter Zuckereinheiten an dem Lipid A/ KDO-Vorldufer synthetisiert. Anhand der
Proteinsequenzen kann vermutet werden, dass es sich bei den Enzymen der Kern OS-
Biosynthese um periphere Membranproteine handelt. Moglicherweise liegen sie auf der
cytoplasmatischen Seite der CM als koordinierte(r) Komplex(e) vor. Dies wird durch
Experimente bestitigt, bei welchen in vitro Glykosyltransferase-Aktivitdten in gereinigten
Membranfraktionen gezeigt werden konnten. Neben der KDO ist insbesondere die L-Glycero-
D-Manno-Heptose (Hep) am Aufbau des Hauptstranges des Kern OS beteiligt. Die
Seitenketten an den Heptosen und die Bereiche im &duBleren Kern OS sind bei den
verschiedenen Gram™ Bakterien hdufig mit diversen, ,,ungewoOhnlichen* Zuckern substituiert,
was allgemeine Aussagen schwierig macht. Der Transport des Lipid A/ Kern OS-Komplexes
erfolgt iiber den essentiellen ABC-Transporter MsbA, welcher als eine Art Flippase agiert.
Der genaue Mechanismus des Transfers ist nicht bekannt und der weitere Transport zur AM
bleibt unklar. Ein Modell, wonach MsbA moglicherweise mit einem bislang nicht
identifizierten Protein des Periplasmas bzw. der AM interagiert, wird derzeit favorisiert. Als
ein potentieller Kandidat wurde das AM-Protein Omp85 aus Neisseria meningitidis
beschrieben (91). Die vorwiegende Aufgabe von Omp85 ist aber der Transport von Proteinen
zur AM. So zeichnen sich omp85-Mutanten durch schwerwiegende Defekte in der
Zusammensetzung der AM aus. Als zweiter Kandidat wird das AM-Protein Imp gehandelt
(34). Mutationen in Imp fiihren neben einer signifikanten Reduktion des LPS-Anteils in der
AM, auch zu einer erhohten Membranpermeabilitit und einer Sensitivitdtszunahme gegeniiber
Detergenzien. Dagegen scheinen die restlichen Bestandteile der AM in einer imp-Mutante
kaum beeinflusst zu werden. Neben solchen Thesen, welche sich auf einen aktiven Transport
stiitzen, gibt es aber auch Modellvorstellungen, wonach die CM und AM an gewissen Punkten
der Zelloberflache, den ,,Bayer patches™ (19), in Kontakt treten und so ein Materialtransfer
stattfinden kann. Dieses Modell wird durch Experimente gestiitzt, in denen ein Transport des

LPS zur AM auch noch in Spheroplasten gezeigt wurde (257).
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An das Kernoligosaccharid schlief3t sich das hochvariable O Antigen an. Dieses besteht aus
polymerisierten Ketten einer definierten Wiederholungseinheit. Dabei ist sowohl die Zahl der
Wiederholungseinheiten pro LPS Molekiil, als auch die Quantitdt und Qualitidt der Zucker
einer Untereinheit bei den verschiedenen Bakterien sehr variabel. Die hohe Variabilitit des O
Antigens kommt durch die Verwendung diverser Zucker mit zahlreichen Modifikationen,
deren unterschiedliche Verkniipfung und der endgiiltigen Kettenldnge zustande. Aufgrund
unterschiedlicher O Antigene kann eine Spezies weiter in verschiedene Serogruppen
(Serovars) eingeteilt werden. Ahnlich wie in E. coli findet man auch bei V. cholerae bis zu
200 verschiedene Serogruppen.

Wihrend das O-Antigen fiir die Integritit der AM kaum eine Rolle spielt, verleiht es dem
Bakterium Serumresistenz, Schutz vor Phagozytose und interagiert auf vielféltige Weise mit
der Umgebung (99, 196). Bei V. cholerae O1 verleiht in der Tat das O Antigen dem
Bakterium Serumresistenz, dagegen ist bei O139 die Kapsel von entscheidender Bedeutung
(194). Neben diversen anderen Oberfldchenstrukturen konnen auch LPS und Kapsel wichtige
Adhésionsfaktoren sein. Dies wird auch fiir das O Antigen von V. cholerae Stimmen
vermutet (22, 49). Natiirlich sind gerade die nach aulen exponierten hydrophilen Strukturen
wie die Kapsel und das O Antigen gute Immunogene. Daher erscheint es nicht verwunderlich,
dass Gram  Bakterien im Gegensatz zu den stirker konservierten Lipid A- und

Kernoligosaccharid-Anteilen im O Antigen eine hohe Variabilitit zeigen.

Das O Antigen wird zundchst getrennt vom Lipid A/ Kern OS-Komplex synthetisiert und
separat ins Periplasma transportiert. Die Gene fiir die O Antigen-Biosynthese sind meist an
einer bestimmten Region im Chromosom, dem wb*-Gencluster, lokalisiert. Nach bisherigen
Erkenntnissen beginnt die Synthese mit einer Startreaktion am membranstindigen,
hydrophoben Lipidcarrier Undecaprenolphosphat, welches auch unter dem Namen
Baktoprenolphosphat bekannt ist. Dabei handelt es sich um ein Css-Isoprenoid-Derivat, das
auch beim  Transport der Peptidoglykan-Untereinheiten und bei  manchen
Kapselpolysacchariden eine Rolle spielt. Durch Anheftung eines aktivierten Zuckers bildet
sich eine hochenergetische Pyrophosphatverkniipfung (PP) zwischen dem Zucker und dem
Undecaprenol (Und). Zu den fiir diese Startreaktion der O Antigen-Biosynthese am besten
charakterisierten Enzymen gehoren die Galaktosyl-1-Phosphat-Transferase WbaP von S.
enterica und die GIcNAc-1-Phosphat-Transferase WecA von E. coli (168, 221, 271). Im
weiteren Verlauf der O Antigen-Biosynthese kdnnen drei Systeme unterschieden werden

215):
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Den Wzy-abhéngigen Weg findet man vor allem bei O Antigenen die aus heterologen, oft
verzweigten Zuckerketten aufgebaut sind, beispielsweise bei S. enterica Serogruppe B und
El. Dieses System benétigt die drei Transmembranproteine Wzx, Wzy und Wzz. Die
,Flippase® Wzx ist der Transporter der O Antigen-Wiederholungseinheiten, welche zuvor im
Cytoplasma am Und-P synthetisiert wurden. AnschlieBend hdngt die O Antigen-Polymerase
Wzy die vorldufige Kette aus Wiederholungseinheiten, welche am Und-PP gebunden ist, auf
eine neue Wiederholungseinheit um, was zu einer Verlingerung der Kette am reduzierenden
Ende fiihrt. Dabei dient die freiwerdende Energie der Zucker-PP-Bindung zur Kniipfung der
neuen glykosidischen Bindung. Wzx- und Wzy-Proteine verschiedener Bakterien sind stark
hydrophob und besitzen in der Regel 10 bis 12 Transmembrandoménen, zeigen aber nur
geringe Homologie in ihrer AS-Sequenz (68, 180, 215). Dagegen ist das dritte Protein Wzz
relativ gut in den verschiedenen Bakterien in seiner Primér- und Sekundéarstruktur konserviert
(276). Das ehemals Rol genannte Wzz stellt den Langenregulator dar. Durch Wzz werden
LPS-Molekiille mit einer bestimmten durchschnittlichen Anzahl an O Antigen-
Wiederholungseinheiten gebildet. Die Abwesenheit von Wzz fiihrt zu einer abnormalen
Verteilung der Kettenlédnge des O Antigens im LPS.

Lineare unverzweigte O Antigene werden hiufig iiber den ABC-Transporter-abhéngigen Weg
transportiert. Zu den Vertretern dieses Systems gehoren E. coli O8 und 09, sowie Klebsiella
pneumoniae O3 und O5. Dabei wird das O Antigen durch den sukzessiven Zuckertransfer an
das nicht-reduzierende Ende des Startzuckers synthetisiert, welcher iiber die Startreaktion am
Und-PP gekoppelt ist. Da es hier zu keinem Transfer von ganzen Wiederholungseinheiten
kommt, wird eine O Antigen-Polymerase Wzy nicht bendtigt. Der Export des im Cytoplasma
synthetisierten O Antigens erfolgt durch einen ABC-Transporter-Komplex, wobei der
membrandurchspannende Kanal Wzm und die ATPase Wzt unterschieden werden konnen.
Wihrend die diversen Wzm-Homologe im Hydrophobizititsdiagramm einheitlich erscheinen,
aber nur geringe Ahnlichkeiten in der AS-Sequenz zueinander zeigen, ist die Primirstruktur
bei Wzt aus verschiedenen Bakterien durchaus konserviert (215). Obwohl dieses System
scheinbar keinen Liangenregulator Wzz besitzt, ist die Kettenlinge des O Antigens bei vielen
Vertretern dieses Systems streng kontrolliert. Da eine Verdnderung der Expressionsstirke von
Wzm/ Wzt die Kettenldnge beeinflusst, ist ein Wettlauf zwischen O Antigen-Synthese und
dem Export denkbar. Weiterhin wurden an den terminalen Enden des O Antigens bei einigen
Vertretern dieses Systems spezielle Modifikationen gefunden, welche moglicherweise die

Synthese beenden (202, 251).
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Die dritte Moglichkeit der O Antigen-Biosynthese ist das Synthase-abhingige System,
welches allerdings bisher nur bei dem O:54 Antigen von S. enterica sv. Borreze gefunden
wurde (132). Wahrscheinlich spielt dieses System eher beim Transport von
Kapselpolysacchariden, wie bei Streptococcus pneumoniae bzw. Streptococcus pyogenes eine
Rolle (215). Synthasen sind integrale Membranproteine, die einerseits die Polymerisation des
O Antigens katalysieren, andererseits aber die wachsenden Kette simultan iiber die CM

transportieren.

Erst auf der periplasmatischen Seite der CM erfolgt die Verkniipfung des Lipid A/ Kern OS-
Komplexes mit dem O Antigen durch die Oberflachenpolymer:Lipid A-Kern OS-Ligase, kurz
O Antigen-Ligase genannt, iiber einen noch unbekannten Mechanismus (183). Die Ligase
wird im wa*-Gencluster durch das Gen waal kodiert. Bisher konnte kein weiteres Enzym
identifiziert werden, dass fiir diesen Prozess zusitzlich notwendig ist. Obwohl die
verschiedenen O Antigen-Ligasen selbst innerhalb einer Spezies eine hohe Diversitit in ihrer
Proteinsequenz aufweisen, zeigen sie ein dhnliches Bild in Hydrophobizititsdiagrammen.
Dies deutet auf eine dhnliche Topologie hin (107, 215, 230). Die membranassoziierten O
Antigen-Ligasen scheinen spezifisch das jeweilige Lipid A/ Kern OS-Substrat zu erkennen,
aber hinsichtlich des O Antigens relativ variabel zu sein. So koénnen in E. coli durch die
Expression fremder O Antigen-Biosynthesegencluster diese fremden O Antigene an den Lipid
A/ Kern OS-Komplex angeheftet werden. Es wird angenommen, dass die hohe Diversitit von
WaalL die verschiedenen Kern OS-Typen reflektiert. Die Anheftungsstelle des O Antigens am
Kern OS ist bei den unterschiedlichen Serogruppen weder durch eine definierte Position noch
durch einen bestimmten Zucker festgelegt.

(Ubersichtsartikel zu 4.1.: 195, 215, 276, 216, 230)
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4.2. Das LPS von V. cholerae

LPS Ol Kapsel 0139

O1- Seitenkette: a @
4-(3-Deoxy-L-
Glycero-Tetronamid)- n

4,6-Dideoxy-D-Mannose 0139 - Seitenkette und

Kapsel:

a: B-D-QuipNAc

b: B-D-GalpA

c: B-D-GlcpNAc

d: a-Colp

e: 4,6-P-p-D-Galp
Kern-Oligosaccharid (OS): LPS 0139

1: 3-Deoxy-D-Manno-Oktulosonsaure
2: L-Glycero-D-Manno-Heptose
3: a-Glucose
4: B-Glucose
5: B-Fructose
6: a-Glucosamin
7: 2-Aminoethyl-P
8: Phosphat
9: O-Acetyl
- Lipid A:

- Zucker: P-GIcN(B1-6)GIcN-1-PP-Etn
- Fettsduren:  Hexadekansaure

d h ‘ ’-‘ h ‘ Tetradekansaure

3-Hydroxy-Myristinsaure
Abbildung 11.3: Struktur des LPS von V. cholerae Serogruppe O1 (links) und O139 (rechts). Fiir O139 ist
zusitzlich die Zusammensetzung der Kapsel gezeigt. Modifikationen im Kernoligosaccharid, welche bisher nur
bei 0139 nachgewiesen werden konnten, sind bei O1 mit (?) gekennzeichnet. Der Aufbau wurde von den bisher
publizierten Daten abgeleitet (37, 62, 134, 137, 139, 247, 264).

Durch molekulare Strukuranalysen von mehreren Isolaten der Serogruppe Ol und O139
konnte die Zusammensetzung und der Aufbau des LPS charakterisiert werden. Die Struktur
des LPS der Serogruppe O1 und O139 von V. cholerae ist in Abbildung I1.3 dargestellt. Fiir
0139 ist zudem die Kapsel-Untereinheit angegeben, welche aus dem gleichen Material wie
das O139 Antigen aufgebaut ist. Das Lipid A besteht in beiden Féllen aus dem klassischen
B(1—6)-glykosidisch verkniipften GIcN-Disaccharids, welches mit verschiedenen Fettsduren
verestert ist. Dabei treten Hexadekan und Tetradekansduren am hiufigsten auf. Die freie 1°-

Position des GlcN-Disaccharid ist mit Phosphoethanolamin substituiert.

Im Gegensatz zum Lipid A unterscheiden sich die beiden O Antigene von O1 und O139 sehr
stark. Das O1 Antigen besteht aus einem einfach aufgebauten, linearen Homopolymer von 16-
18 Perosamin-Einheiten, die iiber eine Amidbindung mit 3-Deoxy-L-Glycerotetronat

substituiert sind. Die entsprechenden Biosynthesegene sind im wbe-Gencluster lokalisiert. Die
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Analysen deuten die Pridsenz eines Quinovosamins pro LPS-Molekiil an, welches
wahrscheinlich am proximalen oder distalen Ende des O Antigens vorhanden ist. Die genaue
Lage konnte noch nicht gekldrt werden. Da das unverzweigte O1 Antigen von V. cholerae
relativ einfach aufgebaut ist und homologe Genprodukte zu Wzm und Wzt im wbe-Gencluster
kodieren, wird das ABC-Transporter-abhingige Modell fiir die O Antigen-Synthese/
Transport bei V. cholerae O1 favorisiert. Eine molekularbiologische Charakterisierung des
putativen Transporters fehlt jedoch.

Das signifikant kiirzere O139 Antigen besteht nur aus einer einzigen Wiederholungseinheit
von 6 Zuckern, welche zugleich den Baustein fiir das Kapselpolysaccharid darstellt. Dabei ist
die Zusammensetzung mit Zuckern wie Glucose (Glc), Gal, Colitose und Quinovosamin sehr
heterogen. Die Biosynthesegene sind im wbf-Gencluster lokalisiert. Bisher konnte nur der
Kapseltransporter der AM, bestehend aus WDbfF und WbfE, charakterisiert werden.
Mutationen in WbfF oder wbfE haben jedoch keinen Einfluss auf Synthese, Transport oder
Anheftung des O139 Antigens.

a-Glc?
1
2
6
a-GIlcN a-HeplV a-Glc
1 1 1 PEtnY
Ny Ny ! |
7 6 6 7
O-Antigen? «a-Heplll-(1-2)-a-Hepll-(1-3)-a-Hepl-(1—-5)-KDO-(2—6)-Lipid A
Waal | WavA WaaF 4 WaaC 4 WaaA
OACY l1«WavB ILWavC

B-Fruf-(2—6)-B-Glc

Abbildung 11.4: Struktur des Kern OS von V. cholerae O1 und O139. 1) PEtn wurde nur bei einem O139
gefunden (139); 2) Die zweite Glucose an dieser Seitenkette wurde nur bei einem O139 Isolat identifiziert (62);
3) Die O-Acetylgruppe wurde bei einem O139 Isolat entdeckt, aber die Verbindung noch nicht ndher
charakterisiert (139); 4) Fiir O139 Isolate konnte Hep III als Akzeptorstelle des O Antigens charakterisiert
werden (62, 139), fiir O1 gibt es noch keine eindeutigen Daten.

Wihrend die O Antigene von Ol und O139 sehr unterschiedlich sind, besitzen beide
Serogruppen ein dhnliches Kern OS. Dieses ist in Abbildung 1.4 gezeigt, wobei fiir die
molekulare Darstellung Daten aus mehreren Strukturanalysen von O1 und O139 Isolaten
zugrunde gelegt wurden (62, 63, 139, 264). Insgesamt konnten nur drei Unterschiede
beobachtet werden. So konnte ein Phosphoethanolamin als Substituent an der KDO, die O-
Acetylgruppe an der Hep III und die zweite Glc in der Seitenkette der Hep I nur bei jeweils

einem der O139 Isolate festgestellt werden. Inzwischen ist auch die Struktur von zwei Nicht
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O1/ O139-Stimmen bekannt (61, 138, 265). Danach ist der Hauptstrang bestehend aus einer
KDO und den Hep I bis III bei allen bisher untersuchten V. cholerae vorhanden. Wihrend das
Kern OS von einem Nicht O1/ O139-Stamm sehr dhnlich zu dem von O1 und O139 ist, zeigt
der Stamm H11 deutliche Unterschiede in den Seitenketten des Kern OS.

e DO O O S

.
wavA wavB  waaC wavO: wavP wavQ wavR wavS waaA wavl  waaF **e., \LvavL wavT  waal gm
N e '
Typ10) > << Dm0
01, 0139, 037
wavA wavB waaC wavC wavD wavE wavF wavG wavH waaA wavl wav])  waaF waal wavK wavL gmhD

f

Emm <

. 0 .
. * .

wavA wavB  waaC wavG vG wavH waaA wavl waaF wavM  waal wavkK wavlL +,gmhD
. . .

w209 EE><lm<Tm

V194

., .
N .
w3E >l E2> mmmp< < <
wavA wavB waaC wavQ wavN wavO wavE wavF wavG wavH waaA wavl waaF wavM waal wavK wavL gmhD
|:> Gemeinsame wa*-Gene von Typ 1 bis 4 E{'ﬁ Spezifische wav-Gene von Typ 4
- Spezifische wav-Gene von Typ 1 E"_> Gen fir putative Glykosyltransferase WavT von Typ 4
Gen fur putative Glykosyltransferase WavM von Typ 2 und 3 |:> Putative Acetyltransferasegene von Typ 3

|]]]]1)> S& m Gene fiir die O Antigen-Ligasen WaaL von Typ 1 bis 4

Abbildung 11.5: Die verschiedenen wa*-Gencluster von V. cholerae (nach 191). Gezeigt sind die wa*-
Genclustertypen 1 bis 4, wobei mogliche Rekombinationsstellen zur Insertion oder Deletion bestimmter Gene
durch Pfeile zwischen den Genclustern angedeutet sind. Dazu wurde Typ 1 als Standard festgelegt. Gene, die in
allen Typen vorkommen sind grau markiert, spezifische Gene durch verénderte Farbgebung oder Muster
hervorgehoben. Die unterschiedliche Schattierung von waal bei den einzelnen Typen deutet die geringe
Ahnlichkeit zueinander an. Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der untersuchten Stimme der jeweiligen
Typen an.

Die Gene fiir die Kern OS-Biosynthese sind im wa*-Gencluster kodiert. Vergleichende
Analysen dieser Region bei 38 verschiedenen V. cholerae Isolaten in unserer Arbeitsgruppe
deckten mindestens vier verschiedene Genclustertypen auf (191). Diese sind in Abbildung II.5
schematisch dargestellt. Uber weite Teile sind die Gencluster durchaus dhnlich, unterscheiden
sich aber an speziellen Stellen durch die Anordnung und Zusammensetzung der Gene. Es ist
anzunehmen, dass die unterschiedlichen Typen durch horizontalen Gentransfer entstanden
sind. Mogliche Orte fiir Rekombinationsereignisse sind in Abb. I1.5 eingezeichnet. Einen
dieser Orte stellt die Region um das Gen waal dar, welches fiir die O Antigen-Ligase kodiert.
Wihrend die O Antigen-Ligasen von Typ 2 und 3 mit 80% relativ &hnlich sind, weisen die O
Antigen-Ligasen von Typ 1, Typ 2 bzw. 3 und Typ 4 zueinander nur eine Ahnlichkeit von
unter 30% auf. Neben waal kodiert in den wa*-Genclustertypen 2 bis 4 jeweils eine putative
Glykosyltransferase WavM oder WavT, deren Auftreten mit jeweils einer bestimmten O

Antigen-Ligase korreliert. Beim wa*-Genclustertyp 1 fehlt eine solche spezifische putative
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Glykosyltransferase. Alle pathogenen Stimme (Serogruppen O1, O139 und O37) besitzen den
Genclustertyp 1, wihrend man bei den apathogenen Umweltstimmen (Nicht O1/ O139-
Isolate) die Typen 2 bis 4 findet. Die Typ 1 spezifischen Gene wavJ und wavD konnten
demnach bisher nur bei pathogenen Stammen gefunden werden. Diese Information lésst eine
Korrelation zwischen einem bestimmten Kern OS-Typ und den pathogenen Vertretern von V.
cholerae vermuten. Aus diesen Befunden kann insgesamt gefolgert werden, dass die gleich
ausgebildeten Kern OS-Bereiche bei pathogenen Stimmen scheinbar eine wichtige
Grundvoraussetzung darstellen, welche gerade diese Stimme zur Ausbildung der Cholera
pradestinieren. Durch die phénotypische Charakterisierung von diversen LPS-Mutanten bei V.
cholerae O1 und O139 konnte bereits gezeigt werden, dass Verdnderungen im Kern OS zu
einer erhohten Sensitivitit gegeniiber membranangreifenden Substanzen wie beispielsweise
Detergenzien oder Defensine fithren (188, 194, 229). Moglicherweise bietet der Kern OS-Typ
1 durch eine verbesserte Membranintegritdt einen Selektionsvorteil im Wirt und erhdht damit
die Virulenz des Bakteriums. Dagegen wirkt sich ein Verlust des O1 Antigens bzw. der
Kapsel bei O139 negativ auf die Resistenz gegeniiber Humanserum aus (188, 194). In vivo
Experimente am Mausmodell ergaben, dass Kern OS und O Antigen (sowie die Kapsel bei
0139) bei der Kolonisierung von V. cholerae eine wichtige Rolle spielen (188, 194). Eine
Funktion der O Antigene bzw. der Kapsel bei der Adhédsion an die Darmepithelzellen wird
derzeit diskutiert. Somit leistet das LPS von Ol und O139 einen wichtigen Beitrag zur
Virulenz von V. cholerae.

(Ubersichtsartikel zu 3.3: 37, 47, 48, 134, 137, 139, 160, 247, 264)

5. Osmotischer Stress und Osmoadaptation

V. cholerae ist, wie auch viele andere Mikroorganismen, einer sich stindig verdndernden
Umwelt ausgesetzt. Héufig sind Schwankungen im pH-Wert, der Temperatur, der
Feuchtigkeit, dem Nahrungsangebot und der Osmolaritit zu beobachten. Fakultativ pathogene
Bakterien miissen sich neben den wechselnden Bedingungen in der Umwelt, zusétzlich an die
Verhiltnisse im Wirt anpassen konnen. Fiir den aquatischen Organismus V. cholerae, welcher
insbesondere in Miindungsgebieten von Fliissen zu finden ist, stellt die Adaptation an die
Osmolaritit der Umgebung eine wichtige Voraussetzung zum Uberleben dar.

Bakterien miissen grundsitzlich einen hoheren osmotischen Druck als ihre Umgebung
aufbauen, um einen gewissen Zellturgor zu erhalten. Dieser gilt als die treibende Kraft fiir das

Wachstum und die Teilung der Zelle (65).
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Hypotonische Bedingungen wiirden durch einen passiven Wassereinstrom zum Platzen der
Zelle fiihren. Dem wird durch unspezifischem Transport von Soluten durch
spannungssensitive Kandle oder Aquaporine und spezifischem Export von Substanzen
entgegengewirkt (40, 151, 250).

Unter hypertonischen Bedingungen hingegen kommt es zum Ausstrom von Wasser aus der
Zelle und somit zur Dehydratation. Die steigende Ionenkonzentration im Cytoplasma stort
zelluldre Prozesse, wie DNA-Replikation, Proteininteraktionen und damit den gesamten
Metabolismus. Grundsétzlich erfolgt eine Anpassung an hypertonische Bedingungen durch
zwei Mechanismen: Einerseits durch die Aufnahme von anorganischen Ionen, insbesondere
K" und CI'. Diese Strategie ist vor allem bei extrem halophilen Prokaryoten zu finden (89,
263). Andererseits ist bei der Mehrzahl der Prokaryoten eine Aufnahme von K" nur die erste,
schnelle Antwort auf eine steigende Osmolaritdt im Medium (79), welche langsam in die
Aufnahme bzw. Synthese von osmoprotektiven Soluten iibergeht. Dabei werden die
importierten anorganischen Ionen durch diese organischen kompatiblen Solute ersetzt (39).
Kompatible Solute, zu welchen beispielsweise Trehalose, Prolin, Carnitin, Glycin-Betain und
Prolin-Betain zdhlen, sind hochlosliche Stoffe, die bei physiologischem pH keine Netto-
Ladung aufweisen und trotz hoher Konzentration nicht in essentielle zellulire Mechanismen
eingreifen (133, 223, 239). Vor allem Betain und Ectoin sind fiir V. cholerae relevant, da
Betain aus der Umgebung iiber ein Transportsystem aufgenommen und Ectoin ausgehend von
Aspartat durch die Genprodukte des ect-Operons EctA, B und C synthetisiert werden kann.
Mutanten im ect-Operon zeigen im Vergleich zum Wt mit zunehmender Salzkonzentration

einen Wachstumdefekt, der durch Zugabe von Betain aufgehoben werden kann (210).

Neben dem Einfluss auf kompatible Solute und Transporter werden durch die Verdnderung
der Osmolaritdt noch weitere Systeme der Zelle beeinflusst. So werden beispielsweise unter
anhaltenden hypertonischen Bedingungen vermehrt zwitterionische Phospholipide in die AM
eingelagert, um die Hydrathiille zu stabilisieren (239). Weiterhin wird die Anzahl der negativ
geladenen ,,Membrane-derived oligosaccharides®, welche zum Aufbau des Donnan-Potentials
iiber die AM beitragen, verringert (176). Uber das Zwei-Komponenten-System EnvZ/ OmpR
wird in E. coli die Expression von OmpC gesteigert, wihrend OmpF reprimiert wird (65).
Dadurch wird die Abundanz der Porine OmpC und OmpF in der AM geéndert.

Wihrend die meisten biologischen Antworten auf der Erkennung bestimmter Signalmolekiile

durch spezifische Rezeptoren beruhen, unterscheidet sich die Osmoregulation dadurch, dass
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kein bestimmtes Molekiil, sondern ein physiologischer Parameter gemessen werden muss.
Uber die eigentliche Erfassung ist wenig bekannt, wahrscheinlich spielen aber der interne
hydrostatische Druck, sowie die interne und externe Osmolaritdt eine wichtige Rolle. Dabei
werden die einzelnen Systeme auf verschiedenen Ebenen, in der Regel durch Verdnderung der
enzymatischen Aktivitdt und/ oder der Transkription, reguliert (239).

Innerhalb dieser regulatorischen Prozesse nimmt das Zwei-Komponenten-System EnvZ/
OmpR eine besondere Stellung ein. Neben der Transkriptionskontrolle von ompC und ompF
(siche Kapitel II 3.), reguliert dieses System in Shigella und Salmonella auch noch
Virulenzgene. Mutationen in ompR fiihren in Shigella dysenteriae und Salmonella
thyphimurium zu einer dramatischen Reduktion ihrer Virulenz (26, 74). Dies ist aber nicht nur
durch den Einfluss auf die Porine zu begriinden. Ferner wurde gezeigt, dass EnvZ/ OmpR in
Salmonella das Zwei-Komponenten-System SsrA/ B reguliert, welches seinerseits wichtige
Virulenzgene kontrolliert (148). Dabei scheint EnvZ nicht nur auf Verdnderungen der

Osmolaridt, sondern auch auf Schwankungen im pH zu reagieren (239).

6. Zielsetzung der Arbeit

Der Beitrag des O Antigens und des Kern OS der pathogenen Serogruppen O1 und O139 zur
Virulenz von V. cholerae ist nicht ausreichend verstanden, obwohl LPS-Mutanten erste
Hinweise hierzu geliefert haben. Ein Teil der Dissertation hatte daher das Ziel die
Eigenschaften von O Antigen und Kern OS hinsichtlich der Virulenz, sowie den Transport
und die Biosynthese von LPS zu charakterisieren. Dabei standen folgende Zielsetzungen im
Vordergrund:

In einem Projektteil sollte das ganze O Antigen- bzw. Kern OS-Biosynthesegencluster von
einem pathogenen V. cholerae O1 Stamm gegen entsprechende Gencluster aus apathogenen
Bakterien ausgetauscht und somit eine Art Hybridstamm etabliert werden. Der Einfluss beider
LPS-Komponenten (O Antigen und Kern OS) auf die Virulenzfihigkeit des Cholera-Erregers
sollte anschlieBend mittels der Kolonisierungsfahigkeit dieser Hybridstimme untersucht
werden.

Ein weiterer Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Charakterisierung spezifischer LPS-
Unterschiede zwischen pathogenen und apathogenen Stimmen. Aus diesem Grund wurden
die Aktivititen der Kern OS-Biosynthesegenprodukte WavD und WavJ, welche bisher nur im
wa*-Genclustertyp 1 der virulenten V. cholerae Isolate nachgewiesen werden konnten,

charakterisiert.
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Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Charakterisierung der O Antigen-Ligase Waal. von V.
cholerae. Neben der Topologie von WaaL sollten die strukturellen Voraussetzungen des Kern
OS fiir die Ligase-Reaktion ergriindet werden. Durch systematische Erzeugung von wa*-
Mutanten in V. cholerae wurden Genprodukte identifiziert, welche fiir die Anheftung des O
Antigens essentiell sind. Weiterhin wurden vergleichende Analysen zwischen verschiedenen
O Antigen-Ligasen unterschiedlicher Gram™ Bakterien durchgefiihrt.

Ein weiterer Abschnitt der Arbeit hatte das Ziel, die O Antigen-Transportsysteme von V.
cholerae O1 und O139 zu charakterisieren.

Eine zusitzliche Zielvorstellung war die Betrachtung der Stressantwort auf Schwankungen in
der Osmolaritét, denen V. cholerae in der Umwelt hdufig ausgesetzt ist. Jedoch ist iiber die
physiologischen Anpassungen, mogliche Adaptationsmechanismen und Regulationssysteme
von V. cholerae wenig bekannt. Durch eine Mutagenese mit einem eigens konstruierten
Transposonsystem sollte zunichst eine Mutantenbank von V. cholerae erstellt werden. Durch
ein promotorloses Reportergen im Transposon sollten dabei Insertionen in Genen etabliert
werden, welche bereits unter in vitro Bedingungen exprimiert werden und nicht essentiell
sind. Durch phénotypische Analyse der Transposonmutanten auf gehemmtes oder
ausbleibendes Wachstum unter hypertonischen Bedingungen konnte das Zwei-Komponenten-
System OsmRK identifiziert werden, dass im weiteren Verlauf der Arbeit niher untersucht

wurde.
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111 Material und Methoden

1. Antiseren, Bakteriophagen, Bakterien, Oligonukleotide und Plasmide

In dieser Arbeit wurde ein O139-Antiserum aus Kaninchen gegen V. cholerae der Serogruppe
0139 (polyvalent) (194), ein Ol Inaba-Antiserum (Difco) aus Kaninchen gegen V. cholerae
der Serogruppe O1 Inaba, sowie monoklonale Anti-Penta-His-Antikorper (Qiagen) aus der
Maus verwendet. Zur Detektion im Western Blot wurden Meerrettichperoxidase gekoppelte
Anti-Kaninchen- und Anti-Maus-Antikorper (Dianova) aus der Ziege als Sekundirantikorper
und der ebenfalls Meerrettichperoxidase gekoppelte Anti-PhoA-Antikorper (BioTrend)
verwendet. Fiir den Nachweis im Elektronenmikroskop standen mit Gold (6 nm) markierte
Anti-Kaninchen-Antikorper (Dianova) aus dem Esel zur Verfiigung.

Der lytische V. cholerae-Bakteriophage K139.cm9 (189) wurde zur Charakterisierung von

Mutanten benutzt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme, Oligonukleotide und Plasmide sind in

den Tabellen III.1 bis III1.3 aufgefiihrt.

Tabelle 111.1: Bakterienstdmme. Die Bakterienstimme wurden als Glycerin-Kulturen bei —80°C aufbewahrt;
zu 1 ml einer iiber Nacht (UN) gewachsenen Kultur (UNK) wurden 500 pl Glycerin (70%) gegeben und
eingefroren. (c: klinisches Isolat; e: Umweltisolat, h: menschliches Isolat)

) ] Herkunft/
Bakterienstamm Beschreibung
Referenz
E. coli
BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rg” mg’) gal dcm (DE3) Invitrogen
BL21 (DE3) pLysS F- ompT hsdSB (rg” mg’) gal dem (DE3), pLysS (Cm") Invitrogen
araD139 A(ara leu)7697 AlacX74phoA420 galE galK thi rsE rpoB
CC118 (162)
argE,, recAl
CC313 CC118 pOxygen, Km" (162)
F~ ¢80dlacZAM15 A(argF lac)U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk
DH5a (101)

mg ') SUPE44 thi-1 gyrA69 relAl A

F ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 gInV44 supF58 lacY1/A(laclZY)6 | New England

GM2163
galkK2 galT22 metB1 trpR55 Biolabs
1S212 KS272 lambda 11.10, bor::TnphoA (15)
MC4100 F-araD139 A(argF-lac)U169 rpsL 150 (Sm") relA1flbB5301 deoC1 | New England
ptsF25 rbsR Biolabs
MM294 Helferplasmid pRK2013 fiir Dreifach-Konjugation J. J. Mekalanos

SM10Apir thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu ApirRK6, Km" 177)
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) ] Herkunft/
Bakterienstamm Beschreibung
Referenz
F’ [lag®, Tn10(Tc®)merAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
TOPI10F’ AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Sm") | Invitrogen
endAl nupG
XLLEBI F’::Tn10 proA+B+ lac? A(lacZ)M15/ recAl endAl gyrA46 (Nal) thi | New England
-Blue
hsdR17 (rg” mg ') SUpE44 relAl lac Biolabs
S. enterica
SARCI1 S. enterica sv. Thyphimurium (serotype 1,4,[5],12:i:1,2) C. Whitfield
SARC6 S. enterica sv. Arizonae IIIA (serotype 62:2z4,2z23:-) C. Whitfield
SL.3749 S. enterica sv. Thyphimurium LT2 waalL 446, O Antigen’ C. Whitfield
V. cholerae
AI1837 0139, c, 1993 Bangladesh, tcpA” ctx” (111)
AT1838 0139, ¢, 1993 Bangladesh, tcpA” ctx’, Sm" (111)
All841 0139 J. J. Mekalanos
AI1852 0139 J. J. Mekalanos
Al4450 0139, ¢, 1993 Bangladesh, tcpA” ctx” (111)
C6709 O1 El Tor, ¢, 1991 Peru, tcpA’ ctx” (266)
01 El Tor, Ogawa, 1994 Indien, O Antigen-Defekt, Himolyse",
C0O966 . J. J. Mekalanos
Biofilm", Cm', Sm'
Ol El Tor, Ogawa, 1994 Indien, O Antigen-Defekt, Hamolyse’,
C0968 J. J. Mekalanos
Biofilm’, RNAse”, Cm', Sm'
C0970 O1 El Tor, ¢, 1994 Indien, tcpA’ ctx”, Cm', Sm" (193)
F1873 O1 El Tor, ¢, 1993 Zaire, tcpA” ctx’, Ap", Cm', Sm’, Tc' J.J. Mekalanos
O1 El Tor, Inaba, Zaire 1993, Himolyse ", Biofilm', RNAse", Ap"
F1875 J. J. Mekalanos
Cm', Sm', Tc'
M654 O1 El Tor, Indien 1991, Himolyse’, Biofilm’ (130)
M799 01 El Tor, ¢, 1989 Hong Kong, tcpA” ctx” (130)
M804 O1 El Tor, ¢, 1962 Indien, tcpA" ctx” (129)
M807 01 El Tor, ¢, 1966 Vietnam, tcpA” ctx” (130)
M817 O1 El Tor, ¢, 1974 Tschad, , tcpA” ctx” (130)
MAK757 O1 El Tor, ¢, 1937 Celebes, tcpA” ctx” (170)
0395 O1 klassisch, ¢, 1964 Indien, tcpA’ ctx' toxR™ ompW', Sm" (170)
) N . K. E. Klose/
083 06, e, Wasser, 1993 Argentina, tcpA” ctx” toxR"™ ompW
M.Waldor
0103 K. E. Klose
nicht O1, nicht 0139, e, 2000 Rio Grande Texas, tCpA™ Ctx” toxR"
A2-2 . K. E. Klose
ompW
B2-3(5) nicht O1, nicht 0139, e, 2000 Rio Grande Texas, toxR" ompW" K. E. Klose
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Bakterienstamm Beschreibung Herkunft
Referenz

B2-2 (6) 041, e, 2000 Rio Grande Texas, tcpA” ctx” toxR" ompW* K. E. Klose
Ch83 NAG1, Sakazaki Japan vor 1970 J. Bockemiihl
Ch84 nicht O1, nicht 0139, 1970 Japan, tcpA” ctx” toxR" ompW" J. Bockemiihl
Chl154 NAG LK256, h, Stuhlprobe, 1972 Togo J. Bockemiihl
Ch187 NAG A 1146, h, Stuhlprobe, 1972 Togo J. Bockemiihl
Ch309 NAGI18/72, h, Stuhlprobe, 1972 Togo J. Bockemiihl
Ch359 nicht O1, nicht 0139, h, Stuhlprobe, 1972 Togo, tcpA” ctx toxR" 1. Bockemiihl

ompw"*
Ch430 nicht O1 nicht 0139, e, Wasser, 1972 Togo, tcpA” ctx” toxR" ompW"* | J. Bockemiihl
Ch433 nicht O1 nicht 0139, e, Fisch, 1972 Togo, tcpA” ctx” toxR™ ompW* J. Bockemiihl
Ch457 nicht O1 nicht 0139, e, Wasser, 1972 Togo, tcpA” ctx” toxR" ompW"* | J. Bockemiihl
Ch757 S31/77, h, Gallenblase, 1997 Wiirzburg J. Bockemiihl
ATCC25872 nicht O1 nicht 0139, ¢, 1965 Tschechei, tcpA” ctx” toxR™ ompW" (128)
Ch762 nicht O1 nicht 0139, h, Blut, 1983 Malta, tcpA” ctx’ J. Bockemiihl
E8498 0141, e, 1978 Louisiana, tcpA” ctx” toxR™ ompW" (280)
780 nicht O1 nicht 0139, h, Blut, 1985 Deutschland, tcpA” ctx” toxR" I Bockemihl

ompW*
Ch821 nicht O1 nicht 0139, h, 1998 Kenia, tcpA” ctx” toxR™ ompW* J. Bockemiihl
Ch18022 nicht O1 nicht 0139, e, 1981 Elbe Deutschland, tcpA” ctx” toxR" I Bockemihl

ompw*
Ch18117/1 nicht O1 nicht 0139, e, 1982 Elbe Deutschland J. Bockemiihl
Ch18133 nicht O1 nicht 0139, e, 1986 Elbe Deutschland J. Bockemiihl
2559-78 01, e, Krabbe, Louisiana, tcpA” ctx” toxR" ompW" (226)
3223-74 01, e, 1974 Guam storm drain, tcpA” ctx” ompW" (226)
V52 037, ¢, 1968 Sudan, tcpA” ctx” toxR" ompW" (29)
170/99B 038, Spanien K. E. Klose
0A2-3 (1) 05, e, 2000 Rio Grande Texas tcpA” ctx” toxR" ompW* K. E. Klose
CLP-1 036, e, Fisch, 2000 Spanien, tcpA” ctx” toxR™ ompW* K. E. Klose
MO10 0139, ¢, Indien 1992, K139 lysogen, Sm', Cm" (269)
MO10lacZ MOI10 lacZ::pMD13, Apr, Sm", Cm' K. E. Klose
MO10wbfF MO 10 wbfF::pGP704, Kapsel, Sm', Cm', Ap’ K. E. Klose
MO10wavL MO10 wavL::pGP, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm', Cm', Ap' diese Arbeit
MO10wbfK MO10 wbfK::pGP, Kapsel’, O Antigen’, Sm’, Cm', Ap" diese Arbeit
MO10AgalEK MO10 AgalK AgalE::cm, Kapsel’, O Antigen’, Sm’, Cm" (194)
MO10Awaal MO10 Awaal; O Antigen’, Sm', Cm' (194)
MO10AwavD MO10 AwavD, LPS-Kern-Mutante, Sm", Cm', Ap" diese Arbeit
MO10Awav] MO10 AwavJ, LPS-Kern-Mutante, Sm', Cm'", Ap" diese Arbeit
MO10AwavDJ MO10 AwavD AwavJ, LPS-Kern-Mutante, Sm', Cm", Ap’ diese Arbeit
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) ] Herkunft/
Bakterienstamm Beschreibung
Referenz
P27459 Ol Inaba, El Tor, ¢, Bangladesh 1976 (206)
P27459-S O1 Inaba, El Tor, ¢, Bangladesh 1976, spontan Sm' (188)
P27459envZ P27459 envZ::pGP, Sm', Ap’ diese Arbeit
P27459hutA::pGPphoA | P27459-S hutA::pGPphoA, Sm', Ap" diese Arbeit
P274591lacz P27459-S lacZ::pMD13, Ap', Sm' (188)
P27459manC::Kanl P27459-S manC::Kanl, O Antigen’, Sm' diese Arbeit
P27459manC::Kanl
P27459-S manC::Kanl wbeT::pGPKanll, O Antigen’, Sm" Ap" diese Arbeit
wbeT::pGPKanll
P274590smK:: )
) P27459 VCAO0565::TncatpirkanR, Sm', Km" diese Arbeit
TncatpirkanR
P274590smK::
TncatpirkanR P27459 VCA0565::TncatpirkanR ompU::pGPphoA, Sm', Km', Ap" | diese Arbeit
ompU::pGPphoA
P274590smR P27459 VCA0566::pGP, Sm', Ap" diese Arbeit
P274590smK P27459 VCA0565::pGP, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459VCA0257 P27459 VCA0257::pGP, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459waal P27459-S waal::;pGP704, O Antigen’, Sm', Ap' (191)
P27459waaF P27459-S waaF::pGP704, LPS-Kern-Mutante; O Antigen’, Sm', Ap" | (191)
P27459wavA P27459-S wavA::pGP704, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm', Ap" | diese Arbeit
P27459-S wavA::pGP704, LPS-Kern-Mutante, quantitativer O
P27459wavB (191)
Antigen-Verlust, Sm', Ap"
P27459wavE P27459-S wavE::pGP704, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459wavF P27459-S wavF::pGP704, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459wavG P27459-S wavG::pGP704, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459wavl P27459-S wavl::.pGP704, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459wavK P27459-S wavK::pGP704, LPS-Kern-Mutante, Sm’, Ap’ diese Arbeit
P27459wzm P27459-S wzm::pGP704, O Antigen’, Km', Sm" diese Arbeit
P27459AectC P27459-S AectC, Sm" J. Nesper
P27459AhutA P27459-S AhutA, Sm" diese Arbeit
P27459A0mpU P27459-S AompU, Sm' diese Abeit
P27459AtoxR P27459-S AtoxR, Sm' (188)
P27459AtoxR ) )
P27459-S AtoxR ompU::pGPphoA, Sm’, Ap" diese Arbeit
ompU::pGPphoA
P27459AtoxS P27459-S AtoxS, Sm" diese Arbeit
P27459-S AwavD-wavH::kanR Awavl-wavL, LPS-Kern-Mutante, O )
P27459Awav diese Arbeit
Antigen’, Km', Sm"
P27459Awavl-L P27459-S Awavl-wavL, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm" diese Arbeit
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) ] Herkunft/
Bakterienstamm Beschreibung
Referenz
P27459-S Awavl-wavL::kanR, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Km', )
P27459Awavl-L::kanR diese Arbeit
Sm"
P27459Awavl-L P27459-S Awavl-wavL wavD::Kanl, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, | )
diese Arbeit
wavD::Kanl Sm"
P27459Awavi-L
P27459-S Awavl-wavL wavD::Kanl wavH::pGPKanll, LPS-Kern- )
wavD::Kanl diese Arbeit
Mutante, O Antigen’, Sm', Ap"
wavH::pGPKanll
P27459AwavD P27459-S AwavD, LPS-Kern-Mutante, Sm", Ap’ diese Arbeit
P27459Awav] P27459-S AwavJ, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459AwavDJ P27459-S AwavD AwavJ, LPS-Kern-Mutante, Sm', Ap" diese Arbeit
P27459-S AwavL (Deletion AA 177-289), LPS-Kern-Mutante, O ) )
P27459AwavL diese Arbeit
Antigen’, Sm'
P27459-S AwavL (Deletion AA 177-483), LPS-Kern-Mutante, O ) )
P27459A1wavL diese Arbeit
Antigen’, Sm"
P27459wavL::Kanl P27459-S wavL::Kanl, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm' diese Arbeit
P27459wavL::Kanl P27459-S wavL::Kanl wavl::Kanll, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’,
diese Arbeit
wavl::pGPKanlI Sm', Ap’
P27459-S P27459-S AwavL (Deletion AA 177-289) wavA::pGP, ] )
P27459 AwavLwavA diese Arbeit
LPS-Kern-Mutante, O Antigen, Sm', Ap"
P27459Awbe P27459-S AmanC-wbeT, O Antigen’, Km', Sm' diese Arbeit
V194 A2-2, spontan Sm' diese Arbeit
V194waal V194 waaL::;pGP, O Antigen’, Sm', Ap" diese Arbeit
V194wavL V194 wavL::pGP, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm', Ap' diese Arbeit
V194wavM V194 wavM::pGP, LPS-Kern-Mutante, O Antigen’, Sm', Ap’ diese Arbeit

Tabelle 111.2: Oligonukleotide. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firmen MWG Biotech und
Sigma-Genosys. Unterstrichene Nukleotide geben eingefiigte Restriktionsschnittstellen an.

Oligonukleotid

Sequenz

Konstruktion von pGP704-Derivaten zur Erzeugung von Insertionsmutanten:

envZ-Sacl-intern

5’-TTTGAGCTCTGCCCGGCCAGTTGCTGCGT-3’

envZ-Xbal-intern

5-TTTTICTAGACGGGTTTGAGGTAATCCATA-3’

hutA-Sacl 5’-TTAGAGCTCAGCATTAACAGCGAGACTAGGT-3’
hutA-Kpnl 5’-TTAGGTACCAGTGACAGCATTCCAAGGACT-3’
ompU-Sacl 5’-TATGAGCTCTGCGCCAAAGTGTTTCTT-3’
ompU-Kpnl 5’-TTAGGTACCAGCGTAGGTATAACGGTTGT-3’

osmR-Sacl-intern

5’-AATGAGCTCGTTATCCTTGATCGCCAACT-3’
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Oligonukleotid

Sequenz

osmR-Xbal-intern

5’-TTATCTAGAGCAGTAAATCAAACTCGGT-3’

osmK-Sacl-intern

5-TTTGAGCTCTTTGATTATAATTCTGCGACGA-3’

osmK-Xbal-intern

5-TTTTCTAGATATCCCCTTTTCTTAACCATAA-3’

VCAO0257-Sacl-intern

5’-AAAGAGCTCAATATACCTGGCAAGACATCGCA-3

VCAO0257-Xbal-intern

5’-AAATCTAGAGGTTGCTGTAACGCTCATCGCA-3’

waalL-V194-Sacl-intern

5’-TAGAGCTCCTCGCACATCAGTCATAATAAT-3’

waal-V194-Xbal-intern

5-TATTTTATCTAGATTGATTCCTATTGT-3’

wavA-Sacl-intern

5’-AATGAGCTCAACCTGTTTTCGACTATGTAT-3’

wavA-Xbal-intern

5’-TATTCTAGAGATTATTCGCTGAACCACCACT-3’

wavE-Sacl-intern

5-TTAGAGCTCAGAATTATCAATTTTTGACT-3’

wavE-Xbal-intern

5S>-TTTTCTAGAAGCGCTCAGTGACATCCAAT-3’

wavF-Sacl-intern

5’-AAAGAGCTCAACTTGGCATTAAACAGTT-3’

wavF-Xbal-intern

5-TTTTCTAGATTAAAGTGATAAAGCCCGGT-3’

wavG-Sacl-intern

5’-TTTGAGCTCAACTTGGCATTAAACAGTT-3’

wavG-Xbal-intern

5-TTTICTAGATATTCTAAGCGATAGGAAAT-3’

wavl-Sacl-intern

5’-TTAGAGCTCACTACCGGTTTACCTTAACTAT-3’

wavl-Xbal-intern

5’-AATTICTAGATCTCGGTATTATTTTTAATGCGA-3’

wavL-Sacl-intern

5’-ATGAGCTCACTCGCAGTGG-3’

wavL-Xbal-intern

5-TTTTICTAGAGATAACTGGCTTAGGATTATT-3’

wavM-V194-Sacl-intern

5’-TTGAGCTCCCCATCCACTCTTTGCCA-3’

wavM-V194-Xbal-intern

5’-TATCTAGAAAACAAACTACATTTACCAACTT-3’

wavK-Sacl-intern

5’-TCTATCGAGCTCAATGGCAACAA-3’

wavK-Xbal-intern

5’-AAATCTAGAACCTATATAAATACTTTTAGCCGGA-3°

wbfK-Sacl-intern

5’-TATGAGCTCTATAGGTAAAGTGCTTCAGGTATTT-3’

wbfK-Xbal-intern

5’-TTATCTAGAGCTGAAAAAATTGCACCGCTCAA-3°

wzm-Sacl-intern

5’-AATGAGCTCGGTCTAAATTTGGACAAACTT-3’

wzm-Xbal-intern

5’-TTATCTAGACTTAAACTCAACGAAATGACA-3’

Konstruktion von pKEK-Derivaten zur Erzeugung von Deletionsmutanten:

hutA1-Sacl 5’-TTTGAGCTCTCCTATTGATAGTTCACACCGCCA-3’
hutA2-Ncol 5’-TTTCCATGGTTTCCTTCGATACCTCGGATATT-3’
hutA3-Ncol 5’-TTTCCATGGGATAGATTTATGCCTATTGTA-3’
hutA4-Xbal 5-TTATCTAGAACAAATAATTCATTTCATCACCTTTT-3’
toxS1-Sacl 5’-AAAGAGCTCAATATGCCGAATAACCACCCTGAT-3’
toxS2-Kpnl 5-TTTGGTACCATTTTGGACTGCCATTCTCGA-3’
toxS3-Kpnl 5’-TTTGGTACCGTACTGTTCAGTAATTCTTAACCT-3’
toxS4-Xbal 5’-AATTCTAGATACAATGAAGGTGATATCGGTT-3’

wavD1-Smal

5’-TCCCCCCGGGCCGCTCGCGTACAAAAACAT-¥

wavD2-Sall

5-TTTTGTCGACCTCCTTCCCAAGTAGATACG-3’
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Oligonukleotid

Sequenz

wavD3-Sall 5’-TCGGGTCGACGTTGACGGAGATGAACTTGG-3’
wavD4-Apal 5’-GTAAGGGCCCGATCTCCGCACTACTCGATG-3’
wavJ1-Sacl 5’-AAAGAGCTCTGGTTTGAAAAAGG-3’
wavJ]2-Bglll 5’-TATAGATCTTAATGTCTTGTGCT-3’

wav]3-Bglll 5’-TATAGATCTGCAGTGATTGAGCAAACCAT-3’
wavJ4-Xbal 5’-TATCTAGACGGCTTTTCACCATT-3’

wavL1-Sacl 5’-ATGAGCTCACTCGCAGTGG-3’

wavL2-BamHI

5’-AAGGATCCACTGAGTCGGCCAATGATA-3’

wavL3a-BamHI

5’-TAGGATCCAGCAAATCCCCGCTTTGA-3’

wavL3b-BamHI

5-TTAGGATCCCTTTTTGAGTAAGCTCAGTGAAT-3’

wavL4-Xbal 5’-AATCTAGAGTCATGTAACGCTTTAACTT-3
kanI-BamHI 5’-ATGGATCCTTCAACTCAGCAAAAGT-3’

kanI-EcoRI 5’-TAGAATTCCGACTCGTCCAACATCAATA-3’
kanlII-Sacl 5’-TAGAGCTCATGGATGCTGATTTATATGGGT-3’
kanII-Ncol 5’-TCCCATGGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGT-3’
manC1-Sacl 5’-TTGAGCTCGATGTTTATACCTGTAATTATGGCT-3’

manC2-BamHI

5’-TAGGATCCACTGGCTAAATACTGCTCAGCAA-3’

manC3-EcoRI

5-TTGAATTCTCACGATTACGATTTTATT-3’

manC4-Xbal 5-TTTICTAGATCTGGTTTTCCGTGATTACTT-3’
wbeT-Ncol 5’-TACCATGGCTGTGCAATAGGTGAGAATGA-3’
wbeT-Xbal 5’-TTTICTAGATGTTCAGCGGATGATAATGGAT-3’
wavD1-Sacl 5’-ATGAGCTCTAGCTATAAACATGAAGAGTAAA-3’

wavD2-BamHI

5’-ATGGATCCGCGAAATAATTAGAACAAACAAGCCT-3’

wavD3-EcoRI

5-TTGAATTCTTCTTCTCTGATTTTTTCCAATTT-3’

wavD4-Xbal 5-TTTCTAGAAGTTTAATGGAGTGTTTTTAGTTTT-3’
wavH-Ncol 5’-AACCATGGATCTCTTCTAAATTCATCGAGGCA-3’
wavH-Xbal 5-TTTCTAGATATCACCCACGCACTCATCA-3’

wavI3-HindIII

5’-TTAAGCTTCCATGGGGGTGTATCACT-3’

wavI-Ncol

5’-TTCCATGGGGGTGTATCACT-3’

wavl-Xbal

5’-AATCTAGAGGTTTCGCCATACTGTTAA-3’

wavL2-HindIII

5’-TTAAGCTTACTGAGTCGGCCAATGATA-3’

wavL3-EcoRI

5’-TAGAATTCCAGCAAATCCCCGCTTT-3

Konstruktion von Expressionsplasmiden:

wavlJ]-5’-Sacl

5’-CTGAGCTCAACTAAAACCTGCACAA-3’

wavJ-3’-Xbal

5’-AATCTAGAGGAAACACCCAATGAAATG-3’

wavD-5’-Ncol

5’-TTCCATGGTATTCGATCAGATTACA-3’

wavD-3’-HindIII

5’-AAAAGCTTGTTACTATAGAAATCAAATAGG-3’

wbfK-5-Sacl

5’-TTAGAGCTCATTCTTAGTGATATTAATCGAGAGA-3’
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Oligonukleotid

Sequenz

wbfK-3’-Xbal 5’-TTATCTAGACTTTATTACAAGGCATATAGTCAT-3’
wbeH-5’-Sacl 5’-AATGAGCTCTGAGGAATATATGAGACAAAA-3’
wbeH-3’-Xbal 5’-AATTCTAGATAGCTCTATCATACTACACCCA-3’

wavL-5’-EcoRI

5’-AAGAATTCCAAAAGAGAATATGTAAGAAA-3’

wavL-3’-BamHI

5’-AAGGATCCGGTGTAATTAAAAGTAGTGAGA-3’

wavL-N-term-up

5’-AGGAGATCTTTGAAGGTCAGAGT-3’

waalL.-V194-5’Sacl

5’-TAGAGCTCCGAGTGCCACTTTATAGAA-3’

waal.-V194-3’Kpnl

5’-TAGGTACCGATAACTCAGCAGCAGCAGGCAA-3’

wavM-V194-5’Sacl

5’-TTGAGCTCTAATCTGACCCAGTTTGATAAT-3’

wavM-V194-5’Kpnl

5’-AAAGGTACCTAATCTGACCCAGTTTGATAAT-3’

wavM-V194-3°Kpnl

5>-TTAGGTACCAACTTAGAGATGAATTTATTT-3’

waalL-O1-5"Nhel

5’-CTAGCAGCTAGCATTAGTTGGAACACGACCCT-3’

waal-O1-3’Kpnl

5’-AAGGTACCATATCGCCAACCCAAGAAGAAGG-3’

waal-O1-up-Ncol

5-TTCCATGGTTTGCTTAAATTTTATTTTTCTTACATTGACGA-3’

waalL-O1-down-Ncol

5-TTCCATGGTTTTTACTCTAATCAGTTTTTTATTA-3’

waal-V194-5’Nhel

5’-TATGCTAGCCGAGTGCCACTTTATAGAAAACCGA-3’

waal.-V194-upNcol

5-TTCCATGGCATAATATTTCCATCTCAGTTTAATTGT-3’

waal-V194-downNcol

5’-TTCCATGGTGACACTATCCGTTACTGTGCTCTCT-3’

osmK-5’-Sacl 5’-TTTGAGCTCGAATATCTCTTTACCGGATAA-3’
osmK-3’-Xbal 5’-TTTICTAGACCGTCAGCGAGGTTTTTATCAT-3’
ompU-5’-Sacl 5’-ATAGAGCTCAAATCTTTATGCTTTATGGTTGAA-3’
ompU-3’-Sphl 5’-ATAGCATGCAGTATAACGAGATAGAAAAACGCCT-3’
corel-Kpnl 5’-AAGGTACCTTTCGCCGATAAACGCAGGATA-3’

core2-BamHI

5’-TAGGATCCGAATTAGGTTTTACTAAGGAAT-3’

core3-BamHI

5’-TAGGATCCATACAGTAAAAACGGTGCAGCTAAA-3’

core4-Xbal

5’-ATTCTAGAGCTATGTTGAAAAGCTGATAAA-3

Konstruktion von Expressionsplasmiden mit His-Tag:

waaL-start-Kpnl

5’-AAAGGTACCATGAATAATAAAATAACTAAAACCTCA-3’

waalL.-stop-Kpnl

5’-TATGGTACCTCAATTTTTTGCTCTTTTGGCTGCGAT-3’

wavL-topo-up

5’-ATGAATATTTTGATGGCCCTATCCCAA-3’

wavL-topo-down

S-TTTTTTGTTCATTTTTCTAAATAGATAATTCCCT-3’

wavM-topo-up

5’-ATGAAAATCTACGTAATTAGCCTTAA-3’

wavM-topo-down

S-TTTTTTATATTCATTAGCAAACATCATTAT-3’

Konstruktion von Punktmutanten:

waalL-H309A

5’-CACGGTGCCCAGAGGTGCCGCACATAGCCAGTATTTT-3’

waalL-H309A -antisense

5’-AAAATACTGGCTATGTGCGGCACCTCTGGGCACCGTG-3’

waalL-H311A

5’-GTGCCCAGAGGTCATGCAGCCAGCCAGTATTTTGAAGCTAT-3’

waalL-H311A-antisense

5’-ATAGCTTCAAAATACTGGCTGGCTGCATGACCTCTGGGCAC-3’
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Oligonukleotid

Sequenz

waal-H309/311A

5’-CACGGTGCCCAGAGGTGCCGCAGCCAGCCAGTATTTTGAAGCTAT-3’

waal.-H309/311A-antisense

5’-ATAGCTTCAAAATACTGGCTGGCTGCGGCACCTCTGGGCACCGTG-3’

waalL.-R186M

5’-GCGACAATCTTAACCTTAACAATGGGAGCCATTTTAACGCTAC-3’

waalL-R186M-antisense

5’-GTAGCGTTAAAATGGCTCCCATTGTTAAGGTTAAGATTGTCGC-3’

waalSal-H321A

T-3

5’-CCTTTAAAGAATCTATCGGTCCGGCAAATACCATTCTGTACATCTGGT

waalSal-H321A-antisense

G-3°

5’-AACCAGATGTACAGAATGGTATTTGCCGGACGATAGATTCTTTAAAG

waalSal-R208M

5’-CCTGGGAACCCTATCGATGGGGGCATGGTTGGC-3’

waalSal-R208M-antisense

5’-GCCAACCATGCCCCCATCGATAGGGTTCCCAGG-3’

Konstruktion des Transposonsystems:

cat-BamHI 5’-ATGGATCCCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAA-3’
cat-Kpnl 5’-TTGGTACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAA-3’
kan-BamHI 5’-TTGGATCCTCAGCGTAATGCTCTGCCAGT-3’

kan-Ncol 5’-TACCATGGAAGATGCGTGATCTGATCCTTCA-3’

pir-Kpnl 5’-ATGGTACCGATGAGGTTTTTTTATGAGACTCAAGGTC-3’
pir-Ncol 5-TTCCATGGTTAATCATCTTTATCGCCAGAAAA-3’
Sonstige:

lacZ-seq 5’-CCTCTTCGCTATTACGCCAG-3’

phoA-seq 5’-GCTCACCAACTGATAACCAC-3’

Tabelle 111.3: Plasmide.

Plasmide Beschreibung Referenz
pACYC177 Klonierungsvektor, Ap', Km" (224)
pACYC184 Klonierungsvektor, Cm", Tc" (225)

® o Expressionsvektor mit T7 Promotor und C-terminalem His-Tag, )
pCR"T7/ CT-TOPO IPTG induzierbar, Ap' Invitrogen
pBADI8 Expressionsvektor, Arabinose induzierbar, Ap" (98)
pBADI18-Kan Expressionsvektor, Arabinose induzierbar, Km' (98)
pBAD24 Expressionsvektor, Arabinose induzierbar, Ap" (98)
pBR322 Klonierungsvektor, Ap", Tc' (275)
pGEM®-T easy Expressionsvektor, IPTG induzierbar, Ap" Promega
pGP704 oriR6K mobRP4, Ap" (177)
pKEK229 oriR6K mobRP4 sacB, Ap' (58)
bOE30 Expressionsvektor mit N-terminalem His-Tag, IPTG induzierbar, Qiagen

Ap'
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Plasmide Beschreibung Referenz
pTrc99A Expressionsvektor, IPTG induzierbar, Ap" (6)
pTrc99AKan Expressionsvektor, IPTG induzierbar, Km' (189)
pWSKI129 Expressionsvektor, IPTG indzierbar, Km" (272)
Red Rekombinase Expressionsplasmid, Arabinose induzierbar,
pKD46 . . . (69)
oriR101 mit temperatursensitivem repA101ts, Ap"
pOxygen TnlacZ, Km' (162)
Tn10d mit cat von pACYC184, Transposase IPTG induzierbar,
pZT344 (77)
Ap', Cm'
pWQ322 waal von SARC6 mit C-terminalem His-tag in pBAD24, Ap" C. Whitfield
pRMB2 manC-T von V. cholerae O1 Ogawa in pBR322-Derivat, Tc" (179)
mobilisierbarerer Suizidvektor (temperatursensitive Replikation)
pSSV1223K . . (83)
mit whfo;30-Region, O-Antigen’, Kapsel', Km', Cm"
pBAD18-KanompU ompU von P27459 in pBAD18-Kan, Km' diese Arbeit
pBAD18-KanwaalL waal von P27459 in pBAD18-Kan, Km' (191)
pBAD18- N-terminaler Teil und C-terminaler Teil von waal von P27459 mit
Kanwaal._hybridP27459/ | Insertion der AS Methionin nach T*"' und Austausch von V*'> zu | diese Arbeit
P27459 L, Km'
pBADI8-
N-terminaler Teil von waal von P27459 und C-terminaler Teil
Kanwaal. hybridP27459/ diese Arbeit
von waal von V194, Km'
V194
pBAD18-
N-terminaler Teil von waal von V194 und C-terminaler Teil von
Kanwaal._hybridV194/ diese Arbeit
waal von P27459, Km"
P27459
pBAD18-
Kanwaal. hybridV194/ | pBAD18-Kanwaal. hybridV194/ P27459 mit wavM von V194 diese Arbeit
P27459wavM
pBADI8-
N-terminaler Teil und C-terminaler Teil von waal von V194 mit
Kanwaal. hybridV194/ 221223 diese Arbeit
Austausch der AS AMV~""~ zu VAL, Km"
V194
pBADI18-KanwaalL. V194 |waal von V194 in pPBAD18-Kan, Km" diese Arbeit
pBAD18-
waal und wavM von V194 in pBADI18-Kan, Km" diese Arbeit
KanwaalL.wavMV194
pBADI18-KanwavMV194 | wavM von V194 in pBAD18-Kan, Km' diese Arbeit
pBADI18-KanwbfK wbfK von P27459 in pBAD18-Kan, Km' diese Arbeit
pBADI18-Kanwzm wzm von P27459 in pPBAD18-Kan, Km" diese Arbeit
pBAD18waal waal von P27459 in pBAD18, Ap" diese Arbeit
pBADI18waaL::TnlacZ's | TnlacZ Hybridfusionen mit waal von P27459, Km', Ap" diese Arbeit
pBADI18waaL::TnphoA's | TnphoA Hybridfusionen mit waal von P27459, Km', Ap" diese Arbeit
pBROIcore wavD-wavH und wavl-wavL in pPBR322, Ap" diese Arbeit
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Plasmide Beschreibung Referenz
pGEMosmK VCA0565 von P27459 in pGEM®-T easy, Ap" diese Arbeit
pGEMwavL wavL von P27459 in pGEM®-T easy, Ap" diese Arbeit
GEMwayL(N-term) N-terminaler Teil von wavL (AS 1- 361) von P27459 in pGEM®-T diese Arbeit
easy, Ap’

pGPenvZ ‘envZ’ von P27459 in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPhutAphoA ‘hutA’ von P27459 in pGPphoA, Ap' diese Arbeit
pGPphoA promotorloses phoA aus XL1-Blue in pGP704, Ap" A. Halscheidt
pGPompUphoA ‘ompU’ von P27459 in pGPphoA, Ap" diese Arbeit
pGPosmR ‘VCA0566° von P27459 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPosmK ‘VCAO0565 von P27459 in pGP704, Ap' diese Arbeit
pGPwbeTKanll "wbeT’ von P27459 und Kanll in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPVCA0257 ‘VCAO0257’ von P27459 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPwaalL V194 ‘waal’ von V194 in pGP704, Ap' diese Arbeit
pGPwavA ‘wavA’ von P27459 in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavE ‘wavE’ von P27459 in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavF ‘wavF’ von P27459 in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavG ‘wavG’ von P27459 in pGP704, Ap' diese Arbeit
pGPwavHKanlII wavH’ von P27459 und Kanll in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavl ‘wavl’ von P27459 in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavIKanlIl "wavl’ von P27459 und KanlI in pGP704, Ap’ diese Arbeit
pGPwavK ‘wavK’ von P27459 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPwavL ‘wavL’ von P27459 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPwavMV 194 ‘wavM’ von V194 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPwavLV194 ‘wavL’ von V194 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pGPwbfK ‘wbfK” von P27459 in pGP704, Ap' diese Arbeit
pGPwzm ‘wzm’ von P27459 in pGP704, Ap" diese Arbeit
pKDClal pKD46 verdaut mit Clal und religiert, Ap" diese Arbeit
pKEK276 AompU von P27459 in pKEK229, Ap" K. E. Klose
pKEKAkanR ‘wavl’ und ‘wavL’ von P27459 in pKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKAhutA AhutA von P27459 in pKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKAtoxS AtoxS von P27459 in pKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKAwavD AwavD von P27459 in pKEK229, Ap' diese Arbeit
pKEKAwav] AwavJ von P27459 in pPKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKAwavL AwavL von P27459 in pKEK229, Ap' diese Arbeit
pKEKAlIwavL AlwavL von P27459 in pKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKmanC::Kanl AmanC::Kanl von P27459 in pKEK229, Ap* diese Arbeit
pKEKwavL::Kanl AwavL::Kanl von P27459 in pKEK229, Ap" diese Arbeit
pKEKwavD::Kanl AwavD::Kanl von P27459 in pKEK229, Ap' diese Arbeit
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Plasmide Beschreibung Referenz
pTrc99AwavD wavD von P27459 in pTrc99A, Ap* diese Arbeit
pTrc99Awav] wavJ von P27459 in pTrc99A, Ap" diese Arbeit
pTrc99AwavL wavL von P27459 in pTrc99A, Ap' diese Arbeit
pTOPOwavL wavL von P27459 in pCR®T7/ CT-TOPO®, Ap" diese Arbeit
pTOPOwavM wavM von P27459 in pCR®T7/ CT-TOPO®, Ap" diese Arbeit
pQE30waaL ™"’ waaL von P27459 in pQE30, Ap" diese Arbeit
pQE30waaL"™*°-R186M | Mutation in waal von P27459: R'™ zu R, Ap" diese Arbeit
pQE30waaL"™*°-H309A | Mutation in waal von P27459: H*” zu A, Ap" diese Arbeit
pQE30waaL™*°-H311A | Mutation in waal von P27459: H*'" zu A, Ap" diese Arbeit
PQE30waaL"*"*¥- o 309 - ) )
H309/311A Mutation in waal von P27459: H*™ zu A und H’"" zu A, Ap" diese Arbeit
pWQ322-H321A Mutation in waal von SARC6: H**' zu A, Ap" diese Arbeit
pWQ322-R208M Mutation in waal von SARC6: R*® zu M, Ap" diese Arbeit
pStSch pKDClal mit Tn10-System aus pZT344, Ap" diese Arbeit
pStSchcat pKDClal mit Tn10d-Cam-System aus pZT344, Ap', Cm" diese Arbeit
) pStSch mit cat aus pACYC184, promotorlosem pir aus SM10Apir | )
pStScheatpirkan diese Arbeit
und promotorlosem kanR aus pACYC177

2. Gerate und Chemikalien

Die Antibiotika wurden von der Firma Sigma, die Enzyme von den Firmen Invitrogen, Gibco

und NEB bezogen.

Fiir die Arbeit wurden folgende Kits verwendet:

- Nucleobond AX (Macherey-Nagel) zur Préparation von Plasmid-DNA;

- QIAquick Gelextraction Kit und QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zur Aufreinigung
von DNA aus Losungen und Agarose-Gelen;

- pPGEM®-T easy System (Promega) zur direkten Klonierung von Polymerasekettenreaktions
(PCR)-Produkten;

- pCR®T7 TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen) zur Konstruktion von His-Tag-Fusionen;

- QuikChange® site-directed mutagenesis Kit (Stratagene) zur Erzeugung von gezielten
Punktmutanten;

- Protino® Ni 1000 prepacked column Kit (Macherey-Nagel) zur Aufreinigung von Proteinen
mit His-Tag;

- Big dye Terminator v1.1 Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems) zur DNA-

Sequenzierung;
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- ECL direct nucleic acid labelling Kit (Amersham) zur Detektion im Southern und Western

Blot;

Amersham  Pharmacia  Biotech

lieferte ~ weiterhin die  ECL-Hyperfilme, die

Nitrocellulosemembran (Hybond C) und die Nylonmembranen (Nybond N*).

In Tabelle II1.4 sind die benutzten Gerite aufgelistet.

Tabelle 111.4: Geréte.

Gerat Hersteller/ Vertrieb
Analysenwaage Ohaus Navigator, Sartorius
Autoklaven Fedegari, MM Selectomat S2000
Automatikpipetten Gilson, Eppendorf

Elektrophoresekammern fiir Agarose-Gele

BioRad; MWG Biotech

Elektrophoresekammern fiir PAA-Gele:
Mini Protean III
Protean II Xi Cell

BioRad
BioRad

Elektroporationsgerit

EQUIBIO (Easyject prima), BioRad (Gene Pulser und

Pulse Controller)

ELISA-Reader

BioRad (Microtiterplate Reader Model 450)

Entwickler

AGFA (Curix 60 und Curomix 60)

Feinwaage

Chyo, Sartorius (Kern 770)

Geldokumentationsanlage

BioRad (GelDoc 2000), Herolab

Geltrockner BioRad
Hybridisierungsofen Hybaid MWG Biotech, Biometra OV5
Inkubator Heraeus
Kiihlzentrifugen Beckman, Sorvall RC5B und RC5B Plus
Magnetriihrer Jahnke & Kunkel, GLW, Heidolph
Mikrowelle Privileg, Bauknecht (MWS5 1820 Duo)
pH-Meter WTW pH526 und pH530
UNICAM, Pharmacia Biotech (Ultrospec 3000), Hitachi
Photometer
(U-2000)
Kika Labortechnik, Heidolph (Doumax 1030), Biotec-
Schiittler
Fischer (Phero-Shaker)
) New Brunnswick Scientific (innova 4300), Braun Biotech
Schiittelinkubator

International (Certomat R/ H)

Semidry-Blotgerét

BioRad (Trans Blot SD)

Sequenzierer (DNA)

Applied Biosystems ABI377

Spannungsgerite

BioRad (Power Pac 300 und 2000; Power Supply Model
3000Xi und 500/1000), Consort
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Gerat

Hersteller/ Vertrieb

Tankblotgerit (Transfer LPS)

BioRad (Trans Blot Cell)

Thermoblock

Liebisch, FALC

Thermocycler

Eppendorf (Mastercycler Gradient),
Hybaid (OMN-E), Biometra (T3)

Tischzentrifugen

Heraeus (Biofuge pico, fresco und R15; Megafuge 1,0 und
1,0R)

Transelektronenmikroskop

Zeiss (EM10)

Ultratischzentrifuge Beckmann (TL-100)
Ultrazentrifuge Beckmann (L7-65)

Ultramikrotom HMS500 OM (Zeiss)
UV-Lampe Herolab UVT 20 LP

UV-Stratalinker

Stratagene (Stratalinker 1800)

Vakuumblotgerit (Transfer DNA)

Pharmacia Biotech (VacuGene XL)

Vakuumverdampfer Savant (SpeedVac Plus SC110A)

Vortexer Scientific Industries (Vortex Genie 2), Hartenstein Mixer
Wasserbad Memmert

Wasserbadinkubatoren GFL GmbH

Wasserkiihlung Pharmacia Biotech (Multi Temp III)

Zellaufschluss ThermoSavant (Fast Prep 120), SLM Instrumens/ Thermo

Spectronic

Alle nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien, Materialien und Gerédte wurden von den Firmen

Amersham Pharmacia Biotech, Applichem, BioRad, Eppendorf, Gibco, Greiner, Invitrogen,

MWG, New England Biolabs, Roth und Sigma bezogen oder die Hersteller sind an

entsprechender Stelle erwéhnt.
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3. Losungen, Medien, Medienzusatze und Wachstumsbedingungen

Fiir die Herstellung aller Losungen und Medien wurde entweder Ampuwa (Fresenius Kabi)
oder Wasser, welches liber eine Filteranlage (Milli-Q-Plus, Millipore) entsalzt und filtriert
wurde, verwendet.

Die Zusammensetzung der Medien, Medienzusitze und Losungen ist im Folgenden kurz

beschrieben:
Medien:
AKI (119, 166) 1,5% Bacto-Pepton

0,4% Hefeextrakt

0,5% NaCl

0,3% NaHCO;, pH 7,4
LB (Luria-Bertani) von Difco (158, 175) 25¢g

ad 1 1 H,O; autoklavieren
LB-Agar von Difco (158, 175) 32¢g

ad 1 1 H,O; autoklavieren
MHB (Miiller-Hinton-Bouillon) von Oxoid 2l g

ad 1 1 H,O; autoklavieren

(enthilt: 2 g/l Rindfleisch/ getrocknete Infusion aus

300 g, 17,5 g/l Caseinhydrolysat, 1,5 g/l Stérke)
M9-Minimalmedium (158) 200 ml 5 x M9-Salze

ad 1 1 H,O; autoklavieren;

Zugabe von 2 ml IM MgSO,

20 ml 20% C-Quelle (Glc)
0,1 ml 1 M CaCl,

M9-Minimalagar (158) 200 ml 5 x M9-Salze

16 g Agar

ad 1 1 H,O; autoklavieren;

Zugabe von 2 ml IM MgSO,
20 ml 20% C-Quelle (Glc)
0,1 ml 1 M CaCl,
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Suc-Agar

TB-Topagar (Trypton-broth) (158, 175)

TCBS-Agar von Difco (131)

TCS-Agar

Medienzuséatze:

5 g Yeast Extract

10 g Trypton

16 g Agar

ad 700 1 H,O; autoklavieren;

nach Erkalten auf ca. 50°C Zugabe von
300 ml sterilfiltrierter Saccharoseldosung

(33,3%)

2 g Trypton

1,6 g NaCl

1,6 g Agar

ad 200 ml H,O; autoklavieren

8¢g

ad 1 1 H,O; fiir 30 min erhitzen

(enthélt: 0,5% Yeast Extract, 1% Bacto peptone, 1,6%
Agar, 1% NaCl, 1% NaCitrat, 1% NaThiosulfat, 0,8%
Bile, 2% Saccharose, 0,1% FeCitrat, 0,004%
Bromthymolblau, 0,004% Thymolblau)

5 g Yeast Extract

10 g Bacto peptone

10 g NaCl

16 g Agar

ad 900 ml H,O; autoklavieren;
Zugabe von 100 ml TCS-Losung

(alle Losungen wurden sterilfiltriert und den abgekiihlten Medien <50°C zugefiihrt)

Antibiotika:
Ampicillin (Ap)

Chloramphenicol (Cm)

Kanamycin (Km)

50 (in Kombination mit einem anderen Antibiotikum)
oder 100 pg/ml Endkonzentration
Stammlésung 100 mg/ml in H,O

30 pg/ml (E. coli) oder 2 pg/ml (V. cholerae)
Endkonzentration

Stammlosung 30 bzw. 2 mg/ml in 100% Ethanol

50 pg/ml oder 300 pg/ml (Mutagenese mit TnphoA
oder TnlacZ) Endkonzentration,

Stammlésung 50 mg/ml in H,O

46
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Streptomycin (Sm)

Tetracyclin (Tc)

Arabinose

Glucose (Glc)

Isopropyl-B-thiogalactopyranosid (IPTG)

5 x M9-Salze

TCS-Ldsung

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-
Galactopyranosid (X-Gal)

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat-
Dinatriumsalz (X-Phos)

Ldsungen:

Lysepuffer/ LPS-Priparation

100 pg/ml Endkonzentration
Stammlésung 100 mg/ml in H,O

12 pg/ml (E. coli) oder 1 pg/ml (V. cholerae)
Endkonzentration

Stammloésung 12 bzw. 1 mg/ml in 50% Ethanol

0,02% Endkonzentration

Stammldsung 20% in HO

0,2% Endkonzentration

Stammlésung 20% in H,O

1 mM Endkonzentration

Stammlésung 1 M in H,O

64 g Na,HPO,-H,0
15 g KH,PO,

2,5 g NaCl

5 g NH,Cl

ad 1 1H,0

10 g NaCitrat

10 g NaThiosulfat

1 g FeCitrat

0,04 g Bromthymolblau

ad 100 ml H,O; einstellen auf pH 8,6

40 pg/ml Endkonzentration
Stammldsung 40 mg/ml in DMSO

40 pg/ml Endkonzentration
Stammlésung 40 mg/ml in H,O

4,5 ml H,O

500 pl 1 M Tris/HCI pH 6,8
800 pl Glycerin

1,6 ml 10% SDS

400 pl B-Mercaptoethanol
3-4 Korner Bromphenolblau
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P1-Puffer

P2-Puffer

10 x PBS

PBS/Pepton

Plasmidpréparation:

Puffer 1

Puffer 2

Puffer 3

10 x Proben-Puffer (DNA)

Proteinaufreinigung:

LEW

Elutionspuffer

10 mM Tris/HCI pH 8
150 mM NaCl

10 mM Tris/HCI pH 8
0,1 mM ZnCl,

8% NaCl

0,2% KCl

1,8% Na,HPO,4-2 H,0
0,24% KH,PO,

einstellen auf pH 7,4; autoklavieren

1 x PBS mit 0,1% Pepton (BactoPepton, Difco)

sterilfiltrieren

50 mM Tris/HCl pH 8
10 mM EDTA pH 8; autoklavieren
Zugabe von 100 ug RNAse A/ml

200 mM NaOH
1% SDS

2,8 M KAc; einstellen auf pH 5,1

0,5% Sarcosyl

50 mM EDTA pH 8
20% Glycerin

0,05% Bromphenolblau

50 mM Na,HPO,
100 mM NaCl

einstellen auf pH 8; autoklavieren

50 mM NazHPO4
100 mM NaCl
250 mM Imidazol

einstellen auf pH 8; autoklavieren

>
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Proteinfarbung:

Coomassie-Farbelosung

Entfarbelosung

SDS-PAGE:

Losung B

Losung C

PAA-Sammelgel

PAA-Trenngel

5 x Lammli-Puffer

0,2% Coomassie Briliant Blue R250 (Serva)
40% Methanol
10% Eisessig

40% Methanol
10% Eisessig

50 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8
4 ml 10% SDS
46 ml H,O

75 ml 2 M Tris/HCI pH 8,8
4 ml 10% SDS
21 ml H,O

5 ml Losung C

2,6 ml 30% Acrylamid-/ 0,8% Bisacrylamid-
Stammldsung

12,28 ml H,O

100 pl APS

15 pl TEMED

12,5% 15% 16,5%
L&sung B (ml) 12,5 12,5 12,5
30% Acrylamid-/

0,8% Bisacrylamid-

Stammldsung (ml) 20,8 25 27,5
H,0 (ml) 16,7 12,5 10
APS (ul) 250 250 250
TEMED (ul) 25 25 25
1,1 g SDS

0,42 g EDTA

0,17 g Na,H,PO4 x H,O

1,1 ml B-Mercaptoethanol

pH 7,2 einstellen; auf 10 ml mit H,O auffiillen
10 ml 50% Glycerin

20 mg Bromphenolblau
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10 x SDS-Laufpuffer 30,2 g Tris
188 g Glycin
ad 900 ml H,O; 16sen
100 ml 10% SDS zugeben

pH 8,3 iiberpriifen, nicht einstellen

Silberfarbung von LPS:
Férbelosung 70 ml H,O
1,4 ml IM NaOH
1 ml NH; (konz.)
1,25 ml 20% AgNO;
2 x Fixierer 250 ml Isopropanol
70 ml Eisessig
180 ml H,O
Southern Blot:
Losung I 250 mM HCI
Losung 1T 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
Losung 111 1,5 M NaCl
0,5 M Tris
einstellen auf pH 7,5; autoklavieren
20 x SSC (Transferldsung) 0,3 M NaCitrat
3 M NaCl
einstellen auf pH 7
Waschpuffer 1 6 M Harnstoff
0,4% SDS
0,5 x SSC
Waschpuffer 2 2x SSC
50x TAE 242 g Tris

57,1 ml Eisessig
100 ml 0,5 M EDTA pH 8

ad 1 1 H,O; autoklavieren
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TEM1

TEM2

TBS

TBS-Tween-Triton

1xTE

T™D

TNE

TNEX

Western-Blot:
Transferpuffer

Blocklésung

1% BSA
0,1% Tween 20
in 1 x PBS

0,1% BSA
0,1% Tween 20
in 1 x PBS

20 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl

20 mM Tris/HCI pH 7,5
500 mM NaCl

0,05% Tween 20

0,2% Triton X-100

10mM Tris/HCI pH 7,5
ImM EDTA pH 8

autoklavieren

50 mM Tris/HCI pH 7,5
10 mM MgCl,
1mM DTT

10 mM Tris/HCI pH 8
10 mM NacCl
10 mM EDTA pH 8

autoklavieren

TNE/ 1% Triton

sterilfiltrieren

25 mM Tris/HCI pH 8,3
192 mM Glycin
20% Methanol

TBS mit 5% Magermilchpulver (fiir LPS)
TBS mit 3% BSA oder 10% Magermilchpulver (fiir

Proteine)
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Z-Puffer (Reaktionspuffer fiir B-Galaktosidase- 16,1 g Na,HPO, x H,0O
Aktivitit) 5,5 g NaH,PO, x H,0
0,75 g KCl
0,246 g MgSO, x 7 H,O

ad 1 1 H,O, einstellen auf pH 7; autoklavieren

Sofern es nicht an betreffender Stelle anders vermerkt ist, erfolgte das Wachstum der
Bakterien bei 37°C. Eine ausreichende O,-Versorgung in Fliissigkulturen wurde durch
Schiitteln gewihrleistet. Bakterien wurden auf TCBS- und TCS-Agarplatten bei
Raumtemperatur (RT) angezogen, wodurch eine bessere Wirkung der zugesetzten Gallensalze
erzielt werden konnte. Wenn moglich wurden den Medien geeignete Antibiotika zugesetzt

bzw. Agarplatten mit geeigneten Antiobiotika verwendet.

4. Mikrobiologische und genetische Methoden

4.1. Isolierung spontan streptomycinresistenter V. cholerae

Die zur Generierung von Mutanten verwendete Konjugation verlangt eine selektive
Anreicherung der Rezipienten, in diesem Fall V. cholerae. J. Nesper konnte bereits
erfolgreich streptomycinresistente Klone von P27459 etablieren. Da im Zuge dieser Arbeit
gezielte genetische Manipulationen an einem Umweltstamm notwendig waren, wurden
spontan streptomycinresistente Klone des Stammes A2-2 isoliert. Dazu wurden 5 ml einer
A2-2 UNK auf 600 pl ankonzentriert und jeweils 200 ul auf eine LB/Sm-Agarplatte
ausplattiert. Sm" Kolonien wurden mehrmals gereinigt. Das Antibiotikum Sm inhibiert die
Proteinbiosynthese liber eine Interaktion mit der 30S Untereinheit des Ribosoms. Resistente
Stimme besitzen in der Regel eine Mutation im rpsL, dies wurde aber nicht {iberpriift. Eine
Analyse des LPS durch Silberfarbung nach SDS-PAGE zeigte jedoch keinen Unterschied

zwischen Sm" und Sm® Isolaten von A2-2.

4.2. Konjugation

Die Konjugation von pir-abhidngigen Suizidplasmiden (pGP704- und pKEK229-Derivate,
Ap") wurde zur Konstruktion chromosomaler Insertions- und Deletionsmutanten verwendet.
Dabei iibertragt der Donor SM10Apir das Suizidplasmid, welches zuvor {liber Transformation
eingebracht worden war, auf den Rezipienten V. cholerae (P27459-S, MO10, V194). Fiir die

Konjugation wurden UN gewachsene Kolonien des Donors und Rezipienten von einer LB-
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Agarplatte abgenommen und flachig auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen. Um einen engen
Kontakt der Bakterien zu erreichen, wurden Donor und Rezipient in einem Winkel von 90°
zueinander ausgestrichen. Nach der Inkubation von ca. 6 h bei 37°C wurde von verschiedenen
Punkten der LB-Agarplatte Proben entnommen und auf einer LB/Sm/Ap-Agarplatte
ausgestrichen. Diese Selektion bewirkt gezielt die Vermehrung der Sm" V. cholerae, welche
das Suizidplasmid aufgenommen und ins Chromosom integriert hatten.

Da die Transformationeffizienz von groBlen Plasmiden (ab ca. 10 kb) in V. cholerae,
insbesondere bei LPS-Mutanten, stark abnimmt, wurde z. B. fiir pPRMB2 und pBRO1core eine
Dreifach-Konjugation unter Gebrauch des Helferstamms MM294 etabliert. Dazu wurden der
Rezipient (V. cholerae), der eigentliche Donor (DH5a mit dem zu transferierendem Plasmid)
und der Helferstamm MM294 in einer Fliissigkultur bis zu einer Optischen Dichte bei 600 nm
(ODgno) von ca. 1 angezogen, je 200 ul jeder Kultur miteinander vermischt und das gesamte
Volumen nach und nach mittig auf eine LB-Agarplatte getropft, um ein moglichst dichtes
Gemisch zu erzielen. Dabei liefert der Helferstamm die zur Konjugation essentiellen tra-Gene
auf einem Helferplasmid, welches zundchst in den DHS5a konjugiert wird. Durch die
Expression der neu erworbenen tra-Gene kann nun dieser ebenfalls als Donor wirken und das
gewlinschte Plasmid in den Rezipienten transferieren. Die Agarplatte wurde kurz mit offenem
Deckel bei RT getrocknet und anschlieBend UN bei 37°C inkubiert. Am niichsten Tag wurden
die Bakterien mit LB abgewaschen, in LB verdiinnt und auf LB/Sm-Agarplatten, welche ein
geeignetes Antibiotikum zur Selektion auf das transferierte Plasmid enthielt, ausplattiert. Die

gewachsenen Kolonien wurden mehrmals gereinigt und anschlieBend analysiert.

4.3. Transformation

Fiir die Transformation von Ligationsansétzen oder Plasmiden in E. coli K12-Stimme wurde

die Elektrotransformation (Elektroporation) nach Calvin und Hanawalt (41) durchgefiihrt.

Diese Methode zeichnet sich durch eine hohe Transformationseffizienz von bis zu 109
Transformanten/ug intakter Plasmid-DNA aus. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden
500 ml LB-Medium in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit 5 ml UNK des jeweiligen
Stammes beimpft und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgyy) von ca. 0,8-1
angezogen. Nun erfolgten zwei Waschschritte (Zentrifugation: 5 min, 5000 rpm, 4°C) mit
zundchst 200 ml, dann 100 ml eiskaltem H,O. Nachdem die Zellen in 50 ml eiskaltem 15%
Glycerin gewaschen wurden, wird nach erneuter Zentrifugation der Uberstand verworfen und
das Zellpellet in dem restlichen Volumen (ca. 1 ml) resuspendiert. Die kompetenten Zellen

wurden anschlieend zu je 60-100 pl Aliquots bei -80°C gelagert. Fiir die eigentlichen



11T Material und Methoden 54

Transformation wurden die Aliquots auf Eis langsam aufgetaut, mit 1-3 pl Plasmid-DNA
bzw. 4 ul des Ligationsansatztes versetzt, in eine Elektroporationskiivette (2 mm, EQUIBIO)
tiberfiihrt und kurz auf Eis inkubiert. Im Elektroporationsgerit wurde eine Spannung von 2,5
kV zur eigentlichen Transformation angelegt. Die Zellen wurden dann sofort in 1 ml LB
tiberfiihrt und fiir 1 h im Schiittler inkubiert. 100 pl und 900 pl der Kultur wurden jeweils auf
eine Selektionsplatte (LB mit entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert.

Eine vereinfachte Elektroporationsmethode wurde fiir die Transformation von Plasmiden in V.
cholerae angewandt (pers. Mitteilung von K. E. Klose). Dazu wurde ein am Vorabend
gereinigter Stamm auf eine LB-Agarplatte ausgestrichen und 4-5 h bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden anschlieBend mit einem Zahnstocher von der Platte abgenommen und in 1
ml CaCl,-Losung (2 mM, auf 4°C vorgekiihlt) resuspendiert. Nach Zentrifugation fiir 3 min
bei 7500 rpm wurde das Pellet in 200 pl kalter CaCl,-Losung (2 mM) resuspendiert. Die
Transformation erfolgte grundsétzlich wie fiir E. coli beschrieben, allerdings wurden 7 pl
Plasmid-DNA zugegeben und am Elektroporationsgerdt nur eine Spannung von 1,8 kV
angelegt.

Um groBere Mengen an kompetenten V. cholerae zu erzeugen wurde das Protokoll fiir E. coli
angewandt, wobei jede Losung mit 2 mM CaCl, versetzt wurde. Durch die Aufnahme der

Zellen in 15% Glycerin mit 2 mM CaCl, konnten die Aliquots bei -80°C gelagert werden.

4.4. Stammkonstruktionen

Zur gezielten Inaktivierung von Genen in V. cholerae wurden Insertions- und
Deletionsmutanten unter Verwendung von Derivaten der konjugierbaren, pir-abhingigen
Suizidplasmide pGP704 und pKEK229 (Ap") generiert (vgl. III 4.1.). Aufgrund ihres oriR6K
(141) sind diese pir-abhingigen Plasmide in V. cholerae nicht replikationsfiahig.

4.4.1. Inaktivierung eines Gens durch Insertion

Fiir Insertionsmutationen wurde zunéchst ein pGP704-Derivat mit einem internen Fragment
des zu inaktivierenden Gens konstruiert (vgl. III 5.8.1.). Nach der Konjugation des Plasmids
erfolgte die Vermehrung der Konjuganten durch Selektion auf LB/Sm/Ap-Agarplatten. Dabei
handelte es sich um Ap" und Sm'V. cholerae, welche das Suizidplasmid aufgenommen hatten.
Aufgrund der pir-Abhéngigkeit des Suizidplasmides kann bei Ap" V. cholerae von einer
homologen Rekombination des Plasmids iiber das interne Fragment ins Chromosom
ausgegangen werden. Die korrekte Integration wurde durch Southern Blot und/ oder PCR

tiberpriift.
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4.4.2. Inaktivierung eines Gens durch Deletion

1. Amplifikation von Fragmenten 2. Klonierung der Fragmente in pK EK229;
aus dem 5°-und 3'-Bereich des Gens X; Konjugation in V. cholerae und
- R PO
Gen X Selektion (ApR) auf Rekombination in
Gen X;
XIw_, X3y,
“~ -\
X2-y X4-z

3. Selektion auf zweite Rekombination (sacB");

sacB ori R6K bla pKEK229

bla

ori R6K

4. Endprodukt: AGen X (sacB-, Aps);

Abbildung 111.1: Schematische Darstellung einer Deletionsmutagenese von Gen X mit pKEK229. Gezeigt
ist ein linearer Ausschnitt des Chromosoms mit Gen X. Die relevanten Merkmale von pKEK229 wurden
eingezeichnet. Beispielhaft sind die Oligonukleotide X1-v, X2-y, X3-y und X4-z angegeben, die fiir die
Amplifikation der Genfragmente bendtigt werden (vgl. I 5.8.2.).

Die Technik zur Erzeugung von Deletionsmutanten; welche auf der Methode von Donnenberg
und Kaper beruht (73), ist in Abbildung III.1 dargestellt und wird im Folgenden kurz erldutert.
Fiir die Mutagenese wurde das Suizidplasmid pKEK229 verwendet, auf welchem die
Selektionsmarker bla (Ap") und sacB liegen. SacB kodiert fiir die Levansucrase, die
Saccharose in toxisches Levan umwandelt. Die hierfiir benétigten pKEK229-Derivate, welche
stromauf- und stromabwiértsliegende DNA-Fragmente des betreffenden Gens enthielten (vgl.
IIT 5.8.2.), wurden wiederum tiber Konjugation (vgl. III 4.1.) in V. cholerae eingebracht. Die
Konjuganten wurden iiber Austrich auf LB/Sm/Ap-Agarplatten selektiert, anschlieBend in
LB/Sm angezogen und 1 x iiberimpft (Wachstum bei 37°C UN). Diese UNK wurden in LB
verdiinnt und 100 pl der Verdiinnungen 10°-10* auf Suc/Sm-Agarplatten ausplattiert. Da die
Saccharose in Anwesenheit der Levansucrase zur Produktion toxischen Levans fiithrt, findet
eine positive Selektion auf Bakterien statt, welche das zuvor integrierte Plasmid wieder
verloren haben. Dabei konnte entweder der urspriingliche wildtypische Zustand entstehen
oder die Deletion zuriickbleiben. Nach Inkubation der Platten bei RT fiir 2-3 Tage wurden die
Ap® Klone dahingehend durch PCR und/ oder Southern Blot untersucht.
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4.4.3. Deletion mehrerer Gene bzw. Gencluster

1. Erste Mutagenese: Insertion von pKEKmanC::Kanl in manC = manC::pKEKKanl

manC manB amd wbeO wbeP wbeT
fomimmnny] reera]

2

Ka \
SRS

2. Selektion auf homologe Rekombination zwischen wbe-Fragmenten (sacB")
= P27459manC::Kanl

sacB ori R6K bla

anl wbeT
BRERREY

K
Erm TR

pKEKrfbA | sacB
Kanl

bla

ori R6K 3. Zweite Mutagenese: Insertion von pGPwbeTKanll (sacB’, Ap")
= P27459manC::Kanl wbeT::pGPKanll (Ap")

Kanl
L T T ]

pGPwbeT
Kanll
bla
5. Endprodukt: P27459Awbe
kan

R EEE ori R6K

Abbildung 111.2: Schematische Darstellung einer Deletionsmutagenese mehrerer Gene am Beispiel der
Deletion manC bis wheT. Gezeigt ist ein lineaerer Ausschnitt des whe-Genclusters auf dem Chromosom. Die
relevanten Merkmale von pKEK?229 und pGP704 wurden eingezeichnet.

Da die Rekombinationsfrequenz zwischen homologen Bereichen mit zunehmendem Abstand
auf dem Chromosom sehr schnell zuriickgeht, ist die Deletionsmutagenese mit pKEK229-
Derivaten fiir grolere Bereiche ungeeignet. Um dennoch gezielt groBrdumige Deletionen im
wav- und wbe-Gencluster durchfiihren zu konnen, wurde eine Variante dieser
Deletionstechnik unter Verwendung von pKEK229 und pGP704 etabliert. Diese ist in Abb.
II1.2 fiir die Deletion der Bereiche manC bis wbeT dargestellt und wird im weiteren Verlauf
nun kurz erldutert. Nach der Konjugation von pKEKmanC:Kanl in P27459-S, Selektion auf
Suc/Sm-Agarplatten und Analyse der Ap® Kolonien durch PCR und Southern Blot konnte
zundchst die Mutante P27459AmanC::Kanl isoliert werden, die nun 2/3 (N-terminal) von
kanR aus pACYC177 in manC integriert hatte. AnschlieBend wurde das Suizidplasmid
pGPwbeTKanll, welches sowohl Bereiche von wheT als auch 2/3 (C-terminal) von kanR aus
pACYC177 enthielt, durch Konjugation in P27459AmanC::Kanl eingebracht und Ap'
Kolonien etabliert. Nach Selektion auf LB/Km-Agarplatten wurden einzelne Km'/Ap® Klone
isoliert. Durch PCR und Southern Blot wurde die korrekte Deletion der Bereiche manC bis
wbeT in P27459Awbe kontrolliert.
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Die Deletionsmutante P27459Awav wurde auf dhnliche Weise erzeugt. Allerdings musste hier
das essentielle Gen waaA, welches fiir die KDO-Transferase kodiert, erhalten bleiben. Daher
wurden iiber zwei sukzessiv durchgefiihrte Mutagenesen grof3e Deletionen stromaufwérts und
stromabwérts von wavA vorgenommen. Zuerst wurde unter Verwendung der Plasmide
pKEKwavL::Kanl und pGPwavIKanlI die Deletionsmutante P27459AwavL-1::kanR etabliert.
Um die gleiche Technik fiir den zweiten Bereich anzuwenden wurde anschlieBend durch eine
einfache Deletionsmutagenese mit pKEKAKan die Km'-Kassette in P27459AwavL-1::kanR
entfernt. Der nun Km® Stamm P27459AwavL-| stand zur Konstruktion von P27459Awav zur
Verfiigung, die unter Verwendung der Plasmide pKEKwavD::Kanl und pGPwavHKanlI
durchgefiihrt wurde.

4.5. Herstellung von Phagenlysaten

Die Lyse des Phagen K139 ist nicht durch DNA-schiddigende Agenzien (Mitomycin C oder
UV) zu induzieren. Um hochtitrige K139 oder K139.cm9 Phagenlysate zu erhalten (189,
218), wurde deshalb eine UNK des Stammes MAK?757 1:100 in 100 ml LB/10 mM CaCl,
tiberimpft und bei 37°C fiir ungefdhr 30 min inkubiert. Dann wurden 10 pl sterilfiltierter
Uberstand einer UNK des Stammes MAK757K139.cm9 (enthilt spontan freigesetzte
K139.cm9-Phagenpartikel) oder MOI10 (enthélt spontan freigesetzte K139 Phagen)
zugegeben. Der Kolben wurde bei 37°C unter starkem Schiitteln inkubiert, bis die Kultur
deutlich lysiert war. Die Kultur wurde abzentrifugiert und der Uberstand sterilfiltriert. Die
Phagenlysate wurden bei 4°C im Glasgefa3 aufbewahrt.

4.6. Phagenplaque-Studien

Phagenplaque-Studien wurden in Anlehnung an die Plaqueinhibitionsanalysen von Guidolin
und Manning (96) durchgefiihrt. Von einer sich in der spiten log-Phase befindlichen
Bakterienkultur wurden 100 pl zu 8 ml TB-Topagar/10 mM CaCl, (vorgewédrmt in einem
Reagenzglas bei 42°C im Wasserbad) pipettiert. Das Gemisch wurde nach kurzem Vortexen
auf einer LB-Agarplatte gleichmiflig verteilt. Nach Erhdrtung des TB-Topagars wurden
vorsichtig an 2 bis 3 Stellen je 20 pl K139.cm9-Phagenlysat aufgetropft. Die Platten wurden
tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert und am néchsten Morgen auf Plaquebildung

untersucht.
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4.7. MHK- und MBK-Bestimmungen

Die Bestimmung der MBK (minimale bakteriozide Konzentration) von Protamin
(kationisches antimikrobielles Peptid von Sigma) erfolgte nach der Methode von Steinberg et
al. (243). Durch Einhaltung dieser Methode mit den angegebenen Materialien, konnte die
unspezifische Bindung von kationischen Peptiden an Oberflaichenmaterialien vermieden und
damit reproduzierbare Ergebnisse erreicht werden. Die Stimme wurden UN bei 37°C in
MHB-Medium im Schiittelinkubator angezogen, dann in MHB 1:10000 (entspricht ca. 10°-
10° CFU/ml) verdiinnt und jeweils 100 ul der Verdiinnung eines Stammes in eine Reihe einer
Platte mit 96 U-férmigen Vertiefungen (Polypropylen, COSTAR) pipettiert. Fiir Protamin
wurde eine Stammlosung (6 mg/ml) in 0,01% Essigsdure mit 0,2% BSA hergestellt (in 1,5 ml
bzw. 2 ml Reaktionsgefilen aus Polypropylen, Sarstedt bzw. Eppendorf). Diese 10 x
Stammlosungen wurden seriell 1:2 mit 0,01% Essigsdure mit 0,2% BSA in 1,5 ml oder 2 ml
Reaktionsgefaflen (Polypropylen) verdiinnt und jeweils 11,1 pl einer Verdiinnungsstufe zu
einem Stamm in die Mikrotiterplatte gegeben. Pro Stamm wurde ein Kontrollansatz ohne
Zugabe von kationischen Peptiden mitgefiihrt, um Wachstumsdefekte auszuschlieBen, die
nicht auf die Peptide zuriickzufiihren waren. Die Mikrotiterplatten wurden in einem Kontainer
mit feuchten Tiichern fiir 18 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Triibung durch Messung
der ODggo ermittelt.

Die MBK (minimale bakteriozide Konzentration) ist definiert als die Konzentration einer
Substanz, bei der keine liberlebenden Zellen mehr vorhanden sind. Die Bestimmung der MBK
erfolgte durch das Ausstreichen jeweils einer Probe aus mindestens drei unabhéngigen
nacheinander folgenden Ansitzen, beginnend mit der Verdiinnung, in der optisch noch
Wachstum zu erkennen war, gefolgt von drei Verdiinnungen ohne sichtbares Wachstum.

Die MHK (minimale Hemmkonzentration) ist die Konzentration an Detergenz, bei der optisch
kein Wachstum mehr zu erkennen ist. Die Bestimmung der MHK von Novobiocin
(anionisches Detergenz von Sigma) wurde prinzipiell auf die gleiche Art und Weise bestimmt.
Allerdings wurden die Stimme UN in LB-Medium angezogen und verdiinnt. Es wurden
Polystyren Mikrotiterplatten fiir 96 Proben (Greiner) verwendet und die 1,5 mg/ml
Stammldsung ebenso wie die Verdiinnungen in H,O angesetzt. Die getesteten
Konzentrationsbereiche lagen zwischen 1,5 pg/ml bis 23 ng/ml. Um objektive Daten zu
erhalten, wurde das Wachstum einerseits durch die entstandene Triibung in den Vertiefungen

mit dem Auge, andererseits durch Messung der ODgpp mit dem ELISA-Reader analysiert.
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5. Molekularbiologische Methoden

5.1. Praparation von Plasmid-DNA

Die Schnellpriparation von Plasmid-DNA erfolgte nach der von Birnboim und Doly (31)
beschriebenen Methode, die leicht modifiziert wurde. Dazu wurden 2 ml UNK abzentrifugiert
(5 min, RT, 5000 rpm) und das Pellet in 300 pl Puffer 1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA,
100 ug RNAse A/ml, pH 8) resuspendiert. Zum Aufschluss der Zellen wurden 300 pl Puffer 2
(200 mM NaOH, 1% SDS) zugegeben, die Mixtur durch Invertieren gemischt und 5 min bei
RT inkubiert. Danach wurden 300 pl Puffer 3 (2,8 M KAc, pH 5,1) zugegeben, der Ansatz
durch Invertieren gemixt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
(30 min, 4°C, 13000 rpm) wurde der plasmidhaltige Uberstand in ein frisches GeféB iiberfiihrt
und die DNA durch Zugabe von 0,7 x Volumen Isopropanol und Zentrifugation (25 min, RT,
13000 rpm) gefillt. Das Pellet wurde mit 70% kaltem Ethanol gewaschen, anschlieBend
getrocknet und in 30 pl H>0 oder TE aufgenommen. Fiir die Gewinnung reiner Plasmid-DNA

wurde der Plasmidpraparationskit Nucleobond AX von Macherey-Nagel verwendet.

5.2. Praparation von chromosomaler DNA

Um chromosomale DNA zu erhalten wurde die Methode von Grimberg et al. (94)
angewendet. 2 ml einer UNK wurden abzentrifugiert (5 min, RT, 5000 rpm), 1 x in 1 ml TNE
(10 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM NaCl, 10 mM EDTA) gewaschen und das Pellet schlieBlich
in 270 pul TNEX (TNE mit 1% Triton) resuspendiert. Nach Zugabe von 30 pl Lysozymldsung
(5 mg/ml in H,0) wurde fiir 20 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 15 pl Proteinase
K (20 mg/ml in H,0) zugegeben, das Lysat durch Invertieren gemischt und fiir mindestens 2 h
bei 65°C inkubiert. Der Ansatz wurde in ein 2 ml ,,Phase lock gel“-Gefd3 (Eppendorf)
iiberfiihrt mit 400 pl Phenol (gesittigt in TE pH 8, Roth) versetzt und durch Invertieren
gemischt. Nach Zentrifugation (10 min, RT, 13000 rpm) wurden aus 300 pl der wéBrigen
Phase die chromosomale DNA durch Ethanolfillung gewonnen. Dazu wurden 30 pul 5 M
NaCl und 750 pl 100% eiskaltem Ethanol zugegeben und der Ansatz vorsichtig durch
Invertieren gemischt (Ausfiallung der DNA). Nach Zentrifugation (30 min, 4°C, 13000 rpm)
wurde das Pellet mit 70% eiskaltem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 75 pl H,0 oder TE

aufgenommen.
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5.3. Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten in Abhédngigkeit ihrer GroBe wurde eine
horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt (158). Die Agarosekonzentration lag
zwischen 0,6% und 1%. Zur Herstellung des Gels wurde die zuvor abgewogene Agarose
(Gibco) mit dem entsprechenden Volumen 1 x TAE versetzt und in der Mikrowelle
aufgekocht. Nach Abkiihlung auf etwa 50°C wurde die Losung in eine abgedichtete
GieBvorrichtung mit eingesetztem Kamm gegossen. Nachdem das Gel polymerisiert war,
konnte der Kamm entfernt, das Gel in der Gelkammer korrekt zur Laufrichtung positioniert
und die Proben, welche zuvor mit einer entsprechenden Menge 10 x Proben-Puffer versetzt
worden waren, aufgetragen werden. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Zur
GroBenbestimmung diente die 1 kb DNA Leiter (New England Biolabs bzw. Gibco) oder die
SmartLadder™ (Eurogentec). Die Auftrennung erfolgte bei einer angelegten Spannung von
100 V. Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad angeférbt
und unter UV-Licht analysiert.

5.4. Southern Blot

Das Southern Blot Verfahren (240) wurde angewandt, um DNA-Fragmente durch
Hybidisierung zu identifizieren. Die chromosomale DNA (~15 pg) wurde mit geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut und auf einem 0,7%igen Agarosegel aufgetrennt. Das Gel
wurde mit Ethidiumbromid geférbt, wodurch unter UV-Licht die DNA-Fragmente sichtbar
gemacht werden konnten. Zudem wurde das Gel zusammen mit einem fluoreszierenden
Lineal fotografiert, um spater den Grofenmarker bzw. den Grofenstandard auf die Membran
tibertragen zu konnen. Dies ermoglichte die Bestimmung der ungefahren GroBlen der
hybridisierten Fragmente.

Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mittels einer Vakuum-Blot-Apparatur aus dem
Agarosegel auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond-N") transferiert. Um eine hohe
Transfereffizienz zu erreichen, erfolgte zunichst eine Depurinierung der DNA fiir 15 min mit
einer 250 mM HCI-Losung (Losung I), anschlieBend wurde die DNA fiir 20 min in Losung 1
(1,5 M Na(Cl, 0,5 M NaOH) denaturiert. Nach Neutralisierung fiir 30 min in Loésung II1 (1,5 M
NaCl, 0,5 M Tris, pH 7,5) erfolgte der eigentliche Transfer fiir 60 min mit 20 x SSC (0,3 M
NaCitrat, 3 M NaCl, pH 7). Die DNA wurde durch Crosslinking mit UV-Strahlung kovalent
an die Membran gebunden, welche anschliefend in einer Hybridisierungslosung (enthalten im
ECL-Kit, angesetzt mit 0,5 M NaCl) fiir 1 h bei 42°C vorhybridisiert wurde. Danach wurde
die markierte Sonde, 200 ng eines gereinigten PCR-Produkts, zugegeben und UN bei 42°C
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hybridisiert. Die Markierung der Sonde mit Peroxidase erfolgte nach Herstellerangaben
(ECL-Kit, Amersham Pharmacia Biotech). Am nichsten Tag wurde die Membran 2 x fiir 20
min und 1 x fiir 10 min mit Waschlésung 1 (6 M Harnstoff, 0,4% SDS, 0,5 x SSC,
vorgewédrmt auf 42°C) bei 42°C und 2 x fiir 5 min bei RT in Waschlosung 2 (2 x SSC)
gewaschen. Die Detektion der hybridisierten DNA-Fragmente erfolgte nach Inkubation der
Membran fiir 1 min in Detektionslosung (enthalten im ECL-Kit) und anschlieBender
Visaulisierung der Peroxidaseaktivitit iiber einen, fiir zundchst 2 min, aufgelegten
Rontgenfilm. Je nach Signalstirke wurde anschlieBend nochmals ein Film fiir kiirzere oder
langere Zeit aufgelegt. Zur erneuten Hybridisierung mit einer weiteren Sonde wurde die
Membran mit kochender 0,5%ige SDS-Losung iibergossen und auf einem Schiittler bis zur
Abkiihlung auf RT inkubiert. Nach kurzem Waschen in 2 x SSC konnte die Prozedur,

beginnend mit der Vorhybridisierung, erneut erfolgen.

5.5. Restriktionsverdau und Ligation

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen (Invitrogen, New England Biolabs), das
Auffiillen iberstehender Enden durch das Klenow-Enzym (Invitrogen), die
Dephosphorylierung mit der alkalischen Phosphatase (CIP von New England Biolabs), sowie
die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel (TAE) und die
Ligation der DNA-Fragmente mit der T4 DNA Ligase (Invitrogen) erfolgte nach
Standardvorschriften (158, 235). Die Aufreinigung der DNA-Fragmente aus Lésungen und
Agarosegelen (TAE) erfolgte mit dem QIAquick-System(Qiagen).

5.6. PCR

Der PCR-Ansatz (184) wurde fiir Standardanwendungen entweder mit der Taq DNA-
Polymerase (New England Biolabs) oder mit dem Mastermix (Eppendorf) nach
Herstellerangaben angesetzt. Fiir die Erzeugung von PCR-Produkten, die in Klonierungen
eingesetzt werden sollten, wurde das Triple Master PCR System (Eppendorf) mit 3'-5'-
Exonuklease-Aktivitit verwendet. Die Denaturierungstemperatur fiir die DNA betrug 95°C,
die Polymerisationstemperatur fiir den Mastermix 68°C, fiir die Taq DNA-Polymerase bzw.
das Triple Master PCR System jedoch 72°C. Die Hybridisierungstemperatur richtete sich
nach der Schmelztemperatur der Primer/ DNA-Komplexe, wobei fiir jedes hybridisierende
AT-Paar 2°C und fiir jedes hybridisierende GC-Paar 4°C angenommen wurden (bei
unterschiedlichen Schmelztemperaturen der Primer wurde die niedrigere Temperatur als

Hybridisierungstemperatur benutzt). Die Zykluszahl betrug 30, die Polymerisationsdauer
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richtete sich nach der GroBe des zu amplifizierenden DNA-Stiickes, wobei pro 1000
Nukleotide eine Minute gerechnet wurde.

Zur schnellen Uberpriifung korrekter Klone wurde eine Aufkoch-PCR durchgefiihrt. Dazu
wurden geringe Mengen eines UN-Austriches des betreffenden Klons in 30 pl H,O geldst und
fiir 10 min bei 100°C aufgekocht. Durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 5 min wurden
storende Partikel aus dem Uberstand beseitigt. Fiir die PCR wurden 2-5 pl des Uberstands

eingesetzt.

5.7. DNA-Sequenzierung

Das Prinzip der Sequenzierung beruht auf der Methode von Sanger et al. (228). Fiir die
Sequenzierung dienten generell 2-4 pl eines Plasmid aus einer Schnellpriaparation (vgl. III
5.1.) als Ausgangsmaterial. Dazu wurde 1 pl des jeweiligen Sequenzierprimers (100uM)
gegeben und mit H,O auf ein Volumen von 8 pl aufgefiillt. Diese Proben wurden im zentralen
DNA-Labor des Instituts fiir Hygiene und Mikrobiologie weiterbearbeitet. Die
Sequenzierreaktion erfolgte mit dem Big dye Terminator v1.1 Cycle sequencing Kit (Applied
Biosystems) nach Angaben des Herstellers und die Analyse der Proben mit dem auomatischen
Sequenzierer ABI377. Die endgiiltigen Sequenzen wurden als Computerdateien zur

Verfligung gestellt.

5.8. Plasmidkonstruktionen

5.8.1. Plasmide zur Konstruktion von Insertionsmutanten (pGP704-Derivate)

Alle Plasmide fiir die Erzeugung von Insertionsmutanten wurden auf dhnliche Art und Weise
hergestellt. Dazu wurde ein internes Fragment des jeweiligen Zielgens durch PCR
amplifiziert, wobei grundsétzlich chromosomale DNA von P27459 als Template verwendet
wurde. Dagegen wurde bei der Konstruktion von pGPwaalL V194, pGPwavMV194 und
pGPwavLV194 chromosomale DNA von V194, bei pGPwbfK chromosomale DNA von
MO10 als Template benutzt. Die verwendeten Oligonukleotide (sieche Tabelle 111.2) wurden
durchgéngig mit X-Sacl-intern und X-Xbal-intern bezeichnet, wobei X filir das jeweilige
Zielgen steht. Um Verwechslungen zu vermeiden, wurde bei Oligonukleotiden zur
Konstruktion von Suizidplasmiden fiir Insertionsmutanten in V194 noch die
Stammbezeichnung zugefiigt. Eine Ausnahme stellen die Oligonukleotide wavL-Sacl-intern

und wavL-Xbal-intern da. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit von wavL aus P27459 und V194
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konnten diese Oligonukleotide sowohl zur Konstruktion von pGPwavL, als auch von
pGPwavLV194 verwendet werden. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden mit Xbal und
Sacl verdaut und in das Plasmid pGP704, welches zuvor ebenfalls Xbal und Sacl behandelt
und dephosphoryliert worden war, ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in kompetente
SM10Apir Zellen transformiert. Ap" Kolonien wurden durch PCR und Restriktionsverdau der
daraus préparierten Plasmide {iberpriift. Dadurch entstanden die Plasmide pGPX, wobei X fiir
das jeweilige Gen steht.

Zur Erzeugung der Plasmide pGPompUphoA und pGPhutAphoA wurde zunidchst ein
Fragment, welches den eigenen Promotor und interne Bereiche des betreffenden Gens
enthielt, durch PCR amplifiziert. Dafiir wurden die Oligonukleotide ompU-Sacl und ompU-
Kpnl bzw. hutA-Sacl und hutA-Kpnl verwendet. Die PCR-Fragmente wurden aufgereinigt,
mit Sacl und Kpnl verdaut und in das Plasmid pGPphoA, welches zuvor ebenfalls Sacl und
Kpnl behandelt und dephosphoryliert worden war, ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in
kompetente SM10Apir Zellen transformiert. Ap" Kolonien wurden wie oben beschrieben
tiberpriift. Nach Integration dieser Plasmide ins Chromosom von V. cholerae stand die

Expression von PhoA nun unter der Kontrolle des Promotors des jeweiligen Zielgens.

5.8.2. Plasmide zur Konstruktion von Deletionsmutanten (pKEK229-Derivate)

Fiir die Erzeugung von Suizidplasmiden zur Deletionsmutagenese einzelner Gene (vgl.
Kapitel III 4.4.2.) wurde ebenfalls eine einheitliche Strategie angewendet. Dazu wurden
Fragmente aus dem 5°- und 3’-Bereich des jeweiligen Zielgens, die teilweise noch Bereiche
beachbarter Gene enthielten, iiber PCR mit chromosomaler DNA von P27459 als Template
amplifiziert (siche Abbildung III.1). Die verwendeten Oligonukleotide (siche Tabelle II1.2)
wurden generell mit X1-v und X2-y fiir die 5’-Bereiche und X3-y und X4-z fiir die 3’-
Bereiche bezeichnet, wobei X fiir das jeweilige Zielgen und v, y und z fiir die zur weiteren
Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme stehen. Die dafiir notwendigen Schnittstellen
wurden durch die Oligonukleotide eingefiihrt. Die aufgereinigten PCR-Produkte der 5°- und
3’-Bereiche wurden mit dem Restriktionsenzym y verdaut und ligiert. Das Ligationsprodukt
wurde unter Verwendung der Oligonukleotide X1-v und X4-z aus dem Ligationsansatz durch
PCR amplifiziert, aufgereinigt, mit den Restriktionsenzymen v und z verdaut und in das
Plasmid pKEK229, welches ebenfalls mit diesen Restriktionsenzymen behandelt und
dephosphoryliert worden war, ligiert. Dieses Ligationsprodukt wurde nun in kompetente
SM10Apir Zellen transformiert. Ap" Kolonien wurden durch PCR und Restriktionsverdau der

daraus préparierten Plasmide iiberpriift. Dadurch entstanden die Plasmide pKEKAX, wobei X
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fiir das jeweilige Gen steht. Bei der Konstruktion von pKEKAwavL zur Erzeugung einer 336
bp Deletion wurde als X3-y Oligonukleotid wavL3a-BamHI, bei pKEKAlwavL zur
Erzeugung einer 918 bp Deletion wurde als X3-y Oligonukleotid wavL3b-BamHI eingesetzt.

5.8.3. Plasmide zur Konstruktion von Gencluster-Deletionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden iiber eine neue Variante der Deletionstechnik mit pKEK229
die zwei Mutanten P27459Awbe, mit einer Deletion von 16 kb, und P27459Awav, mit zwei
Deletionen von 5 bzw. 8 kb, konstruiert (vgl. III 4.4.3. und Abbildung I11.2). Fiir P27459Awbe
wurden die Plasmide pKEKmanC::Kanl und pGPwbeTKanlI benétigt. Die Fragmente mit den
5’- und 3’-Bereichen von manC wurden durch PCR unter Verwendung der Oligonukleotide
manCl-Sacl und manC2-BamHI bzw. manC3-EcoRI und manC4-Xbal, sowie
chromosomaler DNA von P27459 als Template amplifiziert, aufgereinigt und mit BamHI
bzw. ECORI verdaut. Desweiteren wurde ein 800 bp Fragment des kanR von pACYC177 mit
den Oligonukleotiden kanl-BamHI und kanl-EcoRI amplifiziert, aufgereinigt und mit BamHI
und ECORI verdaut. Dieses Fragment enthielt den Promotor, die Shine-Dalgarno-Sequenz und
ca. 2/3 (N-terminal) des gesamten Gens. Alle drei verdauten Fragmente wurden in eine
Ligation eingesetzt, das Ligationsprodukt mit den Oligonukleotiden manC1-Sacl und manC4-
Xbal aus dem Ligationsansatz durch PCR amplifiziert, aufgereinigt, mit den
Restriktionsenzymen Sacl und Xbal verdaut und in das Plasmid pKEK229, welches ebenfalls
mit diesen Restriktionsenzymen behandelt und dephosphoryliert worden war, ligiert. Dieses
Ligationsprodukt wurde nun in kompetente SM10Apir Zellen transformiert. Ap" Kolonien
wurden durch PCR und Restriktionsverdau der daraus préaparierten Plasmide {iberpriift.

Die fiir P27459Awav notwendigen Plasmide pKEKwavL::Kanl und pKEKwavD::Kanl
wurden unter Verwendung der Oligonukleotidpaare wavL1-Sacl/ wavL2-BamHI, wavL.3-
EcoRIl/ wavL4-Xbal, wavDI1-Sacl/ wavD2-BamHI und wavD3-EcoRI/ wavD4-Xbal auf
entsprechende Weise hergestellt.

Weiterhin wurde fiir P27459Awbe das Plasmid pGPwbeTKanll benétigt. Dazu wurde durch
PCR mit den Oligonukleotiden wbeT-Ncol und wbeT-Xbal, sowie chromosomaler DNA von
P27459 als Template ein internes Fragment von wbeT amplifiziert, aufgereinigt und mit Ncol
und Xbal verdaut. Daneben wurde ein C-terminales Fragment (800 bp) des kanR von
pACYCI177 mit den Oligonukleotiden kanlI-Sacl und kanlI-Ncol amplifiziert, aufgereinigt
und mit Sacl und Ncol verdaut. Die beiden verdauten PCR-Produkte wurden in das mit Sacl

und Xbal behandelte und dephosphorylierte Plasmid pGP704 ligiert. Dieses Ligationsprodukt
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wurde in kompetente SM10Apir Zellen transformiert und Ap" Kolonien wurden wie oben
beschrieben tiberpriift.

Die fiir P27459Awav notwendigen Plasmide pGPwavIKanll und pGPwavHKanll wurden
unter Verwendung der Oligonukleotidpaare wavI-Ncol/ wavI-Xbal und wavH-Ncol/ wavH-
Xbal auf entsprechende Weise hergestellt.

Fiir die Deletion von kanR in P27459AwavL-I::kanR wurde das Plasmid pKEKAkanR wie in
IIT 5.8.2. beschrieben konstruiert. Dazu wurden die Oligonukleotidpaare wavL1-Sacl/ wavL.2-

HindlII und wavI3-Hindlll/ wavl4-Xbal verwendet.

5.8.4. Expressionsplasmide

Expressionsplasmide dienten zur Komplementation von inaktivierten Genen in trans. Dabei
wurden unterschiedliche Expressionsplasmide verwendet. Falls nicht anders vermerkt, wurde
fiir die jeweilige PCR chromosomale DNA von P27459 als Template verwendet. Alle
Ligationsprodukte wurden in kompetente XL1-Blue Zellen transformiert. Kolonien, welche
die jeweilige Resistenz des transformierten Plasmids erworben hatten, wurden durch PCR und
Resriktionsverdau der daraus préiparierten Plasmide liberpriift.

Im Fall von pGEMwavL und pTrc99AwavL wurde wavL durch PCR mit den
Oligonukleotiden wavL-5’-EcoRI und wavL-3’-BamHI amplifiziert. Das aufgereinigte PCR-
Produkt wurde entweder direkt in pGEM®-T easy (Promega) ligiert oder mit ECORI und
BamHI verdaut und in das Plasmid pTrc99A, welches ebenfalls mit diesen
Restriktionsenzymen behandelt und dephosphoryliert worden war, ligiert.

Fir pGEMwavL(N-term) bzw. pGEMosmK wurde das PCR-Produkt mit den
Oligonukleotiden wavL-5’-EcoRI und wavL-N-term-up bzw. osmK-5’-Sacl und osmK-3’-
Xbal amplifiziert, aufgereinigt und direkt in pPGEM®-T easy ligiert.

Die Konstruktion der Plasmide pTrc99AwavD und pTrc99Awav] erfolgte durch
Amplifikation der Gene iiber PCR mit den Oligonukleotiden wavJ-5’-Sacl und wavJ-3’-Xbal
bzw. wavD-5’-Ncol und wavD-3’-HindIIl, Aufreinigung der PCR-Produkte sowie Verdau
dieser mit Sacl und Xbal bzw. Ncol und HindIIl. AnschlieBend wurden diese in das Plasmid
pTrc99A iiber die jeweiligen Restriktionsschnittstellen ligiert.

Das fir die TnlacZ- und TnphoA-Mutagenese bendtigte Plasmid pBAD18waal entstand
durch Ausschneiden von waal aus pBAD18-KanwaaL unter Verwendung von Nhel und Kpnl
mit anschlieBender Aufreinigung und Ligation von waal in das mit Nhel und Kpnl goffnete,
dephosphorylierte Plasmid pBAD18.
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Fiir die Komplementation von ompU wurde das Gen durch PCR mit den Oligonukleotiden
ompU-5’-Sacl und ompU-3’-Sphl amplifiziert, aufgereinigt, mit Sacl und Sphl verdaut und in
das Plasmid pBADI18-Kan, welches ebenfalls mit Sacl und Sphl behandelt und
dephosphoryliert worden war, ligiert. Das Plasmid pBAD18-KanwbeH entstand auf dhnliche
Weise unter Verwendung der Oligonukleotide wbeH-5"-Sacl und wbeH-3’-Xbal, sowie den
Restriktionsenzymen Sacl und Xbal. Die gleichen Enzyme wurden auch bei der Klonierung
von pBAD18-KanwbfK eingesetzt, wobei hier in die PCR die Oligonukleotide wbfK-5’-Sacl
und wbfK-3’-Xbal und chromosomale DNA von MO10 als Template eingesetzt wurden. Die
Plasmide pBADI18-KanwaalLV194 und pBADI18-KanwaaLwavMV194 wurden durch
Amplifikation der Gene durch PCR mit den Oligonukleotidpaaren waal.-V194-5’Sacl/ waal-
V194-3’Kpnl bzw. wavM-V194-5’Sacl/ waal.-V194-3’Kpnl und chromosomaler DNA von
V194 als Template, Aufreinigung und Ligation der Sacl und Kpnl behandelten PCR-Produkte
in das Plasmid pBAD18-Kan, welches ebenfalls mit diesen Restriktionsenzymen behandelt
und dephosphoryliert worden war, konstruiert. Durch Verdau von pBADIS-

LV entfernt und

KanwaalLwavMV 194 mit Xbal und anschlieBender Religation konnte waa
das Plasmid pBAD18-KanwavMV 194 etabliert werden.

Um die Aktivitdt der O Antigenligase niher zu untersuchen, wurden die Expressionsplasmide
pBADI18-KanwaalL_hybridP27459/V194 und pBADI18-Kanwaal. hybridV194/P27459 mit
Hybriden aus N- bzw. C-terminalen Bereichen von waalL"*"**’ und waaL"'** konstruiert. Dazu
wurden die N-terminalen Fragmente durch PCR unter Verwendung der Oligonukleotiden
waaL-O1-5"Nhel und waaL-O1-up-Ncol im Fall von waalL™"*® bzw. waal-V194-5'Nhel
und waaL-V194-upNcol fiir waal"'** amplifiziert. C-terminale Fragmente wurden analog mit
den Oligonukleotiden waal-Ol-down-Ncol und waal.-O1-3’Kpnl bzw. waal-V194-
downNcol und waal.-V194-3’Kpnl vervielfdltigt. Nach der Aufreinigung der PCR-Produkte
wurden die N-terminalen Fragmente mit Nhel und Ncol, die C-terminalen Fragmente mit
Ncol und Kpnl verdaut und zur Erzeugung von Hybriden in der geforderten Kombination in
das Plasmid pBADI18-Kan, welches mit Nhel und Kpnl behandelt und dephosphoryliert

worden war, ligiert. Neben diesen Hybridkonstruktionen wurden weiterhin die N- und C-

terminalen Fragmente eines jeden waalL so in pBADI18-Kan ligiert, dass wieder die

P274 194
L759 LV9

vollstindigen Gene waa und waa
entstanden. Fiir diese beiden Konstrukte, pBAD18-Kanwaal. hybridP27459/P27459 und

pBADI18-KanwaalL hybridV194/V194, konnte die Komplementation in den entsprechenden

, nun aber mit eingefiigter Ncol-Schnittstelle,

Mutanten gezeigt werden. Dadurch konnte ein Funktionsverlust durch Insertion der
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Schnittstelle und der damit einhergehenden AS nahezu ausgeschlossen werden. Durch
Sequenzierung wurde die Konstruktion der Hybride kontrolliert.

Das Plasmid pBAD18-Kanwaal. hybridV194/P27459wavM wurde durch Amplifikation von
wavM durch PCR mit den Oligonukleotiden wavM-V194-5’Kpnl und wavM-V194-3’Kpnl
sowie chromosomaler DNA von V194 als Template, Aufreinigung und Ligation der Kpnl
behandelten PCR-Produkte in das Plasmid pBADI8-KanwaalL hybridV194/P27459
konstruiert.

Fiir die Erzeugung von pBROlcore zur Komplementation verschiedener wav-Gene in trans,
wurden zunichst die 5 bzw. 8 kb grolen PCR-Fragmente, welche die Bereiche wavD bis
wavH und wavJ bis wavlL kodierten, durch PCR mit den Oligonukleotidepaaren corel-Kpnl/
core2-BamHI und core3-BamHI/ core4-Xbal verfielfiltigt, aufgereinigt, mit Kpnl und BamHI
bzw. BamHI und Xbal verdaut und sukzessiv in das Plasmid pWSK129, welches entweder
mit Kpnl und BamHI oder BamHI und Xbal gedffnet und dephosphoryliert worden war,
ligiert. Da das so hergestellte Plasmid pWSKO1core aufgrund seiner Grofle nicht effizient in
V. cholerae transformiert werden konnte, wurde der Bereich mit den wav-Genen durch
Verwendung von Kpnl und Xbal ausgeschnitten, gereinigt, mit Klenow-Enzym behandelt und
in das Plasmid pBR322, welches mit ECORV geodffnet und dephosphoryliert worden war,
ligiert. Das Plasmid pBRO1core konnte in einer Dreifach-Konjugation (siche Kapitel I1I 4.2.)

in V. cholerae eingebracht werden.

5.8.5. Expressionsplasmide mit His-Tag

Die Konstruktion von pTOPOwavL und pTOPOwavM zur Expression von WavL bzw WavM
mit C-terminaler His-Tag Fusion erfolgte mit dem pCR®T7 TOPO® TA Expression Kit
(Invitrogen). Die Gene wurden durch PCR mit den Oligonukleotiden wavL-topo-up und
wavL-topo-down sowie chromosomaler DNA von P27459 als Template bzw. wavM-topo-up
und wavM-topo-down sowie chromosomaler DNA von V194 als Template amplifiziert. Nach
Aufreinigung der PCR-Produkte wurden diese in pCR®T7/ CT-TOPO® ligiert und das
Ligationsprodukt in kompetente TOP10F” Zellen transformiert. Ap" Kolonien wurden durch
PCR und Resriktionsverdau der daraus priparierten Plasmide iiberpriift.

Um WaaL und ToxR von P27459 als rekombinante Proteine mit N-terminaler His-Tag Fusion
zu exprimieren, wurde das Plasmid pQE30waal"’*"** konstruiert. Dazu wurde das Gen
waaL"™"*” durch PCR mit den Oligonukleotiden waaL-start-Kpnl und waaL-stop-KpnI
amplifiziert. Die chromosomale DNA von P27459 diente als Template. Nach Aufreinigung
der PCR-Produkte wurde dieses mit Kpnl verdaut und in das Plasmid pQE30, welches zuvor
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mit Kpnl behandelt und dephosphoryliert worden war, ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in
kompetente XL1-Blue Zellen transformiert. Um eine Expression von WaaL™"**° zunichst
weitgehend zu unterdriicken wurde den LB/Ap-Agarplatten 0,2% Glc beigefligt. Ap"
Kolonien wurden wie oben beschrieben iiberpriift.

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung kontrolliert.

5.8.6. Plasmide fur die Transposonmutagenese

Das in dieser Arbeit entwickelte Transposonplasmid-System wurde aus bereits bestehenden
Plasmiden zusammengestellt. Zunidchst wurde das Ausgangsplasmid pKD46 aus GM2163
préapariert, mit Clal verdaut und religiert. Der Ligationsansatz wurde in kompetente XL1-Blue
transformiert. Da es sich um ein temperatursensitives Replikationssystem handelte, wurden
Zellen mit diesem Plasmid fiir die folgenden Arbeiten bei 30°C inkubiert. Ap" Kolonien
wurden durch Restriktionsverdau der daraus gewonnen Plasmide kontrolliert. Das dadurch
entstandene 3,6 kb groBe Plasmid pKDClal hatte beachtliche Teile des Red-Systems, den
durch Arabinose induzierbaren Promotor sowie araC verloren. Das Plasmid pZT344, das als
Quelle fiir das Tn10-System diente, wurde mit ECORI in drei Fragmente gespalten, wobei die
groBte und die kleinste Bande (3 und 1,5 kb) aufgereinigt wurden und in eine Ligation mit
dem Plasmid pKDClal, welches mit ECORI gedffnet und anschlieBend dephosphoryliert
worden war, eingesetzt. Das Ligationsprodukt wurde in kompetente XL1-Blue Zellen
transformiert. Um eine Expression der Transposase zunichst weitgehend zu unterdriicken,
wurde den LB/Ap/Cm-Agarplatten 0,2% Glc beigefiigt. Ap" und Cm" Kolonien wurden durch
Restriktionsverdau der daraus priparierten Plasmide iiberpriift, wodurch pStSchcat isoliert
werden konnte. Durch Verdau von pStSchcat mit BamHI, Religation, Transformation des
Ligationsprodukts in kompetente XL1-Blue Zellen und Uberpriifung der Ap" und Cm®
Kolonien konnte pStSch isoliert werden. Um das Transposonplasmid pStSchcatpirkan zu
etablieren, wurde durch PCR cat aus pACYC184 ohne eigenen Promotor mit den
Oligonukleotiden cat-BamHI und cat-Kpnl, pir aus SM10Apir ebenfalls ohne eigenen
Promotor mit den Oligonukleotiden pir-Kpnl und pir-Ncol und kanR mit eigenem Promotor
aus pACYC177 mit den Oligonukleotiden kan-Ncol und kan-BamHI amplifiziert. Diese PCR-
Produkte wurden aufgereinigt, mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Ncol verdaut und zu
gleichen Teilen in eine Ligation eingesetzt. Uber eine PCR mit den Oligonukleotiden cat-
BamHI und kan-BamHI konnte das Ligationsprodukt amplifiziert werden. Nach Aufreinigung
und Inkubation mit BamHI wurde das PCR-Produkt in das Plasmid pStSch, welches mit

BamHI geoffnet und anschlieBend dephosphoryliert worden war, eingesetzt. Das
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Ligationsprodukt wurde anschlieend in kompetente XL1-Blue Zellen transformiert. Um eine
Expression der Transposase zundchst weitgehend zu unterdriicken, wurde den LB/Ap/Km-
Agarplatten 0,2% Glc beigefiigt. Ap" und Km' Kolonien wurden durch Resriktionsverdau der
daraus préparierten Plasmide tiberpriift, wodurch pStSchcatpirkan isoliert werden konnte. Das

Tnl10-Derivat TncatpirkanR wurde durch Sequenzierung kontrolliert.

5.9. TnlacZ- und TnphoA-Mutagenese mit pBADwaal

Zur Uberpriifung der vorhergesagten Transmembrantopologie von WaaL®' durch verfiigbare
Computerprogramme (vgl. III 10.) wurden iiber Transposonmutagenese Proteinfusionen von
WaalL mit PhoA oder LacZ hergestellt. Im Fall der Waal-PhoA Fusionen wurde
pBADI18waalL in den Stamm IS212, welcher ein TnphoA auf dem A-Phagen besitzt,
transformiert. Geeignete Verdiinnungen von UNK der Ap" Kolonien wurden auf LB-
Agarplatten mit einer Kanamycinkonzentration von 300 pg/ml ausplattiert. Km' Kolonien
wurden durch Abwaschen von den Platten und Resuspendieren in LB vereinigt. Aus diesem
Gemisch wurde eine Plasmidprdparation angefertigt, welche anschlieBend in CCI118
transformiert wurde. Die Transformation wurde auf LB/Ap/Km/X-Phos-Agarplatten mit
0,02% Arabinose ausplattiert, wodurch aktive Waal-PhoA-Fusionen durch Blaufarbung
detektiert werden konnten. Die Transposition von TnphoA in waalL auf pPBAD18waal., welche
zur Entstehung von diversen pBAD18waaL.::TnphoA-Konstrukten fiihrte, wurde durch PCR
und Sequenzierung mit den Oligonukleotiden phoA-seq und waal-O1-5’Nhel kontrolliert.

Zur Erzeugung von Waal-LacZ Fusionen wurde pBADI18waal. in den Stamm CC313
transformiert, welcher pOxygen mit TnlacZ auf dem Chromosom trigt. Geeignete
Verdiinnungen von UNK der Ap" Kolonien wurden auf LB-Agarplatten mit einer
Kanamycinkonzentration von 300 pg/ml ausplattiert. Km' Kolonien wurden durch
Abwaschen von den Platten und Resuspendieren in LB vereinigt. Aus diesem Gemisch wurde
eine Plasmidpréiparation angefertigt, welche anschlieBend in CC118 transformiert wurde. Die
Transformation wurde auf LB/Ap/Km/X-Gal-Agarplatten mit 0,02% Arabinose ausplattiert,
wodurch aktive Waal-LacZ-Fusionen durch Blaufarbung der Kolonien detektiert werden
konnten. Die Transposition von TnlacZ in waal auf pBAD18waal., welche zur Entstchung
von diversen pBADI18waal::TnlacZ-Konstrukten fiihrte, wurde durch PCR und

Sequenzierung mit den Oligonukleotiden lacZ-seq und waal.-O1-5’Nhel kontrolliert.
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5.10. AS-Austausch in WaalL

Um gezielt Punktmutationen in WaaL. von V. cholerae O1 und SARC6 einzubringen, wurde
der QuikChange® site-directed mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. Die jeweilige PCR
wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurde zum einen
pQE30waal"™"*® als Ausgangsplasmid und die Oligonukleotidpaare waal-R186M und
waal-R186M-antisense fiir den Austausch von R'*® zu M, waalL-H309A und waalL.-H309A-
antisense fiir den Austausch von H>* zu A, waalL-H311A und waal.-H311A-antisense fiir den
Austausch von H*'! zu A, sowie waalL-H309/311A und waal.-H309/311A-antisense fiir den
Austausch von H*® und H’"' zu je einem A eingesetzt. Zum anderen diente pWQ322 als
Ausgangsplasmid unter Verwendung der Oligonukleotide waalSal-H321A und waalSal-
H321A-antisense fiir den Austausch von H**' zu A und waalSal-R208M und waalSal-R208M-
antisense fiir den Austausch von R*® zu M. Durch Verdau der PCR mit Dpnl fiir 2 h bei 37°C
konnte das Ausgangsplasmid abgebaut werden. 4 ul der so behandelten PCR wurden in XL1-
Blue transformiert, von den Ap" Kolonien das Plasmid prépariert und durch Sequenzierung
auf den jeweiligen AS-Austausch iiberpriift. Um die Expression und Komplementation von
WaaLP# 9 RIM. Waal™? - 1A, WaaLP??™ P H"A und WaaLP*O1P%81A oy
{iberpriifen, wurden die zugehorigen Plasmide pQE30waaL"*"***-R186M, pQE30waal"*"*"’-
H309A, pQE30waal"™**-H311A und pQE30waaL""*°-H309/311A in MOI10Awaal
transformiert. Um die Expression und Komplementation von Waal>**“_.R**M und
Waal S*RC_H*'A zu {iberpriifen, wurden die zugehdrigen Plasmide pWQ322-R186M und
pWQ322-H321A in SL3749 transformiert. In beiden Féllen wurden Ap" Transformanten
durch Ausstreichen einmal gereinigt und eine UNK in LB/Ap mit 0,02% Arabinose
angeimpft. Am niichsten Tag wurde aus der UNK einerseits LPS (vgl. III 6.1.), andererseits
ein Gesamtzellextrakt pripariert. Dazu wurden 500 ul der UNK abzentrifugiert (5000 rpm, 5
min), in 1 ml 1 x PBS gewaschen, anschlieBend in 50 ul 5 x Ldmmli-Puffer aufgenommen

und UN bei 42°C inkubiert.

6. Biochemische Methoden

6.1. Praparation von LPS

Fiir die Isolierung von LPS wurde erstmals eine neue Methode (pers. Mitteilung von J.
Nesper) ohne Verwendung von Phenol getestet. Dazu wurde die ODgoo der jeweiligen UNK

bestimmt und ein Volumen, welches einer Zellzahl von ODgyp = 1 entsprochen hat,
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abzentrifugiert (5 min, 5000 rpm, RT). Dadurch wurde immer eine annihernd gleiche Zellzahl
fiir unterschiedliche Préparationen eingestellt. Das Zellpellet wurde einmal in 1 ml 1 x PBS
gewaschen und danach in 100 pl Lysepuffer (4,5 ml H,O, 800 pul Glycerin, 1,6 ml 10% SDS,
400 pl B-Mercaptoethanol, 500 pul 1 M Tris/HCI pH 6,8 und 3-4 Korner Bromphenolblau)
resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieBend durch Erhitzen auf 100°C fiir 30 min
aufgeschlossen. Zum Abbau von Proteinen wurden danach 20 pl Proteinase K-Ldsung (20
mg/ml, Sigma) zugegeben und die Probe iiber Nacht bei 55°C inkubiert. Je 12 ul der Proben
konnten nun ohne weitere Behandlung direkt auf ein PAA-Gel (Protean Xi Cell) geladen
werden. Zur Aufbewahrung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

Fiir die in vitro '*C Einbauversuche (vgl. III 6.10.) war eine modifizierte Praparationsmethode
des LPS ohne storende Substanzen notwendig. Dazu wurden 50 ml einer UNK des
betreffenden Stammes abzentrifugiert (10 min, 4000 rpm, RT), 1 x in TMD (50 mM Tris/HCI
pH 7,5, 10 mM MgCl,, ImM DTT) gewaschen und schlieBlich in 1,5 ml TMD resupendiert.
Die Lyse der Zellen erfolgte in einem Zellaufschlussgerdt bei maximaler Geschwindigkeit
unter Verwendung von Silikatkiigelchen (Lysing Matrix B, Q BioGene). Intakte Zellen,
groflere Zellfragmente sowie die Silikatkiigelchen wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm
fiir 5 min und anschlieBend bei 13000 rpm fiir 1 min vom Uberstand getrennt. Dieser wurde in
ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und in einer Ultratischzentrifuge bei 60000 rpm fiir 30
min abzentrifugiert. Das Pellet, in welchem das LPS enthalten war, wurde in 500 ul TMD
resuspendiert, mit 16 pl Proteinase K-Losung (20 mg/ml, Sigma) versetzt und UN bei 55°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurde das LPS erneut durch Ultrazentrifugation pelletiert, 2 x in
2 ml TMD mit Proteaseinhibitormix (Complete EDTA-free, Boehringer-Ingelheim)
gewaschen und schlieBlich in 500 pl TMD mit Proteaseinhibitormix resuspendiert. Zur

Aufbewahrung wurden die Proben bei -20°C gelagert.

6.2. SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen und LPS erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (147). Dazu wurden PAA-Gele mit einer Polyacrylamid-
Endkonzentration von 15% fiir Proteine bzw. 15 bis 16,5% fiir LPS angefertigt. Die
Herstellung des Laufpuffers und der Losungen fiir das Gieen der SDS-Gele erfolgte wie im
Laborhandbuch beschrieben (158). Dafiir wurde eine gebrauchsfertige 30% Acrylamid-/ 0,8%
Bisacrylamid-Stammldsung (Roth) verwendet. Die SDS-PAGE wurde in Protein-
Gelapparaturen von BioRad (Mini Protean III fiir Proteine und LPS bei Western Blots,
Protean II Xi Cell fiir LPS) durchgefiihrt, wobei fiir die Auftrennung von Proteinen 14 mA
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pro Gel und fiir die Auftrennung von LPS 18 mA pro Gel angelegt wurden. Das
Probenvolumen betrug bei Proteinen je nach Anwendung zwischen 5 und 15 pl und bei LPS

12 pl.

6.3. Farbung von Proteinen in PAA-Gelen

Die Fiarbung von Proteinen erfolgte durch Inkubation der PAA-Gele nach SDS-PAGE in
Coomassie-Férbelosung (0,2% Coomassie Briliant Blue R250, 40% Methanol, 10% Eisessig)
tiber Nacht. Anschlielend wurde der Hintergrund durch Schwenken in Entfarbelosung (40%
Methanol, 10% Eisessig) entférbt.

6.4. Silberfarbung von LPS in PAA-Gelen

Der Nachweis von LPS in PAA-Gelen erfolgte nach einer leicht abgewandelten Methode der
Silberfarbung (pers. Mitteilung W. Brabetz), die urspriinglich von Tsai und Frasch entwickelt
worden war (260). Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel iiber Nacht in 100 ml
Fixierlosung (25% Isopropanol, 7% Essigsdure) auf einem Schiittler inkubiert. Am nichsten
Tag wurde das LPS fiir 10 min in 100 ml Fixierlosung mit 0,87 g NaJO, (Sigma) oxidiert.
Nach 3 Waschschritten mit H,O fiir je 30 min wurde das Gel fiir 10 min in einer frisch
angesetzten Féarbelosung (70 ml H,0 + 1,4 ml 1 M NaOH + 1 ml NH; konz. + 1,25 ml 20%
AgNO;; dabei ist es wichtig, die angegebene Reihenfolge der Substanzen beim
Zusammenmischen einzuhalten) inkubiert. AnschlieBend wurde 3 x fiir 15 min mit H,O
gewaschen und dann in 200 ml Entwickler (2,5% Na,COs + 27 ul 40% Formaldehyd, frisch
angesetzt und auf 60°C vorgewérmt) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ml
50 mM EDTA (pH 8) gestoppt. Nach 10 min wurde das Gel in H,O gelegt und darin bis zum
Trocknen im Geltrockner aufbewahrt.

6.5. Western Blot

Der Western Blot wurde zum immunologischen Nachweis von Proteinen einerseits, sowie des
O Antigens und der Kapsel von O139 andererseits eingesetzt. In beiden Fillen erfolgte
zunidchst die Auftrennung der Proben durch SDS-PAGE wund anschlieBend der
elektrophoretische Transfer vom PAA-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (259).

Fiir Proteine wurde die Semi-Dry-Apparatur (BioRad) nach Anleitung des Herstellers
verwendet und eine Spannung von 20 V fiir 30 min angelegt. Danach wurde die Membran 2 x
in TBS (150 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,5) fiir je 10 min gewaschen. Anschlieend
wurden freie Bereiche mit 3% BSA in TBS iiber Nacht bei 4°C abgesittigt. Nach 2 x
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Waschen in TBS-Tween-Triton (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05% Tween 20,
0,2% Triton X-100) und einmal in TBS fiir je 10 min erfolgte die Inkubation mit dem ersten
Antikorper (Anti-Penta-His-Antikorper, Qiagen, 1:2500 in TBS mit 3% BSA) fiir 1 h bei RT.
Nachdem erneut die Waschschritte mit TBS-Tween-Triton und TBS durchgefiihrt worden
waren, wurde die Membran mit dem Sekundirantikorper (Anti-Maus IgG gekoppelt mit
Meerettichperoxidase, Dianova, 1:5000 in TBS mit 10% Magermilch) fiir 1 h bei RT
inkubiert. Bevor der Nachweis mit ECL-Reagenz erfolgte, wurde die Membran noch 4 x mit
TBS-Tween-Triton fiir je 10 min gewaschen. Der Nachweis der Protein-Antikorperkomplexe
erfolgte nach Herstellerangaben mit dem ECL-Reagenz (Amersham), eine Substanz, die nach
enzymatischer Spaltung durch die Meerrettichperoxidase luminesziert. Zur Detektion der
Chemilumineszenz wurde ein Autoradiographiefilm zwischen 2 min und 1 h aufgelegt.

Zum Nachweis der Waal-PhoA-Fusionen wurden je 500 pl einer UNK in LB/Km mit 0,02%
Arabinose von CCI118 mit dem ensprechendem pBADI18waal-TnphoA-Konsrukt
abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min), in 1 ml 1 x PBS gewaschen, anschlieBend in 50 pl 5 x
Lammli-Puffer aufgenommen und fiir 30 min bei 100°C inkubiert. Als Kontrolle wurde ein in
derselben Weise préparierter Extrakt aus CC118 verwendet. Fiir den Western Blot wurden 10
ul jeder Probe elektrophoretisch im PAA-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine
auf die Nitrocellulosemembran wurde die Membran 2 x in TBS fiir je 10 min gewaschen, mit
10% Magermilchpulver in TBS iiber Nacht bei 4°C abgesittigt, erneutt 2 x in TBS fiir je 10
min gewaschen und schlieBlich fiir 2 h mit dem Meerrettichperoxidase gekoppelten Anti-
PhoA-Antikdrper (BioTrend, 1:5000 in TBS mit 10% Magermilch) inkubiert. Nach 4 x
Waschen in TBS-Tween-Triton fiir je 10 min erfolgte direkt die Detektion mit dem ECL-
Reagenz.

Da sich LPS wesentlich schlechter als Proteine transferieren 14Bt, wurde ein adaptiertes
Protokoll angewandt (pers. Mitteilung W. Brabetz). Nach der Elektrophorese wurde das Gel
fir 30 min in 4°C kaltes H,O gelegt. Der Transfer erfolgte anschlieBend in einem mit
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol; pH 8,3) gefiilltem
Tankblotgerit bei einer Spannung von 40 V fiir 24 h bei 4°C. Nach dem Blotten wurde das
LPS auf der Membran durch Inkubation bei 37°C fiir 2 h fixiert. Die freien Bereiche der
Membran wurden anschliefend in Blocklosung (5% Magermilchpulver in TBS) fiir 2 h bei
RT abgesittigt. Als primire Antikorper wurde ein polyklonales Antiserum (gegen das O
Antigen der Serogruppe 0139, 1:1000 in Blocklésung verdiinnt, Inkubation UN bei 4°C) und
als sekundirer Antikorper ein Anti-Kaninchen IgG (gekoppelt mit Meerettichperoxidase,
Dianova, 1:10000 in Blocklosung verdiinnt, Inkubation 2 h bei RT) verwendet. Nach jeder
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Inkubation mit Antikdrpern wurde 3 x mit TBS (je 10 min) gewaschen. Der Nachweis

erfolgte wie oben beschrieben mit dem ECL-Reagenz.

6.6. Praparation von Au3enmembranproteinen

Die Priparation von Proteinen der AM erfolgte nach Carlone et al. (42). Dazu wurden 50 ml
einer UNK des betreffenden Stammes bei 4000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert, das Pellet in
15 ml Hepes-Puffer (10 mM, pH 7,4) gewaschen und in 1,5 ml Hepes-Puftfer (10 mM, pH 7,4)
mit Proteaseinhibitormix (Complete, Boehringer-Ingelheim) resuspendiert. Die Lyse der
Zellen erfolgte in einem Zellaufschlussgerdt bei maximaler Geschwindigkeit unter
Verwendung von Silikatkiigelchen (Lysing Matrix B, Q BioGene). Intakte Zellen, groBere
Zellfragmente sowie die Silikatkiigelchen wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 2
min vom Uberstand mit den AM-Proteinen getrennt. Dieser wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 liberfiihrt und die Proteine bei 15000 rpm fiir 30 min abzentrifugiert. Das
Membranpellet wurde dann in 400 ul Hepes-Puffer (10 mM, pH 7,4) resuspendiert und
anschlieend mit 400 ul Hepes-Puffer (10 mM, pH 7,4) mit 2% Sarcosyl gemischt. Dieses
Gemisch wurde unter gelegentlichem Invertieren bei RT fiir 30 min inkubiert. Danach wurden
die Proteine erneut abzentrifugiert (15000 rpm fiir 30 min), das Pellet in 500 pl Hepes-Puffer
(10 mM, pH 7,4) gewaschen und letztlich in 50 ul Hepes-Puffer (10 mM, pH 7,4) mit
Proteaseinhibitormix (Complete, Boehringer-Ingelheim) aufgenomen. Davon wurden je nach
ODgoo der UNK 5-12 ul fiir eine SDS-PAGE verwendet, wobei eine anndhrend vergleichbare

Proteinmenge in allen Spuren angestrebt wurde.

6.7. Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

Um die B-Galaktosidase-Aktivitit der Waal-LacZ Fusionen in dem Stamm CC118 mit den
verschiedenen pBADwaal-lacZ-Derivaten zu bestimmen, wurde ein [-Galaktosidase-
Aktivitétstest (161) durchgefiihrt. Dazu wurde 1 ml einer durch Zugabe von Arabinose
induzierten UNK des betreffenden Klons abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min, RT) und in 1 ml
Z-Pufter (16,1 g Na,HPO, x H,0, 5,5 g NaH,PO,4 x H,0, 0,75 g KCI, 0,246 g MgSO4 x 7
H,0, ad 11 H,0) aufgenommen. Mit je 100 ul dieses Ansatzes wurde zum einen die ODggp
bestimmt, zum anderen wurden 100 pl in 900 pl Z-Puffer gegeben und mit je 25 pl
Chloroform und SDS (0,1%) versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT konnte durch Zugabe
von 100 pl 2-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (oNPG, 0,4% in Z-Puffer gelost) die
Reaktion gestartet werden. Beim Eintreten der Gelbfarbung wurde die Reaktion mit 500 pl 1
M Na,CO; gestoppt. Als Negativkontrolle diente der lacZ”™ Stamm CCI118, wobei die



11T Material und Methoden 75

Reaktion nach 30 min abgestoppt wurde. Nach kurzem Abzentrifugieren (13000 rpm, 1 min)
wurde die OD4ys gemessen und die Aktivitdit (Produkt in pmol pro Zeit in min und

eingesetztem Volumen in 1) nach folgender Formel berechnet:

Aktivitat (“moy _ j __ AE«ws-Vi
min-1 t-£-Vo-d-ODsoo

AE49s = Extinktion von 0-Nitrophenol bei 405 nm V.= Endvolumen des Ansatzes (1 ml)
t = Reaktionszeit (min) V,, = Probenvolumen (100 pl)
d = Schichtdicke der Kiivette (1 cm) ODy = eingesetzte Bakterienmenge

¢ = Extinktionskoeffizient von 0-Nitrophenol (4860 1/mol-cm)

6.8. Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat

Die bestimmung der Phosphatase-Aktivitdt der WaaL-PhoA Fusionen in dem Stamm CC118
mit den verschiedenen pBADwaal-phoA-Derivaten erfolgte in Anlehnung an den
Phosphatase-Aktivitdtstest von Manoil (161). Dazu wurde 1 ml einer durch Zugabe von
Arabinose induzierten UNK des betreffenden Klons abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min, RT), in
1 ml P1-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl) gewaschen und schlief8lich in 1 ml P1-
Puffer aufgenommen. Mit je 100 pl dieses Ansatzes wurde zum einen die ODgyp bestimmt,
zum anderen wurden 100 pl in 900 pl P2-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 0,1 mM ZnCl,)
gegeben und mit je 25 pl Chloroform und SDS (0,1%) versetzt. Nach 5 min Inkubation bei
RT konnte durch Zugabe von 100 pl p-Nitrophenylphosphat (pNPP, 0,4%) die Reaktion
gestartet werden. Beim Eintreten der Gelbfarbung wurde die Reaktion mit 125 ul 2,5 M
K,HPO, gestoppt. Als Negativkontrolle diente der phoA” Stamm CC118, wobei die Reaktion
nach 30 min abgestoppt wurde. Nach kurzem Abzentrifugieren (13000 rpm, 1 min) wurde die
ODy4os gemessen und die Aktivitdt (Produkt in pmol pro Zeit in min und eingesetztem
Volumen in 1) nach der Formel (siche III 6.7.) berechnet. Der Extinktionskoeffizient von
pNPP betrigt 9600 I/mol-cm.

Desweiteren wurde dieser Test verwendet, um Verdnderungen der Genregulation unter
verschiedenen Bedingungen bei V. cholerae zu untersuchen. Dazu wurde die Phosphatase-
Aktivitdt von verschiedenen V. cholerae Stimmen gemessen, die eine pGPphoA-Insertion in
ompU oder hutA hatten. Da die UNK dieser Stimme in Minimalmedium M9 mit
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen angezogen wurden und phoA als einzelne Kopie auf
dem Chromosom vorlag, wurden jedoch 2 ml UNK abzentrifugiert und letztlich nur in 500 pl

P2-Puffer aufgenommen.
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6.9. Aufreinigung von Proteinen mit His-Tag

Die rekombinanten His-Tag-Proteine WavL und WavM wurden in BL21 (DE3) pLysS bzw.
BL21 (DE3) mit C-terminaler V5 Epitop/ Hisg-Fusion exprimiert. Nach der Transformation
der Plasmide pTOPOwavL oder pTOPOwavM wurden die Bakterien in 400 ml LB/Ap bis zu
einer ODgpp von ca. 0,8 bei 37°C und 200 rpm im Schiittler kultiviert. Danach wurde die
Temperatur auf 20°C herabgesetzt, die Expression der His-Tag-Proteine durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration 1 mM) in die Kultur induziert und die Bakterien UN bei RT
inkubiert. Zur Aufreinigung der Proteine wurden die UNK bei 5000 rpm fiir 5 min bei 4°C
pelletiert, in LEW (50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, pH 8) gewaschen und in 1,5 ml LEW
mit Proteaseinhibitormix (Complete EDTA-free, Boehringer-Ingelheim) aufgenommen. Die
Lyse der Zellen erfolgte in einem Zellaufschlussgerdt bei hochster Einstellung unter
Verwendung von Silikatkiigelchen (Lysing Matrix B, Q BioGene). Intakte Zellen, groBere
Zellfragmente sowie die Silikatkiigelchen wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 10
min bei 4°C vom Uberstand getrennt. Fiir die Aufreinigung von WavL wurden die Protino®™
Ni 1000 prepacked columns (Macherey-Nagel) entsprechend der Anleitung des Herstellers
verwendet. Nachdem der Uberstand auf die Siule, welche zuvor mit 2 ml LEW equilibriert
wurde, geladen war, wurde 2 x mit je 2 ml LEW gewaschen. SchlieBlich konnte WavL mit
1,5 ml Elutionspuffer (50 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8) eluiert
werden. Da WavM trotz wiederholten Versuchen unter diversen Bedingungen nicht an die
Protino® Ni 1000 prepacked columns gebunden hat, wurde in diesem Fall der Uberstand des
Lysat nach dem Aufschluss der Zellen gegen 2 1 TMD bei 4°C dialysiert (Dialyseschlauch
VISKING, Typ20/32, Roth). Als Negativkontrolle diente Lysat aus BL21 (DE3), welches
ebenso behandelt wurde. Durch die Dialyse war das Zelllysat weitgehend frei von stérender
Hintergrundaktividt wie de novo-Synthese von LPS oder Proteinbiosynthese. Das gereinigte
WavL bzw. die dialysierten Zelllysate wurden direkt fiir den '*C-Glykosyltransferase-Assay
(vgl. TIT 6.10.) verwendet und durch SDS-PAGE mit anschlieBender Fiarbung durch
Coomassie (vgl. III 6.2.-6.3.), sowie durch Western Blot iiberpriift (vgl. III 6.5.).

6.10. In vitro *C-Glykosyltransferase-Assay

Die Aktivititen der Glykosyltransferasen WavM und WavL wurden in einem Experiment mit
radioaktiv markierten Substraten untersucht. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 25 pul
gereinigtem LPS (vgl. III 6.1.), radioaktiv markierten UDP-'*C-Zuckern (0,2 pCi mit einer
spezifische Aktivtit von 304 mCi/mmol, Amersham Biosciences) und 50 pl Zellextrakt fiir

WavM bzw. gereinigtem WavL (vgl. III 6.9.) zusammen und wurde mit TMD auf 108 pl
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Endvolumen aufgefiillt. Zur Kontrolle wurden die gereinigten LPS-Proben, die Zellextrakte
und das gereinigte WavL einzeln mit radioaktiv markierten UDP-'*C-Zuckern in TMD
gemischt. Nach Inkubation der Reaktionen UN bei 37°C wurde das LPS bei 13000 rpm fiir 30
min abzentrifugiert und in 50 pl Lysepuffer aufgenommen. Davon wurden 25 pl fiir eine
SDS-PAGE (vgl III 6.2.) verwendet. Danach wurde das PAA-Gel getrocknet und zur
Detektion der Radioaktivitit ein Rontgenfilm fiir 5-14 Tage aufgelegt. Zur Kontrolle wurden
15 pl des gereinigten LPS auf das gleiche PAA-Gel geladen. Diese Spuren wurden nach der
SDS-PAGE abgetrennt und das LPS durch Silberfarbung (vgl. III 6.4.) sichtbar gemacht.

6.11. Proteinsequenzierung

Die Sequenzierung von Proteinen wurden im Labor von Dr. A. Sickmann am Rudolf-Virchow
Zentrum der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Die Proteinbande wurde dazu aus einem mit

Coomassie gefiarbten PAA-Gel nach der SDS-PAGE ausgeschnitten.

7. Phanotypische Tests

7.1. Serumresistenztest

Das Uberleben von V. cholerae in Gegenwart von Humanserum (gewonnen und vereinigt von
4 Labormitgliedern) wurde mit logarithmisch wachsenden Zellen bestimmt. Ein Aliquot einer
Kultur (I ml) wurde abzentrifugiert, in PBS/ 0,1% Pepton gewaschen und 250 ul dieser
Kultur mit 20% menschlichem Serum in PBS/ 0,1% Pepton (Endvolumen 400 pl) gemischt.
Parallel wurde ein Ansatz mit 20% hitzeinaktiviertem Serum angesetzt. Die
Hitzeinaktivierung war zuvor durch Inkubation fiir 30 min bei 56°C erfolgt. Nach Inkubation
bei 37°C fiir 45 min wurden die Zellen abzentrifugiert, gewaschen, verdiinnt in PBS/ 0,1%

Pepton und verschiedene Verdiinnungsstufen auf LB-Agarplatten ausplattiert.

7.2. Resistenz gegenuber Gallensauren

Die Resistenz gegeniiber Gallensdure wurde durch Wachstum auf TCBS-Agarplatten
untersucht. Die Bakterien wurden hierzu ausgehend von einer LB-Agarplatte mit geeignetem
Antibiotikum auf eine TCBS-Agarplatte ausgestrichen. Um einen Effekt der anderen
Bestandteile des Mediums auszuschlieBen, wurden die Bakterien parallel auf einer TCS-

Agarplatte mit geeignetem Antibiotikum ausgestrichen.
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7.3. Wachstum unter Salzstress

Das Wachstum von V. cholerae unter Salzstress wurde in einer Wachstumskurve ermittelt.
Um Einfliisse durch verschiedene Substanzen des Vollmediums zu verhindern, wurde fiir
diese Testreihen das definierte Minimalmedium M9 mit 0,2% Glc verwendet. Dazu wurden
100 pul einer in M9 angezogenen UNK der betreffenden Stimme in 5 ml Testmedium (M9 mit
NaCl) iiberimpft. Die NaCl-Konzentrationen lagen zwischen 750 und 1000 mM, wobei in
Abstinden von 50 mM getestet wurde. Um die Eigenschaft von Betain als schiitzende
Substanz unter Salzstress zu untersuchen, wurde in einigen Féllen parallel eine zweite
Testreihe gestartet. Dazu wurde das Tesmedium, welches nun mit 2 mM Betain versetzt war,
wie oben beschrieben beimpft. Die NaCl-Konzentrationen im Experiment lagen hier bei 900,
950 und 1000 mM NaCl. Die Kulturen wurden in Kapsenbergrohrchen bei 37°C bei 200 rpm
geschiittelt. Nach 24, 48 und 72 h wurde das Wachstum durch Messung der ODggo jeder

Kultur bestimmt.

7.4. Adhasion an Mukus

Die Adhésionsversuche von V. cholerae an Mukus wurden von der Arbeitsgruppe Dr. C.
Fourestier in Clermont-Feround, Frankreich durchgefiihrt. Die Assays wurden wie kiirzlich
beschrieben (84) an konfluent gewachsenen Monolayern der humanen Darmzelllinie HT-29-

Rev MTX 107 (150) in Zellkulturschalen durchgefiihrt.

8. Elektronenmikroskopie

Die Probenvorbereitung und Analyse am Transmissionselektronenmikroskop (TEM) erfolgte
am Biozentrum der Universitdt Wiirzburg im Labor von Herrn Prof. Dr. G. Krohne. Fiir die
Analyse ganzer Zellen wurde ein Tropfen der in M9 resuspendierten Bakterien auf ein mit
Pioloform beschichtetes Nickelnetzchen gegeben, fiir ca. 30 sec inkubiert, mit 0,5%
Uranylacetatlosung abgespiilt und schlieBlich fiir weitere 30 sec mit einem Tropfen
Uranylacetatlosung kontrastiert. Die Fliissigkeit wurde vorsichtig mit einem Filterpapier
abgesaugt.

Zur O Antigen-Detektion wurden 500 pl der jeweiligen UNK abzentrifugiert (5000 rpm, 5
min), in 1 x PBS gewaschen und UN bei 4°C in 1 x PBS mit 4% Formaldehyd fixiert. Nach 5
x Waschen fiir je 3 min in 1 x PBS bei 4°C wurden die freien Aldehydgruppen durch
Inkubation mit 50 mM NH4CI fiir 15 min bei RT abgesittigt und die Probe erneut 5 x fiir 3
min in 1 x PBS bei 4°C gewaschen. Anschlie8end erfolgte die Entwiasserung der Probe durch

Inkubation fiir 2 x 30 min bei 4°C in Losungen mit steigender Ethanolkonzentration (30, 50,



IIT Material und Methoden 79

70, 90 und 100%). Nach Inkubation in einem Ethanol/ LR-White-Gemisch (1:1) UN bei 4°C
wurde die Probe 4 x mit LR-White fiir 4 h oder UN bei 4°C iiberschichtet, anschieBend in
eine Gelantinekapsel tiberfiihrt und zur Polymerisation fiir mindestens 3 Tage bei 40°C
gelagert.

Am Ultramikrotom wurden Schnitte mit einer Dicke von ca. 50 nm angefertigt und auf ein
mit Pioloform beschichtetes Nickelnetzchen gelegt.

Nach Waschen fiir jeweils 5 min in 1 x PBS und in TEM1 (1% BSA und 0,1% Tween 20 in 1
x PBS) wurden die Nickelnetzchen 1 h mit dem ersten Antikdrper (O139-Antiserum, 1:50 in
TEM1) inkubiert. Nach 4 x Waschen fiir je 10 min in TEM1 und 1 x in TEM2 (0,1% BSA
und 0,1% Tween 20 in 1 x PBS) erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikoérper (Anti-
Kaninchen IgG mit 6 nm Goldkiigelchen gekoppelt, Dianova, 1:10 in TEM2) fiir 1 h. Nach 2
x Waschen in TEM2 und 1 x PBS fiir je 10 min wurde fiir 2 min ein Tropfen 1,25%
Glutaraldehydldsung zugegeben. Danach wurde erneut 3 x mit H,O fiir 5 min gewaschen. Die
Kontrastierung erfolgte fiir 5 min mit Uranylacetatlosung (2%). Nach 2 x Waschen in H,O fiir
30 sec wurde fir 5 min mit Bleicitrat inkubiert und wiederum 2 x mit H,O fiir 30 sec
gewaschen. Die Fliissigkeit wurde vorsichtig mit einem Filterpapier abgesaugt.

Die Proben wurden am TEM analysiert. Durch eine eingebaute Plattenkamera konnten von

den Praparate Aufnahmen erstellt werden.

9. Tierversuche

Die Tierversuche wurden von der Arbeitsgruppe Dr. K. E. Klose in San Antonio, Texas
durchgefiihrt. Verwendet wurden 5-6 Tage alte CD1 MAuse, die 2 h vor der Inokulation mit V.
cholerae von dem Muttertier getrennt wurden. Im sogenannten ,,competition assay* wurde die
Kolonisierungsfihigkeit von V. cholerae Mutanten (P27459 bzw. MO10-Derivate, lac’) mit
dem Wt P27459lacZ (lac’) bzw. MO10lacZ (lac) fiir O1-Stimme verglichen (136). Uber den
direkten Vergleich von Wt und Mutante in jeder Maus konnten Effekte durch Variationen in
der Kolonisierungsfahigkeit von Tier zu Tier ausgeschlossen werden. Die Stimme wurden
UN bei 37°C in LB angezogen, gewaschen und in 150 mM NaCl verdiinnt. Mutante und Wt
wurden gemischt und mit einem blauen Lebensmittelfarbstoff versetzt. 50 pl dieser
Bakteriensuspension (enthielten ungefihr 10’ CFU Mutanten und 10’ CFU Wt) wurden mit
Hilfe eines Schlauches in den Magen der mit Ather betiubten neugeborenen Miuse injiziert.
Parallel wurden geeignete Verdiinnungen dieses Inokulums auf LB/X-Gal-Agarplatten
ausplattiert, um die exakte Lebendzellzahl von Mutanten und Wt im Inokulum zu bestimmen.

Die Méuse wurden fiir 24 h ohne Nahrung bei 30°C gehalten, anschlieBend getotet und der
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Diinndarm herausprépariert. Nach Homogenisierung des Darms wurden geeignete
Verdiinnungen auf LB/Sm/X-Gal-Agarplatten ausplattiert, um die Lebendzellzahl von
Mutanten und Wt im Darmhomogenat zu bestimmen. Der ,,competitive index* (CI) wurde
folgendermallen ermittelt: Verhéltnis von Mutanten/Wt im Diinndarmhomogenat geteilt durch

das Verhaltnis von Mutanten/Wt im Inokulum.

10. Computeranalysen

Seit August 2000 ist die DNA-Sequenz des Stammes N16961 aus dem V. cholerae
Genomprojekt zusammen mit den annotierten ORFs veroffentlicht (106) und damit 6ffentlich
zuganglich (http://www.tigr.org/tdb/).

Weitere Sequenzanalysen erfolgten mit folgenden Programmen:

Suche nach Protein- und DNA-Homologie:
http://tigrblast.tigr.org/cmr-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Sequenzvergleich auf Protein- und DNA-Ebene:
http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Dominensuche:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi

,»Carbohydrate-Active Enzymes* (CAZy)-Datenbank fiir Enzyme, die Zucker aktivieren,

modifizieren oder transferieren:
http://afmb.cnrs-mrs.ft/CAZY/

Topologieanalyse:
http://www.enzim.hu/hmmtop/
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/
http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html
http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html
http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/

Erstellung von Hydrophobizititsdiagrammen:
http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/bc_mcampbell genomics 1/m

edialib/activities/kd/kyte-doolittle.htm
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IV Ergebnisse

1. Versuch eines Kern OS-/ O Antigen-Austausches bei V. cholerae O1

Die bedeutende Funktion von O Antigen und Kern OS von O1 und O139, sowie der Kapsel
von O139 bei der Infektion wurde u .a. im Mausmodell durch die Attenuation der LPS- und
Kapsel-Mutanten im Vergleich zum Wt gezeigt (191, 194). Um eine direkte Beteiligung von
O1 LPS bei der Kolonisierung des Cholera-Erregers nachzuweisen, sollte das O Antigen bzw.
das Kern OS des pathogenen Stammes P27459-S durch analoge Strukturen aus anderen Gram
Bakterien ersetzt werden. Da spédtere Wechselwirkungen zwischen bereits vorhandenen und
neu eingebrachten wbe- bzw. wa*-Genen ausgeschlossen werden sollten, mussten im
pathogenen Ausgangsstamm P27459-S zundchst die wbe-Gene bzw. die wa*-Gene
weitgehend deletiert werden. Durch vorangegangene Analysen des wa*- und wbe-Genclusters
war geniigend Information iiber die betroffenen chromosomalen Bereiche vorhanden, um
definierte Deletionen in diesen Genclustern im Ausgangsstamm P27459-S zu erzeugen. Fiir
den O Antigen-Austausch wurde ein 16 kb groBer Bereich von manC bis whbeT deletiert. Da
alle untersuchten V. cholerae Stamme bis zur Hep II im Kern OS keine Unterschiede zeigen,
war ein weiterer Zuckerverlust im Kern OS fiir den Austausch nicht erforderlich. Beziiglich
des Kern OS-Austausches mussten daher die 5 bzw. 8 kb groflen Bereiche wavD-H und wavl-
L deletiert werden, wobei jedoch die Expression der zum Teil essentiellen Genprodukte
(WaaC, WavC und WaaA) nicht beeintrachtigt werden sollte. Fiir die Erzeugung solch
umfangreicher Deletionen, wurde eine neue Methode etabliert, die auf dem Mutagenese-
Verfahren mit den Suizidvektoren pKEK229 und pGP704 basiert. Diese ist in Kapitel III
4.4.3. kurz dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8

LPS mit | ==
O1 Antigen .

LPS mit
0139 Antigen
Lipid A/ Kern OS [
-Komplex

Abbildung IV.1: LPS nach SDS-PAGE (15%) und Silberfarbung. 1: Wt P27459-S; 2: P27459Awbe; 3:
P27459Awbe pRMB2; 4: P27459Awbe pSSV1223K; 5: Wt P27459-S; 6: P27459Awav; 7: P27459Awav
pBROlcore; 8: P27459AwavL pBRO]1core;
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Die Abbildung IV.1 zeigt das LPS der Mutanten P27459Awbe und P27459Awav. Wie
erwartet war im LPS von P27459Awbe kein O Antigen mehr vorhanden (Abb. IV.1, Spur 2).
Der Lipid A/ Kern OS-Komplex zeigte keinen Unterschied zum Wt. Der O Antigen-Defekt
konnte durch Transformation des Plasmids pRMB2 in die Mutante aufgehoben werden (Abb.
IV.1, Spur 3). Desweiteren war die Synthese der Kapsel und des O Antigens von O139 durch
Einbringen des Plasmids pSSV1223K, auf welchem das wbf-Gencluster von 0139 kodierte,
moglich (Abb. IV.1, Spur 4). Die Kapsel konnte durch eine Western Blot-Analyse unter
Verwendung eines O139-Antiserums nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Expressionsversuche diverser O Antigene aus anderen Bakterien blieben jedoch erfolglos.
Dazu zéhlten die O Antigene von E. coli O4 (103), K. pneumoniae O1 (276), Vibrio
anguillarum O2 (8), S. enterica sv. Borreze (132) und Yersinia entercolitica O:8 und O:3 (4,
21)

Die Deletion der wa*-Gene hingegen bewirkte neben dem Verlust des O Antigens auch eine
deutliche Verdnderung des Laufverhaltens des Lipid A/ Kern OS-Komplexes (Abb. IV.1,
Spur 6). Die schnellere Migration der Lipid A/ Kern OS-Bande bei der Mutante deutet auf ein
stark reduziertes Kern OS hin. Ein Verlust der putativen Heptosyl-II-Transferase WaaF fiihrt
spétestens nach der Heptose I zu einem Abbruch der Kern OS-Biosynthese. Da somit auch die
im dufleren Bereich des Kern OS liegende Akzeptorstelle fiir das O Antigen fehlt, kann in
P27459AwavL dieses nicht mehr angeheftet werden. Das Plasmid pBRO1core konnte nur die
Migration des Lipid A/ Kern OS-Komplexes verdndern, aber nicht die Anheftung des O
Antigens bewirken (Abb. IV.1, Spur 7). Daher wurde zunichst versucht, mit pBRO1core die
Mutante P27459Awavl-L zu komplementieren. Auch hier konnte das Einbringen von
pBROIcore die O Antigen-Anheftung nicht bewirken (Daten nicht gezeigt). Erfolgreiche
Komplementationsversuche einzelner wa*-Gene wie z. B. wavL in P27459AwavL zeigten
aber, dass pBROIcore durchaus die Anheftung des O Antigens ermoglichen kann (Abb. IV.1,
Spur 8, vgl. mit LPS von P27459AwavL in Abb. VLS5, Spur 9). Aufgrund der fehlenden

Komplementation wurde von einem Kern OS-Austausch abgesehen.

Da friihere Studien eine Beteiligung des LPS bei der Adhdsion an den Mukus des
Darmepithels andeuteten (22), wurde die konstruierte O Antigen-Mutante P27459Awbe
hinsichtlich der Adhésion an Mukus-produzierende Zellen getestet. Um die Wechselwirkung
zwischen O Antigen und Mukus auch in der zweiten virulenten Serogruppe O139 zu
analysieren, wurde die O Antigen- und Kapsel-Mutante MO10AwaalLotnA verwendet. Fiir die

Kultivierung der Bakterien wurde AKI-Medium benutzt, da in die Untersuchung auch eine
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toxR-Mutante einbezogen wurde. Bei Wachstum in AKI-Medium ist das ToxR-Regulon,
unter dessen Einfluss wichtige Virulenzfaktoren wie z. B. das Choleratoxin und der Toxin-

koregulierte Pilus (TCP) stehen, induziert (119, 166).

Tabelle 1V.1: Adhésion von O Antigen-Mutanten von V. cholerae an den Mukus. Angegeben sind die
Mittelwerte aus zwei unabhdngigen Testreihen. 1) Zur Kultivierung der Bakterien wurde AKI-Medium
verwendet. 2) Die Adhédsionsrate der Bakterien an den Mukus in Prozent wurde wie folgt berechnet: eingesetzte
Bakterien/ adhérierte Bakerien - 100.

Anzahl der adhérierte v
Stamm eingesetzten Bakterien Adha(s)l%nsrate
Bakterien " (CFU pro cm’) (%)
Wt MO10 9,6 - 10° 4.4-10° 46
MO10AwaalotnA 9,5-10° 1,5-10° 15
Wt P27459-S 7,6+ 10° 5,5-10° 72
P27459AtoxR 1,3-10° 25-10° 19
P27459Awbe 1,0 - 10° 1,1-10° 11

Die Ergebnisse sind in Tabelle IV.1 aufgefiihrt. Dabei zeigten P27459-S und MO10, die Wt
Stimme der Serogruppen O1 und O139, eine durchweg hohe Adhisionsrate von 72 bzw.
46%. Alle getesteten Mutanten adhérierten schlechter als der jeweilige Wt. Bei der Mutante
P27459AtoxR wurde eine Verringerung der Adhdsionsrate um den Faktor 3 beobachtet. Im
Fall der LPS-Mutanten konnte fiir MO10AwaalLotnA eine dreifache, fiir P27459Awbe sogar

eine sechsfache Reduktion im Vergleich zum Wt festgestellt werden.

2. Die O1/ O139-spezifischen Gene wavD und wavJ

2.1. Verbreitung und Funktionsanalyse von WavD und WavJ

Vergleichende Analysen des wa*-Genclusters von pathogenen und apathogen V. cholerae
Isolaten zeigten eine Assoziation zwischen der Féhigkeit Cholera zu verursachen und einem
bestimmten wa*-Gencluster (Typ 1) auf (191). Um den Aufbau und die mdgliche Rolle der
Kern OS-Struktur der Cholera-verursachenden Isolate mit dem wa*-Gencluster Typ 1 zu

verstehen, wurden die kodierten Genprodukte WavJ] und WavD im Detail untersucht.
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Abbildung 1V.2: Southern Blot zur Ermittlung der Verbreitung von wavJ (A) und wavD (B) im Genom
verschiedener V. cholerae-lIsolate. Stimme der Serogruppe O1 sind durch "; Stimme der Serogruppe 0139
durch ? gekennzeichnet. Fiir Details zu den Stimmen siche Tab. III.1.

1: AI1837;% 10: F1873; " 19: 0395; 28: Ch154; 37: Ch762; 46.1528-79;
2: AI1838; % 11: F1875; " 20: P27459; Y 29: Ch187; 38: Ch765; 47:3223-74; Y
3: Al1841; % 12: M654; 21: 083; 30: Ch309; 39: Ch780; 48: 037;

4: A11852; % 13: M799; 22: 0103; 31: Ch359; 40: Ch821; 49: 170/99B;
5: Al4450; ? 14: M804; 23: A2-2; 32: Ch430; 41: Ch18001; 50: OA2-3 (1);
6: C6709; 15: M807; ! 24: B2-3(5); 33: Ch433; 42: Ch18022; 51: CLP1;

7: CO966; V 16: M817; 25: B2-2(6); 34: Ch457, 43: Ch18117/1;

8: CO968; " 17: MAK757; " 26: Ch83; 35: Ch757; 44: Ch 18133;

9: C0970; " 18: MO10; ? 27: Ch84; 36: Ch761; 45:2559-78;

Vorangegangene PCR-Analysen und Sequenzierungen einzelner Teilbereiche des wa*-
Genclusters verschiedener Stimme lieBen die weitgehende Abwesenheit von wavD und wavJ
in allen zur Verfiigung stehenden apathogenen Umweltisolaten vermuten. Zur Bestéitigung
dieses Verdachts wurde ein Southern Blot (Abbildung I'V.2) mit chromosomaler DNA von 51
verschiedenen V. cholerae Isolaten durchgefiihrt. Die chromosomale DNA wurde zuvor mit
Pstl verdaut, was der veroffentlichten Genomsequenz von Stamm N16961 (106) zufolge zu
einem 2,5 kb Fragment mit wav] und einem 8,8 kb Fragment mit wavD fiihren sollte. Die
aufgereinigten PCR-Produkte, welche auch zur Klonierung der Expressionsplasmide
pTrc99AwavD und pTrc99Awav] eingesetzt wurden (siehe III 5.8.4.), dienten als Sonden.

Diese PCR-Fragmente enthielten die vollstdndige kodierende Region des jeweiligen Gens.
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Nach sukzessiver Detektion von wavJ und wavD (Abb. IV.2 A und B) wurde noch eine
weitere Hybridisierung mit einer wavB-Sonde als Positivkontrolle durchgefiihrt (Daten nicht
gezeigt). Das Gen wavB liegt ebenfalls im wa*-Gencluster, kodiert fiir eine putative -1,4-
Glykosyltransferase und ist nach bisherigen Analysen in allen Stimmen von V. cholerae
vorhanden (191, 229). Daher sollte mit einer wavB-Sonde bei allen aufgetragenen Proben eine
Bande detektierbar sein. Da dies fiir die Proben in den Spuren 3, 35 und 49 nicht der Fall war,
konnte iliber diese Stimme hinsichtlich der Prisenz von wav] und wavD keine Aussage
getroffen werden. Es ist jedoch durchaus moglich, dass sie bei ihrer Isolierung falsch
klassifiziert wurden und es sich bei diesen Umweltisolaten gar nicht um V. cholerae handelt.
Daneben wurde in allen untersuchten Stimmen der Serogruppe O1 und O139 wavJ und wavD
nachgewiesen. Beide Gene konnten ebenfalls in einem Isolat der Serogruppe O37 (Abb. IV.2
A und B, Spur 48) detektiert werden. Ferner hybridisierte mit der wavJ-Sonde eine Bande in

Spur 41. Diese liegt jedoch mit ca. 8 kb weit liber der erwarteten 2,5 kb Bande.

Das Protein WavD (VC0228, im Weiteren erfolgt die Angabe des Locus fiir Ol oder in allen
anderen Fillen die Angabe der Accession-Nummer fiir die einzelnen Genprodukte in
Klammern) ist 319 AS lang, hat ein errechnetes Molekulargewicht von 37,7 kDa und der
theoretische isoelektrischer Punkt (pI) liegt bei 9,71. Das 39,5 kDa groBe WavJ (VC0235) hat
eine Linge von 349 AS und einen theoretischen pl von 8,28. Das Hydrophobizitdtsmodell
nach Kyte und Doolittle ergab fiir beide Proteine keine auffilligen hydrophoben Bereiche, die
eine Transmembrandoméne vermuten lassen (146).

Das Doménensuchprogramm des NCBI-Server (163) konnte WavD weder einer
Proteinfamilie noch einem bekannten Motiv zuordnen. Bemerkenswert war jedoch die
Identitat (30%) zu WavE (AAF93405), welches direkt neben WavD im wa*-Gencluster von
V. cholerae Ol kodiert. Eine BLAST-Suche (5) fiir WavD ergab nur eine Homologie mit
einer Identitdt von 34% zu einem konservierten hypothetischen Protein (PSPTO0713) von
Pseudomonas syringae DC3000. Das Doménensuchprogramm des NCBI-Server fand fiir
Wav] anhand der Proteinsequenz homologe Bereiche zu der Glykosyltransferase-Familie 9
(Pfam01075) und zu RfaF, als Vertreter der ADP-Heptose:LPS Heptosyltransferasen
(COGO0859). In der CAZy-Datenbank wurde Wavl] ebenfalls der Glycosyltransferase-Familie
9 zugeordnet (59). Nach bisherigem Erkenntnisstand besitzen Proteine dieser Familie eine N-
Acetyl-Glucosaminyltransferase- oder Heptosyltransferase-Aktivitit. Eine BLAST-Suche auf
Proteinebene ergab, dass WavJ] Homologie zu einigen Heptosyltransferasen anderer Bakterien

zeigt. Darunter waren z. B. mit 30% Identitdt die Heptosyl-I-Transferase (AAD07342) von
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Helicobacter pylori und mit 25% Identitidt eine Heptosyltransferase (NP_661126) von
Chlorobium tepidum TLS zu finden.

2.2. Phanotypische Charakterisierung von wavD- und wavJ-Mutanten

1 2 3 4 5 6
“..'7 8 9 10 11 12

—anu ..

Abbildung IV.3: LPS von wavD- und wavJ-Mutanten nach SDS-PAGE (16,5%) und Silberfarbung. 1: Wt
P27459-S; 2: P27459AwavD; 3: P27459AwavD pTrc99AwavD; 4: P27459Awavd; 5: P27459Awav]
pTrc99Awav] 6: P27459AwavDJ; 7: Wt MO10; 8: MO10AwavD; 9: MO10AwavD pTrc99AwavD; 10:
MO10Awavd; 11: MO10Awavd pTrc99Awavl]; 12: MO10AwavDJ;

Um den Einfluss von Wav] und WavD auf die LPS-Biosynthese ndher zu untersuchen,
wurden entsprechende Deletionsmutanten in den Stimmen P27459-S und MOI10 etabliert.
Erste Anhaltspunkte hinsichtlich der Funktion und Aktivitit dieser Genprodukte lieferte die
Analyse des gereinigten LPS aus diesen wa*-Mutanten durch SDS-PAGE (Abbildung IV.3).
Beide Mutationen fiihrten zu einem verdnderten Laufverhalten des Lipid A/ Kern OS-
Komplexes, hatten aber keinen sichtbaren Einfluss auf die O Antigen-Synthese bzw. dessen
Anheftung. So lauft die Lipid A/ Kern OS-Bande bei den wavD-Mutanten leicht, bei den
wavJ-Mutanten deutlich unterhalb der entsprechenden Wt-Bande. Die Effekte erscheinen bei
0139 stirker, als bei Ol. In den Mutanten beider Serogruppen konnte durch die
Komplementationsplasmide pTrc99AwavD bzw. pTrc99Awav] der wildtypische Zustand
wiederhergestellt werden. Die schnellste Migration der Lipid A/ Kern OS-Bande wurde
sowohl fiir O1, als auch fiir O139 durch die Deletion beider Gene in den Doppelmutanten

P27459AwavDJ und MO10AwavDJ erzielt.

LPS ist als Hauptbestandteil der dueren Schicht der AM unter anderem an der Stabilitdt und
Funktionalitit dieser beteiligt (196). Insbesondere das Kern OS trigt entscheidend zur
Integritdt der AM bei. Dadurch wird die Diffusion hydrophober Substanzen mit geladenen
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Gruppen effektiv vermindert. Mutationen, welche zu Verdanderungen des Kern OS fiihren,
konnen die Sekretion und Aktivitidt extrazelluldrer Proteine, aber auch die Faltung von
Oberflachenstrukturen und Proteinen der AM beeinflussen (18, 173, 270). Weiterhin konnte
beispielsweise fiir E. coli, S. typhimurium und V. cholerae bei Mutanten mit defektem Kern
OS eine Sensitivititszunahme gegeniiber membranangreifenden Substanzen beobachtet
werden (188, 194, 198, 262, 282).

Daher wurden die wavD- und wavJ-Mutanten beider Serogruppen beziiglich ihrer Resistenz
gegeniiber verschiedenen Agenzien untersucht. Zu den getesteten Substanzen zihlten
anionische hydrophobe Detergenzien (z .B. Novobiocin, Gallensdure) ebenso wie Defensine
(z .B. Protamin), die einen unspezifischen Abwehrmechanismus des Immunsystems
darstellen. Novobiocin wirkt nicht nur als Detergenz, sondern kann auch die semi-
konservative Replikation der DNA spezifisch inhibieren (242). Gallensiduren spielen
insbesondere bei der Fettverdauung im menschlichen Korper eine wichtige Rolle und konnen
im oberen Diinndarmtrakt je nach Nahrung eine Konzentration von bis zu 1% erreichen (114).
Defensine sind kurze polykationische Peptide, die sich iiber elektrostatische
Wechselwirkungen in das LPS einlagern, dabei zweiwertige Kationen wie Ca®" und Mg
verdrangen und so die Integritit der AM zerstéren konnen (261). Weiterhin wird vermutet,
dass durch eine Einlagerung der Defensine in die CM die Depolarisation dieser bewirkt
werden kann (80). Neben den Defensinen ist auch das zu der unspezifischen humoralen
Immunabwehr gehdrende Komplementsystem im Darmtrakt vertreten. Insbesondere der
alternative Weg Ttber den C3-Aktivator kann durch mikrobielle Komponenten wie
Lipoteichonsduren und LPS ausgelost werden. Fiir die Resistenz von Gram™ Bakterien
gegeniiber dem alternativen Weg der Komplementaktivierung ist aber gerade die LPS-Dichte
auf der AM und die Beschaffenheit des O Antigens von entscheidender Bedeutung (121).
Daher wurde auch auf das Uberleben in Gegenwart von Humanserum getestet. AbschlieBend
wurde die Kolonisierungsfahigkeit der Mutanten im Vergleich zum Wt in neugeborenen

Mausen untersucht.
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Tabelle 1V.2: Phanotypische Charakterisierung von wavJ- und wavD-Mutanten in O1 und O139. Alle
Untersuchungen wurden mindestens viermal unabhingig durchgefiihrt. 1) Der prozentuale Anteil iiberlebender
Zellen wurde folgendermaflen berechnet: 100 - (100 - CFU nach Inkubation in 20% Serum/ CFU nach
Inkubation in 20% hitzeinaktiviertem Serum)/ prozentualen Anteil iiberlebender Zellen des Wt P27457-S bzw.
MO10. Angegeben ist der Mittelwert aus den unabhingigen Experimenten + Standardabweichung. 2) Der
»competitive index* driickt die Kolonisierungsfahigkeit im Vergleich zum Wt aus und wurde wie folgt ermittelt:
Verhéltnis von Mutante/Wt im Diinndarmhomogenat geteilt durch das Verhiltnis von Mutanten/Wt im
ursriinglichen Inokulum.

MHK MBK Serumresistenz Kolpnlglergng Wachstum
Stamm Novobiocin Protamin (% »IN VIVO. auf
(ug/ml) (ug/ml) | Uberleben") (’fgngtgl)v ® | TCBS-Platten
Wt MO10 0,75 150 +
MO10AwavD 0,75 150 100% 0,46 +
MO10Awav] 0,75 150 100% 0,3 +
MO10AwavDJ 0,375 150 99,03 £2,42 0,21 +
Wt P27459-S 1,5 150 +
P27459AwavD 1,5 150 n.d. 0,78 +
P27459Awav] 1,5 150 n.d. 1,07 +
P27459AwavDJ 0,75 150 88,5%+ 25,7 2,91 +

Die Ergebnisse der phinotypischen Charakterisierung sind in Tabelle IV.2 aufgefiihrt und
konnen nun mit denen anderer Mutanten aus fritheren Analysen verglichen werden (188, 194,
229). Eine Veridnderung der Resistenz gegeniiber Protamin oder Gallensdure im Vergleich
zum Wt konnte fiir keine Mutante unabhéngig der Serogruppe beobachtet werden. Auch das
Uberleben in Gegenwart von Humanserum war bei den Doppelmutanten P27459AwavDJ und
MO10AwavDJ dhnlich hoch wie beim jeweiligen Wt, weshalb die Einzelmutanten fiir die
Serogruppe O1 dahingehend nicht weiter untersucht wurden. Dennoch zeigten die
Doppelmutanten P27459AwavDJ und MO10AwavDJ eine Sensitivititszunahme gegeniiber
Novobiocin. Dies konnte bei keiner Einzelmutante festgestellt werden. ,,In vivo* wurde nur
bei den Mutanten der Serogruppe O139 eine signifikante Reduktion der
Kolonisierungsfahigkeit erfasst. Dabei war die Doppelmutante MO10AwavDJ am starksten

attenuiert.

Der Phage K139 wurde erstmals 1995 beschrieben (218) und anschlieBend in unserer
Arbeitsgruppe von D. Kapthammer ausfiihrlich charakterisiert (127). Urspriinglich aus O139
isoliert, ist der Phage zwar in der Lage O1 Stidmme, aber nicht Stimme der Serogruppe O139
zu infizieren. Dabei dient das O1 Antigen als Rezeptor, wahrend das Kern OS eine wichtige
Rolle bei der Penetration zu spielen scheint (189, 192). Da K139 innerhalb der klinischen
Isolate von O1 und O139 weit verbreitet ist, belegen diese und weitere Befunde die
Hypothese, dass die Serogruppe 0139 aus O1 El Tor Stimmen durch Serogruppenkonversion
hervorgegangen ist (111). J. Nesper benutzte den Phagen K139 zur Erzeugung spontan
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phagenresistenter V. cholerae O1 Mutanten und konnte so diverse LPS-Mutanten isolieren
(188). Wie bereits in der Diplomarbeit wurde der hochlytische Phage K139.cm9 zur
Charakterisierung von LPS-Mutanten verwendet (229).

Abbildung IV.4: Phagenplaquestudien mit K139.cm9. Die Auftropfstelle des Phagenlysats ist durch einen
hellen Kreis markiert. 1: Wt P27459-S; 2: 2: P27459AwavD; 3: P27459Awav]; 4: P27459AwavDJ; 5:
P27459wavB;

In Abbildung IV.4 ist die Sensitivitit bzw. Resistenz gegeniiber K139.cm9 der wavD- und
wavJ-Mutante der Serogruppe O1 gezeigt. P27459AwavD, P27459Awav] und die
Doppelmutante P27459AwavDJ zeigten keinen Unterschied in der Sensitivitidt im Vergleich

zum Wt. Als Kontrolle wurde die phagenresistene putative [-1,4-Glykosyltransferase-
Mutante P27459wavB in die Analyse mit einbezogen.

3. Charakterisierung der O Antigen-Ligase WaalL von V. cholerae

3.1. Analyse von wa*-Mutanten hinsichtlich der Anheftung des O Antigens

Um die Strukturen des Kern OS zu identifizieren, welche fiir die Erkennung durch die O
Antigen-Ligase und die Anheftung des O Antigens essentiell sind, wurden systematisch die
Gene des wa*-Genclusters in P27459-S durch Insertions- und/ oder Deletionsmutagenese
zerstort. Dabei wurden waaC, wavC und waaA unter Beriicksichtung ihrer wahrscheinlichen
Funktion (waaC kodiert die Heptosyl-I-Transferase, wavC die KDO-Kinase und waaA die
putative KDO-Transferase) und infolge vergleichender Analysen mit E. coli als putativ

essentiell eingestuft und nicht in diese Mutantenreihe einbezogen.
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Abbildung 1V.5: Analyse von wa*-Mutanten von P27459-S. LPS nach SDS-PAGE (A: 16% und B: 15%)
und Silberfarbung. A) 1: Wt P27459-S; 2: P27459wavA,; 3: P27459wavE; 4: P27459wavF; 5: P27459wavG; 6:
P27459wavl; 7: P27459wavK; 8: P27459AwavL pTrc99AwavL; 9: P27459AwavlL; B) 1: Wt P27459-S; 2:

P27459waaF; 3: P27459waaF pACYCwaaF; 4: P27459waal; 5: P27459waal pBADI18-Kanwaal; 6:
P27459wavB; 7: P27459wavB pTetRwavB;

A)l

Das gereinigte LPS aus den erzeugten Mutanten wurde durch SDS-PAGE mit anschlieBender
Silberfarbung analysiert (Abbildung IV.5 A). Das LPS von Mutanten, die aus fritheren
Untersuchungen zur Verfiigung standen (191), ist mit zugehoriger Komplementation in
Abbildung IV.5 B dargestellt. Da mehrere Versuche, das Gen wavH durch Insertion des
Suizidvektors pGP704 zu zerstoren, scheiterten, konnte die entsprechende Mutante nicht
erzeugt werden. Durch Deletion von wavH in der Mutante P27459Awav (siehe III 5.8.3. und
IV 1.) konnte jedoch gezeigt werden, dass wavH keineswegs essentiell ist. Auf die Gene
wavD und wavl], sowie ihren Einfluss auf das LPS wurde bereits ausfiihrlich in Kaptitel IV 2.
eingegangen. Ein Verlust des O Antigens konnte nur beim LPS der Mutanten P27459wavA,
P27459AwavL, P27459waaF und P27459waal beobachtet werden (Abb. IV.5 A, Spuren 2
und 9, sowie B, Spuren 2 und 4). Da wavA und waaF fiir die putativen Heptosyl-II- und III-
Transferasen kodieren, ist das fehlende O Antigen bei diesen Mutanten durch den Abbruch
der Kern OS-Biosynthese und der damit fehlenden Akzeptorstelle fiir das O Antigen
erklarbar. Das verkiirzte Kern OS dieser Mutanten duferte sich auch in dem schnelleren
Laufverhalten des Lipid A/Kern OS-Komplexes im PAA-Gel. Neben der Mutation der O
Antigen-Ligase Waal, fiihrte demzufolge nur noch die Mutation von wavL zum Verlust des
O Antigens. Dabei war nur ein geringer Einfluss auf das Kern OS, verglichen zu den
signifikanten Effekten bei den Heptosyltransferase-Mutanten, zu erkennen. Eine
Komplementation der Mutante P27459AwavL durch das Expressionsplasmid pTrc99AwavL
war moglich (Abb. IV.5 A, Spur 8).
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3.2. Komplementationsstudien von WaaL"*"**° und WaalL "%

Fiir eine genaue Charakterisierung der schwach homologen O Antigen-Ligasen der
verschiedenen wa*-Genclustertypen von V. cholerae, sollten die Waal's aus Stimmen mit
unterschiedlichen wa*-Genclustern ndher untersucht werden. Fiir diese Studie wurden
Waal™"*? die O Antigen-Ligase des Ol El Tor Stammes P27459 mit dem wa*-
Genclustertyp 1, und WaaL""™, die O Antigen-Ligase aus dem apathogenen Umweltisolat
V194 mit dem wa*-Genclustertyp 2, ausgewihlt. Da V194 unter Verwendung der etablierten
Methoden, wie Konjugation und Transfomation, genetisch gut manipulierbar war, eignete sich
dieses Isolat sehr gut fiir die folgenden Analysen. Die beiden O Antigen-Ligasen besitzen auf
Proteinebene eine Identitdt von nur 23,7%. Zudem unterscheiden sich diese beiden wa*-
Gencluster in der Anwesenheit von wavJ und wavD bei P27459 und wavM bei V194.

Um zu testen, ob die O Antigen-Ligasen fihig waren, in dem jeweils anderen Stamm eine
waal-Mutation zu komplementieren, wurde zunichst neben der bereits vorhandenen waal-
Mutante in P27459 diese in V194 benoétigt. Weiterhin wurden die entsprechenden Gene der O
Antigen-Ligasen in das Expressionsplasmid pBAD18-Kan kloniert. Durch die Verwendung
des gleichen Ausgangsvektors konnten unterschiedliche Komplementationseigenschaften
durch Variation der Expressionsstirke nahezu ausgeschlossen werden. AnschlieBend wurden
die Plasmide in die jeweiligen Mutanten transformiert und das LPS durch SDS-PAGE mit

anschlieender Silberfarbung analysiert.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

.
LPS mit .
O1 Antigen

LPS mit
O Antigen
von V194

Lipid A/ Kern OS
- -Komplex

Abbildung 1V.6: Komplementationsversuche mit WaalL von P27459 und V194. LPS nach SDS-PAGE
(16%0) und Silberfarbung. 1: Wt V194; 2: V194waal; 3: V194waal pBAD18-KanwaalLV194; 4: V194waal
pBADI18-Kanwaal; 5: V194wavM; 6: V194wavM pBADI18-KanwavMV194; 7: V194wavM pBADI8-
Kanwaal; 8: Wt P27459-S; 9: P27459-S pBADI18-KanwavMV194; 10: P27459waal pBADIS-
KanwaalLwavMV194; 11: P27459waal pBADI18-KanwaalLV194; 12: P27459waal pBADI18-Kanwaal; 13:
P27459waal;
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Das silbergefarbte PAA-Gel ist in Abbildung V.6 dargestellt. Wie zu erwarten, waren weder
P27459waal noch V194waal in der Lage das O Antigen an den Lipid A/ Kern OS-Komplex
anzuhingen. Daher trat im LPS dieser Mutanten kein O Antigen auf (Abb. IV.6, Spuren 2 und
13), wogegen die Lipid A/ Kern OS-Bande unverdndert war. Durch Expression der eigenen O
Antigen-Ligase konnten die Effekte aufgehoben und der Zustand des Wt anndhernd
wiederhergestellt werden (Abb. IV.6, Spuren 3 und 12). Der Versuch einer Komplementation
mit der jeweils fremden O Antigen-Ligase zu erzielen, schlug fiir beide waal.-Mutanten fehl
(Abb. IV.6, Spuren 4 und 11).

Die wa*-Gencluster von P27459 und V194 unterscheiden sich einerseits in der Anwesenheit
von wavD und wavd bei P27459. Diese Gene bzw. deren Funktionen spielen aber fiir die O
Antigen-Anheftung keine Rolle (siehe Kapitel IV 2.). Andererseits fehlt in P27459 das in
V194 vorhandene Gen wavM. Um dessen Rolle ebenfalls zu analysieren, wurde die Mutante
V194wavM hergestellt und das LPS untersucht. Wie in Spur 5 der Abbildung IV.6 zu sehen,
ist auch diese Mutante nicht mehr zur Anheftung des O Antigens in der Lage. Eine
Komplementation war durch Einbringen des Expressionsplasmids pBAD18-KanwavMV 194
in V194wavM méglich (Abb. IV.6, Spur 6). Eine Expression von WaaL"'** durch pBADI8-
KanwaalLV194 in V194wavM hatte keinen Einfluss auf den O Antigen-Verlust (Daten nicht
gezeigt). Interessanterweise konnte aber nun die Expression von WaaL">"*? durch pBAD18-
KanwaalL die Anheftung des O Antigens in V194wavM bewirken (Abb. IV.6, Spur 7).

In P27459-S fithrte WavM, iiber pBAD18-KanwavMV194 in trans exprimiert, zu einer

P27459

Blockierung der eigenen O Antigen-Ligase WaalL und somit zum Verlust des O Antigens

(Abb. IV.6, Spur 9). Demgegeniiber war die Mutante P27459waal durch Einbringen des
Plasmids pBAD18-KanwaaLwavMV194 und der daraus folgenden Expression von WaaL"""*
in Kombination mit WavM wieder in der Lage, das O Antigen an den Lipid A/ Kern OS-

Komplex anzuheften (Abb. IV.6, Spur 10).

3.3. Charakterisierung der Aktivitaten von WavL und WavM

3.3.1. WavL aus P27459

Das 67,1 kDa groB3e Protein WavL (VC0239) umfasst 591 AS. Die Blast-Suche (5) ergab iiber
nahezu die gesamte Proteinsequenz von WavL 65% Identitit zu einer putativen
Glykosyltransferase (AAR27963.1) aus Aeromonas hydrophila und 44% Identitit zu einer
Polysacchariddeacetylase (ZP_00143243.1) aus Fusobacterium nucleatum. Eine Suche nach

konservierten Dominen (163) zeigte, dass es sich bei WavL wahrscheinlich um ein Protein
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mit zwei Domédnen handelt. Dabei wurden fiir den N-terminalen Teil von AS 1 bis 342
Ahnlichkeiten zur Glykosyltransferase-Familie 1 (Pfam00534) und von AS 13 bis 260 zur
MurG-Familie (COG0707), zu welcher UDP-N-Acetyl-Glucosamin:LPS N-Acetyl-
Glucosaminyltransferasen gehoren, entdeckt. Der C-terminale Teil konnte von AS 348 bis
544 der CDA1-Gruppe (COG0726), zu der Xylanasen und Chitindeacetylasen gehdren, und
von AS 405 bis 543 der Familie der Polysacchariddeacetylasen (Pfam01522) zugeteilt

werden.

Um die Rolle der beiden putativen Enzymaktivititen beziiglich der O Antigen-Anheftung
getrennt zu analysieren, wurde ein groflerer Bereich von wavL in P27459-S als bei der in IV
3.1. vorgestellten Mutante P27359AwavL deletiert. Die neue Mutante P27359A1wavL besal3
nur noch 176 AS vom N-terminalen und 100 AS am C-terminalen Bereich, wodurch nun
groBBe Teile beider Dominen entfernt worden waren. Wie in Abbildung IV.7 gezeigt, konnte
die O Antigen-Anheftung in dieser Mutante sowohl durch das komplette WavL, kodiert auf
pGEMwavL, als auch durch den N-terminalen Teil von WavL mit der Glykosyltransferase-
Domine, kodiert auf pGEMwavL(N-term), erreicht werden.

1 2 3 4 1 2 3 4

Abbildung 1V.7: Domanenanalyse von WavL. LPS Abbildung 1V.8: wavL-Mutanten in MO10
nach SDS-PAGE (16%) und Silberfarbung. und V194. LPS nach SDS-PAGE (16%) und
1: Wt P27459-S; Silberfarbung.

2: P27459A1wavl; 1: Wt MO10;

3: P27459A1wavL pGEMwavL; 2: MO10wavL,;

4: P27459A1wWavL pGEMwavL(N-term); 3: Wt V194,

4: V194wavl;
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Vergleichende Analysen ergaben, dass wavL bei allen bisher untersuchten V. cholerae
Stammen unabhingig vom Kern OS-Typ im wa*-Gencluster vorhanden ist (191). Daher
wurde fiir die Serogruppe O139 und fiir den Umweltstamm V194 durch Mutation von wavL
gepriift, ob die Aktivitdit von WavL auch in diesen Isolaten fiir die O Antigen-Anheftung
essentiell ist. Das LPS der Mutanten MOI10wavL und V194wavL ist in Abbildung IV.8

dargestellt. In beiden Stimmen bewirkte die Mutation von wavL den Verlust des O Antigens.

Um die durch bioinformatische Analysen (siche oben) vorhergesagte Glykosyltransferase-
Aktivitdit von WavL, welche scheinbar kritisch fiir die O Antigen-Anheftung ist, ndher zu
charakterisieren, wurde wavL von P27459 in pCR®T7/ CT-TOPO® kloniert (siche III 5.8.5.).
Daher konnte WavL nun als rekombinantes Protein mit N-terminaler His-Tag-Fusion

exprimiert und iiber Ni*"-Matrix-Séulen aufgereingt werden (siche I1I 6.9.).

A) B)
_._:gg S gg Abbildung 1V.9: Aufreinigung von WavL mit N-
b =475 - 47,5 terminalem His-Tag. Der Grofenstandard (in kDa) ist
i seitlich angegeben.
-325 =325 A) Coomasssie gefarbtes PAA-Gel (15%) nach SDS-
- 25 PAGE der aufgereingten Proteinfraktion mit His-Tag-
=25 WavL;
B) Western Blot derselben Probe. Der Nachweis erfolgte
=16,5 mit monoklonalen Anti-His-Antikdrpern.

Eine Probe der eluierten Proteinfraktion, welche WavL mit N-terminalem His-Tag enthilt, ist
in Abbildung IV.9 A nach SDS-PAGE und Farbung durch Coomassie gezeigt. Dabei sind vier
stairkere Banden zu erkennen. Im Western Blot wurde bei Verwendung der gleichen Probe
jedoch nur die Bande knapp tiber 62 kDa durch monoklonale Anti-His-Antikorper detektiert.
Dies stimmt mit dem vorhergesagten Molekulargewicht von WavL von ca. 67,1 kDa iiberein.
Die Proteinkonzentration des Eluats wurde nach der Methode von Bradford (35) bestimmt

und lag bei 60 pg/ml.
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Abbildung 1V.10: Einbau von *C-GIcNAc ins LPS durch WavL. Spuren 1 bis 10 zeigen einen entwickelten
Rontgenfilm nach Exposition auf dem getrockneten PAA-Gel (16%), auf welchem zuvor die Reaktionsgemische
aufgetragen und durch SDS-PAGE aufgetrennt worden sind. Spuren 11 bis 13 zeigen das gereinigte LPS,
welches in den Reaktionsansatz gegeben wurde, auf demselben PAA-Gel nach SDS-PAGE und Silberfarbung.

1: LPS von Wt P27459-S + WavL + UDP-("*C)-GIcNAc;

2: LPS von Wt P27459-S + UDP-("*C)-GlcNAc;

3: LPS von P27459AwavL + WavL + UDP-("*C)-GlcNAc;

4: LPS von P27459AwavL + UDP-(**C)-GlcNAc;

5: WavL + UDP-(**C)-GlcNAc;
6
7
8

: LPS von P27459AwavLwavA + WavL + UDP-(*C)-GlcNAc;
: LPS von P27459AwavLwavA + UDP-(**C)-GlcNAc;
: LPS von P27459AwavL + WavL + UDP-("*C)-GlcNAc;

9: LPS von P27459AwavL + WavL + UDP-("*C)-Gal;

10: LPS von P27459AwavL + WavL + UDP-(**C)-Glc;

11: LPS von Wt P27459-S;

12: LPS von P27459 AwavLwavA;

13: LPS von P27459AwavL;

Das Eluat mit His-Tag-WavL wurde mit radioaktiv markierten UDP-('*C)-Zuckern und
gereinigtem LPS aus P27459-S, P27459AwavL oder P27459AwavLwavA in einen '*C-
Glykosyltransferase-Assay (siehe III 6.10.) eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung IV.10
dargestellt. Nur in Gegenwart von gereinigtem WavL, LPS aus P27459AwavL und UDP-
(**C)-GlcNAc konnte der Einbau von "“C ins LPS beobachtet werden (Abb. IV.10, Spuren 3
und 8). Ein Vergleich des Laufverhaltens mit den parallel aufgetragenen LPS-Proben in den
Spuren 11 bis 13 bestétigte, dass es sich bei den detektierten Banden auf dem Rontgenfilm um
die spezifische '*C-Markierung des Lipid A/ Kern OS-Komplexes handelte. Durch den
Nachweis des LPS iiber Silberfirbung wurde ferner bestitigt, dass in allen Reaktionen

ausreichende Mengen an LPS eingesetzt worden waren. Weder die Zugabe von UDP-(**C)-
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Glc noch die von UDP-(**C)-Gal anstelle von UDP-('*C)-GlcNAc hatte einen '*C-Einbau ins
LPS aus P27459AwavL zur Folge (Abb. 1V.10, Spuren 9 und 10). Einbauversuche unter
Verwendung von gereinigtem WavL, UDP-('*C)-GIcNAc und LPS aus dem Wt P27459-S
oder der Doppelmutante P27459AwavLwavA waren ebenfalls erfolglos (Abb. IV.10, Spuren 1
und 6). In den Kontrollansitzen mit UDP-(**C)-GIcNAc in Kombination mit den gereinigten

LPS-Proben oder dem gereinigten Eluat mit WavL konnte keine Aktivitit festgestellt werden
(Abb. IV.10, Spuren 2, 4, 5 und 7).

3.3.2. WavM aus V194

Das Gen wavM stellt eine Besonderheit im wav-Genclustertyp 3 und 4 von V. cholerae dar. In
Isolaten der Serogruppe O1 oder O139 ist wavM nicht vorhanden. Das 242 AS umfassende
Protein WavM (AAL77358) hat ein Molekulargewicht von ca. 28,4 kDa und besitzt einer
BLAST-Suche zufolge 34% Identitidt zu Lex2B (AAM33309.1), einer Glykosyltransferase
aus Haemophilus influenzae (5).Weiterhin konnten durch Suche nach konservierten Doménen
bei NCBI (163) Homologien zur Glykosyltransferase-Familie 25 (Pfam01755), welcher
Enzyme der LPS-Biosynthese angehoren, festgestellt werden. CAZy ordnete WavM der
Glykosyltransferase-Familie 15 zu, deren Enzyme sich durch eine Galaktosyltransferase-

Aktivitit auszeichnen (59).

— 83 Abbildung 1V.11: Zelllysate von BL21 mit und ohne
-62 exprimiertem WavM mit N-terminalem His-Tag. Der
=475 GroBenstandard (in kDa) ist seitlich angegeben.
._ 32,5 A) Coomasssie gefarbtes PAA-Gel (15%) nach SDS-PAGE.
1: Zelllysat von BL21 (DE3);
=25 2: Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM mit His-Tag-WavM;
B) Western Blot derselben Proben. Der Nachweis erfolgte mit
monoklonalen Anti-His-Antikdrpern.

3]

Um die enzymatische Aktivitit von WavM zu bestimmen, wurden dhnliche Experimente
durchgefiihrt, welche bereits unter IV 3.3.1. fiir WavL beschrieben worden sind. Trotz
wiederholter Versuche interagierte WavM mit N-terminalem His-Tag jedoch nicht mit den
Ni**-Matrix-Sdulen und konnte demzufolge iiber dieses System nicht aufgereinigt werden.
Daher wurde fiir den '*C-Glykosyltransferase-Assay (siche III 6.10.) dialysiertes Zelllysat von
BL21 (DE3) pTopowavM verwendet. Wie in Abbildung IV.11 B gezeigt, konnte die
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Expression von WavM mit N-terminalem His-Tag durch Analyse des dialysierten Zelllysats
von BL21 (DE3) pTopowavM im Western Blot mit monoklonalen Anti-His-Antikdrpern
nachgewiesen werden (Spur 2). Wogegen im dialysierten Kontrolllysat von BL21 (DE3)
keine Bande detektiert werden konnte (Spur 1), obwohl annéhernd gleiche Proteinmengen auf
das Gel geladen wurden, was die Coomassie-Firbung eines PAA-Gels der jeweiligen
Zelllysate nach SDS-PAGE in Abbildung IV.11 A bestdtigte. Die Proteinkonzentration der
Lysate wurde nach der Methode von Bradford (35) bestimmt und lag in beiden Fillen bei ca.
16 mg/ml.

1 2 3 456 7 89 10 11

Abbildung 1V.12: Einbau von *C-Gal ins LPS durch WavM. Spuren 1 bis 9 zeigen einen entwickelten
Rontgenfilm nach Exposition auf dem getrockneten PAA-Gel (16%), auf welchem zuvor die Reaktionsgemische
aufgetragen und durch SDS-PAGE aufgetrennt worden sind. Spuren 10 und 11 zeigen das gereinigte LPS,
welches in den Reaktionsansatz gegeben wurde, auf demselben PAA-Gel nach SDS-PAGE und Silberfarbung.

1: LPS von V194wavM + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM + UDP-('*C)-Gal;

2: LPS von V194wavM + UDP-("*C)-Gal;

3: LPS von V194wavM + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) + UDP-(**C)-Gal;

4: LPS von Wt V194 + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM + UDP-(**C)-Gal;

5: LPS von Wt V194 + UDP-("*C)-Gal;

6: LPS von V194 + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) + UDP-('*C)-Gal;

7: LPS von V194wavM + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM + UDP-("*C)-Gal;

8: LPS von V194wavM + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM + UDP-("*C)-Glc;

9: LPS von V194wavM + dialysiertes Zelllysat von BL21 (DE3) pTopowavM + UDP-("*C)-GlcNAc;

10: LPS von V194wavM;

11: LPS von Wt V194,

Fiir den Glykosyltransferase-Assay (siehe III 6.10.) wurde das dialysierte Zelllysat von BL21
(DE3) pTopowavM mit radioaktiv markierten UDP-('*C)-Zuckern und gereinigtem LPS aus
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V194 bzw. V194wavM inkubiert. Um eine Hintergrundaktivitit durch die im Lysat
vorhandenen Proteine von BL 21 (DE3) auszuschlieBen, wurden Kontrollansitze mit
dialysiertem Zelllysat von BL21 (DE3) ohne WavM durchgefiihrt. Wie in Abbildung 1V.12
zu erkennen, konnte in Anwesenheit von WavM ein signifikanter Einbau nur unter
Verwendung von UDP-(**C)-Gal (Abb. IV.12, Spuren 1 und 7), nicht aber durch Zugabe von
UDP-("*C)-GIcNAc oder UDP-(*C)-Glc (Abb. IV.12, Spuren 8 und 9), in das LPS von
V194wavM beobachtet werden. In das LPS von V194 wurden in Anwesenheit von WavM
und UDP-(**C)-Gal nur geringe Mengen Galaktose eingebaut (Abb. IV.12, Spur 4). In den
Kontrollansitzen mit UDP-('*C)-Gal, gereinigten LPS-Proben und Zelllysat aus BL21 (DE3)
(Abb. IV.12, Spuren 3 und 6) oder den gereinigten LPS-Proben mit UDP-('*C)-Gal (Abb.
IV.12, Spuren 2 und 5) wurde kein Einbau festgestellt.

3.4. Molekulare und funktionale Analyse der O Antigen-Ligase Waal

3.4.1. Die Topologie von WaaL

Frithere Untersuchungen unterschiedlicher O Antigen-Ligasen deckten bereits die geringe
Homologie zueinander auf Proteinebene durch eine Gegeniiberstellung auf (107, 191). Dieses
Phinomen trifft auch fiir Waal-Sequenzen aus verschiedenen Serogruppen der gleichen
Bakterienspezies zu. So sind sich die O Antigen-Ligasen der verschiedenen wa*-
Genclustertypen von V. cholerae nur zu knapp 30% &hnlich. In Abbildung VII.1 (siche
Anhang) sind Proteinsequenzen von verschiedenen O Antigen-Ligasen aus V. cholerae und
anderen Gram™ Bakterien einander gegeniibergestellt. Uber die gesamte Sequenz sind
vereinzelt konservierte AS zu finden, aber identische AS kénnen nur fiir wenige Positionen
zugeordnet werden. Diese Motive werden in Kapitel IV 3.4.3. ndher charakterisiert. Insgesamt
demonstriert die Grafik eindrucksvoll die geringe Ahnlichkeit der O Antigen-Ligasen auf
Proteinebene. Dennoch zeichnen sich die O Antigen-Ligasen durch ein gemeinsames
charakteristisches Profil im Hydrophobizititsdiagramm aus (siche Anhang, Abb. VII.3).

Da bisher noch keine Studie zur Sekundérstrukur dieses Transmembranproteins durchgefiihrt
wurde, war die Aufdeckung der Topologie von Waal aus P27459 eines der Ziele dieses
Teilprojekts. Durch Computerprogramme zur Vorhersage von Transmembrandoménen konnte
ein erstes Modell der Waal.-Topologie skizziert werden. Dieses wurde durch eine
Transposonmutagenese von WaaLP27*?

(161). Auf diese Weise konnten eine Reihe von WaalL-PhoA bzw. Waal.-LacZ Fusionen

mit den Transposons TnphoA und TnlacZ tiberpriift

generiert werden (siehe II1 5.9.). Da PhoA nur im Periplasma aktiv ist, jedoch in dieser Fusion
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keine eigene Signalsequenz besitzt, weisen aktive WaalL-PhoA Fusionen auf eine
periplasmatische Lage von PhoA hin. Fiir LacZ hingegen gilt genau das Gegenteil, da es nur

im Cytoplasma aktiv ist.

Tabelle 1V.3: Aktivitaiten von waaL::TnphoA (Nummer 1-22) im Phosphatase- und waal::TnlacZ
(Nummer 23-28) im B-Galaktosidase-Test. Als Stelle der Transposoninsertion ist die letzte AS von WaaL™"**’
vor dem Transposon angegeben.

alkalische Galaktosid
Nummer Stelle der ’ Phosphgtase Nummer Stelle der 'TnIaCZ p- ;l?tii?‘félit ase
TnphoA Insertion Aktivitdt Insertion .
(umol/min-1) (umol/min-])

1 L 30 phoA 1222,04 + 134,59 23 G 22 lacZ 2%12396”97(;i
2 L 33 phoA 1161,12+191,98 24 G 118 lacZ 1800,88 & 326,83
3 Y 34 phoA 1702,69 + 333,01 25 V_ 173 lacZ 1350,19 + 471,66
4 S 36 _phoA 591,26 + 106,80 26 L 213 lacZ 2389,16 + 1444,93
5 N_45 phoA 1129,43 + 260,49 27 V_214 lacZ 2156,96 + 310,07
6 T 56 _phoA 564,29 + 136,25 28 T 354 lacZ 3375,17 £ 300,17
7 S 58 phoA 161,12 + 85,23 CC118 13,97 + 3,29
8 D 79 phoA 28,07 +7,35
9 A 84 phoA 73,93 +£20,14
10 M_132 phoA 210,97 £ 41,83
11 N_143 phoA 85,60 + 7,23
12 V_179 phoA 299,86 + 62,05
13 Q 228 phoA 273,27 £50,79
14 E 235 phoA 491,11 £132,20
15 S 246 phoA 510,97 £ 91,55
16 G 279 phoA 492,44 + 72,54
17 L 264 phoA 1224,83 + 309,96
18 A 268 phoA 257,16 £27,97
19 A 310 phoA 434,22 £ 96,18
20 E 369 phoA 327,06 +£ 79,97
21 L 372 phoA 348,54 +£44,97
22 M_384 phoA 273,84 £39,33

CC118 0,18+0,13

Die Aktivitdten wurden fiir jede Insertion von TnphoA oder TnlacZ durch einen Phosphatase-
bzw. B-Galaktosidase-Test quantifiziert (siche III 6.7. und III 6.8.) und sind in Tabelle IV.3
aufgelistet. Dabei wiesen die WaalL.-PhoA Fusionen eine 150 bis 6700 fach hohere Aktivitét
gegeniiber der Negativkontrolle CC118 auf. Die Aktivititswerte der Waal.-LacZ Fusionen
lagen 150 bis 1500 fach iiber der Kontrolle. Grundsétzlich war zu beobachten, dass die

Aktivitdt mit der Entfernung der Fusionstelle vom N-terminalen Ende von Waal. abnimmt.



1V Ergebnisse 100

C -1 2 3 4 56 7 8 91011 1213141516 17 18 19 20 21 22
— 83

= 47,5
-- —

* ‘.— - - @) - g -—

Abbildung 1V.13: Western Blot von WaalL-PhoA Fusionen. C: Gesamtzellextrakt von CC118 als Kontrolle;
- nicht beladen; 1-22: Gesamtzellextrakte von CC118 mit pBADwaalLTnphoA's, welche die WaalL-PhoA
Fusionen exprimieren. Die Spur entspricht dabei der Nummer der jeweiligen Fusion wie in Tabelle IV.3
angegeben. Der Groflenstandard (in kDa) ist seitlich markiert.

Desweiteren konnten die Waal.-PhoA Fusionen in Gesamtzellextrakten von CC118 mit
pBADwaaL::TnphoA’s im Western Blot iiber einen Anti-PhoA-Antikorper nachgewiesen
werden. Diese Analyse ist in Abbildung IV.13 dargestellt. Einige Fusionen, insbesondere im

. . P27459
C-terminalen Bereich von Waal

, waren sehr instabil und wurden nur noch als
degradierte PhoA-Bande detektiert. Interessanterweise korrelierte die Bandenintensitidt im
Western Blot durchaus mit der Hohe der gemessenen Aktivitét der Fusionen (vgl. Abb. V.13
mit Tab. IV.3). So spiegelt sich beispielsweise die im Vergleich zu benachbarten Fusionen

relativ hohe Aktivitdt von Nummer 17 in der intensiven Bande im Western Blot wider.
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Abbildung 1V.14: Modell der Topologie von Waal."?"**®, Schematische Darstellung der Topologie erfolgte
unter Verwendung der bioinformatischen und molekularbiologischen Daten. Die AS-Positionen der TnphoA
Insertionen sind durch Rauten, die der TnlacZ Insertionen durch Kreise markiert.
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Als Ergebnis der durch bioinformatische Analysen vorhergesagten Transmembrandoménen
und der durchgefiihrten Experimente zeigt die Abbildung IV.14 die Topologie von Waal.
Nach diesem Modell besitzt WaalL 10 Transmembrandoménen mit 5 periplasmatischen (PI-V)
und 4 cytoplasmatischen (C1-4) Schleifen. Dabei fallen besonders die grof3en
periplasmatischen Schleifen PI (von AS 31 bis 86) und PIV (von AS 224 bis 327) auf. Die N-

und C-terminalen Enden sind im Cytoplasma lokalisiert.

3.4.2. Komplementationsversuche mit Hybriden aus WaalL"?"**° und WaaL “***

Durch die in Kapitel IV 3.2. beschriebenen Experimente war bekannt, dass eine
Komplementation von waal-Mutanten in P27459-S und V194 nur durch Expression der
eigenen O Antigen-Ligase in trans moglich war. Dieses Ergebnis wurde nun verwendet, um
die funktionellen Bereiche von Waal ndher zu bestimmen. Dazu wurden Hybridfusionen der
beiden O Antigen-Ligasen WaaL"*"** und WaaL¥"** konstruiert, wobei die Fusionsstelle laut

Topologiemodell von WaaL"** in der cytoplasmatischen Schleife C3 lag.

A) B)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Waal P27459

Waal V194/P27459 ~

Waal P27459V1%  e—
Waal P27459/P27459
Waal V194/v194 ‘. Q .

Abbildung 1V.15: Analyse der Hybride von WaalL aus V194 und P27459. A) Gezeigt ist das
Hydrophobizititsdiagramm von WaaL""*** und WaaL¥'"**. Darunter sind die Hybridkonstruktionen schematisch
dargestellt. Anteile von V194 sind grau, Anteile von P27459 schwarz markiert. B) LPS nach SDS-PAGE (16%)
und Silberfarbung. 1: P27459waal pBAD-Kanwaal. hybridV194/P27459wavM; 2: P27459waal; 3: Wt
P27459-S;  4:  P27459waal  pBAD-Kanwaal. hybridV194/P27459; 5:  P27459waal  pBAD-
Kanwaal. hybridP27459/V194; 6: Wt P27459-S; 7: P27459waal pBAD-KanwaalL hybridP27459/P27459; 8:
Wt V194; 9: V194waal pBAD-Kanwaal. hybridV194/V194;

Die Methode zur Erzeugung dieser Hybridfusionen ist ausfiihrlich in Kapitel III 5.8.4.
beschrieben. In Abbildung IV.15 A sind die Hybride grafisch dargestellt. Das erste Hybrid

WaaL V1% kodiert auf pBAD18-KanwaaL hybridP27459/V194, bestand aus den 212 N-

P27459
L

terminalen AS von Waa , welche an die 180 C-terminalen AS von WaaLV" fusioniert
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worden waren. Der Anteil von WaaL'"™* begann daher mit dem Threonin an der
urspriinglichen Position 224. Weiterhin wurden durch den Konstruktionsmechanismus
zwischen die Anteile von WaaL™"*? und WaaL""** ein Methionin und ein Valin eingefiigt.
Das zweite Hybrid WaaL"""**"*° kodiert auf pBADI18-KanwaaL hybridV194/P27459,
bestand aus den 220 N-terminalen AS von WaaL"'**, welche an die 186 C-terminalen AS von
WaaL"*"*? fusioniert worden waren. Der Anteil von WaaL"*"** begann daher mit dem Valin
an dessen urspriinglicher Position 214. Hier wurden zwischen die Anteile von WaaL""** und
WaaL""*” ein Alanin und ein Methionin eingefiigt. Da die parallel angefertigten Hybride
WaaLP"#7P27459 ynd WaaLV'"*V!* kodiert auf pBAD18-Kanwaal, hybridP27459/P27459
und pBADI8-KanwaalL hybridV194/V194, welche aus den entsprechenden N- und C-
terminalen Anteilen hergestellt worden waren, noch in der Lage waren, in der jeweiligen
waal-Mutante zu komplementieren (Abb. IV.15 B, Spuren 7 und 9), kann ein
Funktionsverlust durch Insertion von zusitzlichen AS ausgeschlossen werden. Um die
Hybride WaaLY"**"*"%% und WaaL™"**V!%* auf ihre Fihigkeit zur Komplementation einer
waal-Mutante in P27459 zu testen, wurden die entsprechenden Expressionsplasmide in die
Mutante P27459waal transformiert und nach Induktion das LPS préipariert und analysiert.
Wie in Abb. IV.15 B Spur 4 zu sehen, war nur das Hybrid WaaL"'"**"*"*® kodiert auf
pBADI18-Kanwaal._hybridV194/P27459, in der Lage, das O Antigen an den Lipid A/ Kern
OS-Komplex anzuheften. Durch eine gleichzeitige Expression des Hybrids WaaLY'*¥F274%
und WavM durch pBADI18-KanwaalL hybridV194/P27459wavM in P27459waal konnte
wiederum keine O Antigen-Anheftung bewirkt werden (Abb. IV.15 B, Spur 1). Das Hybrid
WaaLP V1% kodiert auf pBAD18-Kanwaal, hybridP27459/V194, hatte dagegen keinen
Einfluss auf das LPS von P27459waal (Abb. IV.15 B, Spur 5). Eine Komplementation in
V194waal konnte mit keinem der beiden Hybriden festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

3.4.3. Punktmutanten in WaaL"?"*° und Waal_SAR®®

Die Gegeniiberstellung verschiedener O Antigen-Ligasen diverser Gram™ Bakterien mit einer
Identitit von unter 30% flihrte zur Entdeckung von zwei konservierten Motiven (siche
Anhang, Abb. VIL.1). Dabei liegt das erste Motiv R(X3)L in Bezug auf die Topologie von
WaaL"™"*” in der periplasmatischen Schleife PIII und das zweite Motiv H(X0)G in der
grof3en periplasmatischen Schleife PIV. Weiterhin wurde durch die Suche nach konservierten
Dominen (163) in diesen O Antigen-Ligasen festgestellt, dass alle einen homologen Bereich
zu einer Wzy-Konsensus-Sequenz (Pfam04932) besitzen, welcher unter Berticksichtigung der

P27459

Topologie von Waal in der groBen periplasmatischen Schleife PIV liegt. Die
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Gegentiberstellung der Wzy-Konsensus-Sequenz zu den entsprechenden Bereichen der
ausgewdhlten O Antigen-Ligasen ist in Abbildung VII.2 im Anhang gezeigt. In dieser Wzy-
Konsensus-Sequenz ist auch das H(X;9)G Motiv zu finden.

Die Funktion dieser hochkonservierten AS wurde durch Etablierung von Punktmutanten
(siehe IIT 5.10.) in WaaL"*"*?, kodiert auf pQE30waaL, untersucht. Dabei wurden R'*® zu M
und H''"' zu A ausgetauscht, wodurch die basische Eigenschaft der AS ohne massive
strukturelle Anderungen entfernt wurde. Die Fihigkeit, eine chromosomale waal-Deletion zu
ersetzen, wurde in MO10Awaal getestet, da trotz wiederholter Versuche eine Deletion von
waal in P27459 nicht etabliert werden konnte. Um eine Wechselwirkung der exprimierten O
Antigen-Ligasen mit Punktmutationen und den mdglicherweise noch gebildeten WaalL-
Fragmenten in der Insertionsmutante P27459waal auszuschlieBen, wurde die Studie in der
Deletionsmutante MO10Awaal durchgefiihrt. Da beide, P27459 und MOI10, den wa*-
Genclustertyp 1 besitzen, daher die Waal-Sequenz identisch ist und bereits frither eine O

P27459
L

Antigen-Anheftung in MO10Awaal durch Expression von Waa gezeigt werden konnte

(194), ist diese Kombination zuldssig.

A) B)1 2 3 4 5 &6
B

1 2 3 4 5 6
Abbildung 1V.16: Punktmutationen in Waal."?"**® und deren Effekt auf die O Antigen-Anheftung. A) LPS
nach SDS-PAGE (16%) und Silberfirbung. 1: Wt MO10; 2: MO10AwaaL; 3: MO10Awaal pQE30waaL™"*¥;
4: MOl10Awaal pQE30waalL™*°-H311A; 5: MOI0Awaal pQE30waalL™"**-R186M; 6: MOI10Awaal
pQE30waaL™"**-H309A; 7: MOIl0Awaal pQE30waalL™**-H311/309A; B) Western Blot von
Gesamtzellextrakten. Nachweis erfolgte mit monoklonalen Anti-Penta-His-Antikorpern. Der GroBenstandard (in
kDa) ist seitlich angegeben. 1: Wt MOI10; 2: MOIl0Awaal pQE30waal™"*; 3: MO10Awaal

pQE30waal™"**-H311A; 4: MOl0Awaal pQE30waaL™*’**-R186M; 6: MOI10AwaalL pQE30waaLl"*"*"-
H309A; 6: MO10Awaal pQE30waal."*"**-H311/309A;

Die Aktivitdit der O Antigen-Ligasen mit Punktmutation beziiglich der Anheftung des O
Antigens in MO10Awaal wurde durch eine Analyse des LPS aus den jeweiligen Stimmen
bestimmt. Das LPS ist in Abbildung IV.16 A nach SDS-PAGE und Silberfarbung dargestellt.
Deutlich ist die Anheftung des O Antigens in MO10Awaal durch WaaL™"*’, kodiert auf
pQE30waal""**, im Vergleich zu Wt und Mutante zu erkennen (Abb. IV.16, Spuren 1 bis
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3). Der Austausch von R'®®

zu M flihrte zum Verlust der O Antigen-Ligase Aktivitit (Abb.
IV.16, Spur 5), wogegen der Austausch von H?'' zu A nur eine Reduktion dieser bewirkte
(Abb. IV.16, Spur 4). Da mit H** in WaaL™"*? zwei Positionen neben H*'' ein weiteres
Histidin zu finden ist, wurde auch diese AS zu A ausgetauscht. Weiterhin wurde ein
Austausch beider AS H*® und H*'! zu jeweils einem A vorgenommen. Dabei konnte fiir den
Austausch von H*” zu A, wie bereits bei der Mutation von H*'' zu A festgestellt, eine
Verminderung der O Antigen-Anheftung beobachtet werden. Dagegen fiihrte der Austausch
beider Histidine zu einem vollstindigen Verlust des O Antigen-Transfers. Aufgrund der N-
terminalen His-Tag-Fusion von WaaL"*"*" konnte im Western Blot unter Verwendung von
monoklonalen Anti-Penta-His-Antikorper (Abbildung IV.16 B) die Expression des
wildtypischen WaaL-Proteins und die der mutierten Formen demonstriert werden. Da diese in
allen Féllen etwa gleich stark war, konnte ausgeschlossen werden, dass die Effekte bei der O
Antigen-Anheftung durch unterschiedliche Mengen der O Antigen-Ligase hervorgerufen
wurden.

Um zu iiberpriifen, ob diese AS auch bei anderen O Antigen-Ligasen entscheidend zur

Funktion von WaalL beitragen, wurden die dquivalenten AS in WaaL 3"

unter Verwendung
der gleichen Strategie (siehe III 5.10.) ausgetauscht. Bei WaaL**“® handelt es sich um die O
Antigen-Ligase aus Salmonella enterica sv. Arizonae IIIA. Wie in der Gegeniiberstellung in
Abbildung VIL1 abzulesen, entspricht H*'' von WaaL™"*’ dem H**' von WaaL***“® und
R von WaaL™™’ dem R*® von WaaL**"“. Die Fihigkeit eine chromosomale waal-

Deletion zu ersetzen, wurde im Stamm SL.3749 getestet. Dies ist zwar ein SARCI Isolat, aber

die O Antigen-Ligasen aus beiden Stimmen sind zu 92% identisch und eine

Komplementation von WaaL***“® in SL3749 konnte bereits gezeigt werden (124).
A) B)
12 3 4 5 12 3 4
- 83
=62
[ 47,5
< -32,5
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Abbildung 1V.17: Punktmutationen in WaalL>*?“® und deren Effekt auf die O Antigen-Anheftung. A) LPS
nach SDS-PAGE (16%) und Silberfiarbung. 1: Wt SARCI1; 2: SL3749; 3: SL3749 pWQ322; 4: SL3749
pWQ322-H321A; 5: SL3749 pWQ322-R186M; B) Western Blot von Gesamtzellextrakten. Der Nachweis
erfolgte mit monoklonalen Anti-Penta-His-Antikorpern. Der Grofenstandard (in kDa) ist seitlich angegeben. 1:
Wt SARCI; 2: SL3749 pWQ322; 3: SL3749 pWQ322-H321A; 4: SL3749 pWQ322-R208M,;
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Auch in diesem Fall wurde die Aktivitit der punktmutierten O Antigen-Ligasen beziiglich der
Anheftung des O Antigens in SL3749 durch Analyse des LPS aus den jeweiligen Stammen
bestimmt. Das LPS ist in Abbildung IV.17 A nach SDS-PAGE und Silberfirbung dargestellt.
Waal "R kodiert auf pQE30waalLSARCS, konnte in der Mutante SL3749 die Anheftung
des O Antigens auf das Niveau des Wt bewirken (Abb. IV.17 A, Spuren 1 bis 3). Sowohl der
Austausch von H**' zu A, als auch der von R*® zu M fiihrte zum Verlust der O Antigen-
Ligase Aktivitit (Abb. IV.16, Spuren 4 und 5). Die Expression von WaaL**“® mit N-
terminaler His-Tag-Fusion erlaubte die Detektion des wildtypischen Waal-Proteins und der
mutierten Formen im Western Blot (Abbildung IV.17 B). Da hier ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede in der Expression nachgewiesen wurden, konnten die Effekte bei
der O Antigen-Anheftung erneut nicht durch unterschiedliche Mengen der O Antigen-Ligase

erklart werden.

4. Charakterisierung von putativen O Antigen-Transportern bei O1 und 0139

Bisher sind drei unterschiedliche O Antigen-Transportsysteme bekannt, welche in der
Einleitung kurz dargestellt sind (siehe Kapitel II 4.1.). Einige Bakterien, z. B. E. coli kodiert
alle drei Transportsysteme. Daher konnen hier problemlos fremde O Antigene durch
Einbringen und Expression des entsprechenden O Antigen-Biosynthesegenclusters gebildet,
in den periplasmatischen Raum transportiert und auf den Lipid A/ Kern OS-Komplex
umgehingt werden. Einige der fehlgeschlagenen Versuche O Antigene aus anderen Bakterien
in V. cholerae zu exprimieren (siche Kapitel IV 1.) konnten unter Umstinden auf den
ausbleibenden Transport des fremden O Antigens in V. cholerae zuriickzufiihren sein. Daher
bestand ein weiteres Ziel dieser Arbeit in der Aufdeckung und Charakterisierung der O
Antigen-Transporter von V. cholerae O1 und O139. Fiir beide Serogruppen waren den wb*-
Genen bereits durch frithere Computeranalysen putative Funktionen zugeordnet worden (106,
247, 281). Dabei wurden fiir Ol die Genprodukte Wzm (VC0246) und Wzt (VC0247) als
putatives O Antigen-Transportsystem beschrieben, wobei Wzm den Kanal in der CM und Wzt
die Energiequelle in Form einer cytoplasmatischen ATPase darstellen sollte. Fiir O139
wurden bisher nur WbfF und Wzz (frither OtnA und OtnB/ BAA33592 und BAA33593)
charakterisiert, welche das Kapsel-Exportsystem an der AM bilden (28). Eine Funktion bei

dem O Antigen-Transport iiber die CM konnte bisher keinem Genprodukt zugeteilt werden.
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4.2. WbfK von 0139

Mittels diverser bioinformatischer Analysen wurden sdmtliche Genprodukte des O Antigen-
Biosynthesegenclusters von O139 nochmals auf eine Beteiligung an dem Transport des O
Antigens tliber die CM {iberpriift. Dabei fielen insbesondere die Proteine WbfK (BAA33599)
und WbfQ (BAA33605) durch ihre putativen Transmembrandoménen auf (Daten nicht
gezeigt). Da WbfQ eine Funktion als putative O Antigen-Polymerase zugesprochen wurde
(247), ist das Protein moglicherweise in die Aufeinanderreihung der O Antigen-
Untereinheiten bei der Kapselsynthese von O139 involviert. Eine Insertion von pGP704 in
wbfQ konnte trotz mehrerer Versuche nicht etabliert werden. Vielleicht fithrt die Zerstérung
von WbfQ bei gleichzeitig fortlaufender O Antigen-Synthese in 0139 zu lethalen
Bedingungen.

Das 479 AS lange Protein WbfK zeichnet sich durch ein errechnetes Molekulargewicht von
54,6 kDa und einen theoretischen pl von 9,46 aus. WbfK besal Ahnlichkeiten zu einigen
Permeasen und Transportern, darunter auch mit 29% Identitét die O Antigen-Flippase von E.
coli (AAO37697) (5). Das  Hydrophobizititsdiagramm  deutete =~ mehrere
Transmembrandurchgénge an (Abb. VII.3). Weiterhin konnte WbfK von O139 {iber nahezu
die gesamte Proteinsequenz der RfbX-Familie (COG2244), welche als Membranproteine in
den Export von O Antigenen und Teichonsduren involviert sind, zugeordnet werden (163).
Die Beteiligung und Funktion von WbfK an der LPS-Biosynthese wurde durch Erzeugung
einer wbfK-Mutante in MO10 durch Insertion von pGP704 wund anschlieBender

Charakterisierung des LPS untersucht.

A)
"1 2345 6
IE
|
i'.

Abbildung 1V.18: LPS der wbfK-Mutante von MO10 im Vergleich zu anderen Mutanten. A) Analyse des
LPS durch SDS-PAGE (16%) und Silberfirbung. 1: Wt MO10; 2: MO10AwaalL; 3: MO10AwaalL pBADI18-
Kanwaal; 4: MO10wbfF; 5: MO10wbfK; 6: MO10wbfK pBADI18-KanwbfK; B) Analyse des LPS durch
Western Blot. Nachweis mit O139-Antiserum. Beladung siehe A);
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Das LPS von MO10wbfK ist in Abbildung IV.18 im Vergleich zum Wt MO10, sowie einer
waal - und wbfF-Mutante dargestellt. Abbildung IV.18 A zeigt das LPS nach SDS-PAGE und
Silberfarbung, Abbildung IV.18 B einen Western Blot derselben LPS-Proben. Durch ein
0139-Antiserum konnten im Western Blot das O Antigen und die aus dem gleichen Material
aufgebaute Kapsel detektiert werden. Wie bereits frither demonstriert wurde (194), fiihrte eine
Mutation in dem Gen WbfF, welches fiir eine Komponente des Kapseltransporters kodiert, zu
einem Verlust der Kapsel, hatte aber keinen Einfluss auf das O Antigen (Abb. IV.18, Spur 4).
Im Gegenteil dazu konnte die O Antigen-Ligase Mutante MO10waal zwar noch die Kapsel
bilden, aber keine O Antigen-Anheftung mehr vollziehen (Abb. IV.18, Spur 3). Eine Mutation
in wbfK fiihrte nicht nur zum Verlust des O Antigens, sondern auch zum Verlust der Kapsel
(Abb. IV.18, Spur 5). Durch Expression von WbfK auf pBAD18-KanwbfK konnten beide
Effekte aufgehoben werden (Abb. IV.18, Spur 6). Um einen Defekt in der Biosynthese des O
Antigens bei MOI10wbfK auszuschlieBen, wurden Ultradiinnschnitte fiir die
Elektronenmikroskopie angefertigt und das O Antigen und die Kapsel durch
Immunlokalisation mit O139-Antiserum und Sekunddrantikérper, welche mit Gold markiert

waren, detektiert.

% ﬁ.‘ : _‘.'. y

Abbildung 1V.19: Elektronenmikroskopische Aufnahmen am TEM. la: Wt MO10; 2a: MO10AgalEK; 3a:
MO10wbfK; b und ¢ zeigen eine VergroBerung der in a durch Rechtecke markierten Ausschnitte; Pfeile weisen
auf Goldpartikel bei MO10wbfK hin; Eichstrich entspricht 100 nm;

In Abbildung IV.19 sind Aufnahmen der Immunlokalisation von O139-Antigen am TEM
gezeigt. Deutlich konnte im Wt MO10 die O139 Antigen-Einheiten detektiert werden (Abb.
IV.19, 1a und b). Die Lage der Goldpartikel auBBerhalb der AM deutet wahrscheinlich die
massive Kapselproduktion im Wt an. Eine genaue Auflésung des Periplasmas war jedoch

nicht mdglich, daher erscheint es sehr schwer zwischen detektiertem Kapselmaterial und
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0139 Antigen im LPS zu unterscheiden. Als Negativkontrolle diente MO10AgalEK. Diese
Mutante ist aufgrund eines Defekts im Gal-Stoffwechsel nicht in der Lage Galaktose-1-
Phosphat zu synthetisieren (194). Da Gal ein wichtiger Bestandteil des O139 Antigens und
somit auch der Kapsel ist (62, 63, 137, 139), kann MO10AgalEK keine O139 Antigen-
Untereinheiten synthetisieren. Sie wurde bereits durch frithere Studien als Kapsel” und O
Antigen” charakterisiert (194). Die Immunlokalisation bestétigte dies, da weder an der
Membran noch im Cytoplasma Goldpartikel nachgewiesen werden konnten (Abb. IV.19, 2a
und b). Bei der wbfK-Mutante hingegen konnten vereinzelt Goldpartikel an oder nahe der
Membran detektiert werden (Abb. IV.19, 3a, b und c). Weit extrazellulir liegende
Goldpartikel, wie fiir den Wt charakteristisch, konnten nicht beobachtet werden.

4.1. Wzm von O1

Wzm (frither RfbH, VC0246) ist 264 AS lang, besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von
30,8 kDa und einen theoretischen pl von 9,49. Durch vergleichende Analysen auf
Proteinebene (5) konnten Homologien zu diversen ABC-Transportern/Permeasen aufgedeckt
werden. Darunter befanden sich u. a. mit 34% Identitdt die putative ATP-Transporter
Permease von Azospirillum brasilense (AAS83021), mit 31% Identitdt die Permease des
ABC-Polysaccharid/  Polyolphosphat Exportsytems von Xylella fastidiosa Ann-1
(ZP_00341333) und mit 25% Identitidt die Permease des O Antigen Exportsystems von
Gluconobacter oxydans 621H (YP_191829). Weiterhin konnte Wzm von O1 iiber nahezu die
gesamte Proteinsequenz den Typ2 ABC-Transportern (Pfam01061) und den ABC-
Transportern TagG des Polysaccharid/ Polyolphosphat Exportsystems (COG1682) zugeordnet
werden (163). Das Hydrophobizititsdiagramm von Wzm deutete auf mehrere
Transmembrandominen hin (Abb. VIL.3).

Da das putative O Antigen-Transportsystem von Ol, Wzm und Wzt, bisher nicht genetisch
untersucht worden war, wurde ein wzm-Mutante in P27459-S durch Insertion von pGP704

generiert und phénotypisch charakterisiert.
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Abbildung 1V.20: Analyse des LPS der wzm-

Mutante von P27459-S durch SDS-PAGE (16%b)
L] S

und Silberfarbung.

1: Wt P27459-S;

2: P27459wzm;

. 3: P27459wzm pBAD18-Kanwzm;

Wie in Abbildung IV.20 zu erkennen, konnte im LPS von P27459wzm keine O Antigen-
Anheftung an den Lipid A/ Kern OS-Komplex beobachtet werden. Eine Expression von Wzm
tiber pBAD18-Kanwzm in trans konnte den O Antigen-Verlust beheben.

Um einen Defekt in der Biosynthese des O1 Antigens bei P27459wzm auszuschlieBen, soll
noch eine Immunlokalsation O Antigens mit einem O1l-Antiserum, dhnlich wie fiir O139

gezeigt, durchgefiihrt werden.

5. Transposonmutagenese mit pStSchcatpirkan

Wihrend dieser Arbeit wurde das Transposonplasmid pStSchcatpirkan unter Verwendung des
Tnl10 von pZT344 und des temperatursensitiven Replikationssystems von pKD46 konstruiert
(siehe Kapitel III 5.8.6.). Dieses Transposonplasmid enthielt zwischen den beiden IS-
Elementen des Mini-Tnl10 von S5'nach 3" ein promotorloses cat und pir, sowie kanR mit
Promotor. Die Transposition in das Chromosom des Rezipienten (hier P27459-S) wurde
enzymatisch von der Transposase katalysiert, welche auflerhalb der IS-Elemente auf dem
Plasmid kodierte und deren Expression von einem IPTG-induzierbaren lac-Promotor
kontrolliert wurde.

Fiir die Transposonmutagenese wurde das Transposonplasmid pStSchcatpirkan in P27459-S
durch Elektroporation transformiert. Die Bakterien wurden danach in 30°C warmes LB-
Medium {iiberfiihrt und zunéchst fiir 90 min bei 30°C in einen Schiittelinkubator gegeben. Die
Inkubation bei der permissiven Temperatur erlaubte zunichst die Replikation von
pStSchceatpirkan. Eine Zugabe 1 mM IPTG nach 30 min induzierte die Transposase, wodurch
die Transposition von TncatpirkanR stattfinden konnte. Nach 90 min wurde die Temperatur
auf 37°C erhoht (restriktive Temperatur flir die Replikation von pStSchcatpirkan) und die
Transformanten fiir weitere 60 min inkubiert, bevor sie auf LB/Km-Agarplatten in geeigneten
Verdiinnungen ausplattiert wurden. Nach Inkubation bei 37°C UN wurden alle Km" Kolonien

parallel auf eine LB/Km-, eine LB/Cm- und eine LB/Ap-Agarplatte ausgestrichen und UN bei
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37°C inkubiert. Km', Cm" und Ap® Kolonien hatten das Transposon in Chromosom
aufgenommen, waren jedoch frei von pStSchcatpirkan, wodurch die Insertion des
Transposons stabil war. Gleichzeitig musste cat von TncatpirkanR unter die Kontrolle eines
aktiven Promotors gelangt sein, wodurch diese Transposonmutanten nun Cm' waren. Auf
diese Weise konnten insgesamt 3600 Transposonmutanten isoliert werden. Anhand einer
Southern Blot-Analyse der chromosomalen DNA von 72 willkiirlich ausgewihlten
Transposonmutanten unter Verwendung von TncatpirkanR als Sonde konnte gezeigt werden,
dass ca. 85% nur eine Kopie des Transposons auf dem Chromosom trugen, wobei die
Detektion unterschiedlich groBer Banden in den verschiedenen Isolaten eine weitgehend

zufallige Verteilung der Insertionen andeutete (Daten nicht gezeigt).

5.1. Identifizierung der osmosensitiven Mutante P274590smR::TncatpirkanR

Alle 3600 Transposonmutanten wurden hinsichtlich ihres Wachstums auf unterschiedlichen
Agarplatten analysiert. Dazu zdhlten Agarplatten auf der Basis von TCBS, M9 und LB mit
900 mM NaCl. Da Wachstumsdefekte besonders gut auf den LB-Agarplatten mit 900 mM
NaCl detektiert werden konnten und hyperosmotische Stressantworten bei V. cholerae kaum
untersucht sind, wurden zunichst die Transposonmutanten mit Wachstumsproblemen unter
hoher Osmolaritit im Detail untersucht. Durch eine wie unter IV 5. beschriebene Southern
Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass diese Mutanten nur eine Insertion von
TncatpirkanR besaflen. Durch eine Sequenzierung der subklonierten Teilbereiche von
TncatpirkanR mit benachbarter chromosomaler DNA aus diesen Mutanten in pPBR322 konnte
die jeweilige Insertionsstelle des Transposons ermittelt werden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle VII.1 im Anhang aufgelistet. Da die Mutante Osm6 einen besonders starken
Wachstumsdefekt unter hypertonischen Bedingungen zeigte, wurde sie im Folgenden nédher
charakterisiert. Der Insertionsort des Transposons bei Osm6 ist als putative Sensor-
Histidinkinase annotiert und bildet mit putativen Regulator, kodiert durch VCA0566, ein
Zwei-Komponentensystem. Aufgrund des Phinotyps wurde der ORF VCAO0565 fortan als
osmK, der ORF VCAO0566 als 0smR bezeichnet.

5.2. Charakterisierung des Zwei-Komponentensystems OsmRK

Das 56,5 kDa groB3e Protein OsmK, kodiert im Locus VCA0565 auf dem zweiten Chromosom
von V. cholerae, umfasst 499 AS und hat einen pl von 6,6. Der C-terminale Bereich von
OsmK konnte anhand einer konservierten Doménensuche (163) mehreren Doménen

zugeordnet werden, darunter u. a. von AS 400 bis 491 den konservierten Doménen der
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Histidinkinase-dhnlichen ATPasen HATPase ¢ (cd00075, smart00387 und pfam02518) und
von AS 291 bis 357 der Dimerisierungsdomadnen HisKA (smart00388 und c¢d00082). Eine
BLAST-Suche (5) stellte eine hohe Ahnlichkeit von 71% Identitit des OsmK aus V. cholerae
zu den Sensor-Histidinkinasen der nah verwandten Bakterien V. parahaemolyticus
(BAC62263) und Vibrio vulnificus CMCP6 (AAO07274) fest. Daneben zeigte OsmK auf
Proteinebene Homologien zu einer Reihe weiterer Sensor-Histidinkinasen anderer Bakterien
auf, darunter u. a. mit 26% Identitdit EnvZ von S. enterica sv. Paratyphi ATCC 9150
(AAV79179) und sv. Thyphimurium LT2 (NP_462404). Interessant war, dass OsmK mit 32%
Identitdit zu dem Genprodukt des ORFs VCAO0257, einer anderen putativen Sensor-
Histidinkinasen von V. cholerae, und mit immerhin 26% Identitit zu EnvZ (VC2713) von V.
cholerae dhnlich war.

Der auf Locus VCAO0565 kodierte putative Regulator OsmR umfasst 245 AS, hat ein
errechnetes Molekulargewicht von 28,1 kDa und einen theoretischen pl von 5,86. Auch hier
konnte die hohe Ahnlichkeit mit 91 bzw. 84% Identitit zu den entsprechenden Regulatoren
der Zwei-Komponentensysteme in den verwandten Bakterien V. parahaemolyticus
(BAC62262) und V. vulnificus CMCP6 (AAO07273) ermittelt werden (5). Die hohe Identitét
von OsmRK zu Genprodukten aus anderen Vibrio Spezies deutet an, dass es sich um ein in
der Familie der Vibrionaceae verbreitetes Zwei-Komponentensystem handelt. Wiederum war
eine  Homologie zu vielen anderen Response-Regulatoren  diverser Zwei-
Komponentensysteme in anderen Bakterien zu beobachten. Weiterhin konnten in OsmR
aufgrund einer konservierten Dominensuche (163) Ahnlichkeiten zu der Signal-
Empfingerdomidne REC (cd00156) von AS 33 bis 142, zu der Effektordomdne von
Regulatoren Trans reg C (cd00383) von AS 158 bis 243 und von AS 172 bis 243 zu der
Domine Trans reg C von Transkriptionsregulatoren (pfam00486) gefunden werden.
Hervorzuheben ist die Homologie iiber beinahe die gesamte Proteinlinge zu der
Regulatorgruppe OmpR (COG0745).

Um eine erste Ubersicht der von OsmRK kontrollierten Regulons zu erhalten, begann A.
Halscheidt vergleichende Mikroarray-Analysen zwischen dem Transkriptom von Kulturen
des Wt P27459-S und P274590smK::TncatpirkanR, welche zundchst in M9-Medium
angezogen und anschlieend durch Inkubation fiir 90 min in M9-Medium mit 800 mM NaCl
osmotisch geschockt wurden, durchzufiihren. Gleichzeitig wurde auch das Transkriptom von
Wt P27459-S bzw. P274590smK::TncatpirkanR, kultiviert in M9-Medium, mit dem
Transkriptom von Wt P27459-S bzw. P274590smK::TncatpirkanR, hypertonisch geschockt in
MO9-Medium mit 800 mM NaCl, verglichen. Dabei konnte die typische Antwort auf
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hypertonischen Stress im Wt und in der Mutante beobachtet werden. Mit am stérksten wurden
beispielsweise in beiden Fillen die Gene fiir die Ectoin-Biosynthese und fiir die Aufnahme
des kompatiblen Soluts/ Osmo-Protektans Betain induziert.

Durch Kooperation mit E. Brehmer in Marburg wurde die Produktion von Ectoin in
hypertonisch gestressten Kulturen von Wt P27459-S und P274590smK::TncatpirkanR
nachgewiesen, wobei die Mengen an synthetisiertem Ectoin durchwegs vergleichbar waren
(Daten nicht gezeigt).

Besonders auffillig war die unterschiedliche Expression von OmpU im Vergleich des
Tanskriptoms des Wt P27459-S zur Mutante P274590smK::TncatpirkanR unter
hypertonischen Bedingungen. Neben OmpT ist OmpU das hédufigste Porin in der AM von V.
cholerae und gilt als wichtiger Virulenzfaktor. Eine entscheidende Rolle spielt OmpU bei der
Resistenz gegeniiber anionischen Detergenzien (z. B.: Gallensdure) (212, 213), nach neueren
Untersuchungen aber auch bei der Resistenz gegeniiber einigen Defensinen (P2, Polymyxin
B) (164). Eine Funktion fiir das Wachstum unter hypertonischen Bedingungen wurde noch
nicht beschrieben. Bisher wurde die Kontrolle der Expression von OmpU und OmpT
ausschlieBlich dem membranstindigen Regulator ToxR zugedacht, dem u. a. auch die
Transkriptionregulation des CT und des TCP unterliegt (177, 178). Dabei wurde in fritheren
Analysen ein Verlust der aktivierenden bzw. reprimierenden Wirkung von ToxR mit

zunehmender NaCl-Konzentration festgestellt, aber nicht ndher untersucht (177).

5.2.1. Wachstum unter Salzstress

Da die Ergebnisse der Mikroarray-Analysen keine eindeutige Erkldrung fiir das
eingeschriankte Wachstum der Mutante P274590smK::TncatpirkanR unter hypertonischen
Bedingungen lieferte, sollte der Wachstumsdefekt nochmals bestédtigt werden. Hierzu wurden
Kulturen verschiedener Mutanten und des Wt in M9-Medium mit unterschiedlichem NaCl-
Gehalt bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert und nach 24, 48 und 72 h das Wachstum bei
ODggo ermittelt (siehe III 7.3.). Als Negativkontrolle stand die ectC-Mutante P27459AectC
zur Verfiigung, welche durch eine Deletion in ectC nicht mehr zur Synthese des kompatiblen
Soluts/ Osmo-Protektans Ectoin fahig ist. Da Ectoin als endogenes Osmo-Protektans in der
Osmoadaptation von V. cholerae eine entscheidende Rolle spielt, sind Mutanten mit defekter
Ectoinbiosynthese deutlich in ithrem Wachstum unter hypertonischen Bedingungen inhibiert
(210). Dabei zeigte sich fiir den Wt P27459-S, dass erst ab einer Konzentration von 800 mM
NaCl eine deutliche Wachtumsverzégerung im Vergleich zu einer Kultur ohne zusétzliches

NacCl auftrat (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 1V.21: Wachstum unter hypertonischen Bedingungen. Dargestellt ist der Verlauf der ODyg in
MO9-Kulturen mit 900 mM NaCl. Die Messpunkte jeder Kultur nach 24 h sind durch hellgraue, nach 48 h durch
graue und nach 72 h durch dunkelgraue Balken gekennzeichnet. Alle Wachstumskurven wurden mindestens
viermal  unabhdngig  durchgefiihrt. 1: Wt  P27459-S; 2:  P274590smK::TncatpirkanR;  3:
P274590smK::TncatpirkanR pGEMosmK; 4: P27459AectC; 5: P274590smK; 6: P274590smR; 7: P27459envZ;
8: P27459VCA0257; 9: P27459A0mpU; 10: P27459AtoxR; 11: P27459AtoxS; 12: Wt P27459-S mit 1 mM
Betain; 13: P274590smK::TncatpirkanR mit 1 mM Betain;

In Abbildung IV.21 werden die Wachstumsdaten fiir Kulturen grafisch prisentiert, welche in
M9 mit 900 mM NaCl inkubiert wurden. Diese Salzkonzentration wurde ausgewéhlt, da der
Wt P27459-S innerhalb von drei Tagen bei stetigem Wachstum immerhin eine ODgyy von ca.
0,6 erreichte (Abb. IV.21, Balken 1), Kulturen der Mutante P27459AectC jedoch auch nach
72 h noch keine messbare Triibung zeigten (Abb. IV.21, Balken 4). Da dies auch fiir die
Mutante P274590smK::TncatpirkanR zutraf (Abb. IV.21, Balken 2), konnte der
Wachstumsdefekt unter hypertonischen Bedingungen bestitigt werden. Bei der Expression
von OsmK in trans von pGEMosmK in P274590smK::TncatpirkanR wurde wieder ein dem
Wt vergleichbares Wachstum beobachtet (Abb. 1V.21, Balken 3). Um dennoch eine
zusitzliche Mutation in der Transposonmutante auszuschlieBen, wurden die Mutanten
P274590smR und P274590smK durch gezielte Insertion des Suizidvektors pGP704 (siche III
4.4.1.) etabliert und ebenfalls auf das Wachstum unter hypertonischen Bedingungen getestet.
In beiden Fillen war ein gehemmtes Wachstum im Vergleich zum Wt erkennbar (Abb. IV.21,
Balken 5 und 6), wobei manche Kulturen von P274590smK nach 72 h deutlich bewachsen
waren, andere hingegen keine Triibung zeigten. Durch Ausplattieren von Zellen der
bewachsenen Kulturen auf LB/Sm- und parallel auf LB/Ap-Agarplatten wurde festgestellt,
dass es sich dabei um Ap® Revertanten handeln muss. In die Kulturen der Testreihe wurde
kein Antibiotikum gegeben, um einen zusétzlichen Selektionsdruck zu vermeiden. Daher war

ein Verlust des Suizidvektors durchaus denkbar.
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In anderen Gram™ Bakterien werden Verdanderung der osmotischen Bedingungen u. a. iiber das
Zwei Komponenten-System EnvZ/ OmpR wahrgenommen, welches u. a. die Expression der
Porine der AM reguliert (165, 200). Da OsmK durchaus Homologie (26% Identitit) zu EnvZ
aus V. cholerae und anderen Bakterien aufweist, wurden weiterhin die Mutanten P27459envZ
und P27459VCA0257 erzeugt. Der Locus VCA0257 kodiert eine zu OsmK &hnliche (32%
Identitét) putative Sensor-Histidinkinase. In die Testreihe wurden auch die Deletionsmutanten
P27459AompU, P27459AtoxR und P27459AtoxS einbezogen, um einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Deregulation von OmpU in der osmK-Mutante und dem
hypertonischen Wachstumsdefekt nachzuweisen. Jedoch konnte fiir keine Mutante ein
signifikanter Unterschied zum Wt P27459-S festgestellt werden (Abb. IV.21, Balken 7 bis
11).

Selbst nach 72 h konnten aus M9-Medium mit 900 mM NaCl noch lebenden Zellen der
Mutante P274590smK::TncatpirkanR isoliert werden. Eine Inkubation von M9-Kulturen des
Wt P27459-S und der Mutante P274590smK::TncatpirkanR in M9-Medium mit 900 mM
NaCl fiir bis zu 24 h ergab, dass die Lyseraten durch den osmotischen Schock in beiden
Stammen etwa gleich hoch war (Daten nicht gezeigt).

Durch Zugabe des kompatiblen Soluts Betain (1 mM) unter hypertonischen Bedingungen zu
der Mutante P274590smK::TncatpirkanR konnte der Wachstumsdefekt weitgehend
aufgehoben werden (Abb. IV.21, Balken 13). Das Wachstum des Wt P27459-S wurde durch
Betain stark beschleunigt, wodurch die hochste ODggp bereits nach 48 h erreicht worden ist
(Abb. IV.21, Balken 12).

Eine Wachstumskurve unter hypotonischen Bedingungen in M9-Medium mit nur 25% der
eigentlichen Salzkonzentration ergab keinen Unterschied zwischen Wt P27459-S oder einer

der untersuchten Mutanten.

5.2.2. Veranderungen in der Aulienmembran

Der Einfluss hoher Osmolaritét auf die AM wurde iiber eine Analyse der priparierten AM-
Proteine durch SDS-PAGE und Firbung der aufgetrennten Proteine mit Coomassie
untersucht. Die Bakterien wurden dazu entweder in M9- oder in M9-Medium mit 800 mM

NacCl kultiviert.
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Abbildung 1V.22: Verénderungen in der AM von Wt P27459-S und verschiedenen Mutanten unter
hypertonischen Bedingungen. PAA-Gel (15%) von AM-Proteinen nach SDS-PAGE und Féarbung mit
Coomassie. Der GroBenstandard (in kDa) ist seitlich angegeben. A: Kulturen gewachsen in M9-Medium, B:
Kulturen gewachsen in M9-Medium mit 800 mM NaCl. 1: Wt P27459-S; 2: P27459AtoxR; 3:
P274590smK:: TncatpirkanR; 4: P274590smR; 5: P27459envZ; 6: P27459VCA0257; 7: P27459AtoxS;

Die AM-Profile des Wt P27459-S und diverser Mutanten unter isotonischen und
hypertonischen Bedingungen sind in Abbildung IV.22 dargestellt. Deutlich waren die
abundanten Banden der beiden Porine OmpT (40 kDa) und OmpU (38 kDa) zu erkennen.
Charakteristisch war die fehlende OmpU-Bande bei P27459AtoxR, da aufgrund des
deletierten Transkriptionsregulators ToxR die Mutante nicht mehr in der Lage war, ompU zu
exprimieren (Abb. IV.22, Spur 2). Die AM-Profile der unter isotonischen Bedingungen
gewachsenen Mutanten waren durchwegs mit dem des Wt vergleichbar (Abb. IV.22 A),
jedoch erschien bei den Mutanten des Zwei Komponenten-Systems OsmRK und der toxS-
Mutante die OmpT-Bande etwas intensiver (Abb. IV.22 A, Spuren 3, 4 und 7). Dieses
Phidnomen verstarkte sich unter hypertonischen Bedingungen. Hier war die OmpU-Bande in
den Mutanten P274590smK::TncatpirkanR, P274590smR, P27459AtoxS deutlich schwécher
als beim Wt P27459-S (Abb. IV.22 B, Spuren 3, 4 und 7). Die Mutationen in envZ und
VCAO0257 hatten im Vergleich zum Wt unter beiden Bedingungen keinen Einfluss auf die
Proteine der AM (Abb. IV.22 A und B, Spuren 5 und 6). Interessant war die geringe
Verdnderung zwischen iso- und hypertonischen Bedingungen in der AM beim Wt. Der
wesentliche Unterschied bestand im Auftreten einer Proteinbande bei etwa 55 kDa unter
hypertonischen Bedingungen. Auch bei den AM-Profilen der untersuchten Mutanten konnte
diese Proteinbande nachgewiesen werden (Abb. IV.22 B). Diese Bande wurde aus zwei
unabhingigen Proben nach einer SDS-PAGE ausgeschnitten und zur Proteinsequenzierung
gegeben. Die Ergebnisse werden in Kapitel IV 6. dargelegt.

Kiirzlich wurde berichtet, dass OmpU zu der Resistenz gegeniiber antimikrobiellen
polykationischen Peptiden beitrdgt (164). Um einen Einfluss solcher Substanzen auf die

Expression von OmpU durch OsmRK oder der anderen Zwei-Komponenten-Systeme
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aufzudecken, wurden ferner AM-Profile des Wt und der oben erwidhnten Mutanten in

Anwesenheit des polykationischen Peptids Protamin untersucht.
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Abbildung 1V.23: Veranderungen in der AM von Wt P27459-S und verschiedenen Mutanten durch
Anwesenheit von Protamin. PAA-Gel (15%) von AM-Proteinen nach SDS-PAGE und Féarbung mit Coomassie.
Der Groflenstandard (in kDa) ist seitlich angegeben. Kulturen gewachsen in M9-Medium mit Protamin (300
pg/ml). 1: Wt P27459-S; 2: P27459AtoxR; 3: P274590smK::TncatpirkanR; 4: P274590smR; 5: P27459envZ; 6:
P27459VCAO0257; 7: P27459AtoxS;

Die jeweiligen AM-Profile der mit Protamin versetzten Kulturen sind in Abbildung 1V.23
gezeigt. Deutlich war beim Wt P27459-S im Vergleich zu den AM-Profilen unter nicht
gestressten Bedingungen (Abb. 1V.22 A, Spur 1) die Reduktion von OmpT zu erkennen,
wihrend OmpU nun eine sehr intensive Proteinbande zeigte (Abb. IV.23, Spur 1). Das gleiche
Bild war bei Betrachtung der AM von P274590smK::TncatpirkanR, P274590smR,
P27459envZ und P27459VCA0257 festzustellen (Abb. IV.23, Spuren 3 bis 6). Dies galt nicht
fiir P27459AtoxR, da aufgrund des fehlenden Transkriptionsregulators ToxR die Mutante
wiederum nicht mehr in der Lage war, ompU zu exprimieren (Abb. IV.23, Spur 2). Bei
Mutante P27459AtoxS war neben einer schwachen OmpU-, eine deutliche OmpT-Bande zu
erkennen (Abb. IV.23, Spur 7).

Die laut den AM- und Mikrorarray-Analysen verminderte Expression von OmpU in der
Mutante P274590smK::TncatpirkanR unter hypertonischen Bedingungen sollte durch eine
ompU-phoA-Fusion mit anschlieBender Bestimmung der alkalischen Phophatase-Aktivitét
bestitigt und quantifiziert werden. Dazu wurde der Suizidvektor pGPphoA verwendet, auf
welchem das promotorlose Gen fiir die alkalische Phosphatase kodiert ist. Dennoch besitzt
dieses phoA-Fragment eine eigene Ribosomenbindestelle (RBS), die Signalsequenz zum
Transport ins Periplasma und Start/ Stop-Kodon. Durch die Konstruktion von
pGPphoAompU konnte dieser Vektor iiber ompU ins Chromosom von V. cholerae inserieren,

wodurch phoA nun unter Kontrolle des ompU-Promotors stand (siehe III 5.8.1. und 4.4.1.).
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Tabelle 1V.4: Quantifizierung der Expression von OmpU unter isotonischen und hypertonischen
Bedingungen durch Phosphatase-Assay. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Alle
Messungen wurden viermal unabhéngig durchgefiihrt. Zur genauen Durchfithrung und Berechnung der Aktivitét
siehe III 6.8.

alkalische Phosphatase-Aktivitét

Stamm (umol/min-1)
. M9 Medium mit
MO-Medium 800 mM NaCl
Wt P27459-S 3,97 +0,36 1,23 +£0,27
P274590mpU::pGPphoA 1026,90 + 291,05 | 2924,90 + 200,96
P27459AtoxR 3,51+1,44 5,79+0.3
P27459AtoxR
+ +
ompU-pGPphoA 98,61 + 33,49 81,69 + 10,19
P274590smK:: TncatpirkanR 4,41 +1,11 13,24 + 8,06
P274590smK::TncatpirkanR
ompU::pGPphoA 541,39 + 146,13 17,50 + 2,83

Die Ergebnisse des Phosphatase-Assays sind in Tabelle IV.4 zusammengefasst. Wie erwartet
zeigten die phoA” Kontrollstimme nur geringe Grundaktivitit unabhidngig von den
osmotischen Bedingungen des Mediums. Erst durch die Insertion von phoA in ompU in den
jeweiligen Stimmen war eine deutliche Aktivitdt zu messen. Dabei war sie bei isotonischen
Bedingungen im wildtypischen Hintergrund (P274590mpU::pGPphoA) am hochsten, im toxR™
Hintergrund  (P27459AtoxR  ompU::pGPphoA) am geringsten. Die Werte von
P274590smK::TncatpirkanR ompU::pGPphoA lagen dazwischen. Unter hypertonischen
Bedingungen verdreifacht sich die Aktivitit bei P274590mpU::pGPphoA, wihrend sich die
Phosphatase-Aktivitdt von P274590smK::TncatpirkanR ompU::pGPphoA um den Faktor 30

verringerte. Die Werte von P27459AtoxR ompU::pGPphoA blieben nahezu unverdndert.

6. Degradation von HutA unter Salzstress

Bei dem Vergleich der AM-Profile von Zellen, welche unter verschiedenen Bedingungen
gewachsen waren, trat ein Proteinbande von ca. 55 kDa nur unter hypertonischen
Bedingungen auf (sieche Abb. 1V.22). Wie Kapitel IV 5.2.2. erwdhnt, wurde die Bande
ausgeschnitten, das Protein isoliert und ansequenziert. Dadurch wurde das Protein aus zwei
unabhéngigen Proben als HutA identifiziert. Das 698 AS umfassende Transmembranprotein
HutA, spielt eine wichtige Rolle bei der Eisenaufnahme (109) und kodiert auf dem zweiten
Chromosom von V. cholerae im Locus VCA0576. Es zeichnet sich durch einen theoretischen
pl von 4,79 und ein Molekulargewicht von 77,8 kDa aus. Diese Grofe stimmt eindeutig nicht
mit dem Migrationsverhalten im PAA-Gel iiberein, da die Bande deutlich unter 62 kDa lief.

Allerdings wurde bei der Proteinsequenzierung keine Peptidfragmente hinter der AS 470
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gefunden. Daher konnte eine C-terminale Proteindegradation stattgefunden haben. Um dies zu
tiberpriifen wurde zunéchst eine hutA-Deletionsmutante P27459AhutA erzeugt und das AM-
Profil im Vergleich zum Wt kontrolliert.
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1 2 3 1 2 3
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Abbildung 1V.24: Verénderungen in der AM unter hypertonischen Bedingungen. PAA-Gel (15%) von
AM-Proteinen nach SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie. Die Proteinbande des verkiirzten HutA ist mit
einem Pfeil markiert. Der Groflenstandard (in kDa) ist seitlich angegeben. A: Kulturen gewachsen in M9-
Medium, B: Kulturen gewachsen in M9-Medium mit 800 mM NaCl. 1: Wt P27459-S; 2: P27459AhutA; 3:
P27459hutA::pGPphoA;

Dies ist in Abbildung V.24 dargestellt. Wieder war deutlich die Proteinbande zwischen 47,5
und 62 kDa in der AM des Wt P27459-S unter hypertonischen Bedingungen zu erkennen
(Abb. IV.24 B, Spur 1), dagegen fehlte diese in der AM-Préparation von P27459AhutA (Abb.
IV.24 B, Spur 2). Eine zusitzliche Veranderung in der AM durch die hutA-Mutation konnte
nicht festgestellt werden. Unter isotonischen Bedingungen wurde kein Unterschied im AM-
Profil der Stimme bemerkt (Abb. IV.24 A, Spur 1 und 2). Fiir die Mutante P27459AhutA war
im Vergleich zum Wt kein Wachstumsdefekt unter hypertonischen Bedingungen
nachzuweisen. Durch eine hutA-phoA-Fusion, welche analog zu den phoA-Fusionen aus
Kapitel IV 5.2.2. erzeugt wurde, sollte eine mdgliche Deregulation der Transkription von
hutA quantifiziert werden. Wie der Abb. IV.24 B, Spur 3 entnommen werden kann, fiihrte die
Insertion von pGPphoA nach AS-Position 600 in P27459hutA::pGPphoA bereits zur
Abwesenheit der degradierten HutA-Bande. Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase-
Aktivitdit des Stammes P27459hutA::pGPphoA ergab 164,5 + 18,3 (umol/min‘l) unter

isotonischen und 591,5 + 19,3 (umol/min-l) unter hypertonischen Bedingungen.
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V Diskussion

Adhasion an den Mukus

Das O Antigen von V. cholerae ist, wie bei vielen anderen pathogenen Gram™ Bakterien auch,
nicht nur eine strukturelle Komponente des LPS, sondern trigt {iberdies entscheidend zur
Virulenz bei. Zum Beispiel fiihrt ein Verlust des O Antigens bei V. cholerae O1 zu einer
Sensitivititszunahme gegeniiber Humanserum (188). Bei O139 ist dagegen vor allem die
Kapsel fiir die Serumresistenz ausschlaggebend, da sich ein Verlust des kurzen O139
Antigens kaum auf die Uberlebensfihigkeit in Gegenwart von Humanserum auswirkt (194).
Im Mausmodell sind O Antigen-Mutanten beider Serogruppen im Vergleich zum Wt etwa 50
bis 100fach attenuiert (192, 194). Schon frither wurden die O Antigene bzw. die Kapsel als
putative Adhésionsfaktoren vorgeschlagen (22, 49).

Um die Rolle der beider O Antigene und der Kapsel bei der Anheftung an die
Darmepithelzellen zu analysieren, wurden Adhisionsstudien von V. cholerae O1 und O139
unter Verwendung der menschlichen Darmzelllinie HT-29-Rev MTX 10 (150) durchgefiihrt.
Dazu wurde einerseits die Mutante P27459Arfb verwendet, welche aufgrund einer 16 kb
groflen Deletion im whe-Gencluster keine O Antigen-Biosynthese mehr durchfiihren konnte.
Andererseits stand fiir die Serogruppe O139 bereits die Kapsel/ O Antigen-Doppelmutante
MO10AwaalLwbfF zur Verfiigung. Frithere Untersuchungen demonstrierten die Fahigkeit von
V. cholerae an mukusproduzierende Darmepithelzellen zu adhédrieren (22). Dabei wurden
jedoch nur Adhésionsraten von maximal 10% erzielt. Dagegen lagen die Adhédsionsraten von
V. cholerae O1 und O139 mit 72 bzw. 46% in dieser Arbeit deutlich hoher, was auf eine
effiziente Anheftung der Bakterien an den Mukus schlieBen ldsst. Weiterhin deuteten die
Experimente von Benitez et al. eine mdgliche Beteiligung des LPS am Adhésionsvorgang an,
da durch externe Zugabe von LPS aus V. cholerae O1 die Adhédsion um bis zu 64% verringert
werden konnte. Als potentieller Adhédsionsfaktor kommt vor allem das nach aulen exponierte
O Antigen des LPS in Frage. Die Ergebnisse der Adhésionsstudien in dieser Arbeit
unterstiitzen die These, dass das O Antigen bei O1 sowie das O Antigen und die Kapsel bei
0139 bei der Anheftung an den Mukus beteiligt sind. Im Vergleich zum jeweiligen Wt konnte
bei der O Antigen-Mutante P27459Arfb eine Reduktion der Adhésionsrate um 85%, bei der
Kapsel/ O Antigen-Mutante MO10AwaalwbfF eine Abnahme der Adhédsionsrate um 70%
festgestellt werden. Eine Beteiligung von Genprodukten, deren Expression iiber das ToxR-
Regulon kontrolliert wird, konnte ebenfalls nachgewiesen werden, da die Adhédsionsrate der

toxR-Mutante P27459AtoxR im Test etwa dreifach geringer als beim Wt war. Dies steht im
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Widerspruch zu den Ergebnissen von Benitez et al.,, welche keinen Einfluss von ToxR
feststellen konnten. Allerdings wurde in deren Studie V. cholerae in ,,meat extract“- und nicht
wie in der vorliegenden Arbeit in AKI-Medium kultiviert, wodurch keine Induktion der
ToxR-Kaskade erfolgte. Dadurch kann man sich die unterschiedlichen Befunde erkléren.
Insgesamt bleibt jedoch festzuhalten, dass keine der untersuchten Mutationen einen
vollstdndigen Ausfall der Adhdsion zur Folge hatte. Infolgedessen sind wahrscheinlich noch
andere, bisher nicht ndher charakterisierte Adhésionsfaktoren fiir die Anheftung von V.
cholerae an die Darmepithelzellen von Bedeutung. Hier kommen beispielsweise die Typ IV
Pili MSHA und MFRHA, sowie die Flagelle in Frage. Bei anderen Bakterien konnte bereits
eine Beteiligung von Fimbrien bzw. Pili und Flagellen an der Adhdsion an Wirtszellen
nachgewiesen werden (10, 86). Moglicherweise ist aber die Anheftung an den Mukus nicht

nur von einem, sondern von mehreren Faktoren abhéngig.

Die O Antigen-Ligase von V. cholerae

Wie bereits erwéhnt stellt das O Antigen von V. cholerae O1 eine wichtige Voraussetzung fiir
eine effiziente Kolonisierung dar. Die O Antigen-Ligase (Waal) gilt als entscheidendes und
hinreichendes Enzym fiir den Transfer des O Antigens auf den Lipid A/ Kern OS-Komplex
(124, 215). Obwohl WaaL ein Schliisselenzym in der LPS-Biosynthese Gram™ Bakterien
darstellt, ist bislang sehr wenig iiber dieses Enzym bekannt. Die meisten Informationen
beruhen auf indirekten Daten oder Modellsystemen. Dabei bieten die LPS-Biosynthese, sowie
die O Antigen-Ligase im Speziellen durchaus potentielle Angriffsziele fiir kiinftige
therapeutische Ansétze von Krankheiten, die durch Gram™ Bakterien verursacht werden. Dazu
ist aber ein tiefgreifendes Verstindnis der LPS-Biosynthese bei den jeweiligen

Mikroorganismen notwendig.

Uber die von Computerprogrammen vorhergesagten Transmembrandomdnen und die
etablierten LacZ- und PhoA-Fusionen konnte in dieser Arbeit erstmalig die Topologie der O

Antigen-Ligase aus einem V. cholerae O1 El Tor Stamm, WaaL"*"**

, entschliisselt werden.
Waal™™  besitzt demnach 10 Transmembrandoméinen, 5 periplasmatische und 4
cytoplasmatische Schleifen, wobei sich das C- und das N-terminale Ende im Cytoplasma
befinden. Besonders auffillig ist die grofle periplasmatische Schleife PIV mit iiber 100 AS.
Eine derartige Schleife wird durch die Hydrophobizititsdiagramme auch in den O Antigen-
Ligasen von anderen V. cholerae Isolaten, E. coli und S. enterica sv. Thyphimurium bzw. sv.

Arizonae IIIA vorhergesagt (107, 124).
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In der kiirzlich verdffentlichten Topologie der O Antigen-Polymerase (Wzy) von S. flexneri
wurde ebenfalls eine grof3e periplasmatische Schleife von 54 AS in der C-terminalen Hélfte
identifiziert (68). Ahnlich wie bei den O Antigen-Ligasen zeichnen sich die O Antigen-
Polymerasen unterschiedlicher Serogruppen durch geringe Identitdt in der Primérstruktur,
aber  dhnliche  Hydrophobizititsprofile = aus  (215). Ein  Vergleich  der
Hydrophobizitdtsdiagramme von Wzy aus S. flexneri und den oben genannten O Antigen-
Ligasen bestitigt, dass beide Proteinfamilien eine vergleichbare Topologie besitzen (Abb.
VIL.3). Wie bereits in Kapitel II 4.1. beschrieben, ist Wzy ein Bestandteil in einem der drei O
Antigen-Transportsysteme. Dabei katalysiert Wzy die Polymerisation von O Antigen-
Wiederholungseinheiten am Und-PP auf der periplasmatischen Seite der CM, wogegen Waal
das O Antigen auf den Lipid A/ Kern OS-Komplex transferiert. Somit unterscheiden sich die

Reaktionen von Wzy und WaaL nur in dem Akzeptormolekiil.

Durch eine Gegeniiberstellung der Proteinsequenzen von O Antigen-Ligasen aus
verschiedenen Gram™ Bakterien konnten zwei konservierte Motive identifiziert werden: Zum

P27459 .
in der

einen das Motiv R(X3)L, welches entsprechend der Topologie von Waal
periplasmatischen Schleife PIII liegt. Eine &hnliche Sequenzabfolge ist mit R(X;)L auch in
Wzy von S. flexneri an édquivalenter Position zu erkennen (68). Zum anderen das Motiv
H(X10)G, welches sich in der Schleife PIV von WaaL">"*? befindet. Dieses ist auch in der
Wzy-Konsensus-Sequenz (Pfam04932) vorhanden, welche bei der Suche nach konservierten
Dominen allen untersuchten O Antigen-Ligasen zugeordnet werden konnte. Die Funktion der
basischen AS dieser Motive wurde durch spezifisch eingefiihrte Punktmutationen in
WaaL""* und WaaL>**“® analysiert. Sowohl der Austausch des Arginins, als auch der des
Histidins fiihrte zu einer inaktiven oder zumindest in der Aktivitit stark beeintrdchtigten
Ligase. In V. cholerae P27459 konnte beobachtet werden, dass die Aufgabe des Histidins im
Motiv H(X;0)G durch ein benachbartes Histidin zumindest teilweise libernommen werden
kann. Eine Mutation beider Histidine resultierte aber auch in diesem Fall zu einer komplett
inaktiven Ligase. Daher repréisentieren das Arginin und das Histidin der Motive R(X3)L bzw.
H(X10)G konservierte AS, welche essentiell fiir die Transferreaktion sind. Ob auch die
hydrophoben AS Leucin und Glycin der Motive die Aktivitit der Ligase beeinflussen, bleibt
noch zu untersuchen.

Abgeleitet aus den biochemischen Mechanismen von periplasmatischen Glykosyltransferasen
der Mureinbiosynthese (258) oder Nukleasen, konnten das Arginin und das Histidin im

aktiven Zentrum von Waal eine entscheidende Rolle bei der Abspaltung des O Antigens von
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dem Und-PP spielen. So befinden sich im aktiven Zentrum der Ribonuklease A zwei
Histidine, welche abwechselnd als Protonendonor und Protonenakzeptor fungieren (219). In
zwei aufeinander folgenden Schritten wird {iber einen pentakovalenten Ubergangszustand des
Phosphors die Hydrolyse einer Phosphodiesterbindung katalysiert. Nach diesem Modell ist
immer eine der beiden beteiligten AS protoniert und somit vor einer Alkylierung durch
Iodacetat geschiitzt. In der Tat kann bei der Ribonuklease immer nur eines der beiden
Histidine alkyliert werden, wodurch das Enzym inaktiv wird (153). Daher kénnte ein solches
Experiment den vorgeschlagenen Mechanismus fiir die Ligasereaktion belegen. Aufgrund der
durchaus vergleichbaren Aktivitdt und der Anwesenheit dhnlicher Motive in Wzy kdnnten

auch O Antigen-Polymerasen diesen Reaktionsmechanismus verwenden.

Da ein Komplementationsversuch von waal.-Mutanten in P27459-S und V194 mit der jeweils
anderen O Antigen-Ligase scheiterte, konnte in dieser Arbeit die Spezifitit von Waal
gegeniiber einem definierten Kern OS bestitigt werden (107, 276). Fiir E. coli wurde bereits
frilher demonstriert, dass eine waalL-Mutation in einem R2 Isolat durch die Expression von
WaaLl aus K-12 nur ungeniigend komplementiert werden kann (107). In einer erst kiirzlich
erschienen Arbeit wird vermutet, dass Waal nicht der einzige Faktor ist, welcher fiir die
Erkennung des Kern OS verantwortlich ist (124). In dieser Publikation gelang die
Komplementation einer waal-Mutante eines S. enterica Isolats mit der O Antigen-Ligase aus
einem anderen Stamm. Jedoch wurden nah verwandte O Antigen-Ligasen untersucht, welche
auf Proteinebene zu 92% identisch sind. Aufgrund dieser hohen Homologie ist die Aktivitét
der O Antigen-Ligase in dem fremden Stammhintergrund nicht verwunderlich. Dagegen
zeigen die Ligasen WaaL"™"*? und WaaL""** aus dieser Arbeit nur 23,7% Identitit.

Um die Spezifitit der O Antigen-Ligasen gegeniiber dem Kern OS néher zu untersuchen,
wurden Hybridfusionen von WaaL"*’*? und WaaL"""* konstruiert. Diese Hybride enthielten
jeweils die N-terminale Hilfte der einen und die C-terminale Hilfte der anderen O Antigen-
Ligase. Eine Komplementationsstudie demonstrierte, dass nur das Hybrid WaaLV!#¥P274%9 i
P27459waal eine Anheftung des O Antigens ermoglichte. Die zusitzliche Expression von
WavM fiihrte allerdings zum Aktivitatsverlust dieses Hybrids. Diese Beobachtung stimmt mit
dem Phénomen {iberein, dass eine Expression von WavM in Wt P27459-S zu einem Verlust
des O Antigens fiihrte und WaaL™"*? in V194wavM das O Antigen transferieren konnte.

P27459

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die C-terminale Hélfte von Waal mit der groflen

periplasmatischen Schleife PIV wichtig fiir die Erkennung des eigenen Kern OS ist. Durch
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den von WavM Kkatalysierten Transfer einer zusdtzlichen Galaktose an das Kern OS wurde
eine Erkennung des Kern OS durch WaaL"*"*° verhindert.

Die entsprechenden Experimente in V194waal blieben erfolglos, da keines der beiden
Hybride die O Antigen-Anheftung ermoglichte. Indessen waren die parallel erzeugten

. . P27459/P274 194/V194
Ligasefusionen WaalL 7459/P27439 ynd WaalL V'YV

in der Lage eine waalL-Mutation in dem
entsprechenden Stammbhintergrund zu komplementieren. Ein Funktionsverlust durch die
Konstruktion der Hybride, z. B. aufgrund der Insertion eines Methionins an der Fusionsstelle,
kann daher nahezu ausgeschlossen werden. Dennoch kann fiir WaaL"'"** keine Aussage
beziiglich der relevanten Proteinbereiche fiir die Erkennung der Galaktose im eigenen Kern
OS getroffen werden.

Weitere Hybridkonstruktionen, in denen beispielsweise nur einzelne periplasmatischen
Schleifen ausgetauscht werden, sind notwendig, um die Details der Kern OS-Spezifitit von O
Antigen-Ligasen zu ergriinden. Alternativ wire auch die Etablierung definierter
Punktmutationen in waal, die eine Kern OS-Sperzifitit autheben, durch eine geeignete

Selektionstechnik erstrebenswert. Da es sich um ein grofles Transmembranprotein handelt,

sind solche Analysen jedoch besonders schwierig.

Strukturelle VVoraussetzungen des Kern OS fir die Aktivitdt von Waal

Durch eine systematische Etablierung und Charakterisierung von wa*-Mutanten in P27459-S
zu Beginn dieser Studie wurden Genprodukte identifiziert, deren Aktivititen fiir die O
Antigen-Anheftung von Bedeutung sind. Neben den putativ essentiellen Genprodukten
(WavC und WaaA), die in diese Analyse nicht einbezogen wurden, den Heptosyl-
Transferasen I bis III (WaaC, WaaF und WavA), welche den Haupstrang des Kern OS
synthetisieren, und der O Antigen-Ligase selbst, fiihrte nur noch die Mutation von wavlL zu
einem vollstindigen Verlust des O Antigens.

Bioinformatische Analysen deckten die Bifunktionalitdt von WavL auf. Wéhrend fiir den N-
terminalen Bereich Homologien zu einer Reihe von Glykosyltransferasen gefunden wurden,
zeigte der C-terminale Bereich Ahnlichkeiten zu Polysacchariddeacetylasen. Die Detektion
von WavL mit C-terminaler His-tag-Fusion im Western Blot bestétigte, dass es sich dabei um
ein einzelnes Genprodukt handelt, welches zwei enzymatische Funktionen in sich vereinigt.
Interessanterweise konnten fiir WavL viele dhnliche Proteine in verschiedenen Bakterien
gefunden werden, welche die beiden Doménen als einzelne Peptide exprimieren. Dagegen ist
die Konstellation als bifunktionales Polypeptid neben V. cholerae nur noch in F. nucleatum

und A. hydrophila zu finden. Moglicherweise ist WavL durch Genfusion aus zwei zuvor
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getrennten Genen entstanden. Wie diese Arbeit darlegt, ist fiir die O Antigen-Anheftung nur

die N-terminale Glykosyltransferase-Domédne von Bedeutung.

Um die Aktivitdt von WavL und WavM zu analysieren, wurde ein 14C-Glykosyltransferase-
Assay etabliert. Unter Verwendung von gereinigtem WavL mit C-terminaler His-tag Fusion
konnte demonstriert werden, dass WavL spezifisch UDP-GIcNAc als Substrat verwendet und
GlcNAc in das Kern OS von P27459AwavL einbaut. UDP-Gal oder UDP-Glc wurden von
WavL als Substrat nicht erkannt. Entsprechend der verdffentlichten Struktur des Kern OS von
Ol, ist GlcNAc nur an einer Position zu finden (264). Dabei bildet GIcNAc {iber eine
B(1—7)-glykosidische Bindung eine Verzweigung zur Hep III aus. Alle bisherigen
bioinformatischen Daten und phanotypischen Eigenschaften lassen darauf schlieBen, dass die
Heptosyl-III-Transferase durch wavA kodiert wird. Ubereinstimmend mit den Strukturdaten
war ein Einbau von GIcNAc in das LPS der Doppelmutante P27459AwavLwavA durch WavL
nicht moglich, da durch die Mutation der Heptosyl-I1I-Transferase die Akzeptorstelle fiir das
GlcNAc fehlte. In das LPS von Wt P27459-S konnte ebenfalls kein Einbau nachgewiesen
werden, was eine bereits ausreichende Substitution des wildtypischen LPS mit GlcNAc an der
Hep III vermuten lésst. Aus diesen Daten geht zusammenfassend hervor, dass WavL eine N-
Acetyl-Glucosaminyltransferase der Kern OS-Biosynthese in V. cholerae darstellt.
Hinsichtlich der putativen Deacetylasefunktion kann derzeit noch keine Aussage getroffen
werden. Jedoch wire eine Deacetylierung des GIcNAc vor oder nach dem Einbau in das Kern
OS denkbar. In den bisherigen Verdffentlichungen der Strukturdaten wurde ein GIcN an der
Hep III im Kern OS angegeben (62, 63, 139, 264), obwohl eine definitive Aussage des
Acetylierungszustands dieses Zuckers aufgrund der Probenvorbereitung fiir die
Strukturanalyse nicht zu ermitteln war. Letztlich fehlt ein Assay, um die Deacetylaseaktivitdt
von WavL einwandfrei zu bestimmen.

Das Gen wavl ist in allen bekannten wa*-Genclusterypen von V. cholerae konserviert (191).
So tiberrascht es nicht, dass die Insertionsmutanten V194wavL und MO10wavL ebenfalls
nicht mehr imstande waren, das O Antigen an den Lipid A/ Kern OS-Komplex anzuheften.
Fiir O139 kann das GIcNAc als direkter O Antigen-Akzeptor ausgeschlossen werden, da
bereits gezeigt wurde, dass das O139 Antigen an die Hep III angehédngt wird (63, 139). Da die
O Antigen-Ligasen von Ol und O139 zu 100% identisch sind, ist anzunehmen, dass bei O1
ebenfalls die Hep III der Akzeptor des O Antigens ist. Dennoch scheint GIcNAc eine
generelle Voraussetzung des Kern OS darzustellen, welche fiir die O Antigen-Anheftung in V.

cholerae notwendig ist. Zum Beispiel ist eine Beteiligung von GIcNAc an der Interaktion
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zwischen Kern OS und O Antigen-Ligase denkbar, ohne dabei eine Spezifititsdeterminante
fiir einen bestimmten Ligasetyp darzustellen.

Erstaunlicherweise ist ein GIcNAc im duBleren Kern OS auch bei einigen E. coli und S.
enterica Stimmen eine wichtige Voraussetzung fiir die O Antigen-Anheftung (107, 124). Im
Detail wurde gezeigt, dass die UDP-N-Acetyl-Glucosamin:(Glykosyl) LPS a1,2-N-Acetyl-
Glucosaminyltransferase-Aktivitiat von WaaK fiir S. enterica sv. Typhimurium und fiir E. coli
R2 essentiell fiir die O Antigen-Anheftung ist (108). Es wurde vermutet, dass GIcNAc eine
Rolle bei der Erkennung des Kern OS durch die Ligase spielt. Kiirzlich prisentierte die
gleiche Arbeitsgruppe jedoch Daten, wonach die O Antigen-Ligase von S. enterica sv.
Typhimurium, die im eigenen Stammhintergrund von WaaK abhéngig ist, in einem anderen
Stammhintergrund (S. enterica sv. Arizonae IIIA) unabhidngig von WaaK das O Antigen
transferieren konnte (124). Da die O Antigen-Ligasen aus den beiden Salmonella Stimmen zu
92% identisch sind, konnte die hohe Ahnlichkeit in Kombination mit einer massiven
Uberexpression der fremden O Antigen-Ligase eine Erklirung fiir die O Antigen-Anheftung
sein. Insgesamt bestitigten diese Experimente, dass GIcNAc echer generell an der

Transferreaktion und nicht an der Auspragung der Rezeptorspezifitit beteiligt ist.

Die wa*-Gencluster von P27459-S und V194 unterscheiden sich vor allem in der Region um
waaL. Neben der geringen Ahnlichkeit der beiden O Antigen-Ligasen ist bei V194 eine
zusitzliche putative Glykosyltransferase WavM kodiert, welche in dieser Arbeit als
Galaktosyltransferase charakterisiert wurde. Ein Homolog zu wavM konnte weder im wa*-
Gencluster von P27459-S (191), noch in der veroéffentlichten Genomsequenz von V. cholerae
O1 El Tor N16961 gefunden werden (106). Eine Mutation von wavM in V194 fiihrte zum
Verlust des O Antigens im LPS. Demzufolge ist neben WavL auch die Aktivitdt von WavM
in V194 fiir die Anheftung des O Antigens essentiell. Weiterhin demonstrierten die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Modifikation des Kern OS durch WavM die Spezifidt
gegeniiber der O Antigen-Ligase determiniert. So war eine Komplementation der waal-
Mutanten nur durch die Expression der eigenen Ligase moglich, wogegen beispielsweise
WaalV'** in P27459waal keine Aktivitit zeigte. Andererseits fiihrte die gleichzeitige
V194

Expression von WavM und WaaL
Letztlich konnte WaaL"*"**" in V194wavM das O Antigen an den Lipid A/ Kern OS-Komplex

in P27459waal zur Anheftung des O Antigens.

transferieren, wihrend die Expression von WavM in Wt P27459-S zum Verlust des O

Antigens fiihrte. Die Aktivitdit von WavM scheint daher kritisch fiir die Erkennung des Kern
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OS durch die O Antigen-Ligase zu sein. Fiir WaaL"'** ist die Aktivitit von WavM essentiell,
wihrend die durch WavM Kkatalysierte Modifikation des Kern OS WaaL"*"**? inhibiert.

Anhand der Proteinsequenz wurde WavM in der CAZy-Datenbank der Glykosyltransferase-
Familie 15 zugeordnet, wobei sich diese Enzyme durch ihre Galaktosyltransferase-Aktivitét
auszeichnen (59). Ein '*C-Glykosyltransferase-Assay demonstrierte, dass WavM spezifisch
UDP-Gal als Substrat verwendet, um das Kern OS von V194wavM mit Gal zu modifizieren.
WavM konnte weder UDP-Glc noch UDP-GIcNAc als Substrat verwenden. Daher kann
WavM als Galaktosyltransferase der Kern OS-Biosynthese von V194 angesehen werden. Der
geringe Einbau von Gal in das Kern OS von V194 deutete auf die effiziente Substitution des
Kern OS mit Gal im Wt hin. Ein Transfer von Gal durch WavM in das LPS des Wt P27459-S
und diverser wa*-Mutanten von P27459-S scheiterte. Die Glykosyltransferasen der Kern OS-
Biosynthese arbeiten sukzessiv (215, 216, 230). Daher kann man annehmen, dass es fiir die
Aktivitdt von WavM durchaus entscheidend ist, ob WavM in die de novo Synthese des Kern
OS eingreifen kann (z. B. durch Expression von WavM in P27459-S), oder ob WavM das
bereits synthetisierte Kern OS als Substrat in den in vitro Experimenten angeboten wird.
Somit ist ein Ausbleiben der Gal-Substitution des Kern OS von P27459-S im '*C-

Glykosyltransferase-Assay erklarbar.

Die wa*-Genclustertyp 1 spezifischen Gene wavD und wavJ

Vergleichende Studien der wa*-Gencluster von verschiedenen V. cholerae Stimmen zeigten
eine Korrelation zwischen klinischen, virulenten Isolaten und dem wa*-Genclustertyp 1 auf
(191). Dagegen sind bei Umweltisolaten die wa*-Genclustertypen 2 bis 4 zu finden. Zwischen
den einzelnen Genclustertypen ist eine Heterogenitit in der Anwesenheit und Abfolge
bestimmter Gene festzustellen. So sind die Gene wavJ und wavD nur im wa*-Genclustertyp 1,
und damit nur in den virulenten Isolaten nachzuweisen. Eine Southern Blot-Analyse der
verfiigbaren 51 V. cholerae Isolate bestitigte diese spezifische Pravalenz von wavJ und wavD
in Stimmen der Serogruppe O1, O139 und O37. Das Auftreten beider Gene in O37 Stdmmen
ist nicht erstaunlich, da diese Serogruppe immerhin 1968 fiir einen groBeren Cholera-
Ausbruch im Sudan verantwortlich war (3, 29), seitdem aber erstaunlicherweise
epidemiologisch nicht mehr in Erscheinung getreten ist. Weiterhin konnte durch den Southern
Blot gezeigt werden, dass in apathogenen Umweltisolaten weder im wa*-Gencluster, noch im
restlichen Genom Anlagen fiir diese Gene zu finden waren. Als einzige Ausnahme hierzu

konnte bei dem Umweltisolat Ch18022 eine Bande, welche mit der wavJ-Sonde hybridisierte,
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detektiert werden. Mit einer GroBe von ca. 8 kb unterscheidet sie sich aber klar von der durch
die Genomsequenz vorhergesagten (106) und bei den virulenten Isolaten detektierten 2,5 kb

Bande. Dies kann zum Beispiel durch Restriktionspolymorphismus erklédrt werden.

Die Daten der Sequenzanalyse weisen darauf hin, dass es sich bei Wav] um eine
Heptosyltransferase handelt. Die Heptosyltransferasen, welche den Transfer der Hep I bis II1
im Hauptstrang des Kern OS katalysieren, werden aufgrund von Homologie- und Mutanten-
Analysen hochstwahrscheinlich durch die Gene waaC, waaF und wavA kodiert (191). Somit
liegt nahe, dass WavlJ die noch offene Funktion als Heptosyl-IV-Transferase besitzt, wodurch
die Seitenkette an der Hep II entstehen konnte. Da im Kern OS eines der strukturell
untersuchten Nicht O1/ O139-Stdmme die Anwesenheit der Hep IV nachgewiesen wurde (61,
138), ist die Detektion von wavJ in einem Umweltisolat (siche oben) durchaus moglich. Die

bioinformatische Analyse von WavD erbrachte keine Erkenntnisse hinsichtlich der Funktion.

Durch Konstruktion von Deletionsmutanten fiir wavJ und wavD in V. cholerae O1 und O139
konnte eine ausfiihrliche phénotypische Charakterisierung durchgefiihrt werden. LPS-
Analysen demonstrierten, dass WavD und Wav] eine Funktion in der Biosynthese des Kern
OS beider Serogruppen haben. Dabei ist nur ein geringer Unterschied im Laufverhalten des
Lipid A/ Kern OS-Komplexes der Mutanten im Vergleich zum Wt zu beobachten. Daher
tragen WavD und Wav] wahrscheinlich nur zum Transfer je eines Zuckers oder je einer
Modifikation bei. Keines der beiden Genprodukte ist fiir die Anheftung des O Antigens in
einer Serogruppe essentiell. Daher ist ein Einfluss auf den Hauptstrang des Kern OS (KDO
mit Hep I bis III) unwahrscheinlich. Insgesamt unterstiitzt dies die Hypothese, dass wavJd fiir
die Heptosyl-IV-Transferase kodiert. Dagegen bleibt die Funktion von WavD weiterhin
ungeklirt. Solange bioinformatische Analysen keine signifikanten Ahnlichkeiten von WavD
zu Proteinen mit bekannter Funktion aufzeigen, bleibt die Strukturanalyse des LPS von wavD-
Mutanten die einzige Moglichkeit die Aktivitit von WavD zu entschliisseln. Dafiir konnte

bisher kein Kooperationspartner gefunden werden.

Die geringe Verdnderung des Kern OS in den wavD- und wavJ-Mutanten der Serogruppe Ol
wurde durch die weiterhin bestehende Sensitivitit gegeniiber dem Phagen K139 bekréftigt.
Frithere Experimente mit den Mutanten P27459wavB und P27459galU demonstrierten
dagegen, dass bereits der Verlust von Kern OS-Zuckern (Glc, Fructose) an der Hep I

ausreicht, um Phagenresistenz zu erlangen (190, 192, 229). Mutationen, die das Kern OS
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betreffen, konnen zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber membranangreifenden Substanzen
fiihren. So verursacht beispielsweise der Verlust der Phosphatgruppe an der Hep I in einer
waaP-Mutante bei S. enterica sv. Typhimurium eine erhohte Sensitivitit gegeniiber
Polymyxin B (282). Fiir V. cholerae wurden bei der phéanotypischen Charakterisierung
diverser LPS-Mutanten dhnliche Beobachtungen gemacht (188, 192, 194, 229). Wihrend die
Resistenz gegeniiber Gallensduren, Protamin und Humanserum durch Mutationen in wavJ und
wavD nicht beeintrdchtigt wurde, konnte in den wavDJ-Doppelmuntanten beider Serogruppen
eine erniedrigte MHK von 0,75 bzw. 0,375 pg/ml gegeniiber dem anionischen, hydrophoben
Novobiocin nachgewiesen werden. Im Vergleich zu frither bestimmten MHKs von
beispielsweise 0,187 pg/ml fiir die wavB-Mutanten P27459wavB und MO10wavB (229) ist
dieser Effekt aber eher als gering einzustufen. Auch die 3-5fache Attenuation im Mausmodell,
welche nur fir die wavD- und wavJ-Mutanten der Serogruppe O139 festgestellt werden
konnte, ist im Vergleich zu anderen Kern OS-Mutanten, welche mindestens 50fach attenuiert
waren (192, 194), eher minimal. Insgesamt bleibt daher festzuhalten, dass WavJ und WavD
einen kleinen Beitrag zur Integritdt der AM von V. cholerae O1 und O139 leisten. Da eine
Relevanz dieser Genprodukte in vivo nur fiir O139 nachzuweisen war, bleibt die Frage offen,
warum diese beiden Genprodukte nur in pathogenen Stimmen kodiert sind und welcher

Selektionsvorteil durch sie moglicherweise vermittelt wird.

Der O Antigen-Transport bei V. cholerae O1 und 0139

Der Transport des O Antigens iiber die CM wurde bei V. cholerae bislang noch nicht
untersucht. Im Fall von O139 wurde noch keinem Gen eine Funktion beim O Antigen-
Transport zugesprochen. Bei der Suche nach putativen Transmembranproteinen, welche im
wbf-Gencluster von 0139 kodiert sind, wurden WbfQ und WbfK gefunden.

Eine wbfQ-Mutante in O139 konnte trotz mehrerer Versuche nicht etabliert werden. Vielleicht
tritt durch Zerstorung von WbfQ bei gleichzeitig fortlaufender O Antigen-Synthese in 0139
eine lethale Situation auf. Frithere Berichte weisen WbfQQ als putative O Antigen-Polymerase
aus (247). Das O Antigen von O139 besteht jedoch nur aus einer einzigen
Wiederholungseinheit, was eine Beteiligung eines solchen Enzyms bei der LPS-Biosynthese
von 0139 fragwiirdig macht. Im wbf-Gencluster kodieren auch die Gene fiir die Biosynthese
der Kapsel, welche aus O139 Antigen-Einheiten aufgebaut ist (27, 28, 54, 137, 139). Daher
konnte WbfQ eine Funktion bei der Polymerisation der Kapseluntereinheiten besitzen, aber
fiir die Synthese und Anheftung des O139 Antigens im LPS nicht notwendig sein. Analysen

von phagenresistenten Mutanten von O139 lassen eine dhnliche Interpretation zu (11).
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In der Mutante MO10wbfK konnte weder die Sekretion der Kapsel, noch die Anheftung des O
Antigens an den Lipid A/ Kern OS-Komplex beobachtet werden. Durch die
Immunlokalisation des O139 Antigens und anschlieBender Analyse im Elektronenmikroskop
wurde nachgewiesen, dass das O139 Antigen in der Mutante noch synthetisiert und im
Cytoplasma bzw. an der CM detektiert werden kann. WbfK greift demnach nicht in die
Biosynthese des O139 Antigens ein. Die genaue Lokalisation des O139 Antigens an der CM
konnte nicht aufgeldst werden. Theoretisch wire eine Akkumulation des O Antigens durch
den auszubleibenden Transport in der whfK-Mutante denkbar. Dennoch konnten nur geringe
Mengen an O Antigen-Einheiten im Cytoplasma nachgewiesen werden. Daher konnte die O
Antigen-Biosynthese iiber eine ,,Feedback®-Regulation kontrolliert werden. Da Und-P neben
dem O Antigen auch fiir den Transport der Peptidoglykan-Untereinheiten des Mureins
zustindig ist, erscheint eine solche Regulation durchaus sinnvoll, um eine Blockade des
Carriers zu verhindern.

WbfK zeigt Ahnlichkeiten zu der O Antigen-Flippase aus E. coli. Dies wiirde fiir ein Wzy-
abhéngiges Transportsystem sprechen. In der Tat deutet das Hydrophobizititsdiagramm von
WbfK (Abb. VIL.3) die typischen 12 Transmembrandoménen der Flippase Wzx dieses
Systems an (215). Dieses System ist typisch fiir heterologe, verzweigte O Antigene (215), wie
es bei O139 der Fall ist (62, 63, 139). Nun benétigt das Wzy-abhingige Transportsystem
neben der Flippase Wzx weiterhin die O Antigen-Polymerase Wzy und den Léngenregulator
Wzz. Wie bereits erwihnt konnte WbfQ die Polymerase darstellen. Ein Wzz-Homolog wurde
bei O139 nicht identifiziert, obwohl dieses Protein in verschiedenen Spezies gut konserviert
ist (215). Da das O139 Antigen aber nur aus einer Wiederholungseinheit aufgebaut ist, sind
diese Enzymfunktionen moglicherweise fiir die O139 Antigen-Biosynthese bzw. Transport
gar nicht notwendig. Eine Polymerisation der einzelnen O Antigen-Untereinheiten, sowie eine

Lingenkontrolle des O Antigens fiir die Biosynthese des LPS wiéren tiberfliissig.

Aufgrund von bioinformatischen Analysen des wbe-Genclusters von O1 wurde zwar
vermutet, dass wzm und wzt flir einen ABC-Transporter kodieren (248), aber bislang nicht
ndher charakterisiert. Dabei wurde Wzm aufgrund seiner putativen Transmembrandoméinen
und Homologie zu diversen Permeasen die Rolle des Kanals zugesprochen, wihrend Wzt als
ATPase auf der cytoplasmatischen Seite der Membran die Energie fiir den Transport liefern
soll (159). Das O1 Antigen besteht aus einem linearen, unverzweigten Homopolymer von 16-

18 Perosamin-Einheiten, die iiber eine Amidbindung mit 3-Deoxy-L-Glycerotetronat
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substituiert sind (134). In der Tat besitzen Gram™ Bakterien mit einem homogen aufgebauten
O Antigen meist das ABC-Transporter-abhéngige System (215).

Eine Mutation in wzm fiihrte bei V. cholerae O1 zum Verlust des O Antigens im LPS. Eine
Immunlokalisation des Ol Antigens mit anschlieBender Analyse im Elektronenmikroskop
wird derzeit durchgefiihrt, um dhnlich wie fiir MO10wbfK zu demonstrieren, dass die wzm-
Mutante das Ol Antigen noch synthetisieren und es im Cytoplasma bzw. an der CM

nachgewiesen werden kann.

Obwohl die Auflosung des Elektronenmikroskops nicht ausreichte, um die genaue
Lokalisation der detektierten O139 Antigen-Einheiten an der CM zu bestimmen, deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass mit der putativen O Antigen-Flippase WbfK tatsdchlich das O
Antigen-Transportsystem von O139 identifiziert wurde. Allgemein sind die Goldpartikel mit
6 nm Durchmesser schwer vom Hintergrund im Cytoplasma zu unterscheiden. Daher soll in
Kiirze die Immunlokalisation nochmals mit groBBeren Goldpartikeln durchgefiihrt werden. In
diese Analyse wird unter Verwendung eines Ol-Antiserums auch die Mutante P27459wzm
einbezogen, wobei Wt P27459-S als Positiv- und P27459Arfb als Negativkontrolle dienen
sollen. Dennoch lassen die Ergebnisse vermuten, dass mit dem putativen ABC-Transporter

Wzm/ Wzz das O Antigen-Transportsystem von O1 aufgedeckt wurde.

Versuch eines Austausches der wa*- bzw. wbe-Gencluster bei V. cholerae O1

Durch eine neue Variante der Deletionstechnik mit pKEK229 konnten im Zuge dieser Arbeit
die Mutanten P27459Awbe, mit einer Deletion von 16 kb, und P27459Awav, mit zwei
Deletionen von 5 bzw. 8 kb, konstruiert werden. Es erwies sich im weiteren Verlauf als
duBerst schwierig die groen Expressionsplasmide (meist iiber 8 kb) mit den diversen wa*-
bzw. wb*-Genclustern per Elektroporation in V. cholerae zu transformieren. Als Alternative
wurde eine Dreifach-Konjugation {iber den Helferstamm MM294 etabliert, wodurch man

allerdings auf wenige kompatible Plasmidtypen beschrinkt war.

Die Konstruktion von pBRO1core mit Bereichen des wa*-Genclusters von V. cholerae war
schwierig. Zum einen mussten grofle PCR-Fragmente mit geringer Fehlerrate erzeugt werden,
zum anderen bestand durch die voriibergehende Etablierung der Plasmide in E. coli die
Gefahr, dass die Wav-Genprodukte von V. cholerae in die Biosynthese des LPS von E. coli
eingreifen und somit ab einer gewissen Gendosis toxisch wirken konnten. Eine

Komplementation einzelner wa*-Gene wie z. B. wavL in P27459AwavL mit pPBRO1core war
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durchaus mdoglich. Komplementationsversuche der Deletionsmutanten P27459Awavl-L und
P27459Awavl-L fiihrten dagegen, nach den Ergebnissen der LPS-Analyse durch SDS-PAGE
zu urteilen, nur zur Restauration des Lipid A/ Kern OS-Komplexes, ohne eine O Antigen-
Anheftung zu erlauben. Eine mogliche Erklarung wire, dass die Wav-Genprodukte durch ihre
Expression in trans nur einen Teil der urspriinglichen Aktivitdt im Vergleich zum Wt besal3en.
Dies konnte zum Ausbleiben einzelner Reaktionen, insbesondere der letzten Schritte, in der
Kern OS-Biosynthese fiihren. Die weitgehend korrekte Synthese des Kern OS ist aber fiir die
O Antigen-Anheftung essentiell. Das Phdanomen der unvollstindigen Wiederherstellung des
wildtypischen Zustands konnte in dieser Arbeit gelegentlich beobachtet werden. So deutet
beispielsweise die intensiv gefarbte Lipid A/ Kern OS-Bande der Mutante P27359A1wavl,
welche WavL in trans exprimiert (Abb. IV.7, Spur 3), darauf hin, dass ein Teil der Lipid A/
Kern OS-Komplexe weiterhin kein O Antigen besitzt.

Durch Einbringen des wbf-Genclusters von O139 in P27459Awbe konnte die Synthese und
die Anheftung des O139 Antigens beobachtet werden. Obwohl auch eine Komplementation
durch Expression des eigenen wWbhe-Genclusters in trans moglich war, wurde jedoch keines der
zahlreichen O Antigene aus anderen Gram™ Bakterien (E. coli, K. pneumoniae, V.
anguillarum, S. enterica sv. Borreze und Y. entercolitica) in P27459Awbe an das LPS
angeheftet. Dagegen konnen diese O Antigene in E. coli exprimiert und auf den Lipid A/ Kern
OS-Komplex transferiert werden (4, 8, 21, 103, 132, 276). Alle drei bisher bekannten
Biosynthese-/ Transportsysteme fiir O Antigene waren durch diese O Antigen-Gencluster
vertreten. So ist beispielsweise das O Antigen von Y. entercolitica O:8 Wzy-abhingig (21),
wihrend die O Antigene von K. pneumoniae Ol und V. anguillarum O2 zu den ABC-
Transporter-abhédngigen gerechnet werden (38, 247). Wie in der Einleitung bereits erwéhnt
stellt das O:54 Antigen von S. enterica sv. Borreze bisher den einzigen Vertreter des
Synthase-abhéngigen Systems dar (132, 215). E. coli ist in der Lage, alle drei
Transportsysteme zu exprimieren. Daher kdnnen hier problemlos fremde O Antigene durch
Einbringen und Expression des entsprechenden O Antigen-Biosynthesegenclusters in den
periplasmatischen Raum transportiert werden. In einigen Féllen konnten die fehlgeschlagenen
Versuche O Antigene aus anderen Bakterien in V. cholerae zu exprimieren auf den
ausbleibenden Transport des fremden O Antigens in V. cholerae zuriickzufiihren sein.
Allerdings wurde fiir einzelne Systeme bereits gezeigt, dass die Transporter ebenfalls in den
O Antigen-Biosynthesegenclustern kodiert sind und dadurch auf den klonierten Bereichen in

den verwendeten Expressionsplasmiden liegen (8, 132, 247). Ein Transportproblem dieser O
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Antigene in V. cholerae ist somit eher auszuschlieBen. Moglicherweise fehlen V. cholerae die
notwendigen Zuckervorldufer fiir die Biosynthese der verschiedenen O Antigene. In der Tat
sind bei den in ihrer Struktur bekannten O Antigenen diverse ungewohnliche Zucker zu
finden. Es ist nach bisherigem Erkenntnisstand nicht abzuleiten, ob die Enzyme fiir die
vollstandige Synthese und Aktivierung dieser Zucker in den einzelnen wb*-Genclustern
kodiert sind. Jedoch bleibt festzuhalten, dass E. coli all diese O Antigene synthetisieren und
damit auch die aktivierten Zuckervorldufer bereitstellen kann. Eine weitere Schwierigkeit
konnte sich durch die Startreaktion der O Antigen-Biosynthese ergeben. Sie wird {iber WecA
bzw. WbaP oder ein entsprechendes Enzym katalysiert (215). Dabei kodieren diese Enzyme
meist nicht im wb*-Gencluster, sondern in anderen Bereichen des Chromosoms, wie in E. coli
und S. enterica sv. Typhimurium gezeigt (13, 227, 230). Bei V. cholerae konnte bislang
weder ein WecA bzw. WbaP-Homolog, noch ein anderes Enzym, welches die Synthese am
Und-P startet, identifiziert werden. WecA von E. coli scheint nicht sehr spezifisch zu sein, da
es z. B. auch die Polymerisation des O:8 Antigens von Y. entercolitica initiieren kann (284).
Diese unspezifische Eigenschaft von wecA konnte die problemlose Expression diverser O
Antigene in E. coli erkldren. Durch eine zusitzliche Expression von WecA aus E. coli in V.
cholerae wiirde es zur Konkurrenz um den Carrier Und-P durch WecA und das entsprechende
Enzym von V. cholerae kommen. Es erscheint daher sinnvoll, bei einem erneuten Versuch
eines O Antigen-Austausches zundchst das Enzym der Startreaktion in V. cholerae zu
deletieren. Dies ist aber erst moglich, wenn die Startreaktion der O Antigen-Synthese von V.

cholerae im Detail aufgeklart worden ist.

Das Zwei-Komponentensystem OsmRK

Bakterien sind in ihrer Umwelt laufend Schwankungen in Temperatur, pH, Feuchtigkeit,
Nahrungsangebot und anderen Parametern ausgesetzt. Gleiches gilt zudem fiir fakultativ
pathogene Erreger beim Beginn der Infektion. Als natiirliche Bewohner aquatischer
Okosysteme kommen V. cholerae Stimme in der Umwelt vor allem in den Miindungsgebieten
von Fliissen vor. Diese Gebiete zeichnen sich u. a. durch ihren sich stindig @ndernden
Salzgehalt aus. Dadurch ist V. cholerae hiufig Schwankungen in der Osmolaritit ausgesetzt.
Bislang  ist  jedoch  iliber die  physiologischen  Anpassungen,  mogliche

Adaptationsmechanismen und Regulationssysteme von V. cholerae nur wenig bekannt.

Durch das in dieser Arbeit konstruierte Transposonsystem und die Etablierung einer

Transposonmutagenese konnten 3600 stabile Transposonmutanten generiert werden, wobei
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die Mehrzahl nur eine Transposoninsertion aufwies. Durch die Verwendung einer
promotorlosen Resistenzkassette als Selektionsmarker wurden gezielt Mutanten erzeugt, bei
denen das Transposon durch Insertion ins Chromosom unter die Kontrolle eines aktiven
Promotors gelangt war. Die Suche nach Mutanten mit einem Wachstumsdefekt bei hoher
Osmolaritit fithrte zur Identifizierung von P274590smK::TncatpirkanR. Dabei kodiert osmK
eine putative Sensor-Histidinkinase und stellt wahrscheinlich mit dem im gleichen Operon
kodierten putativen Regulator OsmR ein Zwei-Komponentensystem dar.

Der osmosensitive Phanotyp konnte sowohl fiir oSmK- als auch fiir o0SmR-Mutanten in einer
Wachstumskurve bestitigt werden. Da fiir die Mutante P274590smK::TncatpirkanR im
Vergleich zum Wt keine vermehrte Lyse unter erhohten Salzkonzentrationen beobachtet
wurde, handelt es sich um einen echten Wachstumsdefekt und nicht etwa um ein erhdhtes
Absterben der Mutanten. Eine von A. Halscheidt durchgefiihrte Transkriptomanalyse von
oSmR/ K-Mutanten im Vergleich zum Wt P27459-S unter iso- und hypertonischen
Bedingungen identifizierte eine Reihe von deregulierten Genen (Daten nicht gezeigt).
Allerdings stehen nach bisherigem Erkenntnisstand keine dieser Gene in direktem
Zusammenhang mit Osmoadaptation oder Salzstress. Die Analysen lassen zwar vermuten,
dass OsmRK teilweise in das ToxR-Regulon eingreift, wie beispielsweise fiir OmpU im
Folgenden noch diskutiert wird, jedoch war weder flir die ompU- noch fiir die toxR-Mutante
ein Wachstumsdefekt bei hoher Osmolaritét festzustellen.

In Anwesenheit von Betain und hoher Salzkonzentrationen konnte bei der Mutante
P274590smK::TncatpirkanR im Vergleich zum Wt ein verzogertes Wachstum beobachtet
werden. Womoglich ist die Aufnahme von Betain in der Mutante beeintrdchtigt. Ein
Zusammenhang mit der verdnderten Expression von OmpU in 0SmR/ K-Mutanten ist jedoch
auszuschlieBen, da eine Wachstumsverzogerung weder bei der ompU-, noch bei der toxR-
Mutante  auftrat  (Daten  nicht  gezeigt). Es  bleibt  festzuhalten,  dass
P274590smK::TncatpirkanR einerseits Ectoin endogen synthetisieren, andererseits exogenes
Betain aufnehmen kann. Damit sind die beiden wichtigsten Adaptationsmechanismen
gegeniiber hypertonischen Bedingungen in V. cholerae noch intakt (210). Die Grundlage des
Wachstumsdefekts von 0sSmR/ K-Mutanten unter hypertonischen Bedingungen ist also nach

wie vor unklar.

Bioinformatische Analysen deckten die Homologie des Zwei-Komponentensystems OsmRK
zu EnvZ/ OmpR auf. Das EnvZ/ OmpR-System reguliert beispielsweise in Abhéngigkeit der
Osmolaritit die Expression der Porine OmpC und OmpF in E. coli (65), kontrolliert aber auch
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die Expression von Virulenzfaktoren in S. flexneri und S. typhimurium (26, 74). Die
Transkriptomanalysen von A. Halscheidt wiesen auf eine Deregulation von OmpU in den
osmR/ K-Mutanten unter hypertonischen Bedingungen hin. Die Repression von OmpU in den
0oSmR/ K-Mutanten konnte sowohl durch eine Analyse der AM-Proteine als auch iiber eine
Messung der PhoA-Aktivititen von chromosomalen ompU-phoA-Fusionen bestétigt werden.
Da ein Einfluss von OsmRK auf die Expression von OmpU in der Gegenwart von Protamin,
welches eine andere Art von Membranstress verkorpert, nicht beobachtet werden konnte,
scheint es sich dabei um eine spezifische Antwort auf hypertonische Bedingungen zu handeln.
Eine Regulation der AM-Proteine durch das bereits als EnvZ/ OmpR annotierte Zwei-
Komponentensystem von V. cholerae war hingegen unter keiner der untersuchten
Stressbedingungen festzustellen. Ebenso verhielt es sich mit dem auf Proteinebene zu OsmRK
sehr dhnlichen Zwei-Komponentensystem VCA0257/ VCA0256. Mutationen in den Genen
envZ und VCAO0257, welche fiir die jeweiligen Sensor-Histidinkinasen der Systeme kodieren,
fithrten zu keiner Beeintrachtigung des Wachstums unter hypertonischen Bedingungen. Daher
haben diese Zwei-Komponentensysteme keine Funktion in der Osmoadaptation, noch wirken

sie unter diesen Bedingungen regulatorisch auf die Proteine der AM.

Bislang ist ToxR als einziger Regulator zur Expression von OmpU bekannt (177). Das
integrale Transmembranprotein ToxR enthédlt sowohl die Sensor- als auch die
Regulatordoménen eines typischen Zwei-Komponentensystems und vereinigt somit beide
Funktionen in einem Protein (71, 177). Dabei reguliert ToxR &dhnlich zum EnvZ/ OmpR-
System in E. coli die abundanten Porine der AM von V. cholerae invers. Wahrend die
Transkription von ompU durch ToxR aktiviert wird, reprimiert ToxR die Expression von
OmpT (64, 152, 241). Analog zu dem Zwei-Komponentensystem EnvZ/ OmpR reagiert ToxR
dabei nicht nur auf Anderungen in der Osmolaritit, sondern auch auf andere Umweltsignale
wie Temperatur und pH (66, 237). Diese und andere Arbeiten konnten demonstrieren, dass
toxR-Mutanten u. a. nicht mehr in der Lage sind OmpU zu exprimieren (177). ToxS, welches
mit ToxR in einem Operon kodiert, schiitzt ToxR vor Proteolyse und ist daher fiir dessen
Stabilitdt verantwortlich (71, 209). Aufgrund der Topologie des membranstindigen ToxS
interagieren die beiden Proteine wahrscheinlich tiber ihre periplasmatischen Doménen.
Punktmutationen im periplasmatischen Bereich von ToxS koénnen zu einer vermehrten
Proteolyse von ToxR fiihren (209). Allerdings zeigen toxS-Deletionsmutanten unter normalen
Bedingungen keine erhohte Proteolyse von ToxR (20). Ein dhnliches Phdnomen kann fiir das

TcpPH-System von V. cholerae beobachtet werden. Dieses Regulationssystem ist wie ToxRS
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aus integralen Membranproteinen aufgebaut. Dabei schiitzt TcpH den Transkriptionsaktivator
TcpP vor Proteolyse. Im Gegensatz zu ToxRS wird durch Deletion von TcpH der Regulator
TcpP bereits unter normalen Bedingungen instabil (20).

Durch Einbeziehung einer toxS-Mutante in die Analysen der AM-Proteine wurde
nachgewiesen, dass unter hypertonischen Bedingungen eine Reduktion der OmpU-Bande im
Vergleich zum Wt auftritt. Damit zeigten die 0SmR/ K- und toxS-Mutanten einen dhnlichen
Phénotyp hinsichtlich OmpU. Allerdings war der Einfluss von ToxS auf OmpU nicht auf eine
bestimmte Stressbedingung beschrinkt. So war P27459AtoxS auch in Gegenwart von
Protamin nicht in der Lage, ein wildtypisches Niveau von OmpU zu exprimieren. Daraus
kann gefolgert werden, dass ToxS unter beiden untersuchten Bedingungen, mdglicherweise

sogar generell unter Stress, wichtig fiir die Stabilitit von ToxR ist.

Unter Berticksichtigung aller bisherigen Analysen des ompU-Promotors (64) erscheint es
unwahrscheinlich, dass neben ToxR ein weiterer Transkriptionsfaktor auf DNA-Ebene die
Expression von OmpU aktiviert. Ferner zeigten Transkriptomanalysen im Vergleich zum Wt
unter keiner Bedingung eine Verdnderung in der Transkription von toXR oder toxS in den
osmR/ K-Mutanten. Moglicherweise nimmt daher OsmRK iiber posttranslationale Regulation,
dhnlich wie ToxS, Einfluss auf die Stabilitdt von ToxR und damit auch auf die Expression
von OmpU. In osmR/ K-Mutanten wiirde dann unter hypertonischen Bedingungen eine
vermehrte Degradation von ToxR erfolgen, wodurch die Expression von OmpU und anderer
ToxR-abhédngiger Gene reduziert wird. Um diese These zu lberpriifen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit ToxR mit N-terminaler His-Tag Fusion exprimiert und aufgereinigt. Das
gereinigte Protein wurde zur Produktion von Antikorpern gegen ToxR verwendet. Erste
Western  Blot-Analysen  deuten  tatsdchlich  darauf  hin, dass ToxR in
P274590smK::TncatpirkanR ebenso wie in P27459AtoxS unter hypertonischen Bedingungen
degradiert wird, wihrend es im Wt stabil bleibt (Daten nicht gezeigt). OsmRK konnte
einerseits in seiner Funktion als Zwei-Komponentensystem ein Protein aktivieren, welches
ToxR unter hypertonischen Bedingungen schiitzt. Andererseits ist auch eine durch OsmRK
vermittelte Repression der Protease denkbar, welche ToxR degradiert. In den
Transkriptomanalysen konnten in der Tat durch OsmRK signifikant reprimierte putative
Proteasen ermittelt werden. Dazu zédhlen die ATP-abhédngigen Proteasen Clp (VC1922) und
Lon (VC1920), die Protease II PtrB (VCA0063), PrtV (VCA0223) und eine putative Protease
(VC0652). Da nach dem Modell die Proteolyse von ToxR auf der periplasmatischen Seite der

CM erfolgt, ist eine Beteiligung der Proteasen Clp und Lon, die wie fiir E. coli gezeigt im
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Cytoplasma lokalisiert sind (174), unwahrscheinlich. Dagegen besitzen nach
bioinformatischen Analysen (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) zufolge PtrB und PtrV

putative Signalsequenzen, die einen Transport ins Periplasma ermoglichen konnten.

Eine erhohte Proteasekonzentration konnte auch zur Degradation anderer Membranproteine
und dadurch zur Destabilisierung der CM fiihren. Dies konnte eine Erkldrung fiir den
osmosensitiven Phdnotyp der oSmR/ K-Mutanten liefern. Weitere Experimente sind
notwendig, um den Zusammenhang zwischen OsmRK und ToxR, sowie dem
Wachstumsdefekt von 0SmR/ K-Mutanten unter hypertonischen Bedingungen aufzukldren.
Derzeit wird versucht OsmR mit His-Tag-Fusion zu exprimieren, um Bindestudien an den

Zielpromotoren durchzufiihren und so einen Einblick in das OsmRK-Regulon zu erhalten.

Degradation von HutA
Bei dem Vergleich der AM-Profile von V. cholerae P27459-S und verschiedener Mutanten

konnte eine Proteinbande von ca. 55kDa nur unter hypertonischen Bedingungen detektiert
werden, welche durch Sequenzierung als C-terminal verkiirztes HutA identifiziert wurde. Die
Sequenzanalysen und das Laufverhalten im PAA-Gel deuteten auf den Verlust von ca. 200
AS hin. Tatsdchlich war diese Bande im AM-Profil der Mutante P27459AhutA unter
hypertonischen Bedingungen nicht mehr nachzuweisen. HutA wurde bereits als Him-
Transporter charakterisiert und spielt somit bei der Eisenaufnahme eine wichtige Rolle (109).
Durch eine chromosomale hutA-phoA-Fusion konnte demonstriert werden, dass die
Transkription von hutA bei Erhdhung der Osmolaritdt des Mediums eher gesteigert wird.
Weiterhin konnte durch die nahe dem 3’-Ende gelegene phoA-Fusion bewiesen werden, dass
die kiirzere Form von HutA nicht durch ein verkiirztes Transkript infolge eines alternativen
Terminators zustande kommt. Daher scheint HutA unter hypertonischen Bedingungen
proteolytisch prozessiert zu werden. Diese Prozessierung findet in allen untersuchten
Mutanten (0SmR/ K, toxR/ S, envZ, VCA0257) statt und ist daher von den in dieser Arbeit
untersuchten Systemen unabhingig. Da ansonsten keine signifikanten Verdnderungen im
AM-Profil auftraten, kann von einer spezifischen Prozessierung von HutA ausgegangen
werden. Nimmt man eine Lokalisation des C-terminalen Endes von HutA im Periplasma an,
konnten dafiir einige periplasmatische Proteasen verantwortlich sein: In V. cholerae sind mit
DegS (VC0565) und HtrA (VC0566) Mitglieder der HtrA-Familie (204), benannt nach dem
bekanntesten Vertreter HtrA (auch als DegP oder Do bezeichnet) aus E. coli, bereits annotiert

worden. Mutationen in htrA fiihren in E. coli zu temperatursensitiven Mutanten (154, 246).
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Dabei wird HtrA eine Funktion beim Abbau von denaturierten periplasmatischen Proteinen
zugesprochen (245, 246). Das aus mehreren Monomeren aufgebaute native Enzym wird
aufgrund seiner GroBe von bis zu 500 kDa durch einen osmotischen Schock nicht freigesetzt
(252). Daher konnte es durchaus an einer zelluliren Antwort auf erhohte Salzkonzentrationen
beteiligt sein. In E. coli fiihrt Membranstress iiber die Degradation des integralen
Membranproteins der CM RseA durch DegS zur Freisetzung des alternativen Sigmafaktors
o", welcher zuvor auf der cytoplasmatischen Seite an RseA gebunden vorliegt (1). Die
Freisetzung von o" erlaubt die Aktivierung des RpoE-Regulons, was eine zellulire Antwort
auf Membranstress darstellt. Zu diesem Regulon gehdrt u. a. auch die Protease HtrA (155).
Fiir Listeria monocytogenes wurde kiirzlich gezeigt, dass eine Mutation in htrA u. a. zu einem
Wachstumsdefekt unter hypertonischen Bedingungen fithrt (278). Eine weitere
periplasmatische Protease (VC1496) von V. cholerae wurde als Prc-Homolog annotiert. Diese
Protease wird auch als ,,tail-specific protease* Tsp bezeichnet, da sie viele Proteine am C-
terminalen Ende degradiert (102, 174, 234). Auch dieser Protease wird eine Funktion bei
osmotischem und thermalem Stress zugesprochen, da prc-Mutanten in E. coli
Wachstumsstorungen unter diesen Stressbedingungen zeigen (102). Moglicherweise wird der
C-terminale Bereich von ToxR im Periplasma ebenfalls von einer dieser Protease degradiert,
obwohl die Microarray-Analysen keine Deregulation der Transkription von prc oder degsS in
osmR/ K-Mutanten aufzeigten. Interessant ist, dass sich unter den in dieser Arbeit
sequenzierten Transposonmutanten, welche einen Wachstumsdefekt auf LB-Agarplatten mit
900 mM NaCl aufwiesen, sowohl eine prc- als auch eine hutA-Mutante befand. Der
Wachstumsdefekt konnte jedoch fiir P27459AhutA in einer Wachstumskurve in M9-Medium
unter hypertonischen Bedingungen nicht bestitigt werden. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um die Funktion dieser Proteine, insbesondere in Bezug auf osmotischen Stress,
besser zu verstehen. Bei der Erforschung der zelluliren Antwort auf osmotische

Verdnderungen stehen wir bei V. cholerae noch am Anfang.
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,accessory colonization factors®
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triphosphat
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Dithiothreitol
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Mutanten mit verdndertem Kernoligosaccharid ohne O Antigen. Zur
besseren = Abgrenzung  wurden =~ Mutanten  mit  intaktem
Kernoligosaccharid ohne O Antigen als O Antigen negative Stdmme
bezeichnet.

,rounds per minute”

Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Sekunde

Sedoheptofuranose

Streptomycin resistent/ sensitiv
Serovar
Transmissionselektronenmikroskop

Tryptone Broth
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Tc' Tetracyclin resistent

TCBS ,,thiosulfate citrate bile sucrose*

TCP ,toxin-coregulated pilus*

TCS ,,thiosulfate citrate sucrose

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRIS Trishydroxylmethylaminomethan

u. a. unter anderem

UDP Uridindiphosphat

Und Undecaprenol

UN iiber Nacht

UNK Ubernachtkultur/ en

\% Volt

V. a. vor allem

vgl. vergleiche

VIP ,vasoactive intestinal peptide*

VPI ,V. cholerae pathogenicity island*; Pathogenitétsinsel
VPS ,Vibrio polysaccharide” (Bezeichnung fiir das von V. cholerae O1 El

Tor und O139 Stammen synthetisierte Exopolysaccharid)
wa* Gene, deren kodierte Produkte an der Biosynthese des Kernoligo-

saccharides beteiligt sind

Wt Wildtyp

z. B. zum Beispiel

X beliebige Aminosédure

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-Galaktopyranosid

X-Phos 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat-Dinatriumsalz
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2. Abbildungen ,
Schleife PI

1 - MNNK==1-=-TKTSIFLTISLLLITPG--FSVVAVGLLTLYSSVKLIKNGLNLN-KFDIIPLITLSAYFLSNLPITI
2 e MNIK--NKFISKLEEFFFLSPLIVLLIFIFNIADTKY ILSRLIPIVIIYALIKYRNAIKENLHSQIRLFLACGLLVV
3 e MMINLMSLSLTYFMPISLLFLSLGFSKAG---INIGITSILITFIYQLTRHSKLLKKSFGIIEKLSISLFLTGLIVSIL
4  MLTSFKLHSLKPYTLKSSMILEIITYILCFFSMITAFVDNTFSIKIYNITAIVCLLSLILRGRQENYNIKNLILPLSIFLIGLLDLIWYSA
5
6

——————— MLTTSLTLNKEKWKPTWNKALVFLFVATYFLDGITRYKHLIVILMIITAIYQVSRSPKNFSHLFKNSVFYSVAALSLILVYSVL
------- MLTTSLTLNKEKWKP IWNKALVFLFVATYFLDGITRYKHLI I ILMVITAIYQVSRSPKSFPPLFKNSVFYSVAVLSLILVYSIL

Schleife PI, fortgesetzt Schleife Pl

IDGDTLRYLDAGIRALLCIPMYFF-IKNEISKGANLDNTLCTST ILASFGALAF-AFYQFFILNMPRVDGFLFSINFG----YLAAALAIL
VTFSLYHFIRDDEFSLPRTLIASL-AYL IFVPWKRINPQMVYY I IATAAIVCGLNAFYERYVLNIYRVGIATNPIPYA---LYVSFLVLSC
TNFDIGEMFN-—---FLKKG I IFLLFPTITHLARSNVKLNISLFYFGILAAICYSLSLWFD IGINNWNGER IGSFWD IGRWGEILAYSIIFT
FKVDNSPFRATYHSYLNTAKIFIFGSFIVFLTLTSQLKSKKESVLYTLYSLSFLIAGYAMY INSIHENDRISFGVGTATG-AAYSTMLIGI
1 SPDMKESFKEFENTVLEGFLLYT-LLIPVLLKDETKETVAKIVLFSFLTSLGLRALVEIVLY IQDYSRGVMSFTNYDH--RHISDSMVFL
1 SPDMKESFKEFENTVLEGFLLYT-LLIPVLLKDETKETVAKIVLFSFLTSLGLRCLAESILY IEDYNKGIMPFISYAH--RHMSDSMVFL

OUAWNPE

Schleife PIII Schleife PIV

SFGLS----FTQTRFKYYLYLSVVAATVATILTUTRGAILTLLFVFILFFIVNVRKIKFKQTLVFTLISFLLVSVSYQFSPRIQERVDFTI

IYLLLN---SQSKVLKLLASIGGVLSLAAT IMTOVRGVILALPVVITYLVITTIKLRWKYYVALTLSVTVLSGVFYATFQSDINARITAQTQ

LPFLLDR--DSSKLFKLLFILFISSSVICLILSGSRAPILAIVISSFILILFT--RPKVLLFSFFSLCLLFFSLQKTDFGITAQNRLESIT

VSGVAIL--YTKKNHPFLFLLNSCAVLYVLALTQTRATLLLUFP I ICVAALTAYYNKSPKKFTSSIVLLIAILASIVIIFNKP IQNRYNEAL

FPALLNIWLFRKTSLKLAFFALSAVYLFLMLGTYSRGAWLAVLVVGVLWAILN-RQWKLMGIGAAILVIAGALVITQQIHKPNQDRLLYKL

FPALLNIWLFRKNAITKLVFLVLSATYLFFILGTYSRGAWLAVL IVGVLWAILN-RQWKLIGVGAILLAIIGALVITQHNNKPDPEHLLYKL
- - * * - -

U WNPE

Schleife PIV, fortgesetzt

FEISSIASNNIHAAASSGGRLQLWYAAVEAF ----KHNP---IWGTTYSERESLNIELFKEGKVDEWTSTVPRG AHSQYFEAIA
DEITALIKQGD--LSSSIGIRLDLWMHGVEL I ----AQNP---LFGVGDS----- GLQGS ISKMTNPGAAMQP LHNQYLDFLA

QQTDSSYR------ YTNGTQGTAWILIQE---—--—- NP---FKGYGYSNEVYDSIYNKRVVDYPTWTFKES1G------
QQTDSSYR------ YTNGTQGTAWILIQE------—- NP---1KGYGYGNDVYDGVYNKRVVDYPTWTFKES1G-—----
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Schleife PIV, fortgesetzt Schleife PV

LGILAIFAML-ILPFGVFLNDYRKTGSPISQTGYLFAFGFIIFCLTEAPLQANLIGTFYGFMVAIFYAY IAAKRAKNZ -—---
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Abbildung VIIL.1: Gegeniberstellung verschiedener Waals. Gezeigt sind die
Proteinsequenzen unterschiedlicher O Antigen-Ligasen (Identitit unter 30%) aus
verschiedenen Gram™ Bakterien, die durch das Computerprogramm ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html) einander zugeordnet wurden: Nummer 1:
V. cholerae P27459 (AAL76923); 2: V. cholerae V194 (AAL77359); 3: V. cholerae V192
(AAL77364); 4: E. coli K-12 (NP_418079); 5: S. enterica sv. Arizonae IIIA (SARCS6,
AY533856); 6: S. enterica sv. Typhimurium (SARCI1, NP 462613). Die Lage der
periplasmatischen Schleifen PI bis PV, festgelegt anhand der Topologieanalyse von
WaaL? 27459, ist durch schwarze Linien markiert. Punkte weisen auf schwach konservierte,
Doppelpunkte auf konservierte und Sterne auf identische AS hin. Die konservierten Motive
R(X3)L und H(X0)G sind rot hervorgehoben.
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N~NoohwWwNER

GGRLQLWYAAVEAFKHNP IWGTTYSERESLN IELFKEGKVDEWTSTVPRG----- H
GIRLDLWMHGVE I 1AQNPLFGVG----DSGLQGS I SKMTN-PGAAMQPH-—--——+
QSGLEFFKFKFNHQPED I ILGSGLLHFNDEFYKFMSENYD IEE IKLKTMNNFSFSD
GARLAMYEIGLNIFIKSPFFRSAES-RAESMNLLVAEHNRLRGALEFSN-—--- VH
RYTNGTQGTAWILIQENPFKGYGYS--NEVYDSIYNKRVVDYPTWTFKES----1G
RYTNGTQGTAWILIQENPIKGYGYG--NDVYDGVYNKRVVDYPTWTFKES----1G

AHSQYFEATASNGT
LHNQYLDFLARYGI
SHNSY I1DMLNKLGL
LHNET 1EAGSLKGL
PHNTILY IWFSAGH
PHNTILY IWFSAGH
AHNSYLEILAELGI

* - *

GGRLDLWKAALNMIKERPLFGYGYG--NFAYQ-LYAEVVNLSGEFLFSH-———--+

LGIL
VGTM
FYLS
MGIF
LGLA
LGLA
IGLL

Abbildung VI11.2: Gegeniberstellung von Ausschnitten verschiedener Waals zu der
Wzy-Konsensus-Sequenz (pfam04932). Gezeigt sind Ausschnitte der Proteinsequenzen
unterschiedlicher O Antigen-Ligasen (Nummer 1-6) im Bereich der periplasmatischen
Schleife PIV aus verschiedenen Gram™ Bakterien, die durch das Computerprogramm
ClustalW  (http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html) einander und der Wzy-
Konsensus-Sequenz zugeordnet wurden: Nummer 1: V. cholerae P27459 (AAL76923); 2: V.
cholerae V194 (AAL77359); 3: V. cholerae V192 (AAL77364); 4. E. coli K-12
(NP_418079); 5: S. enterica sv. Arizonae IIIA (SARC6, AY533856); 6: S. enterica sv.
Typhimurium (SARC1, NP _462613). 7: Wzy-Konsensus-Sequenz (Pfam04932); Punkte
weisen auf schwach konservierte, Doppelpunkte auf konservierte und Sterne auf identische
AS hin. Das konservierten Motiv H(X;¢)G ist rot hervorgehoben.
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Abbildung VI1.3: Hydrophobizitatsdiagramme verschiedener Proteine nach Kyte und
Doolittle  (146).  Erstellt durch ein im Internet verfiigbares  Programm
(http://occawlonline.pearsoned.com/bookbind/pubbooks/bc_mcampbell genomics 1/mediali
b/activities/kd/kyte-doolittle.htm). Nummer 1 bis 5: sieche Abbildung VIIL.1; 6: Wzy von S.
flexneri (68); 7: Wzm von V. cholerae O1 (VC0246); 8: WbfK von V. cholerae 0139
(BAA33599); Werte iiber 1,8 deuten putative Transmembrandoménen an.
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Tabelle VII.1: Transposonmutanten mit eingeschranktem Wachstum unter hoher
Osmolaritat. Angegeben ist der Insertionsort des Transposons TncatpirkanR und dessen
Annotierung in der Tigr-Datenbank.

Insertionsort
Mutante von
TncatpirkanR

Genprodukt/
putative Funktion

Osm2 VC2030 Rne, Ribonuklease E

Osm6 VCAO0565 Sensor-Histidinkinase

Osm14 VC2156 NIpB, Lipoprotein -34

Osml5 VC0894 Thil, Thiamin-Biosyntheseprotein
Osm26 VC1043 FadL-2, Fettsdure-Transportprotein
Osm28 VC2662 konserviertes hypothetisches Protein
Osm31 VCAO0576 HutA, Him-Transportprotein in der AM
Osm39 VC0257 WhbeN, Teuonat—figz}ér;hseseprotein des O1
Osm43 VC0659 PrfC, ,,peptide chain relaese facor 3
Osm46 VC2133 FliF, Bestandteil des M-Rings der Flagelle
Osm68 VC0845 konserviertes hypothetisches Protein

Osmo65 VC1496 Prc, periplasmatische Protease
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