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ZUSAMMENFASSUNG

I ZUSAMMENFASSUNG

Der alternative Sigmafaktor Rpo®°} wurde urspriinglich als zentraler Regulator des
Stationarphasen-Wachstumshncoli entdeckt. Inzwischen wird dem Transkriptionsaktiva

in zahlreichen humanpathogenen Bakterien ebensd-uiktion des Masterregulators der
generellen Stressantwort zugesprochen und desstntiple Rolle fir das jeweilige
Virulenzverhalten erforscht. Fir dapoSHomolog des Gram-negativen Pathogevis
cholerae wurde in frilheren Arbeiten bereits eine Funktiorder generellen Stress-Reaktion
demonstriert. Aktuellen Untersuchungen zufolge, rkenzudem die bislang kontrovers
diskutierte Rolle despoS Genproduktes in der Pathogenese des Cholera-Esregdgiiltig
belegt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst die Koviseung bekannter RpoS-assoziierter
Funktionen fur da¥. cholerae Homolog untersucht. Dabei ergab die phanotypigatedyse
derrpoS-Deletionsmutante, dass analog zu der Bedeutungesilator des Stationédrphasen-
Wachstums inE. coli, definierte Zelldichte-abhéngige Eigenschaften Bz.zunehmende
Glycogensynthese und.B,-Resistenz, HapA-Sekretion) M. cholerae gleichermalRen der
Kontrolle von ¢® unterliegen. In weiterfilhrenden Experimenten kondaraufhin die
Konservierung der entsprechenden Promotorstrukturéer die  funktionelle
Komplementierung rpoS-abhangiger Gene durch das jeweils speziesfremdateiRr
aufgedeckt werden.

Dahingegen konnte die weitere RpoS-Funktion, welobieder Auspragung der generellen
Stress-Resistenz u. a. i coli von Bedeutung ist, fur daé. cholerae Homolog Uber den
gewahlten experimentellen Ansatz nicht belegt werdBeispielsweise wurden bei der
Gegeniiberstellung der Uberlebensfahigkeiten yam$-Mutante und Wildtyp entgegen den
Angaben friherer Arbeiten fir keine der getestetgtness-Bedingungen signifikante
Unterschiede ermittelt. Die i coli bekannte intrazellulare Anreicherung desFaktors
unter diversen Stress-Situationen konnte ebenfallg nachgewiesen werden.

Hinsichtlich der potentiellen Stellung von RpoS gkbaler Regulator fur Virulenz-
assoziierte Gene, unterstitzen und ergdnzen diebkigse der vorliegenden Arbeit die
gegenwartige Theorie, wonach RpoS das Ablosen/denolerae Zellen vom Darm-Epithel
fordert. Die postulierte Bedeutung des alternati@agmafaktors in dieser letzten Phase des
Infektionszyklus (,mucosal escape response) wuibler diec®-abhangige Sekretion der

Mukin-degradierenden Protease HapA und die hier blidwagig nachgewiesene
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Transkriptionskontrolle von Chemotaxis-Genen begtain diesem Zusammenhang deckten
die aktuellen Daten aul3erdem auf, dass die Masiéigenschaften des Bakteriums durch

Faktoren der RpoS-Proteolyse-Kaskade beeinflussteme

In E. coli wird als entscheidender Parameter fUr die darggtedRpoS-Funktionen die
intrazellulare Konzentration des Masterregulatorgegeben. Deshalb war ein weiteres
zentrales Thema dieser Arbeit die Regulation desS_evels inV. cholerae. Neben der
Identifizierung von Bedingungen, welche die Rpo$HEssion beeinflussen, wurde vorrangig
der Kontrollmechanismus der RIP (,regulated intHat® proteolysis) analysiert. In
Anlehnung an die detailliert charakterisierte Kakkain E. coli wurden als RpoS-
degradierende Komponenten Vh cholerae die Homologe des Proteolyse-Targetingfaktors
RssB (VC1050) und des ATP-abhéngigen Protease-keapl ClpXP (VC1922, VC1921)
identifiziert. Die weitere Untersuchung der Rpo$tBolyse ergab aul3erdem, dass bestimmte
Stress-Signale (einschliel3lich pH, oxidativer Sirdditzeschock und Membranstress) den
Abbau stark verzégern. Die verlangerte Halbwerts¢eso>-Faktors unter diversen Stress-
Bedingungen wurde fUE. coli bereits beobachtet. Allerdings férderten die dlert Signale
zusatzlich die Akkumulation von RpoS, was interatsaveise fiur day. cholerae Protein
nicht beobachtet wurde. Obwohl demnach die posslaionale Kontrolle des alternativen
Sigmafaktors in beiden Spezies ulber vergleichbageat vermittelt wird, differieren die
molekularen Details. In diesem Zusammenhang zesgth beispielsweise, dass d&s
cholerae Homolog derE. coli RssB-aktivierenden Kinase ArcB (VC2369) an der &po
Proteolyse nicht beteiligt ist. Indessen deuterkigebnisse weiterfiihrender Experimente auf
den Einfluss der Kinasen CheA-1 und CheA-3 desholerae Chemotaxis-Systems auf die
RpoS-Degradation. Aus diesem Grund wurde in defliegenden Arbeit ein zlE. coli
abweichendes Modell der RIP fir das RpoS-Protem\Vawcholerae postuliert, in welchem
die aktiven CheA-Kinasen den Targetingfaktor Rs$Bgphorylieren und somit die RpoS-
Proteolyse einleiten. Die Beteiligung von MCP-Rdeegn an der Kontrolle der
intrazellularen RpoS-Konzentration und damit an @exnskription der Chemotaxis-Gene
selbst, beschreibt erstmalig ein Regulationssystemmnach innerhalb der Chemotaxis-
Kaskade die Rezeptoraktivitdt wahrscheinlich Gbeere positiven ,Feedback-Loop“ mit der
eigenen Gen-Expression gekoppelt ist.

Darlber hinaus deutete sich die Beteiligung der AbRangigen Protease Lon an der RpoS-
Proteolyse-Kaskade iW. cholerae an. Die Inaktivierung der ift. coli unter Hitzeschock-
Bedingungen induzierten Protease resultierte iersigxtrem beschleunigten RpoS-Abbau.
Die beobachtete RssB-Abhangigkeit dieses bislargh macht beschriebenen Aspektes der

2
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RpoS-Regulation spricht fur die Interaktion desekd@mnten Lon-Substrates mit den Faktoren
der RIP. Im Ganzen betrachtet, indizieren die gevearn Daten zu diesem Zeitpunkt ein zu
E. coli Uberwiegend divergentes System fir die post-tréinske Kontrolle des alternativen

o>-Faktors inV. cholerae.

Ein letztes Teilprojekt dieser Arbeit stellte die ufRlarung der komplexen
Regulationsmechanismen d¥t cholerae Osmostress-Adaptation in den Mittelpunkt des
Interesses. Wahrend i. coli dabei der alternative®™-Faktor eine zentrale Rolle spielt,
konnte die Beteiligung de¥. cholerae RpoS an der Osmostress-Regulation jedoch nicht
aufgedeckt werden. Daflr wurde das neu definiesm@tress-assoziierte Regulationssystem
OsmRK néaher charakterisiert. Dabei konnte uUberfidredie Funktionsanalyse des Zwei-
Komponentensystems durchgefuhrten Microarray-ExpemieompU als OsmRK-reguliertes
Gen unter hypertonen Bedingungen identifiziert weardDieses Ergebnis Uberraschte, da
bislang nur der Virulenzfaktor ToxR als Regulator as Aulienmembranporin beschrieben
wurde. Die nachgewiesermnpU-Transkriptionskontrolle durch zwei Regulatoren rtéhzu
der Hypothese eines unbekannten regulativen Nekesemwelchem mindestens 52 weitere

Gene zugeordnet werden konnten.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die in dieser iArlmurchgefiihrte molekulare

Charakterisierung der RpoS-Proteolys&/irtholerae Beweise fur eine mogliche Verbindung
zwischen der Transkriptionskontrolle fir Motilititsund Chemotaxisgene mit der
Chemotaxis-Reizwahrnehmung erbrachte. Eine deeairitgrmolekulare Verkntpfung wurde
bislang fur keinen anderen Organismus beschrielbenstellt somit eine neue Variante der

Signaltransduktion innerhalb der Virulenz-assomieiGenregulation dar.
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I SUMMARY

The alternative sigma factor Rpo&’( was idendified to be the central regulator ofistary
growth control inE. coli. This transcriptional activator is also well chaesized as master
regulator of general stress response in many hyratmegenic bacteria and its potential role
for regulating virulence properties was reportemh. tFor the Gram-negative pathogen
cholerae, previous investigations on RpoS-function alresslyealed a possible role in general
stress response, and only recently a controvalsaussion about RpoS involved in cholera
pathogenesis came to the conclusion, that in aigpand timly co-ordinated fashion, the
alternative sigma factor serves as major regufatomotility and chemotaxis.

In the present work conserved function of Rpo%.icgoli was approached for the homologe
in V. cholerae. Comprehensive phenotypical analysifdgpoS mutant and wildtype revealed
the involvement ofc® control in glycogen-synthesis and®4-resistance, and secretion of
HapA in V. cholerae, according to RpoS-function as stationary phagelator inE. coli. In
further experiments it could be demonstrated, titzatscription ofr poS-dependent genes was
possible in botte. coli andV. cholerae by simply exchanging theoS genes, and so far the
conservation of RpoS-promoters in both speciesshias/n.

To the contrary, other well-knowsr-function of E. coli, e. g. providing advances in general
stress response, could not be demonstrate/faholerae. For example by testing several
stress conditions in survival assays, no signitichffierences were determined betweenS
mutant and wildtype. Additionally, the intracellulmode of RpoS accumulation B coli
due to different stress conditions was also noeoiesl for RpoS itv. cholerae.

Regarding the putative role of RpoS as a regulatovirulence-associated genes, the inhere
described data support and complement the curteedry of RpoS beeing involved in
mucosal detachment d cholerae cells.

In E. coli the intracellular concentration of RpoS is a deeigparameter for its described
function. Therefore the regulation of RpoS accummtaand degradation was a central issue
in this work, and the mechanism and the componartdved in RpoS regulated intracellular
proteolysis (RIP) were addressed.

Based on the detailed characterizied regulatorgates of o>-proteolysis inE. coli the
homologs of the proteolysis targeting factor Rs¥®1050) and ATP-depending terminal
protease complex ClpXP (VC1922, VC1921) were ideati in V. cholerae. Further
characterization also unravelled, that varioussstrgignals (including pH, oxidative stress,

4
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heat shock and membrane stress) slow down thaadatipn. The increase of half-life of
under stresand subsequent accumulation was observétl aoli previously. However, iV.
cholerae such conditions did not yield in RpoS accumulation

To summarize: Although both species use the samecuoiar pathways for post-translational
control of RpoS proteolysis, the dynamics of degtmth were of complete differences.
Therefore, additional investigations were perform@dain more insights into the regulatory

path of RpoS degradation f cholerae.

In E. coli the ArcB kinase ist the sensor kinase for regupthe activity of RssB. V.
cholerae anarcB homolog {exB, VC2369) was identified. In this studiexB was knocked-
out and RpoS stability was monitored, but no effemild be observed. Therefore, it can be
excluded that the ArcB-system is influencing Rpteb#ity in V. cholerae.

Knowing, that RpoS is a major regulator for mogildand chemotaxis iV. cholerae, it was
investigated next whether other signal-kinasesrara@lved in RpoS proteolysis. Thereby, the
chemotaxis kinases CheA-1,-2, and -3 were testegbckout mutants ofcheAs and
subsequent analysis of RpoS half-life revealedt th@A-1 and cheA-3 did alter o°
proteolysis to slow down the degradation, wheakaé-2 mutant did not. Therefore, it can be
postulated, that a different mode of RpoS-RIP israping inV. cholerae in which active
CheA-1 and CheA-3 may be responsible for RssB gimgtation, hence leading to RpoS
proteolysis. That kind of interaction may also ud®# the output signalling of the MCP-
receptors regulating CheA kinase activity, hencentrotling the intracellular RpoS-
concentration. Since theheA genes are also under transcriptional control, as shown by
others, a new regulation system can be postuladdtere MCP signal output links
transcriptional regulation of motility and chemadtawia RpoS stability in a “positive
feedback loop”.

Additionally, data are presented, where the ATPeddmg protease Lon is also involved in
RpoS proteolysis in an inverted manner. Lon, whithE. coli is a heat shock induced
protease, seems to recognize and degrade substrat¥s cholerae operating inc®
degradation in the RssB-depending branch. Thatqiljpe was observed as an accelerated
RpoS degradation inlan knockout background.

Altogether these data indicate, that at least trmabeases and the chemotaxis system seems to

operate on RpoS-RIP W cholerae, and this is not known fdg. coli.
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Finally, the complex regulatory pathway of osmotlegon was characterized. . coli
RpoS plays a central role. HoweverMncholerae RpoS could not be identified to participate
in osmo-regulation, instead a new defined osmastassociated regulator, termed OsmRK,
was characterized.

In first analysis, it was found thalsmRK knockout mutants showed a deregulabasU
expression under hyperosmotic conditions. Considerthat so far only the well known
virulence regulator ToxR was identified to act ¢ bmpU promoter, a novel regulatory

network was suggested, which regulates at leasteub2 genes.

In summary, the components of RpoS proteolysisVincholerae were unravelled and
characterized. Additionally, evidence could be getd, which indicates a linkage between
transcriptional control of motility and chemotaxgenes and the chemotaxis-signalling
pathway. So far, such an regulatory pathway hasbeen described before and would
represent a novel branch of signal transductiobdoteria. As forV. cholerae, the RpoS
regulatory branch would serve for virulence projsriand therefore will extend the so far

existing virulence gene regulation system extemgive
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[ EINLEITUNG

.Die Cholera ist in Berlin ausgebrochen; man erwaat sie hier jeden Tag, weil niemand
glaubt, dass der Elbkordon sie abhalten werde. Biadt ist in sieben Gesundheitsbezirke
abgeteilt, und in jedem steht eine Bude auf der&Re, welche das Noétige fir schleunige
Falle enthalt. Die Wohnungen sind erfillt von denigerwartigsten Apparaten. Man kommt
zusammen, will nicht vom Ungliick des Tages rededas Gesprach spinnt sich in Hast und
Pein eine Zeitlang fort, stockt, man sieht einandstumm an — und unversehens befindet

sichdie ganze Gesellschaft wieder in der Pestrediof.”

(Karl Immerman: Die Cholera droht (Reisebericht, rivé¢ 1831). In: Peter Schwinning: Die erste
Choleraepidemie in Deutschland 1831. Dr. Karl HelmrEbermaier: Beobachtungen und Resultate [...]
Dusseldorf 1997, p. 117)

Abb. 1I-1: Der Cholera-Erreger V. cholerae Die
elektronenmikroskopische Aufnahme wurde vor
E. Klose zur Verfligung gestellt.

Diese erste Cholera-Epidemie in Deutschland kiiedigh Vormarsch einer Krankheit an, die
aufgrund der begrenzten Behandlungsmaoglichkeiteihdem hohen Sterblichkeitsrate zu dieser
Zeit in allen Bevdlkerungsschichten geflrchtet waeither wurden dem Cholera-Erreger
mindestens acht Pandemien nachgewiesen. Dabei derdletzte grof3ere Ausbruch der
Neuzeit auf den 19. Februar 2006 datiert: Bis z@nJuni forderte die Cholera in Angola
46.758 Opfer einschliel3lich 1.893 Todesfalle (WHID?). Trotz der bestandigen Fortschritte
im Verstandnis der Krankheit, beweisen solche rag8ig auftretenden, lokalen Ausbriiche,
dass Cholera noch immer nicht vollstandig unter tkale ist. Im Gegenteil: In
Entwicklungslandern, in denen sauberes Trinkwassel medizinische Versorgung nicht
gewahrleistet werden kénnen, zahlt Cholera nachvemiezu den Hauptgesundheitsproblemen
(WHO).

Der Erreger als solcher wurde erstmals 1883 wahdamds. Cholera-Pandemie in Agypten
von Robert Koch isoliert. Koch erkannte in dem viom als ,kommaformig“ beschriebenem
Isolat die Ursache der typischen Cholera-Symptodt0)( Spater wurde das Bakterium
aufgrund seiner Morphologie (Abb. 1I-1) und der Adrmung zu dem Krankheitsbild ,,Cholera“

Vibrio cholerae genannt.
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1. Das Bakterium Vibrio cholerae

1.1 Charakteristische Merkmale und Serotypisierung

Vibrio cholerae ist ein fakultativ humanpathogenes, halophilesampmonotrich begeil3eltes
Bakterium, welches zur Familie d¥fibrionaceae gehort. Die Vertreter dieser Familie sind
Gram-negative, teilweise gekrimmte Stabchen, die durch die Befahigung zur Motilitat
und einem fakultativ anaeroben Energiestoffwechseszeichnen. Alle Mitglieder der
Vibrionaceae sind zudem Oxidase-positiv (168) und kénnen folglku der nah verwandten,
jedoch Oxidase-negativen Familie denterobacteriaceae, zu welcher die gut erforschten

GattungerEscherichia und Salmonella gehdren, abgegrenzt werden.

Neben dem bekannten Cholera-Erreger sind aufgriored besonderen Eigenschaften noch
einige andereVibrio spp. hervorzuheben. So zeigt z. B. fischeri das Phanomen der

Biolumineszenz, deren Mechanismus und Regulatiawisthen gut untersucht sind (182).
Andere Mitglieder, wieV. fluvialis oderV. parahaemolyticus, sind ebenfalls Krankheitserreger
und kénnen Durchfall- und Gastrointestinalerkrargemauslosen (130, 133) oder wie im Fall

vonV. alginolyticus auch extraintestinale Wundinfektionen verursadi3é).

Inzwischen sind mehr als 200 O-Serogruppen Yoncholerae bekannt, aber nur die

Serogruppen O1 und 0139 wurden bisher mit ernsthatrkrankungen und Cholera-
Pandemien in Verbindung gebracht. Vertreter and8ezogruppen, die als Nicht O1/ O139-
Stamme zusammengefasst werden, sind bisher nur \&sursacher einzelner

Durchfallerkrankungen und extraintestinaler Infek&n in Erscheinung getreten (75), obwohl
einige dieser Umweltisolate durchaus Virulenzfaétorbesitzen (60, 69, 196, 200).
Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang ein ged@ersbruch einer Cholera-ahnlichen
Durchfallerkrankung 1968 im Sudan durch die SerpgeuO37 (2, 24), die jedoch seitdem

epidemiologisch nicht mehr aufgefallen ist.

Die V. cholerae-Stamme der Serogruppe O1 werden auf der Basisighbgscher und
biochemischer Parameter in zwei Biotypen unter{@i#tl). Dabei unterscheidet sich der O1
-El Tor Biotyp durch eine hohere Polymyxin B-To#z, eine hamolytische Aktivitat sowie
die Produktion des Mannose-sensitiven Hamagglgi{MSHA) von dem ,klassischen* O1-
Biotyp (170, 281). In Abhangigkeit vom Methylierisgyad ihres O-Antigens werden beide
Biotypen nochmals in die abundanten Serotypen Ogama Inaba, sowie dem wenig
verbreiteten Hikojima-Serotyp differenziert (123)Wéahrend bei Ogawa-Stdmmen
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Methylgruppen am O-Antigen nachweisbar sind, feldienbei Inaba komplett. Im Vergleich

dazu besitzt der Serotyp Hikojima sowohl methydiedls auch nicht-methylierte LPS-

Molekule (89, 212). Fur letztereWl. cholerae Serotypen wird zudem Uber einen weiteren,
spezifischen Antigenfaktor diskutiert, der bishieraings noch nicht definiert werden konnte
(217).

0139-Stamme unterscheiden sich von der Serogrupfie h&@uptsachlich durch ihre
Bekapselung. Dariber hinaus wurde 2002 aufgedelelss - von den Genclustern fur die
Kapsel- bzw. LPS-Synthese abgesehen - die Genom8edetyperO1 El Tor und O139 im
Prinzip identisch sind (64). Diese Beobachtung nstigzt die bis dahin bestehende
Vermutung, dass die epidemische Serogruppe O13% degrogruppenkonversion aus O1 El
Tor-Stdmmen hervorgegangen ist (20, 102, 115). Dabeden vermutlich die Ol1-Antigen
codierenden Gene Uber horizontalen Gentransfer deh Kapsel-Biosynthesegenen
ausgetauscht, was wiederum zur Ausbildung der fliB®Ocharakteristischen Kapsel und
Antigene fuhrte (23, 131). Strukturanalysen begtéti, dass die Untereinheiten der 0139-
Kapsel und die der 0139 Antigene identisch sind(1419) und dem Kapseltyp 4 angehéren
(293).

1.2  Die Okologievon V. cholerae

V. cholerae kommt in der Natur als Bewohner aquatischer Okesys vor (53, 54, 121).
Obwohl auch die Serogruppen O1 und 0139 durchaudiegser Umwelt zu finden sind,
werden wesentlich haufiger Nicht O1/ 0139-Stamme FEllissen und Meereskiisten isoliert.
Zudem sind die meisten Ol-Umweltisolate nicht-tolig¢55). Dieser Umstand fuhrte zu der
Hypothese, dass der Gastrointestinaltrakt von Serge das natirliche Habitat endemischer
O1- und O139-Stamme ist. Tatsachlich wurde gezdags die Umwandlung nicht-toxischer
Umweltstamme in Choleratoxin (CT)-exprimierendecholerae der Transduktion mit dem
CT-codierenden Phagen C®Xbedarf (75). Dieses mobile genetische Element ecbdi
wichtige Virulenzfaktoren (106) und Ubertragt dielsech horizontalen Gentransfer auf seinen
Wirt. Die dafir notwendige Anreicherung beider E&me wird im Gastrointestinaltrakt
erleichtert, da der CT® Phage ebenfalls in aquatischer Umwelt vorkommi (21, 284)

und somit zusammen mit den Vibrio-Zellen aufgenomnved.
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In seiner Umwelt istV. cholerae O1 haufig auf der Oberflache mariner Organismea wi
Phytoplankton (v. a. Cyanobakterien und Griunalg@opplankton (z. B. Copepoda) oder
Crustaceen und Insekten zu finden (53, 166). Diessoziation erscheint in Anbetracht des
beobachteten zeitlichen Zusammentreffens von Chadlesbriichen mit der saisonal
bedingten Zunahme an Phyto- und Zooplankton bessnaderessant (53, 70, 122). Dennoch
gibt es keine direkten Beweise, dass die AlgenldiuteAnreicherung pathogener cholerae
per se fuhrt, insbesondere da 2001 gezeigt wurdss @1 El Tor und O139 auch an
Chitinoberflachen adharieren kénnen (50). Die Aatagg wird durch den Typ IV Pilus
MSHA (,mannose-sensitive hemagglutinin®) vermittaltd vermutlich durch chitinbindende
Proteine verstarkt (270). Demnach wird u. a. digrEgsion des Chitin-regulierten Pilus’
(ChiRP, friher Pil) durch die Anwesenheit von Ghitinduziert und tragt somit zur
Kolonisierung bei (86, 181). Dartiber hinaus wirelggiert, dass Chitin nach der Anheftung
auch als C- und N-Quelle dienen konnte. Dieser Ammegemal konnten sowohl Chitinasen
(56, 206) als auch entsprechende Transportsystdi®g) (in V. cholerae nachgewiesen

werden.

In diesem Zusammenhang ist des Weiteren bekansd, gleh die Biotypen O1 klassisch und
O1 El Tor hinsichtlich der Expression des MSHA-Rilinterscheiden: Klassische O1-Stamme
weisen zwamsh-Gene auf, sind jedoch nicht in der Lage, funktiéhgye Pili auszubilden
(50). Das ist insofern fur den Lebenszyklus entstdral, da aufgrund der Assoziation mit
Chitin die Ausbildung eines dreidimensionalen B8 beginstigt wird, der wiederum das
Uberleben der Bakterien in andauernden interepisieimin Perioden sichert. Die Entwicklung
eines Biofilms an abiotischen Oberflaichen bedarfrnde der Expression des
Exopolysaccharids VPS und wurde bisher fir die tgpem O1 El Tor und O139 beobachtet
(289, 290, 299). Demnach konnten die entsprechengerAMutanten die abiotische
Oberflache zwar kolonisieren, scheiterten jedochdan Ausbildung des Biofilms. Die
Produktion von VPS resultiert in einem ,Rugose“-Rbipen und vermittelt eine erhéhte
Phagenresistenz (209, 299). Interessanterweiseavnr¢thfantilen Mausmodel nachgewiesen,
dass mit der VPS-Synthese die intestinale Kolomisahhibiert ist (290). Infolgedessen wird
vermutet, dass die Expression eines Umweltperzisterstarkenden Faktors die

Virulenzfahigkeit einschrankt.
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1.3 Verschiedene Aspekte der Cholera
1.3.1 Historie

Dokumentierte Cholera-Ausbriiche kdnnen bis zu dere@ von Hippokrates (460-377 v.
Chr.) und Buddha zurickverfolgt werden (11). Dodfst emit den epidemiologischen
Aufzeichnungen Anfang des 19. Jahrhunderts wurde ,dioderne” Cholera-Forschung
eingeleitet. Demnach wird der Zeitpunkt des ergt@ndemischen Ausbruchs der Neuzeit auf
1817 datiert. Berichten zufolge ging die bis 1828hvende Pandemie von Indien aus und
erstreckte sich entlang der Handelsrouten nach éNesiber den gesamten indischen
Subkontinent bis nach Sudrussland. Im gleichenhimaert folgten finf weitere Pandemien
uber die Zeitraume 1829-1851, 1852-1859, 1863-18881-1893 und 1899-1923 (226), die
ausnahmslos von Indien ausgingen, aber 1830 auopasche Stadte und 1866 schliel3lich
Nordamerika erreichten. Ob die Cholera vor 1817eehddb von Asien auftrat, ist dabei
ebenso ungewiss, wie die Frage nach den Erregersnder 1. bis 4. Pandemie. Es wird
jedoch davon ausgegangen, dass der klassischeredegsacher der 5. und 6. Pandemie ist
(11). Den verbesserten hygienischen Verhaltnissehder medizinischen Behandlung ist es
zu verdanken, dass nachfolgend die Cholera scleigénvzuriickgedrangt werden konnte, bis
sie 1950 nur noch in Asien zu finden war. Dennoohrite der Ausbruch der 7. Pandemie
1961 nicht verhindert werden. Diese bisher langsted am weitesten verbreitete
Ausbruchswelle geht auf den bis dahin unbekanktecholerae Biotyp O1 EIl Tor zurlck.
Dieser Erregertyp breitete sich von Indonesien iglaer mittleren Osten nach Afrika (1970)
und weiter nach Stidamerika (1991) aus (271). 199&leveine weitere Epidemie mit dem
Ursprung in Bangladesh und Indien vd&h cholerae O139 ausgelost (1, 233). Spéateren
Auslegungen zufolge, wurde dadurch nicht nur did°P8ndemie eingeleitet (268), sondern
auch die gelaufige These widerlegt, wonach nur 8ténder Serogruppe O1 Cholera
verursachen konnten. Der 0139 Erreger breitete stbinell Gber Pakistan, China, Thailand,
Afghanistan und Malaysia aus (51, 250). Dartbeatsnwurden aus Grof3britannien und den
USA ebenfalls Infektionen gemeldet (57).

Seitdem sind dieV. cholerae Serotypen O1 klassisch, O1 ElI Tor und 0139 in den
endemischen Gebieten nebeneinander zu finden, webgerer immer wieder saisonale
Cholera-Ausbriche bewirkt (75). Aus diesem Grunistaeben beispielsweise im Jahr 2002
innerhalb weniger Wochen 30.000 Menschen in Dh&@emgladesh, weit mehr als jemals

durch O1-Infektionen in einem vergleichbaren Zeitn(76).
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Die durchschnittliche Infektionsrate wird derzeiif 200.000 Falle pro Jahr geschatzt, wobei
ca. 2000-3000 der Erkrankungen todlich verlaufandg&n bekannten aktuellen endemischen
Gebieten gehoren 28 Lander in Afrika, 17 in Amerikad 26 in Asien. Fir den
Normaltouristen besteht jedoch mit 1:500.000 prois®eaonat ein relativ geringes
Erkrankungsrisiko (WHO 1995).

1.3.2 Ubertragung, Verlauf, Therapie

Die Ubertragung des Erregers auf seinen menschligliet erfolgt oral tiber die Aufnahme
kontaminierter Lebensmittel (z. B. Krabben, Musaoh&der verunreinigten Trinkwassers (61,
140). In Abhéngigkeit von der Infektionsdosis bgtrdie Inkubationszeit 12-72 h (46). Aus
entsprechenden Studien riitcholerae O1 Stammen an Freiwilligen geht hervor, dass fér d
Auspragung von Cholera-Symptomen die Aufnahme vinestens 10Bakterien notwendig
ist (19). Diese recht hohe Infektionsdosis erkkich dadurch, dass die aufgenommenen
Bakterien zunéchst gegen den niedrigen pH-WertMagens bestehen muissen, bevor sie
ihren eigentlichen Kolonisationsort, den Dunndaermeichen. Gestltzt wird diese These
durch Experimente, in den&f cholerae O1 in Kombination mit einem pH-Puffer verabreicht
wurden, wonach die Krankheitssymptome bereits dafftBakterien hervorgerufen wurden
(19).

1-2 h nach der Aufnahme erreicht der Erreger daamaberen Diunndarmtrakt (Duodenum).
Unter Verwendung der Flagelle und sekretierter bigtischer Enzyme penetrievt cholerae

die Mukosa des Darms und adhériert schlie3lichiaregithelzellen (79, 136). Die Sekretion
des Symptom-auslosenden Choleratoxins erfolgt ndeh erfolgreichen Bildung von
Mikrokolonien an den Epithelzellen (161). Das CTlbse bewirkt den Aufbau eines
osmotischen Gradienten, der einen passiven Wass#irain aus den Epithelzellen in das
Darmlumen zur Folge hat. Mit dem daraus resultiéeen sogenannten Reiswasser-Stuhl
gelangen die toxischevi cholerae Stamme zurlck in die Umwelt, wo sie erneut Infakén

auslosen konnen (fur Details siehe Abschnitt [1-3,as Choleratoxin®).

Fur die Betroffenen aul3ert sich eine Erkrankungstreghr plétzlich in heftigen Durchfallen,
Erbrechen und Magenkrampfen. Ein an Cholera erkeankrwachsener kann bis zu 20 |
Wasser pro Tag Uber seinen Stuhl verlieren (8).@&aé&hr der Cholera besteht damit in dem
extremen Wasserverlust und der damit verbundendryderung lebenswichtiger Organe.
Ein Austrocknen der Haut, eingesunkene Augen usdaitadicken des Blutes sind die Folgen.

Weitere Symptome sind Hypotonie, Tachycardie, eieghdhte Atemfrequenz und
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Bewusstseinsstorungen bis hin zum Koma. Ohne mesichie Behandlung fiihrt der rasche
Wasserverlust bei Uber 20% der Patienten zum Téy (1

Die bisher wirksamste Therapie ist ein schnellersgleich des Flussigkeits- und
Elektrolytverlustes Uber intravendse Applikationntidiotika kdonnen den Verlauf der

Krankheit zwar verlangsamen, sind jedoch ohne lgkaitige Rehydrierung unwirksam (241).

Adhérenz an
Mikrovilli
Kolonisierung

Adhé&renz und Penetration Kolonisierung und

der Mukusschicht des Vermehrungm lleum
Duodenums

i

Aufnahme: Umwelt
Wasser/Lebensmittel Frei oder assoziiert
mit: Muscheln,

Plankton,
@ Krabben,

Copepoden

Magen Diarrho

Abb. 1I-2: Der Infektionszyklus von V. cholerae(modifiziert nach 235)

Weiterfihrende Infektionsversuche mit klinischealdsen ergaben, dads cholerae Zellen,
die den Magen-Darmtrakt erfolgreich passieren kemnim Vergleich zun vitro-Kulturen ein
signifikant hoheres Virulenzpotential besitzen (18®Dies erscheint in Anbetracht des
Infektionszyklus (vgl. Abb. 11-2) nicht verwundeth, ist das Bakterium doch fortwahrend
wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt: Neben pédratr- und
Osmolaritatsschwankungen infolge des Eintritts an dVirt, variiert der pH-Wert beim
Ubertritt vom Magen (pH ~2) in den Diinndarm (pH6)5Das Uberleben voy. cholerae im
Gastrointestinaltrakt ist auRerdem von GallensaurehVerdauungsenzymen bedroht. Zudem
sind in den Epithelzellen des Dinndarms Komponed&snangeborenen Immunsystems, wie
Defensine und Faktoren des Komplementsystems, avitk€5, 169). Die Besiedlung des

lebensfeindlichen Raums erfordert demnach die Bsjwa spezifischer Virulenzfaktoren.
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1.3.3 Molekulare Aspekte der Infektion: Die Virulenzfaktoren vonV. cholerae

Das Interesse an dem humanpathogenen Cholera-Efiggte im Rahmen deg. cholerae
Genomprojektes im Jahr 2000 zur Veroffentlichung #empletten DNA-Sequenz des
Stammes O1 ElI Tor N16961 (106). Daraus geht herdarss auf zwei zirkularen
Chromosomen 3885 offene Leseraster (ORFs) codiemden. Auf dem Chromosom 1 (2,96
Mb) befinden sich hauptsachlich Gene, die eine Ralh Bezug auf Wachstum,
Aufrechterhaltung essentieller Zellfunktionen, Vamz, Sekretion und LPS-Biosynthese
spielen. Dahingegen sind auf dem kleineren 2. Chseam (1,07 Mb) zahlreiche zusatzliche
metabolische Funktionen lokalisiert.

Mit der Verfigbarkeit der kompletten Genom-Sequemarde die Aufschlisselung der
Cholera-Pathogenese entscheidend vorangetriecbemnddd ist fur die Auspréagung der
Krankheit das Zusammenwirken von Kolonisierung, rkiogerter Expression von

Virulenzfaktoren und Wirkungsweise des Toxins n¢#g5).

Kolonisationsfaktoren

Die bisher bekannten Genprodukte, welche die Kslening des eigentlichen Wirkungsortes
von V. cholerae vermitteln, wurden im Tiermodell aufgedeckt. Daz@hlen neben TCP
(,toxin-coregulated pilus”, 272), ACFs (,accessarglonization factors”, 222), MFRHA
(,mannose-fucose-resistant hemagglutinin”, 82), CT¢R5), regulatorische Proteine (z. B.
ToxR/S, TcpP/H, ToxT, 45, 47, 272), Biotin- und AeBiosynthesegene (48) sowie
Bestandteile des LPS (,Lipopolysaccharid®) (9, ¥®). Des Weiteren sind verschiedene
Aullenmembranporine, u. a. OmpU und OmpT, zu nerndienwiederum die Resistenz des
Bakteriums gegenuber Gallensauren und antimikrgoidPeptiden bedingen (174, 228, 229).
Daruber hinaus scheint das Eisen-regulierte Pratgi (93) eine essentielle Rolle zu spielen;
irgA-Mutanten sind im Tiermodell attenuiert (92). Ghads gilt fur Stdmme mit defekter oder
fehlender Flagelle (237, 290).

Neben TCP verfugV¥. cholerae tiber zwei weitere Typ IV-Pili. Doch im GegensatzMSHA
und ChiRP, die bei der Anheftung des Bakteriumssemer aquatischen Umgebung von
Bedeutung sind, Ubernimmt bei der Besiedlung desnBéarms nur TCP eine essentielle
Funktion (6, 86, 114, 181). Dabei tritt TCP alsrtogenes Polymer in Erscheinung, welches
sich aus dentcpA-codierten Genprodukt zusammensetzt und zudem deged CTXP als
Rezeptor dient (284). In seiner Funktion als Bdsaiegkfaktor scheint TCP jedoch nicht direkt
an das intestinale Epithel zu adharieren. Vielmeind seine Beteiligung an der Ausbildung

von Mikrokolonien postuliert (145).
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Die fur die TCP-Synthese bendtigten Gene sind zosammit anderen Kolonisationsfaktoren
wie denacf-Genen und jenen flr die TranskriptionsaktivatoferT und TcpP, auf einem ca.
40 kb groRem Sequenzabschnitt codiert, der als YRibrio pathogenicity island®)
bezeichnet wird (138, 151).

Das Cholera-Toxin

Die Cholera-typischen Symptome werden durch dadeGitoxin ausgelost (272). Uber die
Wirkungsweise des aus funf B-Untereinheiten und erein A-Polypeptidkette
zusammengesetzten Toxins ist bekannt, dass dier@Bpoenten zunachst die Adhasion des
Toxins an den GMGangliosidrezeptor der intestinalen Epithelzellarmitteln. Wahrend
dieser Bindung wird die A-Kette in das Cytoplasnes Wirtszelle eingeschleust. Nach ihrer
Aktivierung durch eine Thiol-abhangige Reduktiotenagiert die A-Untereinheit mit der-
Untereinheit von @Proteinen und fuhrt zu deren ADP-Ribosylierung.sDan geblockte
Gsy ist nicht mehr in der Lage, GTP zu GDP zu hydrassn, was die konstitutive
Aktivierung der Adenylatzyklase zur Folge hat. Dadtuwiederum steigt der intrazellulare
cAMP-Spiegel, infolgedessen der Signaltransdukti@gsder Proteinkinase A aktiviert wird.
Die von der Kinase phosphorylierten Targetproteim@bieren die aktive Aufnahme von
Natrium- und Chloridionen, fordern aber gleichzgidie Chlorid- und Bicarbonat-Sekretion.
Der daraus resultierende lonenverlust der EpitHelzdedingt einen passiven Wasserstrom
ins Darmlumen (135), wodurch nicht nur das Aussairdes Bakteriums aus seinem Wirt
beginstigt wird, sondern letztlich auch die typamthSymptome der Cholera verursacht

werden.

Uber die Bedeutung des CT fiit cholerae auRerhalb des Wirts ist bislang nichts bekannt.
Zumal die bendtigten Gene nicht Micholerae Genom selbst, sondern auf dem filamentdsen
Phagen CTX codiert werden (285). Somit erfordert die CT-Swsth zundchst eine
Transduktion, bevor die entsprechenden Gene UlvePHagen spezifisch in das Chromosom
1 vonV. cholerae integriert werden. Andererseits kann der Phagé axtrachromosomal im
Cytoplasma in Plasmidform replizieren. In diesernrast die CT-Expression einer ToxT-

unabhangigen Phagen-Regulation unterworfen (159).
Koordinierte Regulation wichtiger Virulenzfaktoren

Zu den wichtigsten und infolgedessen am besterakteisierten Virulenzfaktoren zahlen das
CT und der TCP. Die Expression beider Proteine wdidch ein Regulationssystem
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kontrolliert, dessen Hauptkomponenten, die Trapsiomsaktivatoren ToxT, TcpP und ToxR,
gleichermal3en eine Rolle bei der Auspragung derl&fizeigenschaften spielen (45, 47, 272).
Ursprunglich wurde das ToxR-Regulon als eine Gruppe Genen definiert, die mit
Ausnahme vorompU und ompT vorwiegend auf deW. cholerae Pathogenitatsinsel (VPI)
bzw. dem CTXp-Phagen lokalisiert sind (222). Aktuellen TranslsiptAnalysen zufolge
unterliegen mindestens 150 Gene der Kontrolle vaxRT (26). Allerdings konnten die
Umweltsignale, welche die ToxR-Kaskade beeinflusgenivo noch nicht definiert werden.
Dahingegen konnte die Induktion des Regulons duBtimuli wie pH, Temperatur,
Osmolaritat, die Anwesenheit von Gallensauren o&l®inosaurenin vitro nachgewiesen
werden (258). AuBerdem wurde die Expression deul®fizgene durch die Kultivierung der
Bakterien in dem tryptonreichen, alkalischen AKI-dilem erzielt (124, 180).

Eine Schlisselstellung in dem ToxR-Regulationssystemmt der Transkriptionsaktivator
ToxT ein (Abb. 11-3). Die Inaktivierung voloxT resultierte dementsprechend in avirulenten
Stammen (47). Dieser AraC-ahnliche Regulator wirdndalls auf der VPI codiert, wobei die
Transkription vontoxT wiederum durch die Proteine ToxR und TcpP syntsgis aktiviert
wird (104, 116). Beide Transmembranproteine liegerder inneren Zellmembran jeweils als
ToxR/ ToxS- bzw. TcpP/ TcpH-Paar vor. Innerhalb Begulationskaskade wird dabei fur
TcpH eine stabilisierende Funktion fur seinen Rarfpostuliert. Diese These beruht auf der
Beobachtung, dass MutationentapH zu einer massiven Degradation von TcpP fuhrtengoh
dessen Expression zu beeinflussen (13). Die Samkibn von ToxS vor proteolytischen
Angriffen gegen ToxR wurde in &hnlichen Experimenbeschrieben (223). Zudem wird eine
Rolle von ToxS bei der Faltung und Dimerisierungn VBoxR vermutet (62, 65). Auf
molekularer Ebene stellt sich die Situation dahgegewie folgt dar. WahrenttpP neben
tcpH auf der VPI lokalisiert ist (138), befindet sithxR in einem Operon mitoxS in einer

anderen Region des Chromosoms (62, 151).

Zusammengefasst ergibt sich damit fur die Expres&iontrolle der Virulenzfaktoren iW.
cholerae folgende Koordination: Die Transkription der furedAuspragung der Virulenz
verantwortlichen Genprodukte wird erst unter integden Bedingungen aktiviert. Dabei
induzieren Signale wie der veranderte pH-Wert, Teratur- und Osmolaritdtsschwankungen
zunachst die Expression des Schlisselfaktors dekai®, ToxT. Die Aktivitat des Regulators
wird zudem durch die Anwesenheit von Gallensaubeeinflusst. (248). Das ist insofern von
Bedeutung, da in den ersten Phasen der InfektiorT Towar synthetisiert wird, die
nachgeschalteten Virulenzfaktoren jedoch nicht iexiert werden. Erst wenn das Bakterium
in das Darmepithel Gbertritt und damit die Gallems&onzentration sinkt, wird ToxT aktiv
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und leitet die Expression der Virulenzgene ein (Abi3-3). ToxT wiederum wird vermutlich
durch die Transkriptionsaktivatoren TcpP und Tox#tnginsam kontrolliert (Abb. [I-3-2).
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die Signaédche die Transkription vortoxT
stimulieren, auch die Synthese von TcpP induzi€Bf8). Diese Kontrolle detpP-Gens
wird durch das AphA/B-System vermittelt (Abb. 1113- 154, 203, 258). Die fehlende
Expression von ToxT oder TcpP aphA- und aphB-Mutanten stitzt diese Annahme (152).
Das resultierenddcpP-Genprodukt tragt seinerseits Uber die Aktivierwmn ToxT zur

regulatorischen Kaskade bei.

OmpU OompT
ToxS ToxR TcpP TcpH ToxS ToxR

(D @ Periplasma ()

Lux-
Cytoplasma

1M
\ + ompuU
2, \ —-T—

. omp
Y —
tcpPH tcpA-F toxT tcpd acfB acfA
VPl — > >
CtxAB

@ /VCTXCD—-—
@

Abb. 1I-3: Regulationskaskade zur Kontrolle der wichtigsten V. cholerae Virulenzfaktoren (modifiziert
nach 235, 302)1. Das AphA/B-System induziert die TranskriptioonwWWPI-Genen. 2. Das Genprodukt TcpP
aktiviert zusammen mit ToxR den Regulator ToxT.T®XT induziert die Expression der Virulenzfaktoren.
Weitere Details sind im Text beschrieben. AM) Aufdembran, IM) Innenmembran.

In dem Regulationssystem dércholerae Virulenzfaktoren nimmt ToxR eine Sonderstellung
ein: Neben seiner Funktion als Transkriptionsaktiw&on ToxT fungiert ToxR zusatzlich als
Regulator fur die AuBenmembranporine OmpU und Onfipabei wird die Transkription von
ompU durch ToxR aktiviert, wahrend gleichzeitig die Esgsion vonompT reprimiert wird
(58, 164, 262). In Ubereinstimmung dazu konnte igzeerden, dass in einéoxR-Mutante

OmpU nicht mehr exprimiert wird (192).

Aktuelle Untersuchungen postulieren fir die Exprasskontrolle der Virulenzgene eine

Beteiligung des ,,Quorum-Sensing“-Systems LuxOPQBB(1302). Demnach inhibiert dieses
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System bei geringer Zellzahl zu Beginn einer Intektden Virulenzgen-Repressor HapR,
wodurch die Synthesekaskade der Virulenzfaktorergedeitet wird. Nach der effektiven
Besiedlung des Wirts nimmt aufgrund der hohen 2éllzdie Konzentration des
Autoinduktors Al-2 zu, infolgedessen die Expressioon HapR induziert wird. HapR
wiederum reprimieraphA, was die reduzierte Expression der Virulenzfakiarer Folge hat.

Gleichzeitig aktiviert HapR die HA-Protease (Hapduordert somit das Ablosen der Zellen

vom Mukus und auf diese Weise die Freisetzung\W.amolerae aus dem Darm (80, 254).

2. Chemotaxis und Motilitdt beeinflussen die Virlenz vonV. cholerae

Der Infektionszyklus des aquatischen Humanpathoyenbkolerae lasst sich in zwei Phasen
unterteilen: Aul3erhalb seines Wirtes befindet siak Bakterium in einer frei-schwimmenden
Phase, die sich durch die fehlende Expression dmiptdirulenzfaktoren CT und TCP
auszeichnet (285). Es folgt die sessile Kolonisejithase des Pathogens, in der sich

cholerae auf der Basis nun produzierter Virulenzfaktorendas Epithelium des Dinndarms
anheftet, repliziert und die typischen Cholera-Stonpe hervorruft. Daraufhin |6st sich das
Bakterium von seinem Kolonisationsort und verlédsh Wirt Gber den reiswasserartigen

Stuhl zurlck in die Umwelt (zusammengefasst in AbRB).

Die Motilitat derV. cholerae Zellen wahrend der frei-schwimmenden Phase ladstaaif die
Verwendung eines polaren, mit LPS ummantelten Hlage zuriickfihren. Folglich ist die
Expression der entsprechenden Synthesegene eirigeiciAspekt dieser Phase. Darlber
hinaus begunstigt die Befahigung zur Motilitat despragung einer Chemotaxis-Reaktion.
Beiden Eigenschaften wurde in der Vergangenheé essentielle Rolle bei der Etablierung
der Infektion zugesprochen (85, 237). Inzwischemdewgezeigt, dass definierte, nicht-motile
Mutanten des O1 EIl Tor Biotyps, mit und ohne Flage| im Infektionsmodell mit infantilen
Mausen stark attenuiert, aber dennoch hypervirdemt (162). Im Gegensatz dazu hatte der
Verlust der Chemotaxis allein keine BeeintrachtmaerV. cholerae Infektionsfahigkeit zur
Folge (83, 162). Im Gegenteil: Motile, nicht-cheaidische O1 El Tor setzten sich im
Infektionsmodel im Vergleich zum Wildtyp deutlichith (83, 162).

Im Gegensatz zu Vibrio sp. sind die Chemotaxis-Systeme der verwandten
Enterobacteriaceae-VertreterE. coli und S typhimurium bereits weitreichend charakterisiert.
Demnach ist fur die chemotaktische Adaptation anldsher bekannten Stimuli (Aspartat,

Ribose, Galaktose, Serin, Dipeptide, Zitrat, daddXpotential der Cytoplasmamembran) die
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Kooperation eines membranstandigen Rezeptors (&wmmsduktor oder ,methyl-accepting
chemotaxis protein* genannt) mit sechs cytoplasuhén Proteinen - CheA, CheW, CheR,
CheB, CheY und CheZ - erforderlich.

In beiden Spezies bilden die homodimeren Chemotemap mit der ebenfalls homodimeren
Sensor-Histidinkinase CheA, dem Kopplungsproteie\Whsowie den Response-Regulatoren
CheY und CheB einen Komplex (Abb. 1I-4). Die Formieg des Komplexes aktiviert die
ATP-abhangige Autophosphorylierung von CheA, wothas y-stdndige Phosphat des ATP
auf ein Histidin der Kinase transferiert wird. D&hosphat wird daraufhin auf einen
Aspartylrest von CheY Ubertragen, was wiederumAditvierung des Regulators zur Folge
hat. Das phosphorylierte CheY interagiert daraufhih dem Flagellenmotor und veréandert
dessen Rotationsstatus von CCW (,counterclockwiggfgen den Uhrzeigersinn) zu CW
(.clockwise®, im Uhrzeigersinn), infolgedessen djeradlinige Schwimmbewegung in ein
unkoordiniertes Taumeln tbergeht. Dieses Taumehibglicht die Neuorientierung der Zelle
in eine andere, zuféllig gewéhlte Richtung. Dentpiankt der Bewegungsanderung erfolgt in
Abhangigkeit der Konzentration des chemotaktisdReizes, die das Bakterium wéahrend des
gesamten Laufes senst. Ergibt der Vergleich daseti&h Ergebnisses eine Differenz zu dem

vorher bestimmten Wert, erfolgt die Umschaltungim Taumelphase.

Maltose

Galaktose v
Rib
oiorae & @

Periplasma

Cytoplasma

A Histidinkinase CheA
B Response-Regulator CheB
i i (Methylesterase)
l R Methyltransferase CheR
- CH;OH + Ch W Kopplungsprotein CheW

i E . @ Y Response-Regulator CheY
(Aspartatkinase)

P, P

Z putative Phosphatase ChezZ

Motor

Abb. II-4: Komponenten des Chemotaxis-Systems if. coli und S. thyphimurium und ihre Vernetzung.
Zusammengefasst nach 22, 29, 63, 73, 236, 238.
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Ohne den Gradienten eines chemotaktischen Reizediegt die Kontrolle des Chemotaxis-
Systems CheZ. Die Phosphatase stimuliert die siehnelatirliche Hydrolyse des
phosphorylierten CheY, wodurch die intrazellularenkentration des Response-Regulators
ein gewisses Basislevel nicht Ubersteigt. In di&l@uwation verursacht das phosphorylierte
CheY eine zufallige 3D-Wanderung des Bakteriumglirigt durch den Wechsel zwischen
Schwimmen und Taumeln. Wird dahingegen ein Gradigahrgenommen, bewirkt das
Binden der chemotaktischen Stimuli an die Chematexzen die Inhibierung der CheA-
Autophosphorylierung. In der Folge sinkt der zeélhel Gehalt an phosphoryliertem CheY,
was die Moglichkeit des Taumelns reduziert, so dsisk die Phase der geradlinigen

Schwimmbewegung verlangert.

Insgesamt betrachtet ergibt sich die Chemotaxisndem tberwiegend aus der Modifikation
der Flagellenrotation. Aufgrund des einzelnen, poldlagellums taumell. cholerae jedoch
nicht per se. Statt dessen bewirkt eine schnell&kdélhmder Schlagrichtung eine zufallige
Neuorientierung des Bakteriums (40) und damit defaBigung zur Chemotaxis. Diese
Eigenschaft ist furV. cholerae insofern von Bedeutung, als dass sie nicht zuldiet
Uberlebenschancen in dessen natirlicher UmgebuRgehdich erhéht. Dartiber hinaus wird
der - wenn auch noch nicht klar definierte - Bgjtia der sessilen Kolonisationsphase des
aquatischen Humanpathogens postuliert: Nach dersicBen des Dinndarms muss das
Bakterium die Mukosa der Darmwand durchdringen, useinen eigentlichen
Kolonisationsort, die Epithelzellen, zu erreichdieser Vorgang wird vermutlich durch
Chemotaxis und die flagellen-abhangige Motilitatwitelt (41, 84, 207).

Obwohl eine detailierte genetische Analyse des G@taxsverhalten fuN. cholerae noch
aussteht, ist bereits bekannt, dass im Genom degédfs multiple Paraloge der bekannten
Chemotaxisgene vorhanden sind (106). Dartiber himsunden die Chemotaxis-assoziierten
Gene insgesamt drei Gruppen zugeordnet. Nach Gesilk (95) ist jedoch nur eines der drei
Cluster tatsachlich fir die Auspragung des chentiszhen Verhaltens verantwortlich. Uber
die Funktion der verbleibenden Gene kann zu diedeitpunkt nur spekuliert werden.

3.  Alternative Sigmafaktoren

Bis in die frihen 1980er hinein wurde davon ausgggn, dass eine hochspezifische

Anpassung des humanpathogenen Erregéfs cholerae an seinen Wirt die

20



BINLEITUNG

Uberlebensfahigkeit des Bakteriums auRerhalb dessohichen Gastrointestinaltraktes auf
wenige Stunden bis Tage beschrankt (282). Nachidigestudien, in denevi. cholerae als
freilebendes Bakterium oder in Assoziation mit Pipjankton, Zooplankton, Crustaceen und
Mollusken isoliert werden konnte (70, 118, 119, )1 2diderlegten diese These. An ihre Stelle
trat die Uberzeugung, dass das Bakterium in deels&j, mehr als eine 6kologische Nische
in einer Vielzahl aquatischer Habitate erobern @onen (298). Dass sichi cholerae durch
physiologische und morphologische Veranderungen hweislich an schwankende
Umweltbedingungen anzupassen vermag (255, 256}t stitse Theorie. Dabei scheint die
wiederholt beobachtete Adaptationsfahigkeit nict beim Uberdauern interepidemischer
Phasen von Vorteil zu sein, vielmehr erleichteg giem Bakterium den stress-reichen

Ubertritt in seinen Wirt.

Die zellulare Reaktion auf vollig veranderte Milpadingungen wird durch eine Klasse von
Proteinen vermittelt, welche als Sigmafaktoren bekasind. Dabei handelt es sich um
essentielle, abtrennbare Untereinheiten der prokischen RNA-Polymerase (141). Die
o-Faktoren erganzen das Core-Enzym,33'w) der RNA-Polymerase (RNAP) zum
Holoenzym 6RNAP). Wahrend das Core-Enzym die meisten der ramskription von DNA

in RNA erforderlichen Reaktionen katalysiert, bdédas des Holoenzyms, um die
Promotorsequenzen zu erkennen und die RNA-Syntkesanitieren. Dazu bindet der
oRNAP-Komplex zunachst mit relativ geringer Affiritdn unspezifische DNA-Abschnitte,
wandert dann aber durch abwechselndes Binden usehLdie DNA entlang, bis die richtige
Promotorsequenz gefunden wird. Der festen Bindumg déese Sequenz folgt der
Transkriptionsstart. Nach der Verknipfung der er$imf bis zehn Ribonukleotide dissoziiert
die o-Untereinheit von dem Initiationskomplex ab und dasre-Enzym katalysiert die
weitere Kettenverlangerung allein (35). AnschliefR&ann dero-Faktor ein anderes Core-

Enzym komplettieren und weitere RNA-Synthesenierigin (277).

Sigmafaktoren klassifizieren sich in zwei strukturécht verwandte Familien: Die’® und
die o>-Familie. Erstere schlieRt sowohl Priméar-Sigmafedo als auch alternative
Sigmafaktoren ein (194), wobei die Alternativen mmals nach ihrer Kontrollfunktion
kategorisiert werden (Tab. II-1).

Strukturell zeichnet sich die’®-Familie durch 4 Hauptregionen aus, von denen dig&nen

2 und 4 am hdchsten konserviert sind. Dabei siedSiibregionen innerhalb der Doméane 2

fur das Binden an die Promotorsequenz (Region sb@)e das Erkennen der —10-Sequenz
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(Region 2.4) verantwortlich. An der —35-Erkennumgglegen ist die Region 4.2 ist beteiligt
(220).

Obwohl keine Sequenz-Homologien zwischen den Mitigin derc®- und ¢’% Familie
nachgewiesen sind, binden beide Sigmafaktor-Typén gleiche RNAP. Allerdings
unterscheiden sich die resultierenden Holoenzymaran Eigenschaften. So bendétigen alle
o> *RNAP-Molekiile fiir den Bindevorgang an die DNA —miételt durch den C-Terminus
(Region 3) vonc®*, zusatzlich ein Aktivatorprotein, um einen offenBromotorkomplex
formieren zu kdénnen (186). Sonst fur die Initiataer Transkription verantwortlich, inhibiert
der 0®-N-Terminus ohne den geeigneten Aktivator diese dnmdlung (39). AuBerdem
unterscheiden sich die Promotorsequerdeno*RNAPs von denen, die durai’® erkannt
werden. Dies®*-Promotoren sind hoch-konservierte, kurze Sequerdierzwischen —24 und
—12 von der Transkriptions-Initiationsstelle lokigit sind. Dagegen liegen dig’>

Promotorpositionen typischerweise zwischen —35-ti

Tab. II-1: Alternative Sigmafaktoren (modifiziert nach 141).

Familie Klasse Beispiel Bakterium
0" Stressantwort o° B. anthracis, L. monocytogenes,
S aureus, S. epidermis, M. tuberculosis
o® E. coli, P. aeruginosa
o M. tuberculosis
ECF RpoE | H. influenzae, V. cholerae
(extracytoplasmic functiorn)AlguU P. aeruginosa
o© M. tuberculosis
o’ M. tuberculosis
o" M. tuberculosis
o" M. tuberculosis
o FIiA C. jejuni, H. pylori, V. cholerae
o " C. jejuni, H. pylori, V. cholerae,
V. parahaemolyticus

Die meisten Gene ifE. coli unterstehen der Transkriptionskontrolle durch a@fi&(RpoD)
Familie. Diese vegetativen Sigmafaktoren bewirkateu iiblichen Wachstumsbedingungen
nicht nur die Expression notwendiger Haushaltsgesoadern auch die Repression nicht
bendtigter Genprodukte. Die plétzliche Veranderemges Umweltfaktors erfordert jedoch
die schnelle Umstellung der Physiologie des Baltes. Um das Uberleben unter den neuen
Bedingungen zu sichern, muss die promotorerkennéigenschaft der RNAP verandert
werden, so dass die erforderlichen, stress-speladis Gene transkribiert werden kdnnen.

Diese Aufgabe wird von alternativen Sigmafaktoréeriommen, die als Antwort auf sich
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verandernde Milieubedingungen aktiv werden undwsgetativen Sigmafaktor RpoD partiell
verdrangen. Dabei werden komplexe und physiologweitreichende, zellulare Reaktionen
haufig durch einen einzelnen, sogenannten Masidatey kontrolliert. Das Regulon dieses
einzelnen Sigmafaktors kann mehrere hundert Geriassen, wodurch eine grof3e Anzahl an
prokaryotischen Genen simultan reguliert werden nkakolglich wird eine schnelle
Anpassung an die veranderte Umwelt begunstigt.

In einigen Féllen werden die Gene eined-aktor-Regulons durch eine klar definierte
Primarfunktion charakterisiert. So werden z. B. derschiedenen Sporulationsphasen von
Bacillus subtilis durch mehrere Sigmafaktoren kontrolliert (225).dArerseits kénnen die
umfassten Gene zu multiplen Funktionen beitragemlidsem Zusammenhang ist uc&.als
Regulator des Stationédrphasen-Wachstums und degrajlem Stressantwort iisteria
monocytogenes gut erforscht (142). Aktuelle Untersuchungen ziselie Thema zentralisieren
die Funktion alternativer Sigmafaktoren bei der (Raton der Expression von
Virulenzgenen. Diese spielen nicht nur bei der kgalng einer Infektion im Wirt eine
entscheidende Rolle, sondern auch beim UberlebsrPdthogens in der Umwelt. Das-
Operon von Staphylococcus aureus beispielsweise, produziert zusatzlich ein Adhasin,

welches die Biofilmbildung auf Plastikoberflach&mdert (179).

4. Der Masterregulator RpoS
4.1 Dasc>-Regulon

RpoS, odeo®, ist ein alternativer Sigmafaktor der RNAPHnNcoli, der unter diversen Stress-
Bedingungen induziert wird. Aufgrund der zahlreicheunktionen des>-Regulons wurde
das rpoSGen mehrmals unabhangig entdeckt und entsprechendchst unterschiedlich
annotiert (167, 242, 275, 278). 1991 wurde ihmis@tich alscsi-Gen (,carbon-starvation-
induced”) die Funktion des zentralen Regulators &tationarphasen-induzierte Gene
zugeordnet (156). Diese Publikation deckte ebentalf, dass alle vorangegangenen Arbeiten
Allele des gleichen Gens beschrieben hatten, de&gsaprodukt immer als Sigmafaktor aktiv
ist (202). Seiner einflussreichen Rolle in deéat®narphase oder untetr&s-Bedingungen
verdankt das Genprodukt letztendlich seinen Narfeo®ader RpoS

NebenE. coli wurde dagpoS-Gen in weiteren Entero- und verwandten Bakteriefurgden.

Dem aktuellen Kenntnisstand zufolge @Stgenerell imy-Zweig der Proteobacteria vertreten,
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einschlie3lich einer Gruppe Gram-negativer Bakiterielche aufgrund ihres pathogenen
Potentials von besonderer Bedeutung fur den Menssind (zusammengefasst 109).

Jungere Studien belegen, dass RpoS-abhangige @imaewar wahrend des Stationarphasen-
Wachstums induziert werden, sondern auch als Amtwof vielfaltige Stress-Situationen
(108, 113, 160, 197, 199). Infolgedessen wad inzwischen als Masterregulator der
generellen Stressantwort angesehen, welcher dieriele Zelle nicht nur dazu beféhigt, den
aktuellen Stress zu Uberleben, sondern dartbeudiaach die Resistenz gegeniber anderen
Stress-Situationen fordert (111). Damit steht RgeSspezifischen Stressantwort gegentber,
die vorrangig der Eliminierung der Stressquellentliend/oder die Reparatur der bis dahin
verursachten Schaden vermittelt. Die Hauptfunktdien generellen Stressantwort hingegen
liegt in der Pravention, was sich de facto in d&tbedingten multiplen Stress-Resistenz
widerspiegelt (113, 178). Soweit es bekannt istmiteln o>-abhéngige Gene demzufolge
die Resistenz gegeniiber oxidativem Stress, UV4htaa, Hitzeschock, Hyperosmolaritat,
saurem pH und Ethanol. Des Weiteren lassen siclinderungen der Zellhille und der
Ubergeordneten Morphologie auf RpoS-kontrollieren@odukte zurtickflihren. Bishop et al.
(28) postulierten sogar die Beteiligung vas® am programmierten Zelltod in der
Stationarphase. Schlie3lich wurden diverse Virujemz in pathogenen Enterobakterien mit
RpoS-abhangigen Promotoren identifiziert.

Fur die Kontrolle c>-abhangiger Gene werden aktuell zwei Regulatiore®ata
unterschieden: Ein Grof3teil der Gene folgt dem ukeken Level des alternativen
Sigmafaktors. Demnach werden sie aktiviert, sovitd §° und damit diec>-spezifische
RNAP (@°RNAP) in der Zelle akkumuliert. Andere Gene hingegserden nur unter
bestimmten Stress-Bedingungen exprimiert. Zur ée¢rt KategorigpoS-kontrollierter Gene
zahlt beispielsweisesiD, welches nur unter C-Mangelbedingungen induziad.vBegrindet
wird diese Beobachtung Uber die Notwendigkeit dektivators CRP (CAMP-
Rezeptorprotein), ohne den di®RNAP amcsiD Promotor nicht wirken kénnte (91, 172,
187). Folglich ist es denw>-komplettierten RNA-Polymerase Holoenzym méglichit m
zusatzlichen Regulationsfaktoren zu interagierenwie es ebenfalls fiir die vegetatigé™
RNA-Polymerase beschrieben ist (291). Die Sigmafaktc® und 6’° sind nah verwandt,
und Gene, die voo°RNAP in vivo aktiviert werden, kénnen haufig aughvitro durch die
o’®RNAP transkribiert werden und umgekehrt (291). Aktueltdrdavon ausgegangen, dass

die oRNAP beider Sigmafaktoren sehr &hnliche Promotarseren erkennen, aber
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geringfugige Unterschiede, wie sie z. B. in delamgerten —10 Region bestehen (Abb. II-5),
die Praferenz fir eines der beiden Holoenzyme erfidi).

-35-Region -10-Region

o/ -TTGACA- 12bp -TGTG N[TATAAT-5-8 bp
0° -TTGACA -10-14 bp TGTK C|TATACT|TAA — 2-5 bp

Abb. II-5: Konsensus-Sequenz der vow’® und 6° bevorzugt erkannten Promotoren inE. coli (modifiziert
nach 279). Die verlangerte —10-Region ist durch fett marldeBasen angezeigt, rot unterlegte Basen
reprasentieren Unterschiede in dieser Region. Dierstrichenen Nukleotide bezeichnen ein konsemser
Merkmal o®-abhéngiger Promotoren. K) T oder G; N) Beliebijekleotid.

Aktuellen genomweiten Transkriptionsanalysen zidolerden mindestens 10% altercoli
Gene direkt oder indirekt durab® reguliert. Dabei sind die™-abhangigen Gene prinzipiell
Uber das gesamte Genom vé@h coli verteilt. Darunter befinden sich u. a. weitere
regulatorische Gene, weshalb vermutet wird, dassadeRegulon einem groRen, intern
hierarchischem Regulationsnetzwerk vorsteht (221¢. Struktur dieses Netzwerkes stellt
sich in der Theorie so dar, dass RpoS als lUberget#Einheit dient, welche ankommende
Informationen verarbeitet und auf dieser Basisatistehenden zellularen Prozesse einleitet.
Dies kann auf direktem Wege geschehen oder Ubehldieierung sekundarer Regulatoren,
die ihrerseits subspezifische Module kontrollieren.

4.2  Kontrolle der intrazellularen RpoS-Konzentration

Die Hypothese eines modulierten Netzwerkes unter Kintrolle von RpoS erklart die

Funktion des Proteins als generellen Stressregul#ts der entscheidende Parameter
diesbeziiglich wird die zellulare Konzentration var eingestuft. Darauf aufbauende
Untersuchungen ergaben, dass sich das RpoS-Lewdribtationarphase als Reaktion auf
einen Mangel der C-, N-, P- oder AS-Quelle erhdkif der anderen Seite wurde eine
Induktion des alternativen Sigmafaktors ebensghbsgieller Wachstumsreduktion beobachtet
(90, 127, 128, 156, 157, 214, 273). Als weitereumdrende Bedingungen werden in der
Literatur Hyperosmolaritat (199), atypisch hohe Ml@der niedere (260) Temperaturen,
saurer pH (12, 165) und hohe Zelldichte, z. B. ar dpaten exponentiellen Phase, (157)
benannt. Diese zahlreichen und v. a. sehr untedlitihen Signale bedeuten fir die
Regulation der® Konzentration vorrangig eins: Sie muss auf jedieotetisch moglichen

Ebene stattfinden konnen (Abb. 1I-6). So konnteBz.die rpoS-Transkription durch die
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kontrollierte Reduktion der Wachstumsrate in ei@hemostat stimuliert werden (214, 273).
Die Rate derpoS-Translation wiederum konnte experimentell durclhdn@smolaritat um
mehr als das 5fache gesteigert werden (199). Mehdjare Effekte auf dieser Ebene der
Regulation wurden wahrend des Wachstums bei niedrigemperaturen (z. B. 20 °C, 260),
hohen Zelldichten in Glucose-Minimalmedium (2> Bllen/ ml, 157) oder in Reaktion auf
pH-Erniedrigung in einem Vollmedium (12) gleicheifdea beobachtet.

Neben der facettenreichen RegulationafeBynthese wurde die post-translationale Kontrolle
durch Degradation intensiv charakterisiert. Sotlidig Halbwertszeit des RpoS-Proteins in
Zellen, die in Minimalmedium kultiviert wurden, zsghen 1 min und wenigen Minuten (157,
197, 198, 269). Unter Stress hingegen kann dieePBiyderate bis zur vollstandigen
Inhibierung reduziert werden, was wiederum die masgkkumulation des Proteins zur Folge
hat. Die Kinetik dieser Stabilisierung kann wie kall des hyperosmotischen Schocks sehr

schnell sein (199) oder langsamer verlaufen, wi nach einem Hitzeschock (197).

Reduzierte
Wachstumsrate Niedrige Temperaturen Niedriger pH

Hohe Zelldichte Hyperosmolaritat C-Mangel

rpoS ———» rpoSmMRNA > O'S - » Proteolyse

Hohe Temperaturen

o° - abhangige Gene

Abb. 11-6: Die verschiedenen Stufen dew™-Synthese werden durch unterschiedliche Stress-Bedjungen
beeinflusst (modifiziert nach 111)Ein Anstieg der intrazellularen RpoS-Konzentratiann sowohl aus der
Stimulation derrpoS-Transkription oder-Translation sowie aus dem gehemmten Abbau des Rpoigins
resultieren.

Mit dem Ziel, die molekularen Mechanismen der veisdenen Regulationsebenen
aufzuklaren, wurden in den vergangenen Jahren kcheld~ortschritte in der Identifizierung
von (i) cissabhangigen regulatorischen Regionen auf DNA, mRdi&r Proteinebene; (ii)
trans-abhangigen Faktoren wie regulatorische RNAs odeteihe; und (iii) Molekilen,
welche diec®-Regulation auf allen Ebenen beeinflussen, erzizdbei wurde erkannt, dass
die einzelnen Pfade untereinander verkntipft sindjass ein einzelnes, spezifisches Signal
die intrazellulare Konzentration des alternativegn@faktors durch mehrere Mechanismen
beeinflussen kann. Dartber hinaus scheinen sich aieelnen Komponenten der
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Regulationspfade auch untereinander zu kontrotlieveodurch letztendlich die Aufklarung
der jeweiligen Mechanismen erheblich erschwert wird

4.3 Regulation derag®>-Proteolyse — Das g° - Turnover*

Die Transkription vonrpoS sowie die Translation der entsprechenden mRNA winter
verschiedenen Stress-Bedingungen vermehrt aktigwgit 4.2). Dennoch lasst sich auch in
normal wachsenden Zellen eine gewisseSyntheserate nachweisen. Allerdings wird hier
das zellulare Level des Proteins durch Degradatiedrig gehalten (157, 269). Diese post-
translationale Kontrolle des alternativen Sigmadekt ist Angriffspunkt vieler Stress-
assoziierter Systeme (u. a. fir C-Mangel, OsmosSineH-Downshock), die in der Folge die
Akkumulation des Proteins initiieren.

Die RpoS-Degradation wirch vivo durch die Protease CIpXP vermittelt (249). Entspeade
Strukturanalysen ergaben fur ClpXP den Aufbau elPredeasekomplexes, der sich aus zwei
sechser Ringen des ATP-hydrolysierenden ClpX-Cluagzesowie zwei weiteren Ringen zu
je sieben Untereinheiten der eigentlichen protesdiien Komponente ClpP zusammensetzt.
Dabei Ubernehmen die auf3en angeordneten ClpX-RiiggEunktion der Substraterkennung.
Gebundene Proteine werden durch diese ATPasenudienatind anschlieend in das Innere
des Komplexes weitergeleitet. Dort bilden die CRiRge eine Art proteolytische Kammer,
in welcher letztendlich die ATP-abhéngige Degramiatiles Substrates katalysiert wird (97,
144, 286). In diesem Zusammenhang wird ein Aufwaod ca. 4000 ATP-Molektlen pro
Protein vermutet (pers. Mitteilung B. Sauer). Schmvor das Substrat RpoS der ClpXP-
Protease zugeordnet werden konnte, war bekanrg, dlasentsprechenden GedeP und
clpX ein Operon bilden (96, 176). Spater konnte zudezeigt werden, dass unabhéngige
Mutationen der beiden Gene jeweils in der Stalellisig des alternativen Sigmafaktors
resultierten (249). Da bisher keine stabilen Degtiadsprodukte nachgewiesen werden
konnten, wird zudem von einer vollstandigen Rpo&d¢tlyse durch den ClpXP-Komplex
ausgegangen (301).

Einige Proteasen sind bei der Bindung ihres Sulestrauf zusatzliche Erkennungsfaktoren -
auch ,Targeting“-Faktoren genannt - angewiesen.s®i&ooperation bewirkt in einigen
Fallen eine Erhohung der Substratspezifitdt, ineas Fallen wird die Erkennung erst
erméglicht. Im Gegensatz zu anderen ClpXP-Substrtefiir den Abbau vow® ebenfalls
ein zusatzlicher Faktor nétig. Das RssB-Proteirsadth ein spezifischer Erkennungsfaktor,

der RpoS bindet und es seiner Protease zufiihre dhbei selbst degradiert zu werden (14,
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146, 198, 227, 301). Dabei geht aus der Literaguvdr, dass RssB keine Besonderheitkles
coli-Proteolysesystems ist. In anderen bakteriellerzi®pavurden mit SprE (227), MviAS(
typhimurium, 12) oder ExpM Erwinia carotovora, 4) Allele des Erkennungsfaktors

identifiziert.

RssB gehort zur Familie der Zwei-Komponenten-RespdRegulatoren, deren Aktivitat Uber
die Phosphorylierung eines konservierten AspargdtBs (D58) in der N-terminalen
Empfangerdomane moduliert wird. RssB-Proteine, émeth diese Aminosaure durch eine
andere ersetzt wurde, zeigtdn vitro weder eine Phosphorylierung noch eig-
Bindeaktivitdt (16). Ausin vitro Experimenten geht aufRRerdem hervor, dass das
phosphorylierte RssB direkt mit’ interagiert (14). Diesbeziiglich wird tiber eineiuduelle
Erkennungsfunktion fir das RpoS-Protein spekuliéat,der Abbau eines weiteren ClpXP-
Substrates, dagO-Protein, nicht durch RssB beeinflusst wird (300).

Uber die Struktur des Targetingfaktors ist bekamt#tss er — fiir Response-Regulatoren
typisch — aus mindestens zwei Domanen bestehtNeerminalen Receiver- sowie der C-
terminalen Output-Domane. Letztere weist keinehllenlichkeiten zu bekannten, Funktions-
assoziierten Proteinsequenzen auf, was die einizjgaRolle von RssB in des>-Proteolyse
verdeutlicht. Der N-Terminus hingegen Ubernimmt digarakteristische Aufgabe einer
Receiverdomane, nach der Phosphorylierung die @#ipoktion des Response-Regulators
zu aktivieren (146).

Aktuell wird davon ausgegangen, dass die RssB-EBsme kontinuierlich der RpoS-
Konzentration angepasst wird, um die Degradatis alernativen Sigmafaktors gegenuber
kontrollierten oder spontanen Variationen d&rSyntheserate aufrecht zu erhalten. In diesem
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dasssii Transkription vono® reguliert

wird (240), was wiederum fir ein negatives ,Feedbd&egulationssystem sprechen wirde.

In der Eigenschaft als Response-Regulator ist disBFAktivitdt zudem vom Status der
Phosphorylierung abhéngig. Diesbezlglich gilt RedB alleinstehend; bisher konnte keine
zugehdrige Histidinkinase in einem Operon migsB aufgedeckt werden. In der
Vergangenheit wurde bereits Acetyl-Phosphat alssighggisch relevanter Phosphordonor
postuliert. Doch weiterfihrende Experimente miteeirAcetyl-Phosphat-freienpta-ackA
Mutante dokumentierten, wenn auch reduziert, digr@dation des>-Faktors (36). 2005
schlie3lich prasentierten Mika und Hengge das AeBtein als direkt agierende Sensor-
Histidinkinase fur RssB (188). Daruiber hinaus #ittA, ein ebenfalls durch ArcB bedienter
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Response-Regulator, als direkter Repressorrge®-Transkription in Erscheinung (188).
Somit skizziert sich ein verzweigtes ,Drei-Kompotersystem® aus ArcB/ArcA/RssB fur

die Koordination eines niedrigen RpoS-Levels inangntiell wachsenden Zellen.

Nach der ArcB-bedingten Aktivierung des RssB-Pritekann der Targetingfaktor mit
seinem einzigen Substrat interagieren. UntypisehPiibtease-Substrate, enthélt das RpoS-
Protein anstelle einer charakteristischen Erkenssgmuenz ein ,Turnover Element® in der
Mitte seiner Aminosauresequenz, an die das phogldwe RssB bindet (14).
Untersuchungen mit RpoS::LacZ-Hybriden unterscicbdr L&nge lokalisierten das
verantwortliche Element in der Region 2.5 des a#tiven Sigmafaktors (198, 249), welche
eigentlich der Erkennung des —10-Promotorelemetiitast. Dac® und 6’° bekanntermaRen
den gleichen —10-Konsensus binden (15, 72), veremindie hohe Ahnlichkeit der AS-
Sequenzen im Bereich 2.5 nicht. Dennoclofsim Vergleich zuo’ instabil, so dass auf der
Grundlage der minimal bestehenden Unterschiedeetedlich die AS K173 neben E174 und

V177 als Kern des , Turnover Elements” ermittelt desm konnte (14).

MRNA

/ﬂ\ Osmostress,
erhohte

Temperatur,
C-Mangel,
Q
@3

niedriger pH
o° Proteolyse

Abb. 1I-7: Postuliertes Model der regulierten g*-Degradation in
E. coli (modifiziert nach 111, 188). Der Mechanismus istadkert
im Text beschriebe

Zusammenfassend ergibt sich fur die RegulatiorRpES-Proteolyse folgendes Model (Abb.
[I-7): ArcB aktiviert den Proteolyse-Targetingfakt®ssB. Der phosphorylierte Response-
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Regulator bindet den alternativen Sigmafaktor uidtfdiesen dem ClpXP-Proteasekomplex
zu, welcher das Substrat unter Verbrauch von ATIRtandig degradierin vitro undin vivo
Daten indizieren die anschlieRende Entlassung da8-Rroteins aus dem Komplex (146,
301), woraufhin der Targetingfaktor den Abbau eimesteren RpoS-Molekiils initiieren
kann. Die Theorie dieses RssB-,Recylings” begrinsieh darauf, dass der alternative
Sigmafaktor im Vergleich zu dem Response-Regulaibeinem Uberschuss von 20:1 in der
Zelle vorliegt (16). AuRerdem wurde bereits unteadiWstumsbedingungen in minimalem
Glucosemedium beobachtet, dass die Degradatiormindestens sechs oder sieben RpoS-

Molekulen pro Minute durch ein einziges RssB-Protermittelt werden kann (146).

5. RpoS in derV. choleraePathogenese

12 Stunden nach der Inokulation 16st siéhcholerae von der Oberflache der Epithelzellen
und tritt in das flussigkeitsgefillte Darmlumen tib@bwohl die molekularen Details der
cholerae Pathogenese bereits das Objekt zahlreicher Umtansgen waren, wurden diese
finalen Schritte des Infektionsprozesses erst 20Késsiert (211). Demnach unterliegen diese
letzten Stufen der Kontrolle eines genetischen mrrags, welches das Ablésen der
bakteriellen Zellen und die Aktivierung der Chemagaund Motilitat nahezu synchron
verursacht (211). Diese These lasst sich auf faimikroskopische Analysen und Gen-
Expressionsstudien zurtckfuhren, welche im Reisgrafishl von Cholera-Patienten eine
grof3e Anzahl aktiv schwimmender Organismen (17,u8@) die Expression von Chemotaxis-
und Motilitatsgenen beschrieben (26). Zudem wiesaitere Expressionsprofile voW.
cholerae aus Reiswasserstuhlproben eine erhebliche Redukéion TCP- und CT-
Transkripten nach (158), wodurch die urspringlidfieeorie von Nielsen et al. um die

Einstellung der Virulenzgenexpression in der letdtdektionsphase erganzt wurde.

Uber die Stimuli fur das genetische Programm dénqegenen Endphase ist bisher nur wenig
bekannt. Es wird jedoch spekuliert, dass die zumetd® Population der adharierten Zellen
zunachst zu der Akkumulation von Quorum-Sensingy@en fuhrt, infolgedessen die
Expression des Transkriptionsregulators HapR imers wird (191). HapR wiederum
bedingt nicht nur nachweislich die Repression vomulgnzgenen und Biofilmbildung,
sondern induziert auch die Hamagglutinin-ProteaapAd(153, 302, 303). Die Beteiligung
dieses proteolytischen Enzyms an der Ablosung woncholerae von Kkultivierten
Epithelzellen konnte bereits gezeigt werden (8@)2Barutber hinaus kdnnte desgleichen ein
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Zusammenspiel aus Signalen wie Nahrstoffmangel, Bi®duktion von toxischem
Wasserstoffperoxid sowie die Sekretion von Defassidurch das Komplementsystem des
Wirtes fur das Ablésen der Bakterien verantwortbeln (211).

Vergleichbare Bedingungen resultieren En coli nachweislich in der Akkumulation des
alternativen Sigmafaktors RpoS (111). Fur ¥asholerae Homolog konnte gleichermal3en
die Beteiligung an der Resistenz gegentber verdehen Umweltsignalen, einschliellich
Wasserstoffperoxid, bereits demonstriert werderB)2®arlber hinaus prasentierten Silva
und Benitez 2004 RpoS als positiven Regulator defPrbtease (252). Schliellich deckten
Gen-Expressionsstudien mit. cholerae Zellen aus dem Darmfluid die RpoS-abhéngige
Induktion vieler Chemotaxis- und Motilitdtsgene a(#11). All diese Beobachtungen
sprechen deutlich fur den Einfluss von RpoS in l¢zten Phase des Infektionszyklus,
obwohl eine entsprechende Attenuierung v@oS-Mutanten im Tiermodell noch nicht

eindeutig belegt wurde.

6. Osmostress-Adaptation — Signalintegration fir Rpo3ontrollierte

Stress-Reaktionen?

Das rpoS-Regulon umfasst eine groRe Anzahl funktional djeeter Gene. Um diese
allumfassende Kontrolle durch einen einzigen Regulbegriinden zu kénnen, wurde recht
schnell die Existenz von Gen-Subfamilien in Erwaguyezogen, die dementsprechend
verschiedenen RpoS-Regulationsmechanismen unemli€fl3). Erste Hinweise auf solche
Superfamilien gab eine Studie mit einer GruppeS-abhangiger Gene, die urspringlich als
osmotisch reguliert identifiziert wurden (112). Dater befanden sich u. atsA, otsB und
treA, deren Genprodukte in der Trehalosesynthese umetabolismus, Thermotoleranz und
Osmoprotektion involviert sind (112). FidtsA und otsB konnte Uberdies gezeigt werden,
dass sowohl die Osmostress-bedingte als auch diechsilansphasen-abhangige
Genexpression auf RpoS zuriickgeht, was wiederuweli@endung des gleichen Promotors
in beiden Situationen indiziert. Die Transkriptioon rpoS selbst wird dahingegen durch
hypertonische Bedingungen nicht aktiviert (112).

Die Bedeutung der Osmostress-Adaptation ergibt digh viele Bakterien aus der
Notwendigkeit, ihren  Zellturgor entgegen  plétzliche Schwankungen ihrer
Umweltbedingungen aufrecht zu erhalten. Dieserajgttreibende Kraft fir das Wachstum

und die Teilung der Zelle (59). Fir das aquatisBhkteriumV. cholerae ist der Ubertritt in
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den Wirt nicht zuletzt in Hinblick auf die extrenenanderten osmotischen Verhaltnisse im
Magen-Darm-Trakt eine Belastung. Im Mittelpunkt dertwendigen Anpassung steht die
Regulierung des Pools aller osmotischen Solute yio<ol, wobei es die Reaktionen auf zwei
verschiedene osmotische Stress-Bedingungen zusuah&den gilt: Ist die Zelle hypotonen
Umweltbedingungen ausgesetzt, verursacht der deeniiundene passive Wassereinstrom
einen gefahrlichen Anstieg des Tugors. Um in dégé€-aicht zu lysieren, exportiert die Zelle
ihre Solute. Der Transport kann unspezifisch Ubpansungssensitive Kandle oder
Aquaporine erfolgen, wenn der osmotische ,Downshashr plotzlich auftritt, oder in
Abhangigkeit spezifischer Exportsysteme (42, 1&3)2

Missen sich die Zellen dahingegen an hypertoneeibiedingungen adaptieren, wirken sie
der Gefahr des Wasserausstroms entgegen. Diergleigenenkonzentration im Cytoplasma
wirde anderenfalls zellulare Prozesse wie DNA-Refibn oder Protein-Interaktionen und
somit den gesamten Metabolismus gefahrden. Die pesuisenden GegenmalRnahmen
unterliegen verschiedenen Mechanismen: Zunachshitedie Zelle unmittelbar nach dem
osmotischen ,Upshock®, anorganische lonen wié whd CI aufzunehmen (71). Diese
Strategie ist v. a. unter den extrem halophilerk&mmoten weit verbreitet (87, 280). Dieser
schnellen Antwort schliel3t sich die zunehmende Alfme bzw. Synthese von
osmoprotektiven Soluten an, infolgedessen die zuwportierten anorganischen lonen nach
und nach ersetzt werden (38). Osmoprotektive Solutedenen beispielsweise Trehalose,
Prolin, Karnithin, Glycin-Betain und Prolin-Betard@hlen, sind organische und hochldsliche,
kompatible Verbindungen, welche bei physiologischeH-Werten keine Nettoladung
aufweisen und auch in hohen Konzentrationen esdlentizellulare Prozesse nicht
beeintrachtigen (143, 239, 259). RMircholerae sind v. a. die kompatiblen Solute Betain und
Ectoin relevant, da Betain Uber ein spezifischean3portsystem aufgenommen und Ectoin

durch Genprodukte dest-Operons selbst synthetisiert werden kann.

Wahrend die meisten biologischen Antworten aufiidennung bestimmter Signalmolekile
durch spezifische Rezeptoren beruhen, unterschaitetie Osmostress-Adaptation dadurch,
dass ein physiologischer Parameter die Reaktionuggrt. Uber die eigentliche Erfassung
des Signals ist wenig bekannt; wahrscheinlich spiglber der interne hydrostatische Druck,
sowie die Differenz zwischen interner und exter@smolaritdt eine wichtige Rolle.
Innerhalb dieser regulatorischen Prozesse kommt deos EnvZ und OmpR
zusammengesetzten Zwei-Komponentensystem eine desorFunktion zu. Neben der
reziproken Transkriptionskontrolle fir die AuRennieemporine OmpC und OmpF i coli
(213), wurde dem EnvZ/OmpR-System Shigella flexneri (21) undS. thyphimurium (67)
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auch die Regulation von Virulenzgenen nachgewieg#ne Suche nach vergleichbaren
Osmostress-sensitiven Regulatoren Mn cholerae ergab auf der Basis von homologen
Proteinsequenzen drei ahnliche Systeme: Der elieafabnvZ annotierte ORF VC2713, die
putative Sensor-Histidinkinase des ORF VCA0257 urdhs putative Zwel-

Komponentensystem der ORFs VCA0565 und VCAO0566 )24i@ weiterfihrenden

Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Weakiing des VCA0565-Genproduktes
tatsachlich ein Wachstumsdefizit unter hypertoneediBgungen zu Folge hatte (247).
Daruber hinaus lassen sich in der bekannten Literatine weiteren Hinweise uber die

Regulation der Osmostress-AdaptatioVircholerae finden.

7. Zielstellung der Arbeit

Der Infektionszyklus des humanpathogenen Errégecholerae erfordert die Anpassung des
Bakteriums an vollig verdnderte Milieubedingungdn. E. coli wird der alternative
Sigmafaktor RpoS als Masterregulator der generefgassantwort beschrieben, der fur die
Umsetzung der entsprechenden Umweltsignale autigeher Ebene verantwortlich ist.

Aus diesem Grund sollte im Rahmen der vorliegenideit ermittelt werden, ob denpoS-
Homolog in V. cholerae eine analoge Funktion zukommt. Dementsprechendtesol
Bedingungen bestimmt werden, unter dew&nin V. cholerae akkumuliert. Entsprechende
Expressionsprofile und die phéanotypische Analyse daoS-Deletionsmutante sollten
ebenfalls zur Aufklarung der Funktion beitragen.

Als der entscheidende Parameter fur die FunktionRpoS wird inE. coli die intrazellulare
Konzentration des Proteins angegeben. Diesbeziiglish die Degradation des
Masterregulators ausfiihrlich erforscht, so dassweiterer Schwerpunkt dieser Arbeit dig:
Proteolyse inV. cholerae thematisierte. Dabei war es zunéchst von Interedie Stabilitat
des Proteins unter verschiedenen Wachstumsbediagumgftels Westernblot-Analysen zu
vergleichen. Dartber hinaus sollten, in Anlehnunglee bekannten molekularen Details des
E. coli-Systems, die beteiligten Faktoren identifizierrden.

Obwohl die RpoS-Regulation . cholerae bislang kaum untersucht wurde, wird davon
ausgegangen, dass sie den Kontrollmechanismdn aoli &hnelt. Darum sollte in einem
anderem Teilprojekt dieser Arbeit analysiert werdeln das RpoS-Protein als cholerae
tatsachlich funktional in d&s. coli-System integriert werden kann.

In weiteren Experimenten sollte anschlieRend dideBeung von RpoS fir die Pathogenese

von V. cholerae aufgedeckt werden. Diesbezuglich wurde bisher dig Rolle des
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alternativen Sigmafaktors beim Ablésen von den DEpriihelzellen angedeutet, wobei die
molekularen Hintergriinde jedoch noch ungeklart.sind

Das letzte Projekt zentralisierte die Adaptationnv@. cholerae an hyperosmolare
Bedingungen, eine bekanntgoS-kontrollierte Stress-Reaktion irE. coli. Um einen
Uberblick tiber die typischen zellularen Prozessegewinnen, sollten die Transkriptome
verschiedener Mutanten einander gegenubergestettien. Ferner konnten fi#. cholerae
bisher noch keine charakteristischen Osmostressi&eanssysteme definiert werden. Aus
diesem Grund sollte die Funktion eines putativ asengitiven Zwei-Komponentensystems
mit Hilfe von Microarray-Analysen ermittelt werdelm. weiterfhrenden Experimenten sollte
abschliel3end eine mdgliche Beteiligung des Osmosem@s der Kontrolle der intrazellularen

RpoS-Konzentration untersucht werden.
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MATERIAL UND METHODEN

[ MATERIAL UND M ETHODEN

1. Bakterien, Plasmide und Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme, iRlde und Oligonukleotide sind in den

Tabellen 111-1 bis 111-3 zusammengefasst und kyagiert.

Tab. IlI-1: Bakterienstamme. Alle Zellen wurden als Glycerinkulturen bei —80 &@lagert: 1 ml einer Uber
Nacht gewachsenen Kultur (UNK) wurde mit 500 pl&@ign (70%) gemischt und eingefroren.

E. coli

Bakterienstamm Beschreibung Referenz
AM106 MC4100rssB::Tn10, Sm R. Hengge
GB123 MC410Q\araAleu rpoS:Tni0, laé R. Hengge
MC4100 FaraD13%\(argF-lac)U139rpsL 150relAl flbB5301 R. Hengge

deoC1 ptsF25 rbsR, S
MC41000smY::lacZ MC4100rpoS::Tn10osmY::lacZ, Sm R Hengge
MC41000smY::lacZ pQE30 | MC410@poS:Tn10osmY::lacZ pQE30, Ap diese Arbeit
MC41000smY::lacZ E.c.rpoS| MC4100rpoS: Tn10osmY::lacZ pQE30ppoS ', Apf diese Arbeit
MC41000smY::lacZ V.c. rpo§ MC4100rpoS: Tn100smY::lacZ pQE30ppoS” ¥ Ap' | diese Arbeit
MC4100 V.crpoS MC4100 pQE30ppoS - e Ap' diese Arbeit
RH90 MC410QpoS:Tni0, Sm R. Hengge
RH90 E.crpoSplaciQ RH90 pQE30moSE  placlg, Af, Km' diese Arbeit
RH166 MC410QharaAleu, lac R. Hengge
SM1Q\pir thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::MuApir

RK6, Km' (192)
XL1-Blue F'::Tn10proA'B* lacgA(lacZ)M151 recAl end Al New England

gyrA46 (Nalr) thi hsdR17 (r¢-mg.) sSupE44 relAl lac Bioloabs

V. cholerae

C0968 O1 El Tor, Ogawa, Indien 1994, BiofilirHamolység

Sm, Cd (281)
C0968cheAl CO0968cheAl::pGP704, SmAp diese Arbeit
C0968cheA3 C0968cheA3::pGP704, Sm AP diese Arbeit
C0968clpX C0968clpX::pGP704, S Ap' diese Arbeit
C0968lon CO968lon::pGP704, S Ap' diese Arbeit
C0968rpoS CO968rpoS:pGP704, Sm Ap' diese Arbeit
C0968rssB CO968rS3B::pGP704, SmAp' diese Arbeit
CO96&\cheA2 C0968 pWM9ONcheA2 K. Lamprecht
MO10 0139, klinisches Isolat, Indien 1992, K1g$bgen,

Sm, Cnd (281)
MB54 O1 El Tor, Indien 1991, BiofillnHamolyse (137)
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M654 rpoS

0395

0395rpoS

P27459

P27459-S

P2745%heAl
P2745%heA3
P2745%IpA
P2745%lpP
P2745%pX
P2745%IpX E.c.clpX
P2745%IpX V.c. clpX
P2745%exB

P 2745%tsH
P2745%hsVU
P274590n
P2745%smK
P2745%smR
P2745%smR pQE30
P2745%.c.rpoSpQE30
P27459V.c. rpoS pQE30
P2745%cheA2
P2745%ectC
P2745@hapR
P2745%lon
P2745%rpoS
P2745@rpoSpQE30
P2745%rpoSpQE30 placiq
P2745@rpoSE.c.rpoS
P2745@rpoSE.c.rpoSplaciq
P2745@rpoSV.c. rpoS
P2745%rpoSV.c. rpoSplaclq
P2745%rssB
P2745%rssB E.c.rssB
P2745@rssB V.c. rssB
P2745%rssB lon
P2545@toxR

V124

V194

M654rpoS:pGP704, St Ap’

01 klassisch. Ogawa, klinisches Isolat,dndi964,
tcpA” ctx” toxR" ompW', S

0395rp0S::pGP704, S Ap'

O1 Inaba, El Tor, klinisches Isolat, Badgkh 1976

P27459, spontan'Sm

P27459-S ch&l::pGP704, S Ap'
P27459-%heA3::pGP704, S Ap'

P 27459-8IpA::pGP704, St Ap'
P27459-IpP::pGP704, S Ap'
P27459-IpX::pGP704, S Ap'
P27459-IpX::pGP704 pBAD33ppXE®, Sni, Ap, Cni
P27459-RpX::pGP704 pBAD18-KangpX, Sni, Ap', Km'
P27459-SexB::pGP704, Sm Ap'
P27459-StsH::pGP704, S Ap'
P27459-dVU::pGP704, S Ap'
P27459-3on::pGP704, Sm Ap'

P27459-S VCA0565::pGP04, Smp’

P27459-S VCA0566::pGP704, Srp'

P27459-S pQE30pVCA0566, 'Shp'

P27459-S pQE3qgmSE ®', Sni, Ap'

P27459-S pQE3gmS " M¥%* snf, Ap'
P27459-BcheA2, Sni

P27459-BectC, Sni

P27459-BhapR, Sni, Ap'

P27459-&lon, Sni

P27459-&rpoS, Sni

P274594 poS pQE30, St Ap'

P27459/8poS pQE30 placlg, A Km', Sni
P27459-ArpoS pQE30ppoS ', Sni, Ap'
P27459-ArpoS pQE30prpoS ' placlg, Ap, Km', Sni
P27459-ArpoS pQE30ppoS” ™% sni, Apf
P27459-BrpoS pQE30ppoS’ M¥% placlg, A Km', Sni
P27459-ArssB, S

P27459-8rssB pBAD18prssBE™, Sni, Apf
P27459-8rssB pQE30pssBY % snf, Apf
P27459-ArssB lon::pGP, S Ap'

P25459-&toxR, Sni

P27459-&lacz, Sm

A2-2, Umweltisolat, nicht O1, nicht 0139 0RBrande
Texas 2000tcpA” ctx toxR" ompW*

diese Arbeit
(183)

diese Arbeit
(221)
(208)
K. Lamprecht
K. Lamprecht
diese Arbeit
D. Berg
D. Berg
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
S. Schild
S. Schild
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
J. Nesper
K. E. Klose
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
K. E. Klose
K. E. Klose
K. E. Klose

36




MATERIAL UND METHODEN

Tab. llI-2: Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
pBAD18 Expressionsvektor, Arabinose induziertq’, (100)
pBAD18-Kan Expressionsvektor, Arabinose induzaerag, Km' (100)
pCVvD442 Sucrase Suizid Plasmyil;-abhangiges R6K Replicon,

sacpBad!ius subilis Ap' (66)
pGP704 0riR6KMObRP4, Ap' (192)
placlQ pREP4-Plasmid, exprimiert konstitutaz Repressor, Kin Qiagen
pQE30 Expressionsvektor mit N-terminalem His-Ti&J,G-abhangig, Ap Qiagen
pBAD18-KanclpX |clpX von P27459-S in pBAD18-Kan, Km diese Arbeit
pBAD18-KanrssB |rssB vonE. coli in pBAD18-Kan, Km R. Hengge
pBAD33clpX clpX vonE. coli in pBAD33, Cm R. Hengge
pCVDAlon Alon von P27459-S in pCVD442, Ap diese Arbeit
pCVDArpoS ArpoSvon P27459-S in pCVD442, Ap diese Arbeit
pCVDArssB ArssB von P27459-S in pCVD442, Ap diese Arbeit
pGPcheAl VC1397 von P27459-S in pGP704,'Ap K. Lamprecht
pGPcheA3 VCAL1095 von P27459-S in pGP704,"Ap K. Lamprecht
pGPclpA clpAvon P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPclpP clpP von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPclpX clpX von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPfexB fexB von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPftsH ftsH von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPhsVU hdVU von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPlon lon von P27459-S in pGP704, Ap diese Arbeit
pGPosmK VCAO0565 von P27459-S in pGP704,"Ap S. Schild
pGPosmR VCAO0566 von P27459-S in pGP704,"Ap S. Schild
pGPrssB VC1050 von P27459-S in pGP704,'Ap diese Arbeit
pPQE30clpX Komplementationsplasmid natpX von P27459 in pQE30, Ap | diese Arbeit
pQE300smR VCAO0566 von P27459-S in pQE30, ‘Ap diese Arbeit
pQE30rpoS rpoSvon P27459-S in pQE30, Ap diese Arbeit
pPQE30rssB Komplementationsplasmid nriésB von P27459 in pQE30, Ap | diese Arbeit
pWM91AcheA2 VC2063 von P27459 in pWwM91, Am E. coli dap C.C. Hase
Tab. 1lI-3: Oligonukleotide. Die aufgelisteten Oligonukleotide wurden von deimién Operon und

SigmaGenosys synthetisielitlervorgehobene Nukleotide kennzeichnen eingeflgstriRtionsschnittstellen
oder uberlappende Sequenzen.

Konstruktion von pCVD442-Derivaten zur Erzeugung van Deletionsmutanten
Plasmid Oligonukleotid Sequenz
pCVDAlon | lon-Start-Sacl 5-AATGAGCTTGACGAATCTGTGATCAACGG-3'
lon-Start-Ncol 5-TATCCATGGATTCAGCAACTGTAAGATGGT-3'
lon-Ende-Ncol 5-AAACCATGGASCAACCGTATTGGTCAAGTG-3'
lon-Ende-Xbal 5-TTATCTAGACCACGCAGAGTGATTT-3'
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PCVDArpoS| \/c0533-intern-Xbal 5-AATGGTACCTCTAGEGATCAAGGCAACAAAGGGA
TAG-3'
VCO533-Stopp-Uberhang  5-CCCATCCACTATAAACTAAGTATGAGTTAAGGT
AGCGT-3'
rpoS-intern-Uberhang 5-TGTTAGTTTATAGTGGATGGGTGTCTTAACGAACG
GATCAAGTAGC-3'
rpoS-Stopp-SpHI 5-ATTGCATGITAGTTGTCGTATTCGACGTTAAA-3'
pCVDArssB | VC1050-Anfang-Xbal | 5-ATTTCTAGATGCGTGATGTCAACTTGTAAGAT-3'

VC1050-Anfang-Uberhar

G- TGTTAGTTTATAGTGGATGGAAGCGCAGCGCTTTAG

CCACA-3'

VC1050-Ende-Uberhang

VC1050-Ende-SpHI

5'-CCCATCCACTATAAACTAATMCTATTACCAGAA
AAGGATTCTC-3'
5-AATGCATGLCTGATAGAGATCAAAGTAAAACTG-3'

Konstruktion von pGP704-

Derivaten zur Erzeugung voninsertionsmutanten

pGPcheAl | cheAl-Sacl 5-AATGAGCTTCAGCAGAGGCGGTA-3'
cheAl-Xbal 5-AAATCTAGACTGCATCACAACAGACTG-5'
pGPcheA3 | cheA3-Sacl 5-ACCGAGCTCICAATGTTGCG-3'
cheA3-Xbal 5-AAATCTAGACTGCGTATCTTACGTGAG-3'
pGPclpA | clpA-Sacl 5-ATGAGCTCATCTTCTGATCCAG-3'
clpA-Xbal 5-AATCTAGAGACGCCATCCTGTTTATC-3'
pGPclpP | clpP-Sacl 5-ATGAGCTTGCCGACATGAAGTTATCACG-3'
clpP-Xbal 5-AATCTAGAGACGCACTCGTACCTATGGTG-3'
pGPclpX | clpX-Sacl 5-ATGAGCTGAACTCTGGGATCAA-3'
clpX-Xbal 5-TATCTAGACTGGATGTGCCATTT-3'
pGPfexB | fexB-Sacl 5-TAAGAGCTGTCTTCGACCATGAAAATATTCAG-3'
fexB-Xbal 5-ATATCTAGAGATGTTTATCGCAAAGAGA-3'
pGPftsH | ftsH-Sacl 5-AAGAGCTGCCTTGATTGCCTTCAAAACCATC-3'
ftsH-Xbal 5-AATCTAGACAGATTCAGGAAGCTCAATTCAAC-3'
pGPhdVU | hsIVU-SpHI 5-AAAGCATGQAAATCGAGCCCTGCGCTATC-3'
hslVU-Xbal 5-AATTCTAGACAGCGGTTCCACCAGCAAAG-3'
pGPlon lon-Sacl 5-ATTGAGCTCGATTTCAGACTCCATCTGCCCCAT-3'
lon-Xbal 5-AATTCTAGACGATCCAGTGCCTAGAAGCG-3'
pGPosTK | osmK-Sacl-intern 5-TTTGAGCTITITGATTATAATTCTGCGACGA-3'
osmK-Xbal-intern 5-TTITCTAGAATCCCCTTTTCTTAACCATAA-3'
pGPosmR | osmR-Sacl-intern 5-AATGAGCTGTTATCCTTGATCGCCAACT-3'
osmR-Xbal-intern 5-TTATCTAGAGAGTAAATCAAACTCGGT-3'
pGPrssB | rssB-Sacl 5-ATGAGCTEGCTCGACACTAAAGTTACGC-3'
rssB-Xbal 5-AATCTAGACCAGACTTGATTCTGTGTGAT-3'
Konstruktion von Expressionsplasmiden mit His-Tag
PQE30clpx | His-KpnI-ClpX 5-TAGGTACATGACAGACAAAAGCAAAGAG-3'
ClpX-Kpnl 5-TAGGTACATTGAATACCTCCTCGTTATT-3'
PQE30rpoS| rpoS-Start-Kpnl 5-ATAGGTACBTGAGTGTCAGCAATACCGTAA-3'
rpoS-Stopp-Kpnl 5-ATTGGTACTTAGTTGTCGTATTCGACGTTAA-3'
PQE30rssB | His-Kpnl-RssB 5-TTGGTACBTGTATAAATCTCACATCCCG-3'
RssB-Kpnl 5-TAGGTACBCACTCACACTTTAGGCGGAA-3'
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Weitere Oligonukleotide

Nachweis | VCAO0565-Sacl-intern 5-TTTGAGCTTTGATTATAATTCTGCGACGA-3'
osmK VCAO0565-Xbal-intern S5-TTTTCTAGAATCCCCTTTTCTTAACCATAA-3
Nachweis | VCAO0566-Sacl-intern 5'-AATGAGCTCGTTATCTGATCGCCAACT-3'
0SMR VCAO0566-Xbal-intern S5-TTATCTAGAGAGTAAATCAAACTCGGT-3'

2. Geréate und Chemikalien

Die in der Arbeit verwendeten Antibiotika wurdennvder Firma Sigma-Aldrich bezogen.
Die benétigten Enzyme wurden bei Invitrogen (Gihdgybaid oder New England Biolabs
(NEB) bestellt.

Fur die Praparation von Plasmid-DNA oder die Aufiguing von DNA aus Lésungen und
Agarose-Gelen wurden die Systeme Nucleobond®-AX @M@8cherey-Nagel), QIAquick®
PCR Purification Kit (Qiagen) sowie QIAquick® Geteaction Kit (Qiagen) verwendet.

Um rekombinante Proteine mit einer HisTag-Fusiofzaeinigen, kam der Proteino®-Ni
1000 prepacked column Kit (Macherey-Nagel) zur Angieng.

Der ,ECL direct nucleic acid labelling Kit”, der {E detection Kit", die ECL-Hyperfilme,
die Nitrocellulosemembranen (Hybond C) sowie didoNgnembranen (Nybond Nwurden
von Amersham Pharmacia Biotech bezogen.

Die benutzten Gerate sind in Tabelle 11l-4 augetist

Tab. 1lI-4: Verwendete Geréte.

Geréat Hersteller/Vertrieb

Analysenwaage Ohaus Navigator, Sartorius

Autoklav MM Selectomat S2000, Fedegari

Automatikpipette Gilson, Eppendorf

Brutschranke Heraeus

DNA/RNA-Messung Gene Quant pro RNA/DNA Calculatamersham Pharmacia
Biotech

Elektroporationsgerat EQUIBIO (Easyject primagn® Pulser und Pulse Controller,
BioRad

ELISA-Reader Titertek Multiscan MCC/340 F. Sr®tomey Labortechnik

Elektrophoresekammer fur Agarose-Gele Sub-Cell BidRad
Elektrophoresekammer fur SDS-Gele Mini ProtedrBioRad

Elektrophoresekammer fur 2D-Gele Protean Il Xi,(BioRad
Entwicklungsgerat fir Rontgenfilme Curix 60, Agfa
Feinwaage Chyo, Sartorius (Kern 770)
Gefrierschranke Liebherr
Geldokumentationsanlage UVT-28MP, Herolab
Geltrockner BioRad
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GieBkammer fur 2D Gele

Heizblock
Hybridisierungsofen
Inkubator

Isoelektrische Fokussierung
Kuhlschranke
Kuhlzentrifugen
Magnetruhrer
Microarray-Scanner
Mikrowelle

pH-Elektrode

pH-Meter

Photometer

Pippet Boy

Power Supply fur 2D-Electrophorese
Semidry-Blotgeréat

Schuttler

Schwenker
Spannungsgerate

Thermocycler

Tischzentrifuge

UV-Stratalinker

Vakuumblotgerat

Vortexer

Wasserbadinkubator

Wasserkuhler fur 2D-Electrophorese
Wippe

Zellaufschluss

Protean Il Multi-Gel CagtChamber, BioRad

Liebisch
Biometra OV 5, Hybaid MWG Bioh
ThermiconT, Hereaus
Protean IEF Cell Rid
Liebherr
Sorvall RC5B und RC5B plus, Beein
MR 3001, Heidolph
Scanarray MT, Perkin-Elmer
MWS 1820 Duo, Bauknecht
Sen Tix61, WTW
pH 530, WTW
U-2000 Spectrophotometer, Hitachi
Accu-jet, Brand
3000 Xi, BidRa
Trans Blot SD, BioRad
Controlled Environment Incubator Shakdew Brunswick
Scientific
Phero-Shaker, Biotec
Power Pac 300 und 2000; PowplySvpdel Xi und
500/1000 (BioRad), Consort
T3, Biometra
Biofuge 15, Heraeus
Stratalinker 1800, Stratagene
VacuGene XL, Pharmacia Biotech
REAX 2000, Heidolph
Memmert
Haake F3 Rssi@olora Messtechnik GmbH
Duomax 1030, Heidolph

Thermo Savant FastPrep FP120, BiskMuments/Thermo
Spectronic

Alle nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien, Bicainikalien, Materialien und Geréte wurden
von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech, Applich®ioRad, Eppendorf, Gibco,
Greiner, MWG, Roth, Sigma-Aldrich und NEB bezogen.

3. Medien, Medienzuséatze und Wachstumsbedingungen

Fur die Herstellung der Medien und Lésungen wuraepAwa®-Wasser (Fresenius Kabi,
Deutschland GmbH) oder dB verwendet. Die Zusammensetzung der Medien und

Medienzusétze ist nachfolgend kurz beschrieben.
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3.1 Medien
LB (Luria-Bertani) (189) von Invitrogen 209
NacCl 50
ad 1 | Ampuwa®; autoklavieren
LB-Agar (189) von Invitrogen 32¢g
NacCl 50
ad 1 | Ampuwa®; autoklavieren
M9-Minimalmedium (190) NgHPOs*H 20 60
KH,PO, 39
NacCl 059
NH,CI lg
ad 1 | Ampuwa®; autoklavieren;
Zugabe von 1 M MgS© 1mi
0,01 M CaGl 10 ml
20% Glucose 10 ml
M9-Minimalagar (190) NgHPOy*H 20 649
KH,PO, 39
NacCl 0,59
NH,CI 1g
Agar-Agar 16 g
ad 1 | Ampuwa®; autoklavieren;
Zugabe von 1M MgS© 1mi
0,01M Cad} 10 ml
20% Glucose 10 ml
Suc-Agar Yeast Extract 59
Trypton 10 g
Agar-Agar 169

ad 700 ml dbD; autoklavieren
Nach dem Abkihlen der Agarlésung auf ca. 50 °C
wurden 300 ml sterilfiltrierter Saccharosel6sun@®Q1

g/300 ml) zugesetzt.
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3.2 Medienzusatze:

Alle Loésungen wurden sterilfiltriert und erst dat@n Medien zugegeben, nachdem diese auf

<50 °C abgekunhlt.

Ampicillin (Ap)

Chloramphenicol (Cm)

Kanamycin (Km)

Streptomycin (Sm)

Arabinose (Ara)

Glucose (Glc)

Saccharoseldsung (Suc)

CaCb*2 H,0

MgSOs*7 H.0

Isopropylf3-thiogalacto-
pyranosid (IPTG)

Stammlésung 100 mg/ml in @B; Lagerung —20 °C

Endkonzentration 100 pg/ml oder in Kombination mit

anderen Antibiotika 50 pg/mi

Stammldsung 2 bzw. 30 mghmdh,bO; Lagerung 4 °C
Endkonzentration 2 ug/mN( cholerae) bzw. 30 pg/ml
(E. coli)

Stammldésung 50 mg/ml in gM Lagerung 4 °C
Endkonzentration 50 pg/ mi

Stammldésung 100 mg/ml in@HLagerung 4 °C
Endkonzentration 100 pg/ml

Stammloésung 1M in gBf Lagerung Raumtemperatur

Endkonzentration 1 mM

Stammldsung 20% inAH Lagerung Raumtemperatur

Endkonzentration 0,2%
100 g in 300 mi@H

Stammldésung 0,01 M
Endkonzentration 1 mM

Stammlésung 1 M
Endkonzentration 1 mM

Stammldésung 1 M in gBl; Lagerung —20 °C

Endkonzentration 1 mM

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
Phosphat-Dinatriumsalz (X-Gal)  Endkonzentratioru4m|

Stammlésung 40 mg/mIDMSO; Lagerung —20 °C
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3.3  Wachstumsbedingungen

Sofern es an betreffender Stelle nicht anders wéitmst, wurden die Bakterien bei 37 °C
kultiviert. Ein selektives Wachstum der Zellen weidurch den Zusatz geeigneter Antibiotika
unterstitzt. Durch Schitteln (250 rpm) konnte zlsdt eine ausreichende®ersorgung

fur Flussigkulturen gewéhrleistet werden.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1  Praparation chromosomaler DNA

Arbeitsldsungen

TNE-Puffer 10 mM Tris, pH 8,0
10 mM NacCl
10 mM EDTA
TNEX-Puffer TNE-Puffer

1% TritonX 100

Die Isolierung chromosomaler DNA erfolgte in Anleimgy an die Methode von Grimberg et
al. (98). Dabei wurden zunachst 2 ml einer UNKIQmin bei 5000 rpm abzenrtifugiert. Das
resultierende Pellet wurde anschlie3end in 1 ml -Nifer gewaschen (10 min, 5000 rpm,
RT) und dann in 270 pul TNEX-Puffer aufgenommen. IiNeder Zugabe von 30 pl Lysozym-
Losung (5 mg/ml KHO) wurde der Ansatz fir 20 min bei 37 °C inkubi€&&nach wurden dem
Lysat 15 ul Proteinase K (20 mg/mb®)) zugesetzt und alles bei 65 °C fur mindestens 2 h
inkubiert. Im Anschluss wurde die nun klare Losumig einem Volumen Phenol (gesattigt in
TE pH 8, Roth) versetzt, in 2 ml ,Phase-lock Gekf&3e (Eppendorf) tberfuhrt und durch
Zentrifugation (5 min, 15.000 rpm, RT) extrahiéktis dem wassrigen Uberstand (ca. 300 pl)
konnte nun die chromosomale DNA Uber die Zugabe3®mpl 5 M NaCl und 750 pl 100%
Ethanol gefallt werden. Dazu wurde der Ansatz zhstidurch Invertieren gemischt, fur 30
min bei 13.000 rpm zentrifugiert und das DNA-Pelmschlielend in 1 ml 70%-igem
Ethanol gewaschen. Der finale Uberstand wurde vdemaind das Pellet getrocknet (10 min,
37 °C). Das DNA-Prazipitat wurde zum Schluss iruT8H,0O aufgenommen und bei —20 °C

gelagert.
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4.2  Praparation von Plasmid-DNA

Arbeitslésungen

S1-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8
10 mM EDTA, pH 8; autoklavieren
100 pg/ml RNaseA zugeben

S2-Puffer 200 mM NaOH

1% SDS
S3-Puffer 2,8 M KAc; auf pH 5,1 einstellen
TE 10 mM Tris/HCI, pH 8

1 mM EDTA, pH 8; autoklavieren

Fur die Gewinnung von Plasmid-DNA wurde ein vonnBmim und Doly (27) beschriebenes
Protokoll leicht modifiziert. 2 ml einer UNK wurderunachst pelletiert (5 min, 5000 rpm,
RT) und anschlieend in 300 pl S1-Puffer resuspendium Aufschluss der Zellen wurden
300 upl S2-Puffer zugegeben, die Mixtur durch Ineeein gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Danach wurde der Ansatz mit 300 pl S¥dtwersetzt, erneut durch Invertieren
gemischt und fur 30 min auf Eis gestellt. Nach einéentrifugationsschritt (30 min, 13.000
rpm, 4 °C) wurde der plasmidhaltige Uberstand mfasches GefaR uberfiihrt und die DNA
durch Zugabe von 0,7x Volumen Isopropanol und Zegation (20 min, 13.000 rpm, RT)
gefallt. Das Pellet wurde mit kaltem Ethanol (70§éwaschen, getrocknet und zuletzt in 30
ul dH,O oder TE aufgenommen. Die isolierte Plasmid-DNAdeubei —20 °C gelagert.

Fur die Gewinnung reiner oder groerer Mengen vdasmid-DNA, wurde das
Plasmidpraparations-Kit Nucleobond® AX 100 von Maay-Nagel verwendet.

4.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen, Dedposphorylierung und
Ligation

Restriktionsverdau

Die Generierung spezifischer Mutanten und die Asalpraparierter DNA erforderte die
Behandlung mit sequenzspezifischen Restriktionsaumkleasen. Die bendtigten Enzyme
wurden von den Firmen Invitrogen (NEB) und Gibcozdmgen und mit den von den

jeweiligen Herstellern empfohlenen Puffern und Rieslsbedingungen verwendet. Dabel
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wurden fur analytische Zwecke 5 pl DNA in einem Reasvolumen von 30 pl 2h verdaut
und die Enzyme im Anschluss tber die Zugabe vorh B0y Auftragspuffer inaktiviert. Im
Rahmen einer Klonierung erfolgte die Behandlung vb® pl DNA UN in einem

Reaktionsvolumen von 100 pl.

Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Fur Klonierungen wurde die entsprechende PlasmidDich dem Restriktionsverdau
zusatzlich mit einer alkalischen Phosphatase naahd&rdvorschrift dephosphoryliert (CIP,
NEB). Die finale Aufreinigung der DNA-Fragmente auen jeweiligen Verdauungs-
Ansatzen wurde mit dem QIAquick®-System (Qiagemnctgefuhrt.

Ligation

Die Ligation der geschnittenen und aufgereinigteNAEFragmente mit den Plasmid-
Vektoren wurde mit dem T4-DNA-Ligase-System (Inegen) nach den Angaben des
Herstellers ausgefihrt (0,5 U/pg Vektor-DNA in NEPBifer 3, 60 min, 37 °C).

4.4 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelaetktrophorese
Arbeitslésungen

50x TAE Tris 242 g
Eisessig 57,1 ml
0,5M EDTA, pH 8 100 ml

ad 1 | HO; autoklavieren

10x TBE 890 mM Tris
890 mM Borsaure
2 mM EDTA

10x Auftragspuffer 0,5% Sarcosyl
50 mM EDTA, pH 8
20% Glycerin
0,05% Bromphenolblau

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Abgikeit ihrer Grol3e und wurde als
horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgef{2#8). Je nach GréR3e der zu trennenden

Fragmente wurden dabei Gele mit Konzentrationen @ph— 1% Agarose (w/v) in 1x TAE-
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Puffer bzw. 1x TBE verwendet. Dazu wurde die nottge Menge Agarose in 1x TAE/ 1x
TBE bis zum Losen der Agarose aufgekocht. Nach Abkiihlen der Losung auf etwa 50 °C
wurde das Gel fur eine vollstandige Polymerisierunginen abgedichteten Gelschlitten mit
eingesetzten Kammen gegossen. Im Anschluss wurgeKd@nme entfernt und das Gel in
einer Laufkammer positioniert. Die Proben wurdendem Auftragen mit 1/10 Volumen 10x
Auftragspuffer versetzt und unter Verwendung vonTBE/ 1x TBE als Laufpuffer im Gel
aufgetrennt. Als DNA-Langenstandard wurde die 1DRA-Leiter (NEB bzw. Gibco) oder
die SmartLaddé! (Eurogentec) mitgefiihrt. Die Auftrennung erfoldtei einer angelegten
Spannung von 120 V (TAE-Gele) oder 140 V (TBE-GeMach der Elektrophorese wurde
das Gel in einem Ethidiumbromid-Bad (300 ul aufdHO) gefarbt und die DNA-Banden
danach unter UV-Licht detektiert.

4.5 PCR und Aufkoch-PCR

PCR

Fur die Amplifizierung von Genen als Standardanwegdwurde das Tag DNA-Polymerase
System (NEB) entsprechend den Empfehlungen destdlers verwendet. Fir PCR-
Produkte, die in Klonierungen eingesetzt werdehesglerfolgte die Generierung mit dem 3'-
5’-Exonuklease-aktiven Triple Master PCR Systemp@mlorf). Die entsprechenden Anséatze
wurden in Anlehnung an das Protokoll von Mullis uradlono (201) wie folgt gemischt:

1x Mastermix ThermoPol-System (50 pl):

Ampuwa®-steril 37,5 ul
Template 4 ul
dNTP (100 pmol) 1l
Oligonukleotid 5’ (10 uM) 1l
Oligonikleotid 3’ (10 uM) 1l
10x ThermoPol-Buffer 5ul
Taq DNA Polymerase 0,5 ul

1x Mastermix Triple-Master-System (50 pl):

Ampuwa®-steril 39,5 ul
Template 2 ul
dNTP (100 pmol) 1l
Oligonukleotid 5’ (10 uM) 1 ul
Oligonikleotid 3’ (10 uM) 1l
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10x High Fidelity Buffer 5 ul
Triple Master (2 U) 0,5 ul

Die eigentliche PC-Reaktion wurde mit einer Denatungstemperatur von 95 °C sowie
einer Polymerisationstemperatur von 72 °C durchgefiDie Hybridisierungstemperatur
wurde in Abhangigkeit der Schmelztemperatur demBriDNA-Komplexe (2 °C fir jedes
AT-Paar und 4 °C fur jedes GC-Paar) berechnet. Beterschiedlichen Primer-
Schmelztemperaturen galt die niedere Temperatur alpestimmende
Hybridisierungstemperatur. Die Polymerisationsdatietete sich nach der GroRe des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes, wobei pro 1000 Mokde eine Minute veranschlagt
wurde. Die PC-Reaktion wurde mit 30 Zyklen durclidef, denen ein 5-minutiger
Denaturierungsschritt bei 95 °C voranging und diechd zusatzliche 5 min bei 72 °C
abgeschlossen wurden.

Aufkoch-PCR

Diese Art der PCR kam fiir die schnelle Uberprufpaotativ positiver Klone zur Anwendung.
In diesem Fall wurde die DNA direkt aus den Zelggawonnen und anschlieRend wie oben
beschrieben amplifiziert. Zunachst wurden mit eirgahnstocher geringe Mengen eines UN-
Ausstriches der betreffenden Klone in 50 pl steritHbO eingerieben. Um die Zellen
aufzubrechen, wurde die Bakterien-Suspension 10b@iri00 °C aufgekocht. Anschlie3end
wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert (10 min,d® rpm, RT) und 2 pl des DNA-haltigen

Uberstandes als Template in der PCR eingesetzt.

4.6 DNA-Sequenzierung

Das fur die Sequenzierung verwendetete Protokoflieba auf der von Sanger et al.
beschriebenen Methode (244). Dabei wurde das zZyssei@nde Material als Plasmid-DNA
vorbereitet (vgl 4.2). 2-4 ul dieser DNA wurden damit 1 pl des jeweiligen
Sequenzierprimers (100 uM) versetzt und der Ansettasterilem dHO auf ein Volumen von

8 ul ergénzt. Die eigentliche Untersuchung dieseb& wurde im DNA-Labor des Instituts
fur Hygiene und Mikrobiologie durchgefiihrt. Dabeafodgte die Sequenzier-Reaktion mit
dem Big dye Terminator v1.1 Cycle sequencing Kipghed Biosystems) nach den Angaben
des Herstellers. Im Anschluss wurden die ProbenHitié des automatischen Sequenzierers
AB1377 analysiert. Die endgiltigen Sequenzen wum@snComputerdateien zur Verfiigung
gestellt.
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4.7  Southernblot

1975 entwickelte Edwin Southern ein Verfahren, daa Nachweis einer Gensequenz in
einem komplexen DNA-Gemisch ermdglicht (263). Die untersuchende DNA wird dabei
fragmentiert und nach ihrer elektrophoretischemiiteg kovalent auf eine Membran fixiert.
Auf dieser Membran wird dann mit einer zu der gésere Sequenz komplementéren,
einzelstrangigen Sonde die Zielsequenz detekiert.

Arbeitsldsungen

Lésung A (Depurinierung) 250 mM HCI

L6sung B (Denaturierung) 1,5 M NacCl
0,5 M NaOH

Losung C (Neutralisierung) 1,5 M NacCl
0,5 M Tris

auf pH 7,5 einstellen; autoklavieren

20x SSC (Blotpuffer) 0,3 M NaCitrat
3 M NacCl

auf pH 7 einstellen; autoklavieren

Hybridisierungspuffer Lésungen aus ECL-Kit von Asteam (RPN 3001):
500 ml Goldpuffer

5% Blockingreagenz

0,5 M NacCl
Waschpuffer 1 6 M Harnstoff

0,4% SDS

0,5x SSC
Waschpuffer 2 2x SSC

Gelelektrophorese und Vorbereitung des Gels

Die Southernblot-Analysen wurden mit der chromodem@®NA aus den zu Uberprifenden
Mutanten durchgefiuihrt. Nach der Praparation di€deA (vgl. 4.1) wurden ~10 pg mit
geeigneten Restriktionsenzymen UN in 50 pl Ansatmmdaut (vgl. 4.3). Am nachsten Tag
wurden die Proben Uber ein 1%-iges TBE-Agaroselg&trephoretisch bei 80 V aufgetrennt
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(vgl. 4.4) bis die Bromphenol-Lauffront des Auftpadgfers ca. 2/3 der Laufstrecke erreicht
hatte. FUr die anschlieBende UV-Detektion der fraggierten DNA wurde das Gel in einem
Ethidiumbromid-Bad kurz gefarbt und nachfolgendamumen mit einem fluoreszierenden
Lineal fotografiert, mit dessen Hilfe die DNA-Fragnte nach ihrem Transfer wieder
zugeordnet werden konnten.

Um den Transfer vorzubreiten, wurde das Gel zunéithsmaximal 15 min in Losung A

geschwenkt. Im Idealfall sollte dabei das Brompligiao nach gelb umschlagen. Diesem
Depurinierungsschritt und einem kurzem Abspilen dtbO schloss sich eine 2x 15-
minutige Behandlung in Losung B an, um die DNA zenaturieren. Nach erneutem
Abspulen folgte die Neutralisierung des Gels furnm3@ in Losung C. Im Anschluss wurde

das Gel wiederum kurz mit @B gewaschen und dann in 20x SSC inkubiert.

Transfer der DNA auf eine Hybond N'-Nylonmembran

Der eigentliche Transfer wurde als Kapillarblot geféihrt (pers. Mitteilung G. Gerlach).
Dabei findet die Ubertragung der aufgetrennten DiINAgmente auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Hybond-N in Abhangigkeit von Kapillarkraften statt. Dazwsle eine
kleine Schale mit 20x SSC gefullt. Dariber wurdeeeGlasplatte gegeben, auf die ein der
Lange des Gels entsprechendes Whatman-MM3-Pagdiegtgeurde, dessen beide Enden in
den Blotpuffer eintauchten. Auf diese ,Bricke” wardas Gel gebettet und eine auf die
GrolRe des Gels zugeschnittene, in 20x SSC eingktgeidylonmembran luftblasenfrei
obenauf gelegt. Es folgten 7-10 Schichten Whatma#3MPapier, von denen die ersten 3
gleichermal3en in Blotpuffer geschwenkt worden wai2arauf wurde ein ca. 5 cm hoher
Stapel Papiertticher, ebenfalls in GelgroRe, gelzgt.,, Turm* wurde mit einem Gewicht von
ca. 500 g beschwert. Der Transfer erfolgte ansgatid UN bei RT.

Am nachsten Tag wurden die Geltaschen auf der ,[B¢fe” der Nylonmembran markiert
und die Membran zur Entfernung von Agaroserestea ku2x SSC gewaschen. Die DNA
wurde nachfolgend durch Crosslinking mit UV-Stratgu1x Auto Crosslink) kovalent an die

Membran gebunden.

Vorhybridisieren, Markierung der Sonde und Hybridisierung

Dem Transfer der DNA-Fragmente auf die Membran wuwitkse zunachst vorhybridisiert.
Dazu wurde der Blot mit der DNA-Seite nach inneroffeund moglichst luftblasenfrei in ein
Hybridisierungsgefald tberfihrt. AnschlielRend wurdan20 ml, auf 42 °C vorgewarmter,
Hybridisierungspuffer dazu gegeben und alles fundestens 60 min bei 42 °C im

Hybridisierungsofen inkubiert.
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Die Sonde wurde gemald der Anleitung des ,Ecl direatleic acid labelling and detection
Kit“ (Amersham) wie folgt durchgefuhrt: 100 ng DN@ufgereinigtes PCR-Produkt) oder 2
pl Plasmid-DNA wurden mit df© auf ein Endvolumen von 10 ul erganzt und 5 minlbe

°C aufgekocht. Nach weiteren 5 min auf Eis wurde 8onde kurz abzentrifugiert und
anschlielend mit 10 pul DNA-Labelling-Reagenz vetsdEs folgte die Zugabe von 10 pl
Glutaraldehyd, ein weiteres Mal AbzentrifugiererdutD min Inkubation bei 37 °C. Die
gelabelte Sonde wurde nun mit etwas Hybridisierpofier versetzt und der
Vorhybridisierung  zugefuihrt. Die Hybridisierung wier bei 42 °C UN im

Hybridisierungsofen durchgefihrt.

Waschen und Entwickeln der Membran

Am nachsten Tag wurde die Membran zunédchst 2x 20umd 1x 10 min mit Waschpuffer 1

bei 42 °C behandelt. Es folgten 2x 5 min WascherRemit Waschpuffer 2. Die Detektion

der mit der Sonde hybridisierten DNA-Fragmente veutchter Verwendung des ECL-Kits
durchgefuhrt. Hierbei wurden beide ECL-ReagenzienMerhaltnis 1:1 gemischt und die
Membran damit fir 1 min Gberschichtet. Mit Hilfenes aufgelegten Rontgenfilms konnten
daraufhin die Signale der gebundenen Sonde viserdliszerden. Die Expositionsdauer

richtete sich dabei nach der Signalstarke.

~Strippen” des Blots

Fur eine weitere Hybridisierung der gleichen Membmait einer anderen Sonde wurde diese
mit kochender 0,5% SDS-L6sung Ubergossen und aefreiSchittler bis zur Abkihlung auf
RT inkubiert. Nach kurzem Waschen in 2x SSC korthee Prozedur, beginnend mit der

Vorhybridisierung, wiederholt werden.

4.8  Plasmidkonstruktionen

Allen Plasmidkonstruktionen lag das gleiche Scheogrunde: Zunachst wurden aus 200 ml
LB-UNK des plasmidtragendeiE. coli-Stammes das jeweilige Ausgangslasmid unter
Verwendung des Plasmidpraparations-Kit Nucleobond® 100 von Macherey-Nagel
gewonnen. Im Anschluss wurden 15 ul des Plasmidd den gewlnschten
Restriktionsenzymen in einem Reaktionsvolumen voA il UN verdaut (vgl. 4.3). Das
geschnittene Plasmid wurde dann in einem 0,7% /Agae (TAE) elektrophoretisch
aufgetrennt und nachfolgend mit Hilfe des Qiaquid&@l-Elution Kits aus dem Gel eluiert.
Das Eluat wurde abschlie3end fur 45 min mit eiieslsschen Phosphatase (CIP, NEB) nach
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Herstellerangaben desphosphoryliert und erneut damh Qiaquick®-Kit aufgereinigt. In
dieser Form wurden die Plasmide bei —20 °C aufbewah

4.8.1 Konstruktion von pGP704-Derivaten fur Insertionsmutationen

Eine Ubersicht aller erzeugten pGP-Derivate betfisith in der Tabelle 111-2. Mit Ausnahme
des Plasmides p®BVU (Doppelverdau mitSphl und Xbal von Invitrogen) wurde fur die
Erzeugung aller Konstrukte das pGP-Plasmid Sstit (Gibco; entsprichGacl von NEB) und
Xbal (Gibco) doppelverdaut. Weiterhin wurde ein inesrFragment des jeweiligen Zielgens
durch PCR amplifiziert. Dabei wurden unter Verwemglu der entsprechenden
Oligonukleotide (Tab. 111-3) die RestriktionsschatellenSacl und Xbal (bzw. Sphl und Xbal

fur das Genfragment ausl\VVU) in das zu klonierende Fragment eingebaut. Als flata
diente grundsatzlich chromosomale DNA aus P27458&h der PC-Reaktion wurde das
Produkt zuné&chst in einem TAE-Agarosegel aufgetrend anschlie3end unter Verwendung
des Qiaquick®-Kits aus dem Gel aufgereinigt. DasuaEl wurde dann mit den
Restriktionsenzymersstl (Gibco) und Xbal (Gibco) UN doppelverdaut (vgl. 4.3) und
wiederum aufgereinigt.

Das so praparierte Fragment des Zielgens wurdemudem getffneten pGP-Plasmid Uber
das T4-DNA-Ligase-System ligiert (UN, 16 °C). Dasgdtionsprodukt wurde dann in
kompetente SMIXpir Zellen transformiert und ApKolonien tber Aufkoch-PCR und

Restriktionsverdau der daraus praparierten Plasiibdeprift.

4.8.2 Konstruktion von pCVD-Derivaten fur Deletiorsmutationen

Die Generierung von Deletionsmutanten basiertedaufhomologen Rekombination zweier
sequenziell nicht aufeinander folgender internerghrente des Zielgens ins Genom, so dass
das urspringliche Gen um die zwischen diesen Fragmdiegende Sequenz verkirzt wurde.
In der Regel wurden fir die Integration der hylsigiiten Fragmente in das Genom Suizid-
Vektoren verwendet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 3 pCVD-gtoukte mit zwei Methoden
gefertigt. FUr die Erzeugung der Plasmide p@vjS und pCVDArssB wurde wie folgt
vorgegangen: Zu Beginn wurde das Basis-Plasmidstiiind Xbal (Gibco) geschnitten und
anschlieBend dephosphoryliert. Desweiteren wurdeeiner PC-Reaktion zwei ca. 500 bp
groRe Fragmente jeweils upstreamy)(Frund downstream @5 von der zu deletierenden
Sequenz amplifiziert. Dabei wurden durch die vemetan Oligonukleotide (vgl. Tab. 11I-3)
den Fragmenten an ihrer der Deletionssequenz zungitera Seite Nukleotide eingeflgt, die

aufgrund ihrer Sequenz komplementar hybridisieremnken. Chromosomale DNA aus
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P27459-S diente fur jede Konstruktion als TemplB&ide Fragmente wurden anschlie3end
Uber ein 0,7% TAE-Agarosegel aufgereinigt. Die smab PCR-Produkte wurden nun als
Template in einer weiteren PCR verwendet: In 10Readktionsvolumen wurden je 2 pl des
jeweiligen k5 und R zunéchst fur 5 Zyklen ohne Primer amplifiziert. dresem Schritt
sollten die beiden Fragmente aufgrund der eingefigisich Uberlappenden Bereiche
hybridisieren. In weiteren 25 Zyklen mit spezifischPrimern sollten dann dem hybridisierten
Fragment die Restriktionsschnittstell&acl und Xbal zugeflgt werden. Das resultierende
PCR-Produkt wurde Uber ein TAE-Agarosegel aufgégeumd entsprechend doppel-verdaut.
Nach einem weiteren Aufreinigungsschritt wurde Hgbridisierte DNA-Fragment mit dem
entsprechend vorbereiteten pCVD-Plasmid ligiert die$er Ansatz in kompetente SN
Zellen transformiert. ApKlone wurden mittels Aufkoch-PCR und Restriktioasdau der
praparierten Plasmid-DNA Uberpruft.

Das Plasmid pCVBlon wurde in Anlehnung an dieses Protokoll konstrui®tinzipiell
wurden die gleichen Schritte durchgefihrt, allegdirmit dem Unterschied, dass die beiden
Fragmente & und F anstatt der sich (berlappenden Nukleotide mit reine
Restriktionsschnittstelle fuNcol (NEB) in Richtung Deletionssequenz generiert veumd
Nach der Elution dieser Fragmente aus einem 0,7%-GRl schloss sich eine UN-
Behandlung mit Ncol an. Die aus dem Verdau gereinigten PCR-Produkigrden
anschlieBend wie oben beschrieben in einer zudd¢rli PCR eingesetzt, um an das
hybridisierte Fragment Uber die spezifischen Oligdeotide VC1050-Anfangal und
VC1050-Endesphl die Sequenzen fiphl und Xbal anzuhangen. Das resultierende Produkt
wurde wie bereits dargestellt Uber ein TAE-Gel gege und nachfolgend UN verdaut. Die
sich anschliel3ende Ligation wurde mit einem anairgauten und dephosporylierten pCVD-
Plasmid durchgefuhrt. Alle weiteren Schritte sidéntisch zu dem Konstruktionsprotokoll

fur die anderen pCVD-Derivate.

4.8.3 Expressionsplasmide - pQE30-Derivate

Fur die kontrollierte Expression dgpoS, rssB- und clpX-Genprodukte war die Klonierung
in ein Expressionsplasmid erforderlich. Mit der Wdks pQE30-Systems von Qiagen bot
sich die Mdglichkeit, die Proteine rekombinant miterminalem His-Tag zu fusionieren.
Zunachst wurden die Zielgene durch PCR mit denddliggleotid-Paaren ,rpoS-Start-Kpnl*
und ,rpoS-Stopp-Kpnl®, ,His-Kpnl-RssB* und ,RssB-Kp* bzw. ,His-Kpnl-ClpX* und
,CIpX-Kpnl“ und unter Verwendung chromosomaler DNaus P27459 als Template
amplifiziert. Die Aufreinigung der PCR-Produkte wer nach der elektrophoretischen
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Auftrennung in einem 0,7% TAE-Agarosegel als Geletudurchgefiihrt. Dem schloss sich
ein UN-Verdau mitpnl (vgl. 4.3) und ein weiterer Aufreinigungsschati. Danach wurden
die PCR-Produkte mit dem pQE30-Plasmid, welche®rzabenfalls mipnl behandelt und
dephosphoryliert worden war, ligiert. Das Ligatipredukt wurde in kompetente XL1-Blue
Zellen, die das placlg-Plasmid enthielten, transiert. Die Transformanten wurden nach
Ap'- und Kmni-Kolonien selektioniert und putativ positive Klondurch Sequenzierung

kontrolliert.

4.8.4 Konstruktion des Komplementationsplasmids pBAD18-KaclpX

Das Km Expressionsplasmid pBAD18-KdpX wurde generiert, um die AplpX-Knockout-
Mutante des Wildtyps P27459-S komplementieren zunkd. Die Konstruktion erfolgte in
zwei Stufen: Zunachst wurde das Hilfsplasmid pQiE30 erzeugt (vgl. 4.8.3), wodurch die
Synthese de¥. cholerae ClpX-Proteins als rekombinantes Protein mit N-teatem HisTag
ermoglicht wurde. Die plasmidvermittelte Expressioon ClpX wurde anschlieRend in
exponentiell wachsenden XL1-Blue Zellen nach detuktion mit 1mM IPTG Uberpruft.
Dazu wurde der Gesamtzellextrakt préapariert (vgi) 6und die Proteinsynthese in
Westernblot-Analysen mit Anti-HisTag-Antikorpernrkoolliert (vgl. 6.7). Aus den positiven
E. coli Zellen wurde daraufhin das funktionsfahige pQ&gR-Plasmid durch Préparation der
Plasmid-DNA re-isoliert (vgl. 4.2). Es folgte eifNeWerdau mitKpnl, um die DNA-Sequenz
fur die Expression des HisTag-fusionierten ClpX alesm Plasmid zu gewinnen. Der
Aufreinigung des entsprechenden Fragmentes schidsslie Ligation in das ebenfaknl-
verdaute und dephosphorylierte pBAD18-Kan-Plasmimd Bas Ligationsprodukt wurde
direkt in kompetente Zellen detpX-Knockout-Mutante transformiert und die Synthess de

rekombinanten ClpX-Proteins Uber Arabinose (Endkotration 1 mM) induziert.

4.9 DNA-Microarray

Die in den 1990er Jahren entwickelte Technologie BbIA-Microarray (246) erlaubt die
parallele Analyse der Expression von 10.000en Generminem einzigen Experiment.
Prinzipiell werden dazu Gen-spezifische DNA-Fragteerzunachst auf einer Matrix
(Objekttrager) fixiert. Diese Matrix wird dann sittan mit unterschiedlich
fluoreszenzmarkierter cDNA von Test- und Refereefien hybridisiert. Die Auswertung der
Fluoreszenzsignale erlaubt schliel3lich eine Bestimgnder relativen Menge von RNA-

Transkript in den Test- bzw. Referenzzellen (Abhb-1). DNA-Microarray-Analysen
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ermdoglichen somit u. a. den Vergleich von z. B. dugewebe mit Normalgewebe oder die
Untersuchung von Zellkulturen, die unterschiedlichéedingungen (Stressfaktoren,

Antibiotika) ausgesetzt wurden.

RNA aus
Klon-DNA Experiment Kontrolle Anregen
L
"k.tt % Laser 1 Laser 2
LA ¥ r

Reverse T
Transkription \
und Einbau vot

T? Fluoreszenz o
G Farbstoffen Emission
PCR unc 2 Fon
Aufreinigung Aﬂki g‘%’z
Automatische: H

Computer-
analyse

Hybridisieren der
Proben mit dem
Microarray

Abb. 1ll-1: Schema eines DNA-Microarray-Experimentes (68). Zunachst wird aus den zu vergleichenden
Zellen RNA extrahiert. Diese wird anschlieend IDNA umgeschrieben und dabei mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Es folgt die Hgimierung der markierten cDNA mit einer Matrix von
zellspezifischen, amplifizierten DNA-Fragmenten.s&hlieend wird das Fluoreszenzsignal jeder Posdis
DNA-Microarray nach der spezifischen Anregung desveiligen Fluoreszenz-Farbstoffes gemessen und
ausgewertet.

In der Anwendung werden zwei Arten von Microarrayasschieden: Fur sogenannte cDNA-
Arrays werden meist PCR-amplifizierte cDNA-Fragneemiit einer Lange von 0,6-2.4 kb
gespottet. Solche cDNA-Arrays sind aufgrund deatrellangen gespotteten Fragmente hoch-
spezifisch. Arrays mit gespotteten synthetischemgddukleotiden (Oligos) stellen eine
Alternative zu den cDNA-Arrays dar. Lange OligosO{B0 Nukleotide) liefern gute
Hybridisierungssignale und sind recht spezifischi &r Verwendung kurzer Oligos (12-25
Nukleotide) steigt dahingegen die Gefahr von Fdblidysierungen erheblich. Deshalb
werden fUr jedes Gen ca. 2-3 spezifische Oligosemiér Lange bis zu 60mer synthetisiert.

Die Synthese dieser Oligos erfolgt meist direkt@erh Tragermaterial.
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4.9.1 Praparation von RNA aus Flussigkultur
Arbeitslésungen

Die Gesamt-RNA wurde aus logarithmisch wachsendeilleZ unter Verwendung des
RNeasy-Midi-Kit (Qiagen) isoliert. In Vorbereitunder Praparation wurde das bendtigte

Volumen an RLT-Puffer mit 10 |3-Mercaptoethanol pro 1 ml RLT erganzt.

Anzucht der Zellen

100 ml LB-Medium wurden mit 2 ml UNK beimpft undedZellen bei 37 °C unter Schutteln
bis zu einer Oky, ~ 0,8-1 kultiviert. AnschlielBend wurde die Kulthalbiert. Aus 50 ml
wurde unmittelbar die RNA geerntet und spater &fefenz verwendet. Die zweite Halfte der
Kultur wurde zunachst dem gewtinschten Stress \gdl) ausgesetzt, bevor anschlie3end die
RNA préapariert wurde.

Praparation der RNA

Die Zellen wurden zunachst in 50 ml Flissigmediusnzom Erreichen ihrer logarithmischen
Wachstumsphase (QB~1) kultiviert und durch Zentrifugation (5 min, 4DGpm, 4 °C)
geerntet. Der Uberstand wurde dekantiert und visdateles Medium sorgfaltig entfernt. Fir
den nachfolgenden Aufschluss der Zellen wurde ddietHn 1 ml RLT#-Mercaptoethanol
resuspendiert und die Zellsuspension in Fast RN#eB6hrchen Uberfuhrt. Der
mechanische Aufschluss der Zellen erfolgte (ber ohie den R&Ohrchen enthaltene
Silica/Ceramid-Matrix fur 45 s bei einer Geschwildit von 6,5 in einem FastPrep Schiittler
(FP120). Anschliel3end wurde das Uberschissigesdtgtial abzentrifugiert (3 min, 13.000
rpm, RT). Der Uberstand wurde dann in ein bereitggglegtes Gemisch aus 4 ml RBT-
Mercaptoethanol und 2,8 ml absoluten Ethanol (RMasg Uberfuhrt. Die so vorbereitete
Probe wurde auf RNeasy-Midi-Séaulen gegeben, diglevien in 15 ml Greiner Roéhrchen
platziert waren. Durch Zentrifugation (3 min, 40@®n, RT) wurde die RNA an die Membran
der Saule gebunden. Dabei durfte ein maximales dBalgsvolumen von 4 ml nicht
Uberschritten werden. Der Durchfluss wurde verwordad die Sdule nachfolgend mit 4 ml
RW1-Puffer erneut zentrigugiert (3 min, 4000 rpnt)RDas nicht gebundene Material wurde
abermals verworfen und die Saule 2x mit je 2,5 mERPuffer gewaschen (je 3 min, 4000
rpm, RT). Dem schloss sich ein weiterer Zentrifugaschritt von 5 min bei 4000 rpm an,
um die Saulenmembran zu trocknen. Fir die ans@ri@® Elution wurde die S&ule in ein
neues RNAse freies Rohrchen (im Kit enthalten) fileet und 250 pul RNase-freies Wasser
direkt auf die Membran der Saule gegeben. Nach 8imain Einwirkzeit wurde die Saule fur

3 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Dieser Schuittrde mit weiteren 250 pul RNase-freien
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Wasser wiederholt, so dass am Ende ca. 450 pl Ralthgb LOosung gewonnen werden

konnte. Die Ausbeute der Praparation wurde ibeAgarose-MOPS-Gel kontrolliert.

4.9.2 Elektrophoretische Auftrennung von RNA
Arbeitsldsungen
0,1% DEPC-Wasser 11 Ampuwa®
1 ml DEPC (Diethyl Pyrocarbonat)
bei 37 °C UN inkubieren;

2x autoklavieren

10x MOPS-Puffer 0,4 M MOPS (,Morpholinopropanefsalc acid”)
0,1 M Na-Acetat wasserfrei
10 mM EDTA pH 8
ad 1 | DEPC-kD
auf pH 7 einstellen;

lichtgeschitzt und RNAse-frei lagern

2x Auftragspuffer 50% Glycerin
49,75% Formaldehyd
0,25% Bromphenolblau

Einzelstrangige RNA kann infolge von intramolekelaBasenpaarungen Sekundarstrukturen
bilden und sollte daher unter denaturierenden Bgoligen aufgetrennt werden. Die Zugabe
von Guanidinthiocyanat in das Gel garantiert  die fl@dsung der
Wasserstoffbriickenbindungen und ermdglicht so diinttee Laufbedingungen.

Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden MORfarosegele (1%) gefertigt. Dazu
wurde 1 g Agarose mit 5 ml 10x MOPS-Puffer und 72 DEPC-HO versetzt und
anschliefend bis zum Lésen der Agarose aufgekbdladahdem das Gemisch auf handwarm
abgekuhlt war, wurden 40 pl Guanidinthiocyanat, 718 DEPC-HO und 7,5 pl
Ethidiumbromid zugeben und das Gel in einen entsreden Gelschlitten mit Kammen
gegossen. In weiterer Vorbereitung wurden 10 pl REA-Probe mit 1 Volumen des 2x
Auftragspuffers gemischt und unmittelbar vor denftéagen fir 3 min bei 65 °C erhitzt und
nachfolgend sofort auf Eis gestellt. Nach der vaiidigen Polymersierung des Gels konnten
die RNA-Proben dann mit 1x MOPS als Laufpuffer atifgnnt werden.
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4.9.3 Verdau der RNA mit DNase
Arbeitsldsungen

0,05 M MgSQ (DEPC-behandelt)
1 M Na-Acetat (DEPC-behandelt)
DNase I, RNase frei (Roche)

Um eine qualitativ hochwertige RNA zu erhalten, dem mdogliche DNA-Spuren durch eine
Behandlung mit DNase entfernt. Daflr wurde das ¥Wano der RNA-Probe bestimmt und
dementsprechend pro 39 pl RNA jeweils 5 pl 0,05 @y, 5 ul 1 M Na-Acetat und 1 pl

DNase (10 U/ul) zugesetzt.

Dieser Ansatz wurde fur 1 h bei 37 °C inkubiertnBeh folgte die Aufreinigung der RNA
mittels RNeasy-Midi-Kit (Qiagen) wie bereits beseben (vgl. 4.9.1), beginnend mit der
Zugabe des Verdaus in das Gemisch aus 4 ml RMercaptoethanol und 2,8 ml Ethanol.
Die Qualitdit der eluierten RNA wurde erneut durctenaturierende Agarose-
Gelelektrophorese kontrolliert (vgl. 4.9.2).

Der vollstandige Abbau unerwinschter DNA wurde ad&m Ober PCR mit

Oligonukleotiden fur Haushaltsgene (566-Sacl-intamd 566-Xbal-intern) tGberprift. Die

abschlieRende Quantifizierung und QualifizierungRINA erfolgte photometrisch.

4.9.4 Reverse Transkription - Synthese von cDNA inCy-Labeling

Auf der Basis von mRNA konnen vergleichende GenrEsgionsanalysen verschieden
gestresster Bakterien-Zellen mittels Microarraycthgefiihrt werden. Dazu ist es aber notig, die
RNA der Test- und Referenz-Zellen in unterschiddlidluoreszenzmarkierte cDNA
umzuwandeln. Unter Verwendung einer RNA-abhangigeNA-Polymerase kann diese
komplementare DNA generiert werden. Fir die padellduoreszenzmarkierung der Test- und
Referenz-RNA werden meist Nukleotide verwendet,mieeinem Fluorochrom gekoppelt sind.
Die Standardkombination ist hierbei Cy3 (Cyanin8i(Cy5 (Cyanin 5) und erfolgte in dieser
Arbeit Uber den Einbau markierter dCTPs.

Fur die Synthese der komplementaren DNA (cDNA) weumRNA als Matrize verwendet. Dazu
wurde die Gesamt-RNA wie unter 4.9.1 beschriebetieit und nach dem Protokoll 4.9.3
vorbereitet. Fur jeden Umschrieb wurden 20 pg RMAvwendet, wobei das Volumen mit Hilfe
eines Rotationsverdampfers auf jeweils 17,1 pl esteglt wurde. In Abhéngigkeit von der
Probenanzahl wurde der Mastermix fur die reversm3kription entsprechend den Angaben in

Tabelle 11I-5 zusammengestellt.
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Tab. 1lI-5: Protokoll fur die reverse Transkription mit Cy-Labeling. Das Mischen der einzelnen
Komponenten wurde auf Eis ausgefuhrt. Die Enzymead$@NOut und Superscript Il wurden von Invitrogen
bezogen. DTT im Mix stabilisiert die Reverse Traipgase.

Ansatz fir folgende End-
Probenzahl: 2,5 5 7 9 | konzentration
10 mM dCTP 2ul | 4ul| 56ul72ul 200 uMm
20 mM dATP 25ulf 5pul| 7ul | 9ul 500 uM
20 mM dGTP 25ulf 5pul| 7ul | 9ul 500 uM
20 MM dTTP 25ulf S5pl| 7pul| 9ul 500 uM
0,1 M DDT Lpl | 2ul] 2,8 (3,6 pul 1 mM
5x First Strand Buffer | 20 pl | 40 pl| 56 pl| 72 pl 1x
Ampuwa 14,5 u| 29 ul}40,6 pul52,2 n

Rnase-Out 25ulf S5pl| 7pl| 9ul 40 U/Ansatz
Reverse Transkriptase 200 U/ Ansatz
Superscript I 25ulf 5ul| 7ul| 9ul

Volumen 50 pl {100 p|140 pl 180 pl

Anschlie3end erfolgte die Zugabe der Farbstoffe @y8 Cy5. Dazu wurde der Mastermix
halbiert und jede Halfte mit jeweils 1/10 Volumearbstofflésung gemischt. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der Cy-Farbstoffe wurden alleiteren Schritte mdglichst im Dunkeln
durchgefuhrt. Der eigentliche Umschrieb wurde deldwingeleitet, dass die 17,1 pl RNA
mit 0,9 pl Nona Random Primer (5 pg/ul) fur 5 migi B0 °C inkubiert wurden. Danach
wurde der Ansatz sofort auf Eis gestellt und naem dAbkihlen mit 22 pl des Cy3- oder
Cy5-Mix versetzt. Es folgten 10 min Inkubation Bl (Anlagerung der Primer), denen sich
der eigentliche Umschrieb der RNA fur 2 h bei 42&chloss. Daran anknipfend wurden
die Enzyme durch weiteres Inkubieren des Ansatne$53 min bei 70 °C inaktiviert. Der auf
RT abgekihlte Umschrieb wurde dann mit 2 ul RN&d¢ase free (Roche) versetzt und fir
45 min bei 37 °C verdaut. Abschlie3end wurde did&NaDiber G50-Saulchen (Amersham

Pharmacia) aufgereinigt und die zu vergleichendebéh vereint.

4.9.5 DNA-Microarray
Die Microarray-Analysen wurden mit PCR-Slides dgefiihrt, die im Zuge einer
Kooperation mit Michellé Dziejman (Arbeitsgruppeld].Mekalanos) zur Verfigung gestellt

wurden.

Array-Crosslinken
Vor der Hybridisierung mit der fluoreszenzmarkiartieDNA wurde jeder Objekttrager mit
den gespotteten PCR-Fragmenten wie folgt vorbeltanciendchst wurde der Slide in den
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Dampf von kochendem Wasser gehalten, bis sich anUd¢erseite des Objekttragers
Kondensationstropfen bildeten. Danach wurde die DNBer Crosslinken in einem
Stratalinker mit 1000 pJoules 1x fixiert. Darauffehd wurde der Slide in eine spezielle
Glaswanne (,Coplin Jar”) gelegt und fir 30 s mit%, SDS gewaschen. Es folgten zwei
Waschschritte in dkD. Im Anschluss daran wurde der Slide fir 3 minein kochendes
dH,O-Bad uberfuhrt und unmittelbar danach mit eiskaltéthanol (96%), ebenfalls in eine
Glaswanne geflllt, abgekuhlt. AbschlieRend wurdeSliele durch Zentrifugation (3 min, 500
rpm, RT) getrocknet.

Prahybridisieren

Puffer 20x SSC 62,5 ml
10% SDS 2,5 ml
BSA 2549
ad 250 ml dpO

Der Prahybridisierungspuffer wurde in eine Glasveagefullt und fir ca. 15 min bei 42 °C
vorgewarmt. AnschlieRend wurde der Slide in die Waaiiberfuhrt und fir mindestens 1 h
bei 42 °C prahybridisiert. Danach wurde der Slidemtsprechend befillten Wannen 2x mit
dH,O und 2x mit 96%-igem Ethanol gewaschen. Im Ansshiwurde der Objekttrager wie

oben beschrieben tber Zentrifugation getrocknet.

Hybridisieren

Puffer d=BO 0,225 ml
Formamid, deionisiert 2,5ml
20x SSC 1,5 ml
10% SDS 0,25 ml
1 M KH.PO, 25 pl
50x Denhardt’s Losung 0,5 ml

Die Komponenten wurden zun&chst mit Ausnahme derhBrt's Lésung gemischt und

sterilfiltriert. Danach erfolgte die Zugabe der Dardt's Losung.

Fur die Hybridisierung der unterschiedlich fluor@szmarkierten cDNA (vgl 4.9.4) wurden
die vereinten Proben im Rotationsverdampfer kompkehgedampft und in 30 pl

Hybridisierungspuffer resuspendiert. Im Falle eiee®lgreichen Umschriebs sollte dies in
einer kraftig violetten Losung resultieren. Diesaerge dann unmittelbar vor dem Auftragen
auf den Slide fir 5 min bei 100 °C aufgekocht, &i abgekuhlt und anschliel3end kurz
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abzentrifugiert. Die gesamte Losung wurde auf dédeSgetropft und luftblasenfrei mit
einem 60 mm Deckglaschen abgedeckt. Das Bindenmdekierten cDNA an die PCR-

Fragmente des Slides erfolgte dann in einer fendHigridisierungskammer bei 42 °C UN.

Waschen

Waschpuffer | 2x SSC, 0,1% SDS, auf 55 °C vorwgirm
Waschpuffer Il 0,2x SSC, 0,1% SDS

Waschpuffer Ili 0,2x SSC

Fur jeden Waschschritte wurde der entsprechendierPuf Glaswannen vorgelegt. Nach
jeweils 10 min in der Waschlésung wurde der Slidedie ndchste Wanne Uberfihrt. Alle
Waschungen (1x I, 1x I, 2x Ill) wurden auf einenaghetrihrer durchgefthrt.

Zum Schluss wurde der Slide durch Zentrifugatiom(B, 500 rpm, RT) getrocknet. Erschien
der Objekttrager daraufhin nicht klar, wurde derd&lnochmals mit Waschpuffer |li

behandelt und anschliel3end trockenzentrifugiert.

Scannen und Auswerten

Die fur die Auswertung des Microarray bendtigterf‘;Dateien wurden mit Hilfe eines
Fluoreszenzscanners erstellt. Die Signalintengiiéit Spots und der jeweiligen lokalen
Hintergriinde wurden anschlieRend mit der ImaGeriw@re (Bio Discovery Inc.) sowohl fir
den Farbkanal Cy3 als auch fir Cy5 ermittelt undnadisiert. Der so ermittelte Quotient aus

den normalisierten Cy3/Cy5-Fluoreszenzverhaltnisgab Aufschluss tber das Mald der

Deregulierung der betrachteten Gene und wurde Migpsoft Excel ausgewertet

5.  Mikrobiologische und genetische Methoden

5.1 Konjugation

Die Option, genetisches Material durch Konjugatidoertragen zu kénnen, wurde genutzt,
um chromosomale Insertions- und Deletionsmutantan generieren. Fir die gezielte
Manipulation desV. cholerae-Genom, wurde die zu rekombinierende DNA zunéchst i
geeignete Vektoren (pGP704- und pCVD-Derivate, ¥g8.1 und 4.8.2) Ubertragen. Diese
pir-abhéngigen Suizidplasmide wurden anschlieBend Ulb@nsformation in SMI1Xpir-

Zellen eingebracht. In der Konjugation dienten éiescoli-Zellen als Donoren.
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Plattenkonjugation

Fur die Konjugation wurde zunéchst der Rezeptonstg27459-S oder eine entsprechende
Mutante) flachig auf eine LB-Agarplatte ausgestichDariber wurde der Donorstamm in
einem Winkel von 90° (SM2pir mit dem entsprechenden Suizidvektor-Derivat) edlénf
flachig gestrichen. Nach 7 h bei 37 °C wurden voersghiedenen Punkten der
Konjugationsplatte Abstriche entnommen und diese ener LBP™P>2Agarplatte auf
Einzelkolonien ausgestrichen. Gewachsene Koloniemden nochmals tiber [B004P%2
Agar gesaubert und anschlieBend tber Aufkoch-P@R 4/5) und Southernblot-Analysen
(vgl. 4.7) kontrolliert.

Flissigkonjugation

Alternativ zu der Plattenkonjugation konnten diewgaschten Rekombinanten uber
Flussigkonjugation gewonnen werden. Dazu wurdereilen250 pl UNK des Donor- und
Rezipientenstammes miteinander gemischt, zentréleme LB-Agarplatte getropft und
anschlieRend UN bei 37 °C inkubiert. Am nachsteg Warde die Konjugationsplatte mit 1
ml LB-Medium abgespdult. Von dieser Zellsuspensiawrden dann Verdinnungsstufen bis
10° auf LBS™4P0Agar ausplattiert und UN bei 37 °C inkubiert. GeWvsene Kolonien
wurden am nachsten Tag nochmals tibe?:B*P*2Agarplatten gereinigt und wie bereits fiir

die Plattenkonjugation beschrieben kontrolliert.

5.2  Transformation

Die Transformation von Ligationsanséatzen oder Pidsnmn E. coli K12-Stdmme wurde in
Anlehnung an das Protokoll von Calvin und Hanaw@l8) als Elektrotransformation
durchgefuhrt. Diese Methode zeichnet sich durcle &iwhe Ubertragungseffizienz von bis zu

10° Transformanten/pg intakte Plasmid-DNA aus.

Erzeugung kompetenter Zellen

Die fur die Elektroporation bendtigten kompetenfatiien wurden wie folgt erzeugt: 400 ml
LB-Medium wurden mit 5 ml UNK des jeweiligen Stamsrimeimpft und dieser bei 37 °C und
unter Schutteln bis zu einer optische Dichte vons§B 0,8-1 angezogen. Anschliel3end
wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 50@n, 4 °C) geerntet und mit zunachst
400 ml, dann 200 ml und schlie3lich mit 100 ml alsgm Ampuwa® gewaschen (5 min,
5000 rpm, 4 °C). Es folgte ein weiterer Waschsthint 25 ml 15% Glycerin. Das

resultierende Pellet wurde nochmals mit 10 ml 158 &in gewaschen und abschliel3end in
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einem kleinem Volumen 15% Glycerin (ca. 1 ml) amigmmen. Die kompetenten Zellen
wurden zu 80-100 pl Aliquots bei —80 °C gelagert.
Fur die Herstellung kompetentegr cholerae Zellen wurden alle Lésungen mit 2 mM CacCl

erganzt (pers. Mitteilung K. E. Klose).

Elektrotransformation

Fur die Elektroporation wurde ein Aliquot kompen&nZellen langsam auf Eis aufgetaut.
Danach wurden die Zellen mit 1-3 pl Plasmid-DNA bAwul Ligationsansatz versetzt und in
eine Elektroporationskivette (2 mm, EQUIBIO) ubarfli Nach einer kurzen Inkubation
(maximal 5 min) auf Eis wurde die Transformatiort einer Spannung von 2,5 kV, einem
Widerstand von 40@ sowie einer Kapazitat von 25 pF in einem Elektraponsgefafl}
durchgefuhrt. Unmittelbar danach wurden die Zeited ml LB-Medium aufgenommen und
fur 1 h bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Abschigf8l wurden jeweils 10 ul, 100 pl und der
Rest auf entsprechende Selektionsplatten (LB-AgbAntibiotikum) ausplattiert.

Das Einbringen von Expressionsplasmiden in kompet&fh cholerae Zellen erfolgte
ebenfalls Uber Elektrotransformation. Dazu wurdse dkeiche Protokoll wie fur di&. coli
Zellen bis auf die Modifikation angewandt, dass minher Spannung von 1,8 kV

elektroporiert wurde (pers. Mitteilung K. E. Klose)

5.3 Stammkonstruktionen

5.3.1 Inaktivierung eines Gens durch Insertion

Fur Insertionsmutationen wurde zunachst ein pGRY&dvat (Ubersicht in Tabelle I11-2) mit
einem internen Fragment des zu inaktivierenden Gemstruiert (vgl. 4.8.1). Nach der
Ubertragung des Vektors aus déncoli Zellen inV. cholerae infolge Konjugation wurde
nach SrhAp' Konjuganten selektioniert.

Die neu erworbene AplerV. cholerae Zellen war ein Indiz dafir, dass das pGP704-Deriva
Uber homologe Rekombination des internen Fragmeeatiedgreich ins Genom integriert
wurde. Die pir-Abhangigkeit des Suizidplasmides wirde anderenfallm Abbau des
Vektors fuhren, da dieser aufgrund seines oriR6K.isholerae nicht replizieren kann. Die
korrekte Insertion des Plasmides in das Zielgendendurch Southernblot (vgl. 4.7) und
Aufkoch-PCR (vgl. 4.5) Uberpriift.
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5.3.2 Inaktivierung eines Gens durch Deletion — $uose-Selektion

Xbal —— ... GGGTCG—>
1. PCR-Fragment4~ ' PCR-Fragment 4~ . Zielgen X
<+—— CCCATC... <«—— Sphl
2. Xoal £ | - GGGTCG -
2
CCCAGC ... Soh

/ Zielgen X
\ 3. I .

sacB sacB

bla } 1 hovD 442

- |\|:_

5. [T+ SN

Abb. 1lI-2: Schematische Darstellung einer Deletioesmutagenese. 1) Amplifikation von Fragmenten aus
dem 5’- und 3’-Bereich des Zielgens. Durch specifes Primer werden Restriktionschnittstellen (Xl und
Spohl) und Uberlappende Sequenzen in die Fragmentesledudg. 2) Hybridisieren der Fragmente mittels der
Uberlappenden Sequenzen in einer PCR, sowie Klamjeder ligierten Fragmente in d&bal/Sphl gedffneten
Suizidvektor pCVvD442. 3) Integration des Vektors\in cholerae Zellen durch homologe Rekombination
infolge Konjugation. 4) Selektion auf zweite Rekmnation nach Sucrosestress. 5) Endprodukt mitirat&r
Sequenz.

Die Methode zur Erzeugung von Deletionsmutantert gahein Protokoll von Donnenberg
und Kaper (66) zurtick und macht sich folgendeszifrizunutze: Die Basis bildet ejmr-
abhangiges Suizidplasmid, welches zusatzlich zu 8ehektionsmarker Ap(bla) fir eine
Levansucrase s&cB) codiert. Fur die Mutagenese werden zunachst Berivdes
Suizidplasmids durch Konjugation in das Genom inétfy Obwohl das Plasmid zwei
verschiedene interne Fragmente des Zielgens enftadafir nur eines der beiden méglichen
Rekombinationsereignisse notwendig, dessen Erfdigr iden Erwerb der Ampicillin-
Resistenz angezeigt wird. Fur die eigentliche Datetnul® das integrierte Plasmid Uber die
zweite Rekombination jedoch wieder ausgeschnittenden. Dieser Verlust des Plasmids
wird dadurch gefordert, dass ‘Aigonjuganten Sucrosestress ausgesetzt werden. Diiech
ebenfalls auf dem Vektor codierende Levansucrasg eabei die Sucrose im Periplasma in

Levan umgesetzt, infolgedessen Wasser in die Zgk=ogen wird, was wiederum zur Lyse
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der Zellen fihrt. Dem kann die Zelle nur entgehexdem sie das integrierte Sucrasegen
wieder aus dem Genom entfernt. Allerdings bestediied die Mdoglichkeit, anstelle der
erwinschten Deletion wieder den urspringlich wiikghen Zustand zu erreichen

(zusammengefasst in Abb. 111-2).

Die fur die Deletionsmutagenese konstruierten pC¥DBerivate (Tab. 1ll-2, vgl 4.8.2)
wurden zunachst durch Konjugation in 8echolerae Zellen tibertragen. Danach wurde eine
Kolonie AP V. cholerae-Zellen in 1 ml LB™Medium tberimpft und 9 h bei 37 °C und 250
rpm bis zum Erreichen der stationdren Phase kulivenschlie3end wurden diese Zellen
1:10 in 1 ml LB™Medium uberfithrt und UN bei 37 °C unter Schiittélikubiert. Am
nachsten Tag wurde die Zellsuspension mit LB-Mediendinnt und jeweils 100 pl der
Verdiinnungsstufen 2is 10" auf Su¢™Agar ausplattiert. Nach 2-tagiger Inkubation bei
RT wurden mehrere Kolonien parallel auf 8lAgar und LBP-Agar gestrichen. Der
angestrebte Verlust des integrierten Suizidplasswderde durch den Verlust der Ampicillin-
Resistenz angezeigt. Dementsprechend wurdeénkigme auf eine putative Deletion durch
Aufkoch-PCR (vgl. 4.5) und Southernblot (vgl. 4gétestet.

6. Biochemische Methoden

6.1 Expression desV. cholerae RpoS als rekombinantes Protein mit N-terminaler
HisTag-Fusion
Arbeitslésung
8x LEW 400 mM NaHPQO,
2,4 M NaCl
auf pH 8 einstellen; sterilfiltrieren

Um das native RpoS-Protein aWs cholerae islolieren zu kdonnen, wurde dapoS-Gen
(VCA0534) in das pQE30-System von Qiagen kloniegl #.8.3). Der Vorteil dieses System
bestent darin, das Genprodukt nicht nur gezielt riexpren, sondern es auch
affinitdtsabhangig aufreinigen zu kdénnen. Das estdpende pQE30-Derivat (pQE3p0S)
wurde in XL-1 kompetente Zellen mit dem placlQ Rias transformiert.

Fur die Expression wurden 750 ml LB-Medium 1:50 ahr UNK (LB 02% Gi§ ajnes
positiven Ap-Km'-Transformanten beimpft und bei 37 °C unter Schiitf250 rpm) bis zu

einer OQw ~ 0,8-1 angezichtet. Daraufhin wurde die Expressies Proteins lber die
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Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) induzisidch einer Inkubation von 2 h wurden
die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 4000 rpr,°C) geerntet. Das Pellet wurde
anschlie3end mit 20 ml 1x LEW gewaschen und am Endeml| 1x LEW mit 8 M Harnstoff

aufgenommen. Der Proteinextrakt wurde dann bis vzeiteren Bearbeitung bei —20 °C

gelagert.

6.2  Aufreinigung HisTag-fusionierter Proteine

Arbeitsldsungen

25x Proteaseinhibitormix Complete EDTA-free (Boeger-Ingelheim);
1 Tablette in 2 ml 1x LEW auflésen

8x LEW 400 mM NakPO,
2,4 M NaCl
auf pH 8 einstellen; sterilfiltrieren

4x EB 200 mM NakPOy
1,2 M NaCl
1 M Imidazol

auf pH 8 einstellen; sterilfiltrieren

Fur die Abtrennung der HisTag-fusionierten Protesis einem Gesamtproteinextrakt (vgl.
6.1) wurde dieser zunéchst auf Eis langsam aufgetad mit Proteaseinhibitormix
(Endkonzentration 1x) versetzt. Nach der UberfiigrimFastPrep Blue Rohrchen, folgte der
mechanische Aufschluss der Zellen in einem FastRepittler (FP120) bei maximaler
Geschwindigkeit fur 2x 45s. Intakte Zellen, groReiZellfragmente sowie das
Aufschlussmaterial der FastPrep Blue R6hrchen wueshschliel3end durch Zentrifugation (3
min, 10.000 rpm, 4 °C) abgetrennt. Der Uberstancdain 2 ml Eppendorf Reaktionsgefalie
dberfihrt und nochmals zentrifugiert (30 min, 18.0fpm, 4 °C), um die restlichen
Zellrammer abzutrennen. Fir die nachfolgende Iamtig der His-getaggten Proteine aus der
Uberstehenden Losung, wurden die Protino®-Ni 10@packed columns (Machery Nagel)
nach Anleitung des Herstellers verwendet, mit demtet$chied, dass alle Arbeiten
durchgehend auf Eis durchgefuhrt wurden. Von jederireinigungsschritt wurden 50 pl
Probe entnommen, mit 12 pl 5x Lammli versetzt ureriSDS-PAGE (vgl. 6.5) mit

anschlieBender Coomassiefarbung auf ihren Reiginadhin analysiert.
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Fraktionen, die noch ungebundene HisTag-Proteitieiedten, wurden daraufhin nochmals
Uber die gleiche Saule aufgereinigt. Die Ausbewte j@weiligen Elutionsschritte wurde
vereint und zur Entfernung des Imidazols gegen BS PUN bei 4 °C dialysiert

(AusschlussgrofRe <14 kDa, VISKING, Roth).

Saulenregenerierung

In Abhangigkeit der aufzureinigenden Probe, kanre éProtino®-Saule bis zu 5x benutzt
werden. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, eehfifi der Hersteller, die

Wiederverwendung aber nur mit identischen HisTagdfnen auszufihren.

Nach dem Gebrauch wurde die entsprechende SautemiidHO und nachfolgend mit 2 ml

Ethanol (20%) gewaschen und anschlie3end in eidemekn Volumen 20%-igen Ethanols
bei 4 °C gelagert. Vor der erneuten Verwendung wudie Saule wie in Tabelle 111-6

beschrieben regeneriert.

Tab. 1lI-6: Regenerationsprotokoll fiir Protino® Ni 1000 Saulen.Die gesamte Prozedur wurde bei RT
durchgefihrtwobei jede neue L6sung erst nach dam Durchtropéeivdrangegangenen appliziert wurde.

Losung [ml] pro Saule
6 M Guanidin HCI, 0,2 M Essigsaure 1
dH,O 2,5
2% SDS 1,5
dH,O 2,5
100% EtOH 2,5
dH,O 2,5
100 mM EDTA, pH 8 2,5
dH,O 2,5
100 mM NiSQ 2,5
dH,O 5

6.3  Ultrafiltration

Das Prinzip der Ultrafiltration wurde angewandt, uhe aufgereinigten und dialysierten
HisTag-Proteine weiterfihrend zu entsalzen und ukamzentrieren. Die Ultrafiltration
wurde mit einer anisotropischen Cellulosemembrarnrciiyefiihrt, die infolge von
Zentrifugation niedermolekulare Losungsbestandiiie der Proteinprobe abtrennte. Hierfur
wurden Centricon YM-3 Membranen (Ausschlussgro3kDa) des Centricon®-Systems

(Millipore) nach den Vorgaben des Herstellers veraet.
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6.4  Praparation von Gesamtzellextrakten
Arbeitslésung
10x PBS 8% NacCl
0,2% KCI
1,8% NaPO*H 0
0,24% KHPO,

auf pH 7,4 einstellen; autoklavieren

Die Bedingungen, unter denen die Zellen kultiviettrden, werden nachfolgend im Punkt
.Phanotypische Tests" (vgl. llI-7) detaillierterdmrieben.

Um annahernd gleiche Proteinmengen praparierendrundn, wurden alle Zelle auf die
gleiche OD eingestellt. Zu diesem Zweck wurde dmvejligen Zellkultur ein Volumen,
welches einer OFp = 1 in 1 ml entspricht, entnommen und fur 5 min BE00 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde daraufhin mit deleighen Volumen 1x PBS gewaschen. Das
daraus resultierende Pellet wurde wiederum in 50 5pl Lammlipuffer (vgl. 6.5)

aufgenommen und bei —20 °C bis zur weiteren Verwagdufbewahrt.

6.5 SDS-PAGE

Arbeitsldsungen

Lésung B 1 M Tris/HCI, pH 6,8 50 ml
10% SDS 4 mi
dH0 46 ml

Losung C 2 M Tris/HCI, pH 8,8 75 ml
10% SDS 4 mi
dH,O 21 ml

Rotiphorese® Gel 30 (Roth) Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1

Ammoniumpersulfat (APS) 10%

10x SDS-Laufpuffer Tris 30,2 ¢
Glycin 188 g
ad 900 ml HO; l6sen
10% SDS 100 ml

pH 8,3 Uberprufen, nicht einstellen

67



MATERIAL UND METHODEN

5x Lammli Ldsung 1
SDS 11g
EDTA 0,42 ¢
NaH,PO*H ;0 0,179
B-Mercaptoethanol 1,1 mi

auf pH 7,2 einstellen

ad 10 ml dKO

LOsung 2

Bromphenolblau 20 mg
50% Glycerin 10 mi

Losung 1 und 2 in gleichen Teilen miteinandéesainen

Die Auftrennung der Proteine in Abhangigkeit ihrarolekularen Masse erfolgte in
Anlehnung an die von Lammli beschriebene Metho&&)1Die fur die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) bengtigten Lésungeml&uentsprechend den Angaben des
Laborhandbuches (243) hergestellt. Eine detadli@disammensetzung der gefertigten Gele

ist der Tabelle 11I-7 zu entnehmen.

Tab. llI-7: Zusammensetzung der verwendeten SDS-PAGE-Gel®ie Angaben beziehen sich auf die
Herstellung von 2 Gelen (7cm x 10cm).

Trenngel 12% Sammelgel 5%
Ldsung C 25m Lésung B | 1,25ml
Gel 30 4 ml Gel 30 650 u
dH,0 3,45 m dH,0 3,07
APS 50 APS 25 pl
TEMED 15 u TEMED 15 pl

Fur die SDS-PAGE wurde weiterhin das eindimenser@&stem der Firma BioRad (Mini
Protean Ill) verwendet. In Vorbereitung fir die &Aehnung wurden die Proteinproben mit
1/5 Volumen an 5x Lammlipuffer versetzt und fur @On bei 100 °C denaturiert. Nach
kurzem Abzentrifugieren wurden die Proben ansckhelRauf das Gel aufgetragen. Dabei
wurden die Proteine zunachst mit 60 V in das Samehetingebracht und nach dem
Erreichen des Trenngels mit 100 V weiter aufgetreder Lauf wurde beendet, nachdem die
blaue Probenpufferfront das Ende des Trenngelsicktrehatte. Die nachtragliche
GroRRenzuordnung der Proteinbanden wurde durch ddghvén eines Markers (Prestained
Marker, 6-175 kDa, NEB) ermoglicht.
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6.6 Coomassiefarbung
Arbeitslésungen

0,2% Coomassie Brilliant Blue(R@&Eerva)
40% Methanol
10% Eisessig

Coomassielésung

40% Methanol
10% Eisessig

Entfarbelésung

Um die Proteine nach ihrer Auftrennung zunachstalisieren zu kénnen, wurden die SDS-
Gele mit Coomassie gefarbt (210). Dabei lagert sign Farbstoff an die basischen
Seitenketten der Aminosauren an, so dass die Reotgispezifisch gefarbt werden. Fir den
Farbevorgang wurden die Gele fir mindestens 2 HJblsunter leichtem Schiitteln in der
Coomassielosung inkubiert. Das Gel wurde anschiéf¥@r 3x 20 min mit Entfarber

behandelt.

6.7 Immunoblot-Analysen
In der Tabelle 111-8 sind die in dieser Arbeit vamdeten Antikorper aufgelistet.

Tab. Il1-8 : Verwendete Antiseren.

Antiserum

Westernblot

Primar-Antikérper

Sekundar-Antikorper

Anti-HisTag

Anti-Penta-His-Antikorper,
monoklonal,
Herkunft: Maus (Qiagen)

Anti-MauAntikorper,
Meerettich-Peroxidase gekoppelt,
Herkunft: Ziege (Diaadv

Anti-RpoS" cholerae

Anti—RpoS/' cholerae

Herkunft: Kaninchen

(imunoGlobe Antikérpertechnik GmbH
Himmelstadt)

Anti-Kaninchen-Antikorper,
Meerettich-Peroxidase gxleit,
Herkunftede (Dianova)

Das Westernblot-Verfahren nach Towbin et al. (2#B8)1 angewandt, um Proteine in einem
Proteingemisch spezifisch nachweisen zu kénnenuDearden die Proteine zunéchst auf
eine Tragermembran transferiert und dort Uber Wéedene Reaktionen, u. a.
Farbstoffanlagerungen, radioaktive Markierungenrolemundetektion, identifiziert. Die

vorrangig verwendete Methode der Immundetektioreistzweistufiges Nachweisverfahren
auf der Basis von Antigen-Antikorper-Reaktionennchst bindet ein Primar-Antikorper an
spezifische Epitope des gesuchten Proteins. Dehwss des Proteins erfolgt dann Uber

einen gegen den ersten Antikdrper gerichteten SkkuAntikorper, welcher an ein Enzym
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gekoppelt ist. In Abh&ngigkeit der durch dieses yEmkatalysierten Reaktion kdnnen die
Proteine abschliel3end visualisiert werden.

6.7.1 Das Semidry-Transfer-Verfahren

Arbeitslésung

Semidry-Transfer-Puffer 25 mM Tris/HCI, pH 8,3
192 mM Glycin
20% Methanol

Nach der Praparation der Gesamtzellextrakte (vgh) Gvurde das zu analysierende
Proteingemisch mittels SDS-PAGE (vgl. 6.5) in elnegeProteinbanden aufgetrennt. Der
anschlieBende Transfer der Proteine auf eine Niltdose-Membran erfolgte mit dem

Semidry-Blot-System. Daflr wurde das Polyacryla@iel-nach der Elektrophorese zunéchst
fur 5-10 min in Semidry-Transfer-Puffer geschwemktweiterer Vorbereitung wurden 12 auf
die Grol3e des Gels zugeschnittene Whatman-MM3-Rgmsewie ein ebenfalls den Mal3en
des Gels entsprechender Nitrocellulose-Membranniscimit Semidry-Transfer-Puffer

getrankt. FUr den eigentlichen Transfer wurden lalrefeend 6 der Whatman-MM3-Papiere in
das Blotgerat Ubereinander gelegt. Darauf wurdeMienbran, dann das Gel und zuoberst
weitere 6 Whatman-Papiere geschichtet. Die Proteuwseden nachfolgend durch eine

angelegte Spannung von 20 V fur 30 min auf die Meamlibertragen.

6.7.2 Immundetektion mit Anti-HisTag-Antikérpern

Arbeitsldsungen

TBS 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

TBS/Tween-Triton 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
500 mM NaCl

0,05% Tween 20
0,2% Triton X-100

Mit diesem Verfahren wurde die Expression rekomiieaProteine mit N-terminaler HisTag
Fusion nachgewiesen.
Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran udise zunachst 2x 10 min in

TBS/Tween-Triton und 1x 10 min mit TBS gewaschean&ch wurden freie Bindungsstellen
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auf der Membran durch Inkubation in 3% BSA (gelastBS) fiir 1 h bei RT oder UN bei 4
°C abgesittigt. Die Blocklosung wurde verworfen ainel Membran anschlieBend fir 1 h in
der ersten Antikorperlésung (1:3000 in 3% BSA geldsTBS) geschwenkt. Unspezifisch
gebundene Antikoérper wurden nachfolgend durch Wasarer Membran fur 2x 10 min in
TBS/Tween-Triton und 1x 10 min in TBS entfernt. Darwurde die Sekundéar-
Antikorperlésung (1:5000 in 10% Magermilch geldstTiBS) auf die Membran gegeben und
fur 1 h unter leichtem Schwenken inkubiert. Es g4 Waschschritte zu je 10 min in
TBS/Tween-Triton. Der Nachweis des zweiten Antilgigp wurde anschlieliend mit dem
ECL-Kit (Pierce) nach Anleitung des Herstellers athgefihrt, wobei das ECL-Gemisch
durch die an den zweiten AntikOrper gekoppelte Fdese enzymatisch zu einem
lumineszierenden Produkt umgesetzt wird. Fur disuslisierung der Peroxidase-Reaktion
und damit des gesuchten Proteins wurde ein Ronbgerdufgelegt und zeitabhangig

exponiert.

6.7.3 Immundetektion mit Anti-RpoS’ *"°#€ Antiserum

Der Nachweis de¥. cholerae RpoS-Proteins wurde in Anlehnung an das Protdklidie
Immundetektion mit Anti-HisTag-Antikbrpern durchgéft. Die Methode wurde dafir wie
folgt modifiziert: Die Membran wurde fir mindeste@sh in 10% Magermilch (gel6st in
TBS) geblockt. Des Weiteren erfolgte die Inkubatioit dem ersten Antikérper (1:10.000 in
10% Magermilch gelost in TBS) UN bei 4 °C. AuRerdemrde der sekundare Antikorper in
einer Verdinnung von 1:10.000 verwendet.

6.8  Zwei-dimensionale Gelelektrophorese

Vergleichende Genomanalysen auf der Basis von mRIKauben die Bestimmung der
relativen Mengen an RNA-Transkript in den Test- bReferenzzellen. Allerdings besteht
aufgrund der Option posttranslationaler Modifizieggn nur eine geringe Korrelation
zwischen der Menge an mRNA und den tatsachlich iexgrten Genprodukten. Die

Proteomanalyse ist demzufolge eine wichtige Ergagzur Genomanalyse, um vollstandige
Aussagen uber den Expressionsgrad von Proteindfantreu konnen. Die Methode der 2-D
Gelelektrophorese nach O’ Farell nutzt fir die Twamg von Proteinen zwei voneinander
unabhangige Kriterien, Molekulargewicht und isoéliskhen Punkt (216). Somit ergibt sich
die Moglichkeit, mehrere 100 Genprodukte aus Gezsgiaktrakten simultan auf einem Gel

Zu untersuchen.

71



MATERIAL UND METHODEN

6.8.1 Probenvorbereitung - Isolierung von Gesamtiprotein

Aktuell existiert kein Protokoll, das fur die Protverbereitung universelle Gultigkeit besitzt.

Die hier verwendete Methode wurde nach den VorgalenSaphyllococcus sp. (pers.

Mitteilung D. Schafer) adaptiert.

Arbeitsldsungen
10x PBS

Tris-Puffer

25x Proteaseinhibitormix

DNase/RNase-Mix

TCA (Trichloressigsaure)

Harnstoffpuffer

CHAPS

Anzucht der Zellen

8% NacCl

0,2% KCI

1,8% NaPOx*H >0
0,24% KHPO,

auf pH 7,4 einstellen; autoklavieren

10 mM Tris/HCI, pH 7,2
5 mM MgCb

Complete EDTA-free (Boeger-Ingelheim);
1 Tablette in 2 ml 1x PBS auflésen

1 mg/ml DNase
0,25 mg/ml RNase
50 mM MgCb

30%

7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
70 mM DDT

Stammldésung 400 mg/ml in fM

Endkonzentration 40 mg/mi

100 ml LB-Medium wurden mit 2 ml UNK der zu testendZellen beimpft und bei 37 °C

unter Schutteln bis zu einer @9 ~1,5 angeziichtet. Danach wurde die Kultur halbius

50 ml wurde unmittelbar das Gesamtzellprotein &blund spater als Referenz verwendet.

Die zweite Halfte der Kultur wurde zunachst dem geschten Stress ausgesetzt (vgl. 1lI-7),

bevor daraus die Proteine prapariert wurden.
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Probenvorbereitung

Zu Beginn der Isolierung wurde jede weitere Protégusynthese Uber die Zugabe von
Chloramphenicol (Endkonzentration 20 pg/ml) inhibi®Nach 5 min Inkubation wurden die
Zellen aus 40 ml Kultur durch Zentrifugation (15 mmi4000 rpm, 4 °C) geerntet.
Anschlie3end wurde das Pellet 2x mit 1x PBS, vetsait 20 pg/ml Cm, gewaschen (5 min,
4000 rpm, 4 °C). Das finale Pellet wurde in 800Tuk-Puffer aufgenommen, mit 50 pl
Proteaseinhibitormix versetzt und in FastPrep BR@&hrchen Uberfihrt. Es folgte der
mechanische Aufschluss der Zellen in einem FastRdpittler (FP120) bei maximaler
Geschwindigkeit fur 6x 30 s, wobei die Zellen zwisn den einzelneBehandlungen fir 1
min auf Eis gestellt wurden. Nach dem Aufschlussdewer Zellsuspension 1/10 Volumen
DNase/RNase-Mix (ca. 90 ul) zugesetzt und alled@imin bei RT inkubiert.

Nachfolgend wurden intakte Zellen, gréRere Zellinegte sowie das Aufschlussmaterial der
FastPrep Blue Rohrchen durch Zentrifugation (10,nii4.000 rpm, 4 °C) abgetrennt.
AnschlieRend wurden 650 pl des Uberstandes in EapEReaktionsgefaRe iberfihrt, in
denen bereits 340 mg Harnstoff und 122 mg Thiohafihsorgelegt waren. Um die
Harnstoffe zu I6sen, wurden die Eppendorf-GefaB&8@min auf eine Wippe gelegt. Danach
wurden die Proteine mit 12% TCA im Kuhlschrank Ugfadlt. Am nachsten Tag wurden die
Proteine zunachst durch Zentrifugation (20 min, 0Q@. rpm, 4 °C) geerntet und
weiterfuhrend 3x mit 100 pl eiskaltem Aceton gevisc (5 min, 14.000 rpm, 4 °C). Im
Anschluss wurde das Pellet fur 5 min bei 30 °C imizHlock getrocknet. Abschliel3end
wurden die Proteine durch die Zugabe von 90 pl staffpuffer und 10 pl CHAPS UN im
Kihlschrank geldst. Bis zu ihrer weiteren Verwerglwurden die Proteinproben bei —20 °C

gelagert.

6.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
Arbeitsldsungen

Roti®-Nanoquant (Roth) 5X
BSA-Stammldsung 200 pg/ml g&l

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mdtifRlanoquant durchgefihrt, eine
Variante des Bradford-Assays, mit der Proteinmenger200 ng bestimmt werden kdnnen.
Im Unterschied zum Bradford-Assay (37) werden dietéinproben bei zwei Wellenlangen
vermessen: Die Extinktion bei 590 nm zeigt die Kemtration des Protein-Farbstoff-
Komplexes, wahrend Uber die Absorptionsanderung4b€ nm die Abnahme der freien

Farbstoffmolektile verfolgt wird. Der Quotient ausndExtinktionen bei 590 nm und 450 nm
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ist linear zu der Proteinkonzentration der Prob@4)3 Hierin begriindet sich der Vorteil
gegeniber der klassischen Bradford-Methode, beiededurch den ungebundenen, nicht

detektierten Farbstoff zu einem unerwiinschten gntedsignal kommt.

Zunéchst wurden aus der BSA-Stammldsung fur dieelinag einer Eichkurve verschiedene
Verdinnungen mit dg© (100 pg/ml bis 20 pg/ml) hergestellt. Anschlie®@urden jeweils
50 pl dieser ,Standards” und der zu quantifizieesn@roben mit 200 pl 1x Roti-Nanoquant
versetzt. Diese Reaktion wurde in Mikrotiterplat{@s-Microplatte 96 Well, GreinerBioOne)
ausgefuhrt. Nach einer kurzen Inkubation von 5 b@nRT wurde die Adsorption bei 570 nm
und 450 nm mit Hilfe eines Elisa-Readers bestimiié anschlielende Berechnung und
Auswertung der Quotienten erfolgte mit dem Microdetcel-Programm. Dabei konnten aus
der sich ergebenden Eichgeraden (Adsorptionsquotiéber Konzentration) die
Proteinkonzentrationen der Proben abgeleitet werden jedem Standard und jeder Probe
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Als n8Wert wurden 250 pl di®

verwendet.

6.8.3 Isoelektrische Fokussierung mit immobilisigen pH-Gradienten — 1. Dimension

Arbeitslésung

Rehydrierungspuffer Harnstoff 24 g
CHAPS 500 mg
0,001% Bromphenolblau
ad 50 ml dkO,

Lagerung als 2 ml Aliquots bei —20 °C,
kurz vor der Verwendung pro Aliquot 4 mg DDT und
12,5 pl Biolyte zusetzen

Die Auftrennung der Proteine in Abhangigkeit ihres®elektrischen Punktes wurde in
Anlehnung an die Methode von Gorg et al. (94) dgethhrt. In der vorliegenden Arbeit
wurden fur die isoelektrische Fokussierung IPG4ifine(17 cm Ready Strip IPG Strips, Bio-
Rad) mit einem pH-Gradienten von pH 4-7 mit Hilier PROTEAN® IEF CELL von Bio-

Rad prozessiert.

Rehydrieren
Vor der eigentlichen Fokussierung mussten die gkireten IPG-Streifen mit der

Proteinlésung rehydriert werden. In Vorbereitungss wurde ein 400 pg Protein
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entsprechendes Volumen mit Rehydrierungspuffer38@f pl erganzt. Diese Probe wurde
dann vollstandig in eine Kammer der IEF-Cell appliz Darauf wurde ein IPG-Streifen mit
der Gelseite nach unten luftblasenfrei so aufgeldass die Proteinprobe gleichmaRig unter
dem Streifen verteilt war. Daraufhin wurde das Paogn ,Passives Rehydrieren® gestartet.
Nach 30 min wurden die Streifen mit Mineralol Ulmbishtet und die Rehydrierung UN
durchgefuhrt. Am néachsten Tag wurden die Streifertex prozessiert.

Isoelektrisches Fokussieren
Die sich der Rehydratisierung anschlieBenden $ehwrden ebenfalls in der IEF-Cell
ausgefuhrt. Einleitend wurden 0,5 x 1 cm grol3eefplipier-Stiicke mit di getrankt und
Uber beide Elektroden einer Vertiefung der Fokussigskammer gelegt. Obenauf wurde
dann der mit der Proteinldsung gesattigte IPG-fetnemit der Gelseite nach unten gelegt.
Um den Streifen vor Austrocknung bzw. der Ausklisti@rung des Harnstoffes zu schiitzen,
wurde dieser mit 2 ml Mineraldl Uberschichtet. Naigm SchlieRen der Kammer wurde die
Fokussierung mit folgenden Parametern bei kongte2€’C durchgefihrt:

200 V, 30 min halten, Filterpapier wechseln;

500 V, 30 min halten, Filterpapier wechseln;

500 V —10.000 V, UN halten
Nach Beendigung der Fokussierung wurden die IP@H8itr in Alufolie eingeschlagen und

bis zur weiteren Verwendung in der SDS-PAGE béi 2@ gelagert.

6.8.4 SDS-PAGE — 2. Dimension

Arbeitsldsungen

Aquilibrierungslésung 50 mM Tris/HCI, pH 8,8
6 M Harnstoff
30% Glycerin
2% SDS

Bromphenolblau

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

10x Elektrodenpuffer (pH 8,3) Tris 30,3 ¢
Glycin 144 g
SDS 10¢g
ad 11dHO
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Aquilibrieren

Unmittelbar vor der elektrophoretischen Auftrennudeg isoelektrisch fokussierten Proteine
wurden die IPG-Streifen 2x 15 min mit Aquilibriegsidsung in speziellen Kammern
behandelt. Die Loésung des ersten Schrittes wurtbeidam 2% w/v DDT (0,5 g in 25 ml)
erganzt, wahrend in der Aquilibrierungslésung féndweiten Schritt 260 mM Jodacetamid
(0,625g in 25 ml) enthalten waren.

SDS-PAGE
Fur die Durchfuhrung der zweiten Dimension wurde diol3e Protean® II-Zelle von Bio-
Rad verwendet. Die 12%-igen Gele wurden mit denfdPsifstem von Lammli (155) ohne

Sammelgel wie in Tabelle I1I-9 zusammengefasst dsgilt.

Tab. IlI-9: Zusammensetzung der SDS-Gele fur di@D-Gelelektrophorese.

Anzahl der Gele

Trenngel 12% 4 6 8 10

Acrylamid/Bis-LOosung (37,5:1)100 m| 150 m|] 200 m 250 ml
Trenngelpuffer pH 8,8 62,5 mB3,75 m| 125 m| 156,25 ml
dest. Wasser 85 mL27,5ml 170 m| 212,5 ml
10% SDS-L6sung 25ml3,75m| 5ml 6,25 ml
Endvolumen 250 ml 375 m| 500 m 625 ml
TEMED 125yl 187,5 yll 250 p}  312,5 pl
40% APS 375 Wl 562,5 yl 750 u| 937,5 pl

Damit die fokussierten IPG-Streifen spater auf Sli2S-Gele fir die Auftrennung aufgesetzt
werden konnten, wurde die Giel3kassette nur bi® can unter den Rand befullt. Nach dem
Giel3en wurden die Gele mit 1 ml wassergesattigteButanol Uberschichtet, um die

Entstehung einer glatten Gelkante zu unterstitkemz vor der Verwendung wurde das

Butanol entfernt und die Gele mit 1x Elektrodenpufiberschichtet.

Die aquilibrierten IPG-Streifen wurden ebenfallsxin 1x Elektrodenpuffer geschwenkt und

dann luftblasenfrei auf die vertikalen Gele geleghschlieRend wurde der Uberschissige
Elektrodenpuffer abgenommen, ein mit 15 pl Marketrénktes Filterpapier (Prestained
Marker, 6-175 kDa, NEB) neben dem Streifen plataierd alles mit heiRer Agarose (0,5%
(w/v) in 1x Elektrodenpuffer) fixiert. Nach dem Easen der Agarose wurde das SDS-Gel in
die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt und digrAohung mit 16 mA pro Gel gestartet.

Nach 30 min wurde die Stromstarke auf 24 mA pro &bbht und die Auftrennung solange

fortgesetzt, bis die Bromphenol-Lauffront das Gdierreicht hatte. Die Gelkassette wurde
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daraufhin vorsichtig mit einem Spatel gedffnet udds Gel fur den Proteinnachweis

entnommen.

6.8.5 Proteinnachweis mittels kolloidaler Coomassiarbung
Arbeitslésung
Farbl6sung 10% Ammoniumsulfat
10% HPO, (85%-ig)
0,12% Coomassie B1131 Brilliant Blue G250 (Siym
ad 250 ml dbD, 1 h l6sen,
20% Ethanol, ad 1 | dB
Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennteteiie mit Coomassie visualisiert. Daflr
wurden die SDS-Gele fur 3 Tage in der Farblosursgly@enkt und anschlieZend mit gH
so lange entfarbt, bis der Gelhintergrund klar ldest Das Wasser wurde dabei mehrmals

gewechselt.

6.8.6 Auswertung

Die Auswertung der 2-D SDS-Gele wurde computergtiiézt mit Hilfe des
Bildauswertungsprogrammes PDQuest (BioRad, HerculdSA) vorgenommen. Die
wesentlichen Schritte dieser Analyse sind das Bligieren der Gele, Spoterkennung und —
quantifizierung, Gelvergleich und Datenanalyse. Hi@ Digitalisierung der Gele wurden

diese unter Verwendung des BioRad Densitometer B5géscannt.

6.9 Bestimmung def3-Galactosidaseaktivitat

Arbeitsldsungen

Z-Puffer NaHPOy*H 0 16,1 ¢
NaHPO,*H 0 5,59
KCI 0,759
MgSQ*7H,0 0,246 g
ad 11dHO

auf pH 7 einstellen; autoklavieren

oNPG (Substrat) 0,4% 2-Nitropher§db-Galactopyranosid in Z-Puffer
Lagerung bei —20 °C
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Die Bestimmung def-Galactosidaseaktivitat erfolgte in Anlehnung ars daotokoll von
Manoil (171). Diese Methode basiert auf dem Umsatan 2-NitrophenylB-D-
Galactopyranosid zu 2-Nitrophenol und D-Galactopgsad durch das EnzymB-
Galactosidase. Die Zunahme an 2-Nitrophenol kameidahotometrisch verfolgt werden und
gilt als Mal3 fur Enzymaktivitat.

Zunachst wurden 2 ml UNK der zu testenden Klonesatsifugiert (5 min, 5000 rpm, RT)
und das Pellet anschlieBend in 1 ml Z-Puffer resodiert. 100 pl dieser Zellsuspension
wurden mit Z-Puffer 1:10 verdinnt und nachfolgeis @Dsoo bestimmt. Weitere 100 ul der
Zellsuspension wurden in 2 ml Eppendorf-Reaktiofédge, in denen bereits 900 ul Z-Puffer
vorgelegt waren, uUberfuhrt. Dazu wurden zuerst P&hloroform und dann 25 ul 0,1% SDS
gemischt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde dieyematische Reaktion Uber die Zugabe
von 100 ul des Substrates gestartet. Der beginndnd®atz des Substrates zu 2-Nitrophenol
zeigte sich in einer Gelbfarbung des Gemischeswunde durch die Zugabe von 500 pl 1M
NaCOs beendet. Als Negativkontrolle wurden 100 pl Z-Btkf wie eine Probe behandelt,
mitgefuhrt. Die Zeit von der Zugabe des Substrdiss zum Abstoppen der Reaktion
(maximal 30 min) wurde als Reaktionszeit notied.falgte ein kurzer Zentrifugationsschritt
(1 min, 13.000 rpm, RT), um das Chloroform abzutem Danach wurde die OD bei 405 nm
gemessen und die Enzymaktivitat als pmol umgesetReodukt pro Minute und

Probevolumen wie folgt berechnet:

AE405 X Va

txexVpxdx ODyo

Aktivitat [umol x mint x '] =

AE40s Extinktion von 2-Nitrophenol bei 405 nm

t: Reaktionszeit [min]
d: Schichtdicke der Klvette (1 cm)
€: Extinktionskoeffizient von 2-Nitrophenol (486& Imol™* x cmi*)

Va:  Endvolumen des Ansatzes (1 ml)

Ve Probevolumen (100 pl)
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7. Phanotypische Tests

7.1  Wachstum unter verschiedenen Stress-Bedingunge

Fur die phanotypische Charakterisierung verschied®h cholerae Stdmme wurden die
Zellen diversen atypischen Wachstumsbedingungegese$zt. Dazu wurden zunéchst 50 ml
LB-Medium mit 1 ml UNK der zu testenden Stamme hgfitnwobei der UNK ein
entsprechendes Selektions-Antibiotikum zugesetatde war. Dann wurden die Zellen bei
37 °C unter Schatteln (250 rpm) bis zum Erreichen ldgarithmischen Wachstumsphase
(ODeoo~ 1) kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen demngschten Stress ausgesetzt.

Wachsen unter Salzstress — ,,Osmokurve*

Das Verhalten vorV. cholerae Stdmmen unter Salzstress wurde in einer Wachstumwesk
(,Osmokurve®) ermittelt. Um den Einfluss von Medmstandteilen auf das Wachstum zu
minimieren, wurden die Testreihen in definiertem -Mfimalmedium mit 0,2% Glucose
durchgefuhrt. Dazu wurden 100 pl einer in M9 anger@n UNK der betreffenden Stamme
in 5 ml Testmedium Uberimpft. Dieses Testmediunztsesich ebenfalls aus den M9-Salzen
zusammen, wurde aber zusatzlich mit verschiedermmzéhtrationen von NaCl (500 mM —
1000 mM) angereichert. Die Kulturen wurden dann3&i’C und 200 rpm inkubiert. Nach
24, 48 und 72 h wurde das Wachstum durch Messun@Dg, bestimmit.

Hyperosmolaritat

Hyperosmolare Bedingungen wurden in minimalen M@eBsemedium erzeugt. Dazu
wurden die Zellen zunachst in M9-Glucosemedium Aisn Erreichen einer Qfgy ~ 1
angezuchtet. AnschlieRend erfolgte die Zugabe voa Mit 4,8 M NaCl auf eine

Endkonzentration von 800 mM NacCl in die Kultur.

pH-Stress

Die Erzeugung artifizieller pH-Stress-Situationetfiolgte Uber die Zugabe von 850 mM
MES-Puffer (gel6st in LB-Medium, EndkonzentrationOlmM) in das Wachstumsmedium,
infolgedessen der pH-Wert des Mediums auf casgmd wurde.

Oxidativer Stress
Nach dem Erreichen einer @9 ~ 1 wurde die Kultur mit 30% #D,-Losung auf die

gewunschte Endkonzentration hin versetzt.
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Membran-Stress
Die Auswirkungen von Membran-Stress auf die Zelmmrden durch die Zugabe von 18%

Ethanol (v/v) zu exponentiell wachsenden Zelleresgjett.

Hitzeschock
Die Situation eines Hitzeschocks wurde dadurch kartudass die Zellen 10 min bei 47 °C

in einem Wasserbad geschwenkt wurden.

7.2 Uberlebens-Assays

In diesen Experimenten wurde dé&f. cholerae O1 El Tor Wildtyp P27459-S der
korrespondierenden rpoSDeletionsmutante  gegenubergestellt, um die jegeili
Uberlebensfahigkeit in verschiedenen Stress-Sdnati zu testen. Dazu wurden beide
Stamme wie unter 7.1 beschrieben diversen Stredsyengen ausgesetzt. Nach definierten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und durch Aittsgrlen entsprechender

Verdunnungsstufen auf Selektions-Agar (LB mit Arditkum) die Lebendzellzahl bestimmt.

Kompetetiver Langzeit-Assay

In dieser Versuchsreihe wurde das Uberleben dedtyd und derpoS-Mutante unter C-
Mangelbedingungen getestet. Um den C-Stress areaulegurden die Zellen lber einen
Zeitraum von 6 Tagen co-kultiviert. Dazu wurden rBDLB-Medium mit den UNK beider
Stamme auf jeweils eine Qg = 0,1 beimpft. Die Anzahl der tatséchlich in dessAy
eingesetzten Zellen wurde dabei als LebendzelidahlUNK tberprift. Nachfolgend wurde
im Abstand von je 24 h eine Probe enthommen undpesthende Verdinnungsstufen
ausplattiert, um die Uberlebensrate zu bestimmeie &ufgrund der Co-Kultivierung
notwendige Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mtegawurde durch die Selektion auf
Agarplatten, denen X-Gal (Endkonzentration 40 pp/migesetzt war, ermdglicht. Dabei
erschien die Mutante in blauen Kolonien, wahret gier Wildtyp (V124) weil3 darstellte.
Um diesen Assay zu etablieren, wurdenHlieoli Stamme GB123#cZ") und RH166 lacZ)

verwendet.

7.3 RpoS-Akkumulation unter Stress

Die putative Akkumulation des alternativen Sigmadak RpoS sollte in einer
Gegenuberstellung des Wildtypes P27459-S mit destregesten Wildtyp untersucht werden.
Hierzu wurden zunéchst 50 ml LB-Bouillon mit 1 mNK des Wildtyps beimpft und bis zu
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einer ORo ~ 1 bei 37 °C und 250 rpm angezichtet. Anschlideurde die Kultur halbiert.
Wahrend die eine Halfte der Kultur dem zu testen8&ess ausgesetzt wurde (vgl. 7.1),
wurde die zweite als Referenz mitgefihrt. Nach dBetzen des Stresses wurden zu
definierten Zeitpunkten von beiden Kulturen Probmrtnommen, die Gesamtzellextrakte
prapariert (vgl. 6.4) und die Menge an exprimiert&poS-Protein Uber Westernblot-
Analysen mit RpoS-spezifischen Antikdrpern detekijegl. 6.7.3).

7.4  Proteolyse-Assay

Um den Verlauf der RpoS-Degradation unter versaned Bedingungen verfolgen zu
konnen, wurden Zellen der zu testenden MutantesDiml LB-Medium bei 37 °C und 250
rpm bis zum Erreichen der exponentiellen Wachsplmase angezichtet und anschliel3end
zweigeteilt. Ein Teil der Zellen wurde unbehandstiterkultiviert, wahrend der zweiten
Halfte der Kultur Chloramphenicol (Endkonzentratib®0 pg/ml) zugesetzt wurde, um die
weitere Neusynthese von Proteinen vollstandig hibiaren. Nach 5 min Inkubation wurde
der Cm-geschockten Kultur zu bestimmten Zeitpuni®esben entnommen. Daraus wurden
die Gesamtzellextrakte (vgl. 6.3) prapariert unceimem Westernblot die RpoS-Proteolyse
mittels RpoS-spezifischer Antikorper nachgewiesagh. 6.6).

Um die RpoS-Proteolyse in Abhangigkeit von Streasanalysieren, wurden die Zellen zuerst
dem Stress ausgesetzt (vgl. 7.1) und erst danDetiektion der Proteolyse Uber die Zugabe

von Cm, wie oben beschrieben, gestartet.

7.5 Protease-Assay

Arbeitslésung

LB-Agar mit 1% Magermilch LB-Agar (Invitrogen) 61g
NacCl 250
Magermilchpulver 50

ad 500 ml Ampuwa; 20 min bei 100 °C kochen

Um die Aktivitat proteolytisch aktiver Enzyme zuteletieren, wurden LB-Agarplatten unter
Zugabe von 1% Magermilch hergestellt. Auf diesetéaseplatten wurden 20 pl UNK der zu
testenden Stamme aufgetropft und UN bei 37 °C tebrie Entstehung eines klaren Hofes
um die Auftropfstelle wurde als Mal3 fur die Akt@textrazellularer Proteasen genutzt.
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7.6  Katalasetest

Das Enzym Katalase vermittelt die Resistenz vont@&an gegenuber J@,. Die Produktion
einer aktiven Katalase wurde anhand des Umsatzs waafgetropftem 30%igen
Wasserstoffperoxid auf UN-gewachsene Plattenkuittza HO und Q bewertet. Die
Entstehung des £konnte dabei Uber Blaschenbildung visuell verfolgtrden und galt als
Malfl fur die Aktivitat der Katalase.

7.7  Glycogensynthese

Die Fahigkeit, das Speicherpolysaccharid Glycoges @ner Uberschissigen C-Quelle zu
synthetisieren, wurde unter der Verwendung von plgiétien getestet, denen 0,2% Glucose
zugesetzt wurde. Auf diese Platten wurden Tests&namsgestrichen und nach einer
Inkubation UN bei 37 °C auf die Synthese von Glyaogetestet. Dazu wurden die Kulturen
lod-Dampf ausgesetzt und die Farbanderung der Kutbeobachtet. Die Menge des

vorhandenes Glycogens wurde Uber eine zunehmerntdedraung der Zellen angezeigt.

7.8 Motilitatstests
Arbeitsldsungen
LB-Agar mit 0,3% Agar LB-Bouillon (Invitrogen) @9

Agar-Agar (Difco) 39
ad 1 |1 dHO; autoklavieren

M9-Medium mit 0,3% Agar N#dPOy*H 50 69
KH,POy 39
NaCl 059
NH,CI lg
Agar-Agar 39

ad 1 | HO; autoklavieren;

Zugabe von 1 M MgS© 1ml
0,01 M CagGl 10 ml
20% C-Quelle 10 ml

Die Motilitatsfahigkeit wurde unter Verwendung vbtotilitdtsagar nach Nielsen et al. (211)
getestet. Dieser weist im Vergleich zu normalem rAgadium mit einem Anteil von 1,6%

Agar einen deutlich verringerten Anteil von 0,3% afgauf, so dass den Bakterien das
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Schwarmen erleichtert wird. Fir den Test wurden ghsviinschten Stamme einer UN-
gewachsenen Agarkultur entnommen und in das Mislhedium eingestochen. Die
Auspragung der Motilitdt wurde bei 37 °C anhand Weéachstums um die Einstichstelle

verfolgt.

8. Computeranalysen

Im Rahmen de¥. cholerae Genomprojektes wurde im August 2000 die komplEtA-
Sequenz des Stammes O1 ElI Tor N16961 vorgestellé) (Lind zusammen mit den
annotierten ORFs unter http://www.tigr.org/tdb/afflich zuganglich gemacht.
Gentische Informationen Uber die verwendekercoli K12-Stammen wurden der Colibri-
Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/Colileritnommen.
Weitere bioinformatische Analysen wurden mit folden Programmen durchgefuhrt:
Bestimmung von Restriktionsschnittstellen in DNAg8enzen u. a. Bearbeitungen:
DNA-Strider
Uberpriifung von Primern:
Oligo 4.0s
Suche nach Protein- und DNA-Homologie:
http://tigrblast.tigr.org/cmr-blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http:://Expasy.org/cgi-bin/blast/pl
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IV ERGEBNISSE

1. Das RpoS-Protein aud/. cholerae

1991 wurde irE. coli ein Protein charakterisiert, welchem die Rolle gestralen Regulators
fur das frihe Stationarphasen-Wachstum zugesprostede (156). Demnach wird das als
,0> oder ,RpoS* bezeichnete Protein wahrend des Waahsphasen-Ubergangs induziert.
Weiterfihrende Arbeiten prasentierten RpoS zudesn ,®lasterregulator” der generellen
Stressantwort vort. coli, der die Genexpression von mindestens 10% alldieden Gene
kontrolliert (291). Die korrespondierenden Genpiddusind u. a. an der Adaptation
gegenuber C-Mangel in der stationaren Phase, Hgpwiaritat und pH-Stress beteiligt. Die
Regulation dieses RpoS-Netzwerkes unterliegt zumil Tdem Protein selbst
(Transkriptionsaktivierung, post-transkriptionaledifizierung), wird aber ebenso durch den
Proteolysefaktor RssB vermittelt (198).

Zunachst wurde mit der DNA-Sequenz dg®S-Gens ausk. coli (Referenz Colibri-
Datenbank) auf der Basis von Alignment-Analysen RpeS-Protein in/. cholerae mit 71%
Identitat als Genprodukt des Locus VC0534 idenéfiz Des Weiteren wurde mittels Blast-
Suche (3) da€. coli RssB Homolog mit 28% Identitat und 41% Ahnlichkdgm ORF
VC1050 vonV. cholerae zugeordnet. Beide Gene wurden in dem Vibrio-StaR2@459-S
Uber eine Deletionsmutation inaktiviert (vgl. 111352). Die Deletion wurde im Anschluss mit
Hilfe der Southernblot-Methode (vgl. 111-4.7) koaliiert (Daten nicht gezeigt).

1.1 Bioinformatische Analyse des RpoS-Proteins

DasrpoS-Gen ausV. cholerae ist 1008 bp lang und umfasst somit 335 AS. Eserbdiir ein
38,5 kDa grof3es Protein, dessen theoretischer pi-iée 4,36 liegt. Das Genprodukt ist wie
in E. coli als RNA-Polymerase Sigmafaktor annotiert und Ubemt hypothetisch eine
Funktion bei der Anpassung des Bakteriums an atjpidymweltbedingungen. Die weitere
Analyse des RpoS-Proteins mit Hilfe der TIGR-Datmb ergab fur die AS 119-132
dementsprechend eine potentielle Polymerase-CaréeBomane. Weiterhin konnte den AS
289-308 ein H-T-H Motiv als DNA-Bindedoméane zugewetiwerden.

Unter Verwendung der ExPAsy-Datenbank wurde femiae Blast-Analyse durchgefihrt,

welche die Homologie deg. cholerae RpoS zu zahlreicheo™Faktoren aus anderafibrio-
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Spezies aufdeckte, u. ¥. anguillarum (86% Identitat),V. alginolyticus (83% ldentitat),V.
harveyi (83% Identitat)V. vulnificus (81% Identitat zu VV2808)Y. parahaemolyticus (80%
Identitdat zu VP2553). Der hohe Grad der Identitaticht fir eine weit verbreitete
Konservierung des RpoS-Proteins innerhalb der @gftlibrio. Daneben zeigten sich auch
Homologien zu RNA-Polymerase-Sigmafaktoren andeBekterien-Spezies, z. B. 73%
Identitat zu PBPRA3071Photobacterium profundum) und GKOPRF_B2434K(ebsiella
pneumoniae) sowie 71% Identitdt zu SDY_2940Sh{gella dysenteriae). Aus diesen
Ergebnissen wird die weite Verbreitung und damie dRelevanz eines generellen

Stressregulators in vielen Bakterien ersichtlich.

1.2  Aufreinigung desV. choleraeRpoSals rekombinantes Protein mit N-terminalem

HisTag

In Vorbereitung fur die geplanten Analysen wurdenachst spezifische AntikGper gegen das
RpoS-Protein au¥. cholerae produziert. Zu diesem Zweck wurde das Expressiasepd
PQE30rpoS generiert (vgl. 111-4.8.3). Die Expression des {gestaggten RpoS-Proteins wurde
anschlieBend in XL1-Zellen mit dem placlQ-Repregksmmid tber IPTG induziert (vgl. IlI-
6.1). Um day/. cholerae RpoS aus dem Gesamtproteinextraktklesoli Zellen abtrennen zu
kénnen, wurde dieser Uber Protino®-Ni 1000 Saulemgexeinigt (vgl. 111-6.2). Jeder
Aufreinigungsschritt wurde dabei in Bezug auf seiReinheitsgrad in einer Coomassie-SDS-
PAGE (vgl. 11I-6.5) sowie im Westernblotverfahrentmnti-HisTag-Antikorpern (vgl. 1lI-
6.7) analysiert (Abb. IV-1).

Die Westernblot-Analyse der Aufreinigung zeigtesslaie apparente molekulare Masse des
RpoS-Proteins voN. cholerae infolge der Fusion mit einem N-terminalen HisTad ea. 47,5
kDa (theoretisch 38,5 kDa) erhéht wurde. AulRerdestits sich heraus, dass ein Grolf3teil des
aufgetragenen Proteins nicht an die Saule gebuinakta (Abb. IV-1, Bahn 2). Diese Fraktion
wurde nachfolgend erneut Uber die gleiche Sauleimigt. Uber die verbliebene, einzelne
Bande der jeweiligen Elutionsschritte (Abb. IV-1alh 5, 6, 7) konnte der Erfolg der
Aufreinigung nachgewiesen werden. Nach der Aufgeing wurde das HisTag RpoS-Protein
entsalzt und konzentriert (vgl. 111-6.3). 3x 1 mgsdgeséauberten Proteins in einem Volumen
von jeweils 500 pl wurden verwendet, um ein Kanercistufenweise zu immunisieren. Die
Immunisierung wurde von der Firma ImunoGlobe (Hinstalt) Ubernommen. Das
resultierende Antikorper-haltige Serum wurde daimndie Detektion de¥. cholerae RpoS

verwendet.
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Abb. IV-1: HisTag-Affinitats-Aufreinigung des V. choleraeRpoS aus dem Gesamtproteinextrakt vork.

coli XL1-Blue Zellen. Von jedem Aufreinigungsschritt wurden jeweils 10Rxbbe in einem 15%-igem SDS-Gel
aufgetrennt und da¥. cholerae RpoS anschlieBend mit A) Coomassie bzw. B) AnsiHig-Antikbrpern
visualisiert. 1) Probe nach dem Zellaufschluss; SJulendurchfluss nach dem Binden des Proteins; 3)
Waschschritt 1; 4) Waschschritt 2; 5) Elutionssitiri 6) Elutionsschritt 2; 7) Elutionsschritt 3.

Um die Qualitat der produzierten RpoS-Antikérper ioerprifen, wurde das Serum im
Westernblotverfahren (vgl. 111-6.7.3) mit den Gesaetlextrakten des Wildtyps P27459-S und
der korrespondierendenpoS-Deletionsmutante getestet. Die Kontrolle ergab enelder

erwarteten 47,5 kDa groRen-spezifischen Bande im Wildtypextrakt weitere Bamdaie in

beiden verwendeten Gesamtzellextrakten auftratesrmvtlich handelt es sich dabei um
unspezifische Nebenbanden, die auf unerwinschteuzkeaktionen mit dem Serum
zurtckzufihren sind (Abb. 1V-2). In den nachfolgendWesternblot-Analysen wurden diese

Banden als interne Referenzen fir die aufgetragBneteinquantitaten verwendet.

kDa
175|—
83 [—
e, s | &
62 [=—| e e | x ]
Rpo¢
47,5 — | AL
32,5|—
25 [—
Abb. 1V-2: Qualitatskontrolle des RpoS-Antiserums
16,5 — unter Verwendung verschiedener Gesamtzellextrakte
Wt ArpoS Der Pfeil kennzeichnet diec®-spezifische Bands
*Unspezifische Nebenbanden.

86



ERGEBNISSE

2. Akkumulation von RpoS in verschiedenen Stresssituainen

Entsprechenden Untersuchungen zufolge akkumulipdSRin E. coli Zellen, wenn diese
spezifischem Stress ausgesetzt werden (111). Urpadentielle Anreicherung von RpoS in
unterschiedlichen Stress-Situationen¥Wicholerae zu untersuchen, wurden der Wildtyp und
die korrespondierendessB-Deletionsmutante im Hinblick auf die jeweilige Rp&xpression
analysiert. Als Grundlage fir dé. cholerae Ergebnisse wurden parallel Testreihen mit der

homologerE. coli Mutante verwendet.

2.1 Stationdrphasen-induzierte C-Mangel-Bedingungen

Exponentielles Zellwachstum bedingt u. a. die zameide Konkurrenz der Bakterien um die
vorhandenen Nahrstoffe, wodurch in Abhangigkeit deltzahl der Eintritt in die stationare
Phase gefordert wird. 1B. coli wurde RpoS als Stationarphasen-induzierter Strgakator
beschrieben (156), der in diesem Zusammenhangyilithé&e von mindestens 16 Proteinen
aktiviert. Dementsprechend wurde zunachst getedtadje Expression das cholerae RpoS-
Proteins ebenfalls Stationarphasen-abhangig istu Dairden entlang einer Wachstumskurve
fur den Wildtyp in LB-Medium nach dem Erreichen &irODso0 ~ 0,5 in Abstdnden von
jeweils 30 min Proben entnommen. Daraus wurde dma@tzellextrakt prapariert (vgl. lll-
6.4) und die Akkumulation von RpoS unter Verwendudeg Westernblot-Methode (vgl. IlI-
6.7.3) analysiert.

Dabei zeigte sich, dass das RpoS-Protein bereimxponentiell wachsende.. cholerae
Zellen ab einer OB ~ 1, also in der frihen log-Phase, nachgewiesedemekonnte (Abb.
IV-3). Bis zum Zeitpunkt 4,5 h (Odg ~ 2) wurde mit zunehmendem Zellwachstum auch ein
Anstieg des RpoS-Levels nachgewiesen. Danach wwode der weiter ansteigenden OD-
Werte keine Zunahme der RpoS-Menge bis zum AbbderhWachstumskurve nach 8 h
(ODeoo ~ 4) beobachtet.

Dahingegen konnte das RpoS-Protein in den eberdelisstetere. coli Zellen erst beim
Ubergang zur Stationarphase (8- 2,5) detektiert werden (Abb. IV-3B). Danach waitns
zum Abbruch der Wachstumskurve (6B~ 3,5) eine stetig zunehmende Konzentration des

alternativen Sigmafaktors nachgewiesen.

Uber den gleichen experimentellen Ansatz wurde \d&steren getestet, ob der putative
Proteolyse-Targetingfaktor RssB adscholerae einen zuE. coli analogen Einfluss auf die

Stabilitat des RpoS-Proteins hat (siehe auch IVi3.2nfolgedessen wurden die jeweiligen
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rssB-Mutanten ebenfalls bezuglich ihres RpoS-Levelslyaiert. Wie fur dieE. coli rssB-
Mutante erwartet (198), zeigte sich in den kritssthPhasen eine zunehmende Akkumulation
des RpoS-Proteins (Abb. 1V-3B). Im Gegensatz d&feh sich fur di@/. cholerae Zellen
vergleichbare Mengen an RpoS fir Wildtyp und Mutaentlang der Wachstumskurve

nachweisen.
4,5
4] A
3,54
o2 m Ol
S 257 O Ol1ArssB
o 2- A MC4100
1,5 A MC4100rssB::Tn10
1 4
0,54
0 :
0 1 2 3 4 5 6 7 8

B|1 2|1 2|1 2|1 2|1 2|1 211 2|1 2

B aneve. | o anuse | e et | s ] s ] e il
- . -

V. cholerae RpoS

E. coli RpoS

2,5h 3h 3,5h 4 h 4,5h 5h 55h 6h

Abb. IV-3: Expression von RpoS inV. cholerae und E. coli in verschiedenen Wachstumsphasend)
Wachstumskurven fur Wildtyp und entsprechenssB-Mutante (QuadrateV. cholerae; Dreiecke:E. coli), B)
Westernblotanalyse von GZE entlang der Wachsturmskmit stammspezifischen RpoS-Antikdrpern. Es warde
jeweils 7,5 pl jeder Probe in 15% SDS Gelen auégeit. 1) Wildtyp; 2)rssB-Mutante.

2.2  Weitere Stress-Bedingungen

Neben C-Mangel-Bedingungen wurden die Auswirkungen Hyperosmolaritat, pH-Stress,
oxidativen Stress, Hitzeschock und Membranstre$sdas Protein-Level des Sigmafaktors
getestet. Dazu wurden die Zellen wie unter lllHgebchrieben zunéchst der jeweiligen Stress-
Situation ausgesetzt. Nach definierten Zeitpunktarde der Gesamtzellextrakt prapariert und
anschlieBend die Menge an RpoS mvit cholerae RpoS-spezifischen Antikdrpern in

Westernblot-Analysen bestimmit.
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Fur jede der getesteten Stress-Situationen regréagensich ein nahezu vergleichbares
Akkumulationsverhalten fiio® Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen konneéné

signifikante Erh6hung der intrazellularen RpoS-Kemization in den gestressten Zellen
nachgewiesen werden (Abb. IV-4). Auf der andereiteSiel3 sich aber auch keine Abnahme
der Bandenintensitat wahrend des dokumentiertetmaZiens detektieren. Diese Beobachtung

indiziert die Stabilitat des Sigmafaktors untereSs:.

A) Hitzeschock RpoS
_—T e P e e e i aot. | ————

B) Oxidativer Stres
RpoS

0 mir 10 mir 30 mir 60 mir 120 mir

Abb. IV-4: Zeitabhangige RpoS-Akkumulation im O1 El Tor Wildtyp P27459-S unter verschiedenen
Stress-Bedingungen.A) Der oxidative Stress wurde Uber die Zugabe von 88 kO, zu exponentiell
wachsenden Zellen simuliert. B) Die Hitzeschock-&xmente wurden bei 47 °C fur 10 min durchgefiiRach
der Stress-Induktion wurden die GZE zu definier#mitpunkten prapariert und die RpoS-Akkumulation in
Westernblot-Analysen unter Verwendung RpoS-spetiéis Antikorper nachgewiesen. K) Kontrolles)
Gestresster Wildtyp.

Um die Beteiligung des putativen Proteolysefaki@ssB an der beobachteten Stabilitat zu
testen, wurde dierssB-Deletionsmutante ebenfalls hinsichtlich der Rpd&umulation
untersucht. Doch im Gegensatz zu den vorangegangémeerimenten divergierte die
Wildtyp-Situation von den Ergebnissen, die fur dssB-Mutante erzielt wurden: In der
Gegenuberstellung mit dem Wildtyp wurde hier umiten getesteten Stress-Bedingungen ein
Anstieg in der RpoS-Konzentration detektiert (ABH5).

Insgesamt betrachtet scheint das RpoS-Proteirivacholerae nicht in dem Mal3e an den
Stress-Adaptationsvorgangen beteiligt zu sein, @geftr E. coli beschrieben wird (111).
Dessen ungeachtet verweisen die Ergebnisse auflefiritive Beteiligung des putativen

Proteolysefaktors RssB in der Regulation der imdital&iren RpoS-Konzentration.
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Abb. IV-5: Westernblot-Analyse des RpoS-Levels in Wdtyp (Wt) und rssB-Mutante (M) des V. cholerae

O1 El Tor Stammes P27459-S in verschiedenen StreSguationen. A) Der pH-Wert wurde durch Zugabe
von 170 mM MES-Puffer in das Wachstumsmedium abfgesenkt. B) Der Einfluss von oxidativem Streds au
das RpoS-Level wurde durch die Anwesenheit von b IO, im Wachstumsmedium getestet. Dargestellt
sind Gesamtzellextrakte, die zu definierten Zeifggen nach dem Induzieren des Stress prapariertamureir
den Immunoblot wurden jeweils 7,5 pl der GZE in 19WS-Gelen aufgetrennt. K) Unbehandelte Probe zu
verschiedenen Zeitpunkten.

Aus diesem Grund stand die Aufklarung des Regulatieechanismus fur di€. cholerae

RpoS-Proteolyse im Mittelpunkt der folgenden Untelraingen.

3. Post-translationale Kontrolle des RpoS-Proteins iV. cholerae

Die Expression des alternativen Sigmafaktors Rpo8 wv E. coli nachweislich beim Eintritt
der bakteriellen Zellen in die Stationarphase odeter diversen, stress-assoziierten
Wachstumsbedingungen induziert (107). Die Aktivitldr RpoS-abhangigen Promotoren
wird dabei hauptsachlich Uber die zellulare Konedidn des Proteins kontrolliert. Die
Regulation der RpoS-Expression kann dabei auf jedeoretisch mdglichen Ebene der
Proteinsynthese stattfinden (Abb. 1I-5, 111). Besor effektiv wird die intrazellulare
Konzentration des Proteins dabei durch regulier@e®lyse beeinflusst: Unter normalen
Bedingungen ist der alternative Sigmafaktor mieeidalbwertszeit unter 2 min sehr instabil.
Dahingegen verlangert sich die Lebensdauer degiRsocauf 30 min, wenn die Zellen Stress
ausgesetzt werden. Die Verantwortung fur den rapidevivo-Abbau wurde der ClpXP-
Protease zugesprochen (249). Des Weiteren wurdeagior identifiziert, dec® der Protease
zufiihrt. Nullmutationen im Gen des als ,RssB* bzBprE“ bezeichneten Faktors flhrten
demnach zu einer Stabilisierung des RpoS-ProteiAsdererseits resultierte die
Uberproduktion von RssB in einem beschleunigtengRpbbau, selbst in der Stationarphase
(198, 227).
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3.1 RpoS-Proteolyse irV. choleraeunter verschiedenen Wachstumsbedingungen

Aus den vorangegangenen Experimenten, welche desmiationsverhalten voo®in V.
cholerae beinhalteten, geht hervor, dass die intrazellukioezentration des Proteins reguliert
wird. Um zunachst einen Einblick in die post-tratisinalen Kontrollmechanismen zu
gewinnen, wurde ein Proteolyse-Assay etabliert.uDamrde der O1 El ToWibrio-Stamm
P27459-S bis in seine mittlere logarithmische Waghsphase (O8o ~1) in LB-Medium
kultiviert. Die Synthese des alternativen Sigmadektin diesem frihen Wachstumsstadium
konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden.(Wgt2.1). Die putative Degradation sollte
anschlieBend durch der Zugabe des Proteinsynthégagtors Chloramphenicol (Cm,
Endkonzentration 100 pg/ml) aufgedeckt werden. Uem &erlauf der RpoS-Proteolyse
anschlieBend verfolgen zu kénnen, wurden Probeektdivor der Induktion sowie zu
definierten Zeitpunkten nach der Cm-Zugabe entnomnie Gesamtzellextrakte wurden
anschlie3end mittels Westernblot-Verfahren (v@gi6IV.3) in Hinblick auf ihre RpoS-Menge
verglichen.

kDa
175 [=—
83 |—
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Abb. IV-6: Die RpoS-Proteolyse inV. cholerae Dargestellt sind Gesamtzellextrakte des Wildtypg523-S,

die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugale Giam zu exponentiell wachsenden Zellen prapariert
wurden. AnschlieBend wurde die Menge des RpoS-Rsoi@ einem Immunoblot miV. cholerae RpoS-
spezifischen Antikérpern detektiert. 1) Kontrolfg;t 2) 1 min nach Cm-Zugabe; 3) 5 min nach Cm-Zugdbe;
15 min nach Cm-Zugabe; 5) 30 min nach Cm-Zugabe6®)min nach Cm-Zugabe; 7) Kontrollg t.; *
Unspezifische Nebenbanden aufgrund von Kreuzremdaionit dem RpoS-Serum (siehe auch Abb. IV-2).

Die vermutete Degradation sollte sich in der allfichhverschwindenderm®-spezifischen

Bande wiederspiegeln. Wie dementsprechend zu ewawtar, nahm die Menge an
nachweisbarem RpoS nach der Zugabe des Proteiesgathhibitors im Laufe der erfassten
Zeit ab (Abb. IV-6). Dahingegen wurde in der unbedelten Kontrolle nach 60 min eine
deutlich erhdhte RpoS-Konzentration detektiert. tem beobachteten Effekt tatsachlich auf
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die Degradation zurlckfihren zu kodnnen, wurde dieftrinnung anndhernd gleicher
Proteinmengen anhand der unspezifischen, aberchgnsHintergrundbanden (vgl. Abb. IV-
2) Uberprift. Diese interne Referenz findet ebémfah den folgenden Abbildungen

Anwendung, wird jedoch nicht mehr explizit erwéhnt.

In diesem Zusammenhang wurde aul3erdem untersuxberoAbbau des RpoS-Proteins von
der Wachstumsphase beeinflusst wird. Zu diesem Kwecden Wildtyp-Zellen der spaten
Stationarphase (Qy ~ 3) ebenfalls mit Cm behandelt und anschlieReadPdoteolyse des
alternativen Sigmafaktors wie bereits beschriebamgestellt. Der resultierende Westernblot
zeigte einen &hnlich zeitabhéngigen Verlauf d&Proteolyse wie fir die Zellen der
logarithmischen Wachstumsphase (Abb. IV-7A). Obwaét Einfluss der Wachstumsphase
auf die RpoS-Proteolyse nicht nachgewiesen werdemtle, ergab sich auf der Basis einer
visuellen Beurteilung der Abbau-Sequenzen in bei@ieperimenten eine Halbwertzeit von

ca. 5 min fur den alternativen Sigmafaktor.

— — — —
. — c— D S .
A) Stationarphas ; RpoS
RN, . w— m—— | —
At e a5
B) pH-Stress fom— RpoS
<A, . A Ry S
1 2 3 4 5 6 7

Abb. IV-7: Die RpoS-Proteolyse imV. choleraeStamm P27459-S unter verschiedenen Bedingungef)

Die Zellen wurden bis in ihre spéate Stationarphase 16h) kultiviert, bevor die Proteolyse induzieurde. B)

Fir exponentiell wachsende P27459-S -Zellen 9B 1) wurde der pH-Wert des Wachstumsmediums LB
durch die Zugabe von 170 mM MES-Puffer auf ~5 afmgt. 30 min nach der Stress-Induktion wurden die
Zellen mit 100 pg/ml Cm behandelt und Proben zwsalgedenen Zeitpunkten entnommen. Jeweils 12 pl der
GZE wurden in 12% SDS-Gelen aufgetrennt und die déean RpoS-Protein mittels Westernblot detektiert;
Kontrolle tmin; 2) 1 min nach Cm-Zugabe; 3) 5 min nach Cm-Zugddel5 min nach Cm-Zugabe; 5) 30 min
nach Cm-Zugabe; 6) 60 min nach Cm-Zugabe; 7) Kdattg min

Uber den gleichen experimentellen Ansatz wurde ‘erlauf der o™-Proteolyse unter

weiteren atypischen Wachstumsbedingungen analy§latiei wurde fir jede der getesteten
Stress-Situationen (oxidativer Stress, Hitzeschqtk;Stress, Membranstress; vgl. IlI-7.2)
das gleiche Ergebnis erzielt: Unabhéngig davon,cherh Stress die Zellen ausgesetzt
wurden, blieb die intrazellulare Konzentration d@soS-Proteins tUber den dokumentierten

Zeitraum hinweg stabil (Abb. IV-7B).
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3.2 Komponenten der regulierten RpoS-Degradation itV. cholerae

3.2.1 Der Proteolyse-, Targeting“-Faktor RssB

Die Beteiligung des RssB-Proteins am Abbau d&iFaktors wurde bereits fiir einige
Bakterien beschrieben (4, 12, 198, 227). Demnactotigt die ClpXP-abhdngige RpoS-
Degradation diesen spezifischen Faktor, welcher Sabstratc® erkennt, bindet und

schlief3lich der Protease zufiihrt (301, 198). Désisdldie zellulare Konzentration von RssB

einer der limitierenden Faktoren fiir dig-Proteolyseratén vivo (230).
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Abb. 1V-8: Vergleich der RssB-Proteine ausV. choleraeund E. coli. Das Alignment wurde mit der Matrix
Blosum 62 des ,Bio Edit Sequence Alignment Editerstellt. Schwarz hervorgehobene AS sind in beiden
Proteinen identisch, grau unterlegte AS geben Aimalichkeit von mindestens 60% an. Rot gekennzeitdin
AS reprasentieren wichtige Funktionen des Resp®espHators: D58 — Phosphorylierung, * Helix 4 der
Empfangerdomane.

Die Gegenuberstellung der jeweiligen Proteinseqaierezrgab fir da¥. cholerae RpoS das
fur die RssB-Erkennung notwendige ,Turnover Elerfeat der gleichen Position (siehe
Anhang Abb. VII-1). Davon ausgehend wurde dascoli RssB-Homolog inV. cholerae

naher charakterisiert: Das 1107 bp umfassende Geuktrdes Locus VC1050 codiert fur ein
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41,3 kDa grofl3es Protein mit einem theoretischeropl4,8. Das Leseraster ist als Response-
Regulator annotiert (106) und weist Homologien Rubteinebene zu Zwei-Komponenten
Response-Regulatoren andevéirio Spezies auf, darunter VP2183 augparahaemolyticus
(54% Identitat)oder VV1_1999 ausV. vulnificus (52% Identitat). Dahingegen besteht eine
Homologie zu dem RssB-Protein aks coli nur mit 28% Identitdt. Dennoch zeigte ein
Vergleich dieser beiden Proteinsequenzen (Abb.)IVd8ss die Empfanger-Doméne dés
cholerae Homologs in der Helix 4 eine hohe Identitat zu &quenz de&. coli RssB
aufweist. Damit besitzt das RssB ausholerae eine zuE. coli vergleichbare Input-Doméne,
was wiederum fir eine Bindefahigkeit zu RpoS spriElahingegen unterscheiden sich die C-
Termini der beiden RssB-Proteine voneinander. Di8sgeich ist inE. coli jedoch flr die
eigentliche Degradation des-Faktors nach der Bildung des RssB-RpoS-ClpXP-Kenxsgs
von Bedeutung (pers. Mitteilung E. Klauck).

In den vorangegangenen Experimenten deutete sichitdaler Einfluss des putativen
Targetingfaktors auf die Stabilitdt des alternatid&@gmafaktors irv. cholerae an (vgl. IV-2).
Um nun die definitive Beteiligung an der RpoS-Dejgiiion nachweisen zu kénnen, wurde
der bereits fur den Wildtyp angewandte Proteolyseak (vgl. 1lI-7.4) far die
korrespondierendessB-Deletionsmutante durchgefuhrt. Der Verlauf der 8izegradation
wurde anschliel3end unter Verwendung der WesterMbddhode dargestellt (Abb. 1V-9).
Dabei wurde fiur jede zeitabhangige Probe annahdiendleiche Menge an RpoS detektiert.
Da diese Stabilitat des Sigmafaktors im Wildtyp enntlen gleichen Bedingungen nicht
beobachtet wurde (vgl. Abb. 1V-6), ist davon aushen, dass dassB-Genprodukt de facto
an der RpoS-Proteolyse beteiligt ist.

RpoS

Abb. IV-9: RpoS-Proteolyse in der ArssB-Mutante des Vibrio cholerae Stamms P27459-S. Nach der
Induktion der Proteolyse durch die Zugabe von Cmden Proben zu verschiedenen Zeitpunkten enthommen.
Jeweils 12 pl der GZE wurden in 12% SDS-Gelen dtdget und das RpoS-Protein mittels Westernblot
nachgewiesen 1) 4% 2) 1 min nach Cm-Zugabe; 3) 5 min nach Cm-Zugdpéd5 min nach Cm-Zugabe; 5) 30
min nach Cm-Zugabe; 6) 60 min nach Cm-Zugabe; fjtkodle o min
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3.2.2 lIdentifizierung der RpoS-degradierenden Protease

In E. coli wird die Degradation des alternativenFaktors durch die ATP-abhangige ClpXP-
Protease katalysiert (301). Dieser Protease-Kompésteht aus der ATP-hydrolisierenden
Untereinheit ClpX sowie der proteolytischen ClpPrakKmonenten. Schweder et al. konnten
1996 zeigen (249), dass unabhangige Mutationen loeden Gene jeweils in der
Stabilisierung des alternativen Sigmafaktors res@h. Dariber hinaus kann die ClpP-
Peptidase neben ClpX auch mit der ATPase CIpA @ssez (251). Bisher wurde jedoch
noch kein Zusammenhang zwischen dem CIpAP-Komplexl uler RpoS-Proteolyse
beschrieben.

Uber die Initiation der RpoS-Proteolyse irE. coli ist bekannt, dass eine
Konformationsanderung des>-Faktors nach dem Binden des Targetingfaktors Risi
Angriff des ClpXP-Protease-Komplexes ermdglicht Y260bwohl der Einfluss de¥.
cholerae RssB auf die Stabilitat von RpoS eindeutig nachgsen werden konnte (vgl. V-
3.2.1), unterscheidet sich der Targetingfaktor é@mdBereich von seiner. coli Homolog,
der fur die Konformationsanderung bedeutend isthgsiAbb. 1V-8, pers. Mitteilung E.
Klauck). Demnach wére es mdglich, dass\detholerae ClpXP-Komplex nicht als Protease
fur RpoS agiert.

Die den ClpP (VC1922) und ClpX (VC1921) zugehdrigecholerae Gen-Loci bilden wie in

E. coli ein Operon. Neben CIpXP und ClpAP werdenMncholerae als weitere ATP-
abhangige Proteasen die Genprodukte der Loci VG1922675 und VC0637 beschrieben
(106). Die als Lon, HsIVU und FtsH annotierten Besten wurden ebenfalls bezuglich ihres

putativen Einflusses auf die intrazellulare RpoSikentration getestet.

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die Ina&tivng der einzelnen Protease-Gene auf
die Stabilitat von RpoS auswirkt. Dazu wurden digsprechenden Protease-Gene zunachst
Uber eine Insertionsmutation (vgl. 111-5.3.1) inizlért und die resultierenden Knockout-
Mutanten anschlie3end im Proteolyse-Assay (vgi7 W) getestet.

Die Auswertung der jeweiligen Westernblot-Analysengab eine wildtypische RpoS-
Proteolyse (vgl. Abb. IV-6) fur die Mutanten derl¥d- und FtsH-Protease, sowie fir die
ATPase Untereinheit ClpA des Clp-Komplexes (Datéchingezeigt). Damit konnte eine
Beteiligung dieser Faktoren an der RpoS-Regulailmer Degradation, so wie sie hier getestet
wurde, ausgeschlossen werden.

Dahingegen prasentierte sich fur die einzelnen Metades ClpXP-Komplexes sowie fir die
Lon-Protease folgendes Ergebnis: Sowohl indjelP- als auch in declpX-Mutante wurde

nach der Induktion des Proteolyse-Assays die $#bdes alternativen Sigmafaktors tber
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den getesteten Zeitraum hinweg nachgewiesen (AB0); die jeweilige Inaktivierung von
ClpP und ClIpX verlangerte die Lebensdauer von RpoS inrgeh zum Wildtyp
malf3geblich. Damit konnte zum ersten Mal gezeigtderer dass da¥. cholerae RpoS ein
Substrat der ClpXP-Protease ist.

A) Wt
RpoS
g —
B) clpX ‘ o RpoS
eSS < SR S I e
— s — - G S
C) ClpP * e T3 RpOS
s S . e . s s, | ———
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Abb. IV-10: Proteolyse-Assay verschiedener Proteadasertionsmutanten. Dargestellt sind die Westernblot-
Analysen zum Nachweis der RpoS-Menge von GZE, dierterschiedlichen Zeitpunkten nach der Zugabe von
Cm zu exponentiell wachsenden Zellen der MutantgnWAldtyp P27459-S; B) P27459-8pX::;pGP; C)
P27459-XpP::pGP; D) P27459-%n::pGP; E) P27459/&ssB lon::pGP prapariert wurden. 1)k 2) 1 min
nach Cm-Zugabe; 3) 5 min nach Cm-Zugabe; 4) 15mach Cm-Zugabe; 5) 30 min nach Cm-Zugabe; 6) 60
min nach Cm-Zugabe; 7) Kontrollg tmn

Besonders interessant erscheint der EffektldeiMutation auf die RpoS-Proteolyse. Hier
konnte bereits 1 min nach der Zugabe des Protetimsye-Inhibitors Chloramphenicol kein
RpoS mehr detektiert werden (Abb. 1V-10D). Daranflwurde das Experiment mit der
Deletionsmutante de®n-Gens wiederholt. Dabei wurde das vormals beobgelEegebnis
erneut erzielt. Es scheint, dass die Lon-Proteasder post-translationalen Kontrolle des
RpoS-Proteins involviert ist, obwohl sie den Sigakadr nicht direkt angreift. Vielmehr ist
der beschleunigten RpoS-Degradationlon-Hintergrund zu entnehmen, dass die Protease
einen noch unbekannten Faktor reguliert, welchedeium die Proteolyse direkt beeinflusst.
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Die ClpXP-vermittelte o>-Proteolyse ist auf die Beteiligung des Targetiktyfes RssB
angewiesen. (vgl. IV-3.2.1). Um einen mdglichenflass von RssB ebenso auf die Lon-
bedingte RpoS-Regulation zu untersuchen, wurdeDippelmutante QArssB lon::pGP
generiert und im Proteolyse-Assay getestet. Diewknsing ergab keine erkennbaoé-
Degradation (Abb. IV-10E). Diese Beobachtung spradffir, dass die Lon-bedingte RpoS-
Regulation dem RssB-kontrollierten Abbau untergaetdst.

Zusammenfassend konnte den Ergebnissen der Prdedfsays in Bezug auf Lon
entnommen werden, dass das bisher noch unbekamfistr& der Protease die RpoS-

Degradation verstarkt, fir diese Funktion aber Resitigt wird.

3.2.3 Die Sensor-Histidinkinase FexB

Der N-Terminus des Targetingfaktors RssB weist Hiogiien zur Familie der Response-
Regulatoren auf. Deshalb wird davon ausgegangess &ssB durch Phosphorylierung
aktiviert werden kann. In diesem Zusammenhang wurde E. coli als RssB-
phosphorylierender Interaktionspartner die Sensstidih Kinase ArcB charakterisiert (188).
Demnach akkumuliert das RpoS-Protein in der entsygrede Knockout-Mutante in grol3eren
Mengen, als unter den gleichen Bedingungen funtlgdtyp beobachtet werden konnte.

In V. cholerae wurde alsarcB-Homolog der als FexB annotierte ORF VC2369 idenéft
(106). Das 446 Aminosauren umfassende Protein 36t Identitat und 73% Ahnlichkeit zu
der Sensor-Histidinkinase ArcB alis coli. Um die putative Beteiligung von FexB an der
RpoS-Proteolyse zu untersuchen, wurde eine Inssriatante fur das Gen generiert und
diese in dem etablierten Proteolyse-Assay get€stgt IlI-7.4). Dabei wurde eine dem
Wildtyp vergleichbare RpoS-Degradation beobachtBatén nicht gezeigt). Da die
Inaktivierung von FexB nicht zu der erwarteten 8isibrung des RpoS-Proteins fuhrte, ist
die Beteiligung dieser Kinase an der Regulation 8egmafaktors unter den getesteten

Bedingungen auszuschliel3en.

3.2.4 Komplementationsstudien mit ClpXt: ©"und Rssg "

Die bisherigen Ergebnisse deuten an, dass fur as¢-tpanslationale Kontrolle des RpoS-
Proteins durch Degradation W cholerae im wesentlichen die gleichen Prozesse ablaufen,
wie sie auch fUE. coli postuliert werden (301): Der Proteolyse-Targethgr RssB erkennt
o° und fiihrt es der degradierenden Protease ClpXBDiruGegeniiberstellung der einzelnen
Interaktionspartner ergab dabei bemerkenswerte dilistimmungen zwische¥. cholerae

undE. coli und wird im Folgenden nochmals kurz zusammengefamdRpoS-Protein beider
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Spezies ist das fur die Bindung des RssB-Faktotsvamalige Turnover-Element an der
gleichen Position (K173) vertreten. Aul3erdem sieil® RssB-Proteine in dem Bereich, der
fur die Bindung des RpoS verantwortlich ist, nahatantisch. Allerdings unterscheiden sie
sich in der Aminosdure-Sequenz, der eine FunktiorBézug auf den ClpXP-bedingten
Abbau zugeordnet wird. Die Reihe der Ubereinstimgainwird durch den ausgepragten
Homologiegrad fur die Komponenten der ClpXP-Prateamt 84% Identitat fur ClpX bzw.
79% Identitat fur ClpP vervollstandigt.

Auf der Basis dieser Konsense entwickelte sich Flieage, ob das RpoS-Protein aus
cholerae durch Komponenten dds. coli Systems gleichermalR3en degradiert werden kann.
Aus diesem Grund wurden in die Knockout-Mutantes decholerae RssB- bzw. ClpX-
Faktors die korrespondierendEncoli Proteine mit Hilfe der Expressionsplasmide pBAD18-
KanrssB bzw. pBAD3ZlpX unter der Kontrolle eines Arabinose-abhangigenniétors
exprimiert (vgl. 11I-5.2). Die resultierenden Kan(P2745@rssB E.c. rssB) bzw. Cnt
(P27452lpX::pGP E.c.clpX) Transformanten wurden anschlieRend auf die Espesdes
jeweils speziesfremden Proteins getestet. Die ®getlies. coli RssB in dew. cholerae
Mutante P27458rssB wurde dabei Gber RssB-spezifische Antikdrper uedRdoduktion von
ClpXE @'in der Mutante P27458pX mit Hilfe von Anti-HisTag-Antikorpern kontrolliertn
beiden Fallen konnte die Expression &ercoli Proteine in der entsprechendéncholerae
Mutante nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Nachdem die Synthese der jeweils speziesfremdeteiReoinV. cholerae bestétigt werden
konnte, wurde Uberprift, ob d&s coli RssB in der Lage ist, die RpoS-DegradatiorVin
cholerae zu initieren. Dazu wurde die Proteolyse in derw&senheit von Arabinose
(Endkonzentration 0,1 mM) in exponentiellen Zellder Mutante P274%9ssB E.c. rssB
induziert (vgl. 1lI-7.4) und die Konzentration deé cholerae RpoS zu verschiedenen
Zeitpunkten dokumentiert. GleichermalRen wurde ditafive Funktion deiE. coli ClpX-
Protease auf devi cholerae Sigmafaktor in der Mutante P27469X E.c.clpX getestet.

In beiden Fallen wurde nach der Zugabe des Protgimsse-Inhibitors Chloramphenicol fur
jeden der getesteten Zeitpunkte eine unverandgro&SfRienge detektiert (Abb. 1V-11), was
darauf hindeutet, dass das Protein keiner nachelesi Degradation ausgesetzt war. Die
beobachtete Stabilitat des-Faktors geht, wie bereits gezeigt werden konngg (¥-3.2.1,
3.2.2), auf die Inaktivierung der eindeutig am AbHdzeteiligten Komponenten RssB und

ClpX zurtck. Deshalb ist davon auszugehen, dasemeelr RssB-Faktor noch die ClpX-
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Protease auk. coli in der Lage waren, die Knockout-Mutationen wssB und clpX in V.

cholerae zu komplementieren.

Da der alternative Sigmafaktor auscholerae durch die einzelnen Bestandteile descoli
Proteolyse-Regulationsystens vivo nicht umgesetzt werden konnte, wurde weiterfihrend
getestet, ob dag. cholerae RpoS in vitro durch das. coli RssB gebunden werden kann. Der
entsprechende Assay wurde im Zuge einer Kooperatirder Arbeitsgruppe um Prof. R.
Hengge von E. Klauck durchgefuhrt. Die Ergebnissiedien, dass vitro eine Affinitat des

E. coli RssB-Faktors fur dag. cholerae RpoS vorliegt (Daten nicht gezeigt).

L e I i -
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Abb. IV-11: Westernblot des Proteolyse-Assays dev¥. choleraeKomplementante P2745ArssBE. c.rssB
Dargestellt sind Gesamtzellextrakte, die zu veestdmen Zeitpunkten nach der Zugabe von Cm zu ergietie
wachsenden Zzellen prapariert wurden. AnschlieRamde die Menge des RpoS-Proteins in einem Immurobl
mit V. cholerae RpoS-spezifischen Antikdrpern detektiert. 1) ver thduktion; 2) 1 min nach Cm-Zugabe; 3) 5
min nach Cm-Zugabe; 4) 15 min nach Cm-Zugabe; SnhB0Onach Cm-Zugabe; 6) 60 min nach Cm-Zugabe; 7)
Kontrolle &g min

Im Gegensatz zu den KomplementationsexperimentémeniE. coli Proteinen konnten die
Mutanten P2745&ssB und P27458pX durch das Einbringen der Expressionsplasmide
pPQE30ssB und pBAD18KawlpX in die entsprechende Mutargefolgreich komplementiert
werden. Die kontrollierte Synthese der auf den rRiden codiertenV. cholerae Proteine
RssBbzw. ClpX fuhrte im Hintergrund der urspringlichémaktivierungs-Mutation zum
graduellen Abbau des RpoS-Proteins, wie sie fur déldtyp in einem entsprechenden
Proteolyse-Assay beobachtet wurde (Daten nichtiggze

4. Phanotypische Charakterisierung der P274%poS-Mutante

Friheren Arbeiten zufolge verfligt das aquatischietddaum V. cholerae Uber die Fahigkeit,
seine Morphologie und Physiologie den vorherrsceendmweltbedingungen anzupassen
(255, 256). Extreme Schwankungen in der Salinitder Temperatur oder dem
Nahrstoffangebot, wie sie u. a. beim Ubertritt Bndwirtsorganismus vorkommen, kénnen
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z.B. zu einer starken Reduktion des Zellvolumens&rdii, wodurch das eigentlich
kommaférmige Bakterium eine kokkoide Form annimmt7). ( Vergleichbare
Adaptationserscheinungen wurden ebensdfi@oli unter induzierten C-Mangelbedingungen
beobachtet (126, 175, 178). Infolge dieser Arbeltedingt die Nahrstoffmangel-Situation
nicht nur eine strukturelle Anpassung, sondern alieherhdhte Resistenz des Bakteriums
gegenuber anderem Stress, z. B. Hitzeschock, tvetaStress, Hyperosmolaritat. Diese Art
der generellen Stressantwort steht unter der Kid@tvon rpoS (156), dessen Genprodukt, der
alternative Sigmafaktas®, unter C-Mangel oder Stationarphasen-Wachstumiraiyt wird.

Die nachgewiesenen morphologischen und physiolbgisd/eranderungen werden auf die
Funktion dieses RpoS-Proteins zuriickgefiihrt. Irsofiegt die Vermutung nahe, dass das
rpoS-Homolog in V. cholerae, der Locus VCO0534, ebenfalls fir das Uberleben des
Bakteriums unter atypischen Wachstumsbedingungeatiog wird.

Diese postulierte Funktion des>-Faktors inV. cholerae wurde im Folgenden (ber die

phanotypische Charakterisierung der Deletionsmeatantersucht.

4.1 Uberleben in verschiedenen Stress-Situationen

In Anlehnung an die Charakterisierung dgsS-Phanotypen verschiedener Bakterien-
Spezies, wurden die Uberlebensfahigkeit Wesholerae O1 El Tor Wildtyps P27459-S und
der korrespondierendempoS-Deletionsmutante P2745%80S unter verschiedenen Stress-

Bedingungen getestet.

4.1.1 Langzeit-Nahrstoffmangel

Die Folgen anhaltender Hungerperioden auf die (@berisfahigkeit der rpoS
Deletionsmutante, wurde in einem kompetitiven LaigAssay (vgl. 111-7.2) untersucht. Fir
diesen Versuch wurde eiac-Mutante des Wildtyps O1 El Tor (Stamm V124) zusanm
mit der lac’-rpoS-Mutante {iber einen Zeitraum von 4 Tagen co-kudtiviDer Stamm, der
sich beider stetig zunehmenden Konkurrenz um die schwineledidhrstoffe durchsetzt,
wurde in 24 h Abstanden durch Ausplattieren aufAdgarplatten mit X-Gal ermittelt. Fiur die
Etablierung des experimentellen Ansatzes wurdegleehbareE. coli Stamme mitgefuhrt.

Uberraschenderweise lieRen sich bei der Gegenébersy der Lebendzellzahlen des

Wildtyps mit den CFU derpoS-Mutante flr keinen der getesteten Zeitpunkte Sigamte
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Unterschiede aufdecken. Im Gegenteil: Es wurde leilcat erhdohte CFU fiur die jeweiligen
rpoS-Mutanten beobachtet (Abb. 1V-12). Diesem Ergelsizu entnehmen, dass sich diese
in der Konkurrenz um die Nahrstoffe unerwartet glrchsetzen konnten. Besonders
interessant ist, dass generell kein Absterben zueidnen war, obwohl in friheren
Experimenten miE. coli die unter C-Mangel eingeschréankte Uberlebensfaitigles rpoS-
Mutante bereits beschrieben wurde (156).

1E+12
1E+111 W V124 (ac)
1E410 1 B Ol1ArpoS (lact)

1E+09 -

1E+08 -

1E+07 -

1E+06 -

100000

10000+

CFU (Blau-Weil3-Selektion)

1000 -

100

10

1 4

0Oh 24h 48h 72h 96h
Zeit

Abb. IV-12: Einfluss von C-Mangel auf das UberleberverschiedenerV. choleraeStamme. Dargestellt sind
die Lebendzellzahlen (CFU) zu definierten Zeitpemkeiner Co-Kultivierung von Wildtyp (schwarze Bextl}
und rpoS-Mutante (karierte Balken) in LB-Medium. Die Bestmang der CFU wurde als Blau-Weil3-Selektion
durchgefuhrt, wobei def-Galaktosidase-negative Wildtyp weif3e Kolonien &l wéahrend die Mutante blau
erschien.

In weiterfiihrenden Experimenten wurde das UberletsnWildtyps und der Mutante als Co-
kultur in M9-Minimalmedium verglichen. Sowohl 0,28s auch 0,1% Glucose als C-Quelle
fuhrten zu dem gleichen Ergebnis, wie es vorherdés LB-Medium beobachtet wurde:
Wildtyp und rpoSMutante zeigten fur jeden dokumentierten Zeitpumnergleichbare

Lebendzellzahlen. Die getrennte Kultivierung fotderebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die Uberlebensfahigkeitteu anhaltenden Nahrstoff-

Mangelbedingungen.
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4.1.2 Uberleben in weiteren Stress-Situationen

Fur dieV. cholerae Mutante P27458poS wurden neben C-Mangel (vgl. 1V-4.1.1) auch die
Resistenz gegeniber pH-Stress (pH ~ 5), oxidatigéress (15, 30, 88 mM 0,),
Hyperosmolaritat (800 mM NaCl) und Hitzeschock (47 analysiert. Die jeweilige Stress-
Situation wurde wie unter IlI-7.2 beschrieben siienlund die Lebendzellzahl der Mutante
im Vergleich zum Wildtyp nach 10, 20, 30, 40, 6@ W20 min determiniert.

Fur keine der getesteten Stress-Bedingungen korsiggnfikante Unterschiede zwischen
Wildtyp und Deletionsmutante in Bezug auf ihre Ubkensfahigkeit ermitteln werden
(Daten nicht gezeigt). Diesen Ergebnissen zufopgeltsder alternative Sigmafaktor Rpti
das Uberleben voX. cholerae unter den getesteten atypischen Wachstumsbedirgulkeine
Rolle.

4.2 Die HA/Protease (Hap) steht unter der Kontrolle eies RpoS-induzierten

Promotors

V. cholerae sekretiert eine Zn-abhangige Metalloprotease, Hghiéinin/Protease oder
HA/Protease genannt, welche dul@pA codiert wird (33, 78) und sich durch eine Vielzahl
potentiell pathogener Aktivitditen auszeichnet. Sardwder HA/Protease u. a. die
proteolytische Aktivierung der CT Untereinheit A4j3und des El Tor Cytolysin/Hamolysin
zugeschrieben (205). Neben der Hydrolyse physistigiwichtiger Proteine wie Mukin,
Fibronektin und Laktoferrin (79) ist HapA beim ABEn denibrio-Zellen von Monolayern
und Mukin von Bedeutung (18, 80).

Die HapA-Expression benétigt die transkriptionaldtidierung durch HapR (129), ein
Homolog des Quorum-Sensing-Regulators LuxR\ausarveyi. Zudem wird postuliert, dass
die hapA-Transkription Wachstumsphasen-abhangig ist undiiegend in der Stationarphase
aktiviert wird (252). In diesem Zusammenhang wuilde positive Einfluss des Sigmafaktors
o° auf die HapA-Expression iN. cholerae belegt (252). Demnach wirbdapA infolge der
zusammenwirkenden Stimuli von Quorum-Sensing (HapiRY Stationarphase (RpoS)
transkribiert. Uberraschenderweise wurde kurzliofgedeckt, dass HapR wiederum an der
Transkriptionskontrolle vonrpoS beteiligt ist (130). Demnach steht der alternative

Sigmafaktor ebenfalls unter Quorum-Sensing-Einfluss

Dementsprechend sollte eingoS-Mutante nicht mehr in der Lage sein, die HA/Preteau
exprimieren. Zu diesem Zweck wurde im Laufe derelriein Protease-Assay auf Basis der
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Hap-Sekretion etabliert (vgl. 111-7.5). Dabei wurdeJbernachtkulturen (UNK) der zu
testenden Stdamme auf LB-Agarplatten mit Magermildiqr getropft und der Umsatz des
zugesetzten Milchpulvers durch die sekretiertedrat verfolgt.

Erwartungsgemald wurde fur den Wildtyp die Abgabe fdektionsfahigen HA/Protease in
das Milch-Agarmedium anhand des deutlich klarensHain die Auftropfstelle angezeigt
(Abb. IV-13C). Eine mitgefuhrt@apR-Mutante (P27458hapR) diente als Negativkontrolle.
Hier war nach dem Auftropfen auf den Milch-Agar rkeHof sichtbar (Abb. 1V-13A).
Gleiches wurde fur die zu testeng@S-Mutante des O1 El Tor Wildtyps P27459 beobachtet.
Der fehlende Umsatz des Milchpulvers nach der B&imgp des Agars (Abb. 1V-13B)
bestatigteden aktivierenden Einfluss von RpoS auf die HapdBktion.

Abb. 1V-13: Der HA/Protease (Hap)Phanotyp
verschiedenerV. choleraeP27459-S Stammele
20 pl UN gewachsener Kulturen wurden auf ¢
LB-Agarplatten mit 1%  Magermilchpulwv
aufgetropft und UN bei 37 °Cnkubiert. Die
Sekretion aktiver Proteasen wurde Uber

Entstehung eines Hofs um die Auftropfste
nachgewiesen. A) Negativkontrolle P27458pR;
B) P2745%rpoS, C) Wildtyp P27459.

4.3 Katalasetest und Glycogensynthese

Beim Ubergang in ihre Stationarphase produzierekteB@n den Speicherstoff Glycogen
(218). AuRerdem entwickeln die Zellen eine erhéitdiResistenz gegeniuber Hitzeschock und
H,0, (126). In diesem Zusammenhang wurden bereitsd®taphasen-induzierte Proteine
beschrieben, auf welche diese physiologischen der@imgen zurtckgefuhrt werden. So
wurde u. a. das GekatF identifiziert, fur dessen Genprodukt die Regulatiter Katalase
HPIl und der Exonuklease 11l postuliert wurde (202péater wurde der Locus deastF-Gens

in E. coli als Allel vonrpoS aufgedeckt (156). Fur die entsprechekdd#--Mutante liel3en
sich weder die Produktion von Glycogen noch eip@XResistenz nachweisen.

In Anlehnung an diese Experimente B coli wurde dieV. cholerae rpoS-Mutante
P2745%rpoSin Bezug auf ihre Fahigkeiten, Glycogen zu synsiten oder KO, umsetzen

zu konnen, getestet.
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Katalasetest

Die Resistenz gegeniber,® wurde an dem Umsatz von aufgetropftem 30%-igen
Wasserstoffperoxid auf UN-gewachsene Plattenkuitume HO und Q bewertet (vgl. 1lI-
7.6). Im Vergleich zum O1 ElI Tor Wildtyp P27459 ttralie Gasbildung in der
korrespondierenderpoS-Mutante deutlich verzogert ein. Demnach produzieV/. cholerae
rpoS-Mutante weniger Katalase-Enzyme und ist dadurclinier Resistenz gegentbes®3

eingeschrankt, so wie es fur diecoli rpoS-Mutante beschrieben wurde (156).

Glycogensynthese

Um die Zellen auf die Synthese von Glycogen zuetesivurden diepoS-Mutante und der
Wildtyp auf LB-Agarplatten mit Glucose ausgestrichdJN bei 37 °C inkubiert und
anschlie3end mit lod bedampft (vgl. I1I-7.7). DieeMye des synthetisierten Glycogens wurde
durch eine zunehmende Rot-Farbung der Zellen amggefeéir die schwach gefarbten Zellen
der rpoSMutante wurde somit eine deutlich eingeschranktlc&@enproduktion im

Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen (Abb. 1V-14).

Abb. IV-14: Nachweis der Glycogensynthese inv.
choleraeO1 El Tor Wildtyp P27459-S (Wt)und der
korrespondierenden rpoS-Mutante (rpoS). UN-
gewachsene Agarkulturen wurden fir 10 min mit
bedampft. Eine RoFarbung der Zellen indizier
synthetisiertes Glycogen.

4.4 Komplementation vonrpoS-Phénotypen

In den vorangegangenen Experimenten stand die iBasknalyse des alternativen
Sigmafaktorss® aus V. cholerae im Vergleich zumE. coli RpoS im Mittelpunkt des
Interesses. Den aktuellen Ergebnissen zufolgeltsfas V. cholerae rpoS jedoch nicht die
gleiche Rolle fir das Uberleben des BakteriumstiasS-Situationen. Allerdings lieR sich fir
die Regulation der intrazellularen RpoS-Konzentragine vergleichbare Proteolyse-Kaskade

ableiten. Umso interessanter erschien in der Falge Frage, ob die aufgedeckten
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Homologien der RpoS-Proteine beider Spezies ailmmejaum nachweislichpoS-abhangige

Promotoren au¥. cholerae durch da<. coli RpoS zu induzieren und umgekehrt.

Als durch dasV. cholerae RpoS kontrollierte Funktion wurde in dieser Arbdér bereits
beobachtete = HA/Protease-Phanotyp verwendet (vgl.-4.2y 298). Fur die
Komplementationsstudie wurde das vollstandigeoli rpoS-Gen unter der Kontrolle eines
IPTG-induzierbaren Promotors in dié cholerae Mutante P27458poS eingebracht. Dazu
wurde das von der Arbeitsgruppe um Prof. R. Hendgderlin) bereitgestellte
Expressionsplasmid pQE30 E.poS in die kompetenterVibrio-Mutante transformiert.
Parallel dazu wurde die Komplementation des Stamia®RI5@rpoS mit demV. cholerae
rpoS-Gen Uber das Einbringen des Vektors pQ#88 durchgefiihrt. Als Negativkontrolle
fur den nachfolgenden HA/Protease-Test diente epoS-Transformante mit dem leeren
PQE30-Vektor. Die Fahigkeit dieser Transformantéen rpoS” % hap-Phanotypen zu
komplementieren, wurde anschlieRend durch das dpféin der entsprechenden UNK auf
Milch-Agar mit 1 mM IPTG analysiert.

Nach der Inkubation der Agarplatten UN bei 37 °Quike fur beide Komplementanten die
Bildung eines klaren Hofs beobachtet werden (Abb-1%). Der sichtbare Umsatz des
Milchpulvers deutete in beiden Fallen auf die Se@reeiner funktionsfahigen Protease und
damit auf eine wirksame Komplementation tdap-Phanotypen hin. Dieses positive Ergebnis
spricht fur die Befahigung des. coli rpoS die hier getestete Funktion seinéscholerae

Homologs tbernehmen zu kdnnen.

Abb. IV-15. Komplementation des hap-
Phanotypen derV. choleraerpoSMutante. Die
Komplementation wurde durch Auftropfen v
UN-gewachsenen Kulturen der zu testen
Stamme auf Agarplatten mit 1
Magermilchpulver Gberpraft. A) P274B800S
pQE30; B) P27458rpoS pQE30 E.c.rpoS C)
P2745%rpoS pQE3GpoS

Daraufhin wurde vice versa die InduzierbarkeftabhangigerE. coli Gene durch day.
cholerae RpoS getestet. Fir diese Komplementationsstudierdev eineE. coli rpoS-

Transposonmutante verwendet, die von der Arbeipgzrwm Prof. R. Hengge zur Verfliigung
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gestellt wurde und zusétzlich eilaeZ-Fusion fur ein definientpoS-abhangiges Gen enthielt.
DieseE. coli-Zellen wurden ebenfalls mit den ExpressionsplasmidQE30 E.crpoS und
PQE30poS transformiert. Mit Hilfe der eingebrachten Vektor&onnte anschlieRend die
Synthese der codierten Proteine in @ermoli-Transformanten Uber die Zugabe von IPTG in
das Wachstumsmedium (Endkonzentration 1 mM) induzarerden. Die Fahigkeit des
exprimiertenV. cholerae RpoS, die Transkription depoS-abhangigen Gens ik. coli zu
induzieren, wurde im Anschluss Uber die Messungpd@éalactosidaseaktivitat (vgl. 111-6.9)
ermittelt. Als Positivkontrolle fur die Transkriptisaktivierung wurde eine Komplementante
mit dem E. coli rpoS ebenfalls imB-Galaktosidase-Assay getestet. Als Negativkontrolle

diente diek. coli rpoS-Mutante mit dem leeren Expressionsplasmid.

Der Assay ergab eine funktionale Komplementationr deoS-Mutante mit dem
speziesfremden Protein, da fir das eingebra¢htholerae RpoS anndhernd die gleicBe
Galaktosidase-Aktivitat im Vergleich zu dem integtenE. coli RpoS bestimmt wurde (Abb.
IV-16). Demzufolge kann das Genprodukt déscholerae rpoS an die Promotorem™-
kontrollierter Gene irkE. coli binden und deren Transkription aktivieren, so waebereits im

vorangegangenen Experiment vice versa gezeigt wekalente.
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MC41000smY::lacZ | MC41000smY::lacZ | MC41000smY::lacZ
pQE30 E.c.rpoS V.c. rpoS
W Mittelwert 0,433 10,246 13,470

Abb. IV-16: Gegenlberstellung der pB-Galaktosidaseaktivititen verschiedener funktionale
Komplementationen einerrpoS-abhangigenlaczZ-Fusion in E. coli. Die spezifische Aktivitdt des Enzyms

wurde in pmol x (min x | x OB angegeben

Zusammengefasst lassen die Ergebnisse der Komplatoeisstudien auf die Konservierung
der RpoS-Promotorstrukturen Yh cholerae und E. coli schlie3en, da sie jeweils durch die
RpoS-Proteine beiden Spezies erkamatden.
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5. Identifizierung RpoS-regulierter Gene

Den bisherigen Experimenten zufolge besitzt dasholerae rpoS in der Stressantwort des
Bakteriums nicht die gleiche Bedeutung wie sie dén alternativero™-Faktor ausE. coli
beschrieben wird (109). Um die tatsachliche Fumktites o>-Regulons inV. cholerae
erschlieen zu kdénnen, wurden Transkriptom- undeBroanalysen unter verschiedenen

Stress-Bedingungen durchgefuhrt.

5.1 2D-Gelelektrophorese

Die mittlerweile als Standardmethode fur die Aufkldg zellularer Funktionen und
Regulationsmechanismen etablierte Analyse bakieri®éroteome, findet zunehmend ihre
Anwendung fiir das Studium von Pathogen-Wirt-Inteceden. Auf diese Weise wurde u. a.
bereits das Proteom voON. cholerae analysiert, und infolgedessen mehrere, putative
Pathogenese-assoziierte Proteine charakterisigrii@t).

In dieser Arbeit wurde die Methode der 2D-Geleleghrorese genutzt, um einen generellen
Uberblick Uber die Proteine zu gewinnen, welchecdudasrpoS-Genprodukt kontrolliert
werden. Dazu wurde das Proteom des Ol1 ElI Tor Wiklty27459-S mit dem der
korrespondierendernrpoS-Deletionsmutante unter verschiedenen Wachstumsgeaadgen
verglichen (vgl. 111-6.8). Jedes der konzipiertdd-Experimente wurde dabei mit mindestens
drei unabhangigen Proteinpraparationen wiederhbispringlich wurde die 1. Dimension
(Isoelektrische Fokussierung) unter Verwendung NR(-Streifen, die einen pH-Bereich von
3-10 abdeckten, durchgefuhrt. Dabei zeigte sichs dier Uberwiegende Teil der detektierten
Proteinspots zwischen pH 4-7 lokalisiert waren.eEamnliche Verteilung wurde bereits von
anderen Arbeitsgruppen beobachtet (52), so dadsfaigend die Proteinproben nur noch
Uber IPG-Stripes mit pH 4-7 aufgetrennt wurden.

Die Auswertung der 2D-Gele mittels der PDQuest \#afé (BioRad) ergab fiur die
Gegenuberstellung des  Wildtyps mit  derrpoSMutante  unter  normalen
Wachstumsbedingungen mit einer Ausschlussgrenze momestens 2x dereguliert 156
veranderte Proteinspots. Von diesen Proteinen wiedevurden ca. 40% (62 Spots) als
vermehrt exprimiert angezeigt, wahrend die restiicB0% (94 Spots) mit einer verminderten

Intensitat im Proteom depoS-Mutante detektiert wurden.

Nachdem die Zellen weiterfiihrend 30 min pH-Stregg. (I1I-7.1) ausgesetzt wurden, ergab

der Proteomvergleich der gestressten Zellen 9Gitefderegulierte Proteine. Dabei wurden
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im Vergleich zum Wildtyp inrpoS-Proteom 36 Spots als hochreguliert und 54 Protaige

vermindert reguliert identifiziert. Das entspricigr ca. 40 zu 60% Verteilung unter normalen

Wachstumsbedingungen.
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Abb. 1V-17: Repréasentative Darstellung der Proteomaalyse desV. choleraeWildtyps P27459-S und der

zugehdorigen

rpoS-Deletionsmutante

unter

verschiedenen

Bedingungen. Es

wurden

400 pg

Gesamtzellprotein aufgetrennt und anschlieBend (dee Coomassie-Farbung visualisiert. Die in den
Experimenten auffallig deregulierten Spots sind kiet.

Die Situation in hitzegeschockten Zellen stelliehsiergleichbar dar (Abb. IV-17): Von den

nachweislich mindestens 2x deregulierten Proteimerden ca. 35% mit einer im Vergleich

zum Wildtyp erhdhten Expression im Proteom dasS-Mutante detektiert, wahrend 65%

reprimiert vorlagen.
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Zusammengefasst konnte den 2D-Experimenten tb&mnemend entnommen werden, dass
ca. 60% der durch das-Regulon kontrollierten Proteine aktiviert werdevghingegen die
Expression von ca. 40% der kontrollierten Proteth@ch RpoS reduziert wird. Die
Auswertung der 2D-Gelelektrophorese erlaubte jedaihe Aussagen dartber, auf welcher
Ebene ihrer Synthese der-Faktor die betroffenen Proteine beeinflusst. Aiesein Grund
wurde der experimentelle Ansatz fir die Aufklaruley RpoS-Funktion, um die Methode des

Microarray erganzt.

5.2  Microarray

In den folgenden Microarray-Analysen wurde das $kaiptom des gestressten Wildtyps dem
Transkriptom der ebenfalls gestresstepoS-Deletionsmutante gegenubergestellt. Die
erforderliche RNA wurde aus hitzegeschockten Zgbgpariert (vgl. 111-7.2).

Wahrend der laufenden Experimente stellte sichgedteraus, dass von der Arbeitsgruppe
um Nielsen vergleichbarer Analysen parallel duréiige wurden (211). Aufgrund der
zahlreichen Ubereinstimmungen der bis dahin geweemérgebnisse dieser Arbeit mit den
publizierten Daten, wurde nachfolgend auf eine Wibkdlung der bereits durchgefiihrten

Experimente verzichtet.

Kongruent zu Nielsen et al. (211) konnte aus desuRaten der prasenten Transkriptom-
Analysen folgendes abgeleitet werden: Der Arrayabrgine starke Reprimierung fur das
rpoS-Gen (VC0534). Dies war aufgrund der Deletion anagten und konnte demzufolge als
externe Kontrolle fur die Zuverlassigkeit des ArByperimentes verwendet werden.
Ansonsten fiel v. a. die extreme Deregulierung rmatiher Chemotaxis-assoziierter Proteine
auf. So befanden sich unter den als reprimiert zgigeen Genen u. a. 23 der insgesamt 43
.Methyl-accepting chemotaxis proteins®, sowie Gemelche Komponenten des Chemotaxis-
Signaltransduktionssystems bezeichnen (Tab. IV-1)etzteres wird in drei separaten
Genclustern codiert (32), von denen zwei auf demo@bsom 1 de¥. cholerae Genoms
lokalisiert sind. Der Transkriptom-Analyse zufolgeheinen dabei vorrangig Vertreter der
Cluster | und Il durch RpoS induziert zu werdene Rem Chemotaxis-System vonh
cholerae zugehorigen Gene, deren Transkription von RpoSrudizeschock mehr als 2x
induziert wurde, sind in der Tabelle V-1 nochmaplizit aufgefihrt.
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Tab. IV-1: RpoS-regulierte Chemotaxis-GeneDie Tabelle fasst Gene zusammen, die in dem MicagaWwt
versus rpoS-Deletionsmutante unter Hitzeschock-Bedingungendestens 2x runterreguliert wurden. Die
prasentierten Daten wurden mit den kirzlich veriiffehten Ergebnissen von Nielsen et al. (211) ghgeen.
Die Zuordnung der Gene zuYh cholerae bekannten Chemotaxis-Clustern ist mit ,I* und ' Ifjekennzeichnet.

x-fache
ORF Genfunktion Expression
VC0098 | methyl-accepting chemotaxis protein -2,66
VC1248 | methyl-accepting chemotaxis protein -90,4
(" VC1394 methyl-accepting chemotaxis protein -3,701
VC1398 | chemotaxis protein ChethgY-2) -2,581
VC1399 | chemotaxis protein methyltransferase ClobBR-1) -4,620
| < VC1401 | protein-glutamate methylesterase CheleB-1) -3,189
VC1402 | purine-binding chemotaxis protein CheWatiu -6,548
VC1403 | methyl-accepting chemotaxis protein -4.,84
VC1405 | methyl-accepting chemotaxis protein -2,309
\_ VC1406 | methyl-accepting chemotaxis protein -2,818
VC1868 | methyl-accepting chemotaxis protein -16,1
VC2161 | methyl-accepting chemotaxis protein -2,90
VC2202 | chemotaxis protein ChebhgV-3) -3,629
VCA0008 methyl-accepting chemotaxis protein -3,385
VCA0268 methyl-accepting chemotaxis protein -3,084
VCA1056 methyl-accepting chemotaxis protein -3,462
4 VCA1088 methyl-accepting chemotaxis protein -4,245
VCA1089 protein-glutamate methylesterase CheleB-3) -4,454
VCA109( chemotaxis protein CheD, putative -5,166
VCAL1091 chemotaxis protein methyltransferase ChetiRR-3) -3,192
1" < VCA1092 methyl-accepting chemotaxis protein -11,589
VCA1093 purine-binding chemotaxis protein Che#h¢w-2) -5,592
VCA1094 purine-binding chemotaxis protein Cheth¢wW-3) -4,521
VCA1095 chemotaxis protein CheAlfeA-3) -8,822
\_ _VCA1096 chemotaxis protein CheXlfeY-4) -20,849

5.3 Mutationen in rpoS lon, clpX und rssB beeinflussen die/. cholerae Motilitat

Als Reaktion auf veranderte Umweltbedingungen figme stimulierte Chemotaxis-Kaskade
zu Modifikationen der Motilitatseigenschaften. Bighigkeit zur Motilitat gilt daher in vielen
pathogenen Spezies als wichtiger Virulenzfaktordwn einigen Fallen jedoch invers zur
Expression der Virulenzfaktoren reguliert (219).cAufr V. cholerae wird postuliert, dass
Motilitdt und Chemotaxis eine Rolle bei der Besladg des Wirtes spielen, aber die Frage
nach der Relevanz der beiden Prozesse wahrendntiktibn wurde bisher noch nicht
eindeutig geklart (85, 162). Allerdings konnte ggiz&verden, dass die Produktion von zwei
Hauptvirulenzfaktoren, CT und TCP, in Abhangigkedrschiedener Motilitatsphanotypen
beeinflusst wird (88).
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Den vorangegangenen Transkriptom-Analysen zufolgeg ein Grol3teil des Chemotaxis-
Systems vonV. cholerae durch deno®-Faktor kontrolliert, wenn die Zellen Stress austes
sind. Da das chemotaktische Verhalten wiederunivaiglitatseigenschaften des Bakteriums
beeinflusst, sollte die Motilitatsfahigkeit einepoS-Mutante eingeschrankt sein. Fur die
Definition dieses Phanotypen wurden LB-Agarplatteih einem verringerten Agaroseanteil
(vgl. 11I-7.6) verwendet und mehrere Wildtypen nhiter korrespondierendempoS-Mutante
verglichen. In Anlehnung an die von Nielsen etbaschriebene Methode (211) wurde die
Schwarmféahigkeit auRerdem auf definiertem M9-Minimedium mit Maltose als C-Quelle

getestet.

Der gewahlte experimentelle Ansatz deckte auf, d@ssSchwarmfahigkeit der O1 El Tor
Stdmme P27549-S bzw. CO0O968 auf dem Vollmedium LBcldudie Mutation nicht
beeinflusst wird (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu stellten sich die beobachtetéand®pen auf dem M9-Minimalmedium
wie folgt dar: Bei der Gegenuberstellung desS-Mutante des Stammes 0395 (O1 klassisch)
mit ihrem Wildtypen wurden keine Unterschiede inmBarmverhalten ermittelt. Dahingegen
zeigten die O1 El TomrpoS-Mutanten der Wildtypen CO968 und M654 ein deutlich
verringertes Wachstum auf den Testplatten, wa®imef reduzierte Auspragung der Motilitat
in diesen Stammen schliel3en lasst. Fur die ebsrgatestetenpoS-Mutanten des O1 El Tor
Wildtyps P27459-S bzw. des 0139-Isolates MO10 wurde eine geringe Beeinflussung
ihrer Motilitdt nachgewiesen (Abb. 1V-18).

O1 El Tor O1 klassisch 0139

Wit

rpoS

P27459-S CO0968 M654 0395 MO10

Abb. IV-18: Schwarmfahigkeit verschiedener V. cholerae Wildtypisolate (Wt) und der
korrespondierenden rpoS-Mutanten (rpoS) auf M9-Maltosemedium Die Gegeniberstellung wurde 14 h
nach dem Beimpfen des Motilitdtsagars dokumentiert.

In vorangegangenen Experimenten der vorliegendefeiAr wurden Komponenten

identifiziert, welche nachweislich die Abbauratedusomit die intrazellulare Konzentration
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von RpoS beeinflussen (vgl. 1V-3.2). Die beobaaht&tabilitdt des Proteins in der
entsprechendemssB-, clpX- bzw. lon-Mutante sollte sich demzufolge ebenfalls auf die
Motilitat auswirken und wurde fur die Stamme P27&And CO968 untersucht.

In beiden Stamm-Hintergriinden fuhrte die jeweillga-Mutation zu einem hypermotilen

Phanotypen (Abb. IV-19). AulRerdem wurde eine leiehh6hte Schwarmfahigkeit ftr

P27459-ArssB sowie fur dierssB-Mutante des CO968-Stammes im Vergleich zum Wildtyp
beobachtet. Die zuséatzlich getestettan/rssB — bzw. lon/clpX - Doppelmutationen

resultierten fir den Stamm P27459-S ebenfallsriereverstarkt ausgepragten Motilitat (Abb.
IV-19).

22 h

Abb. 1V-19: Motilitdtsphanotypen verschiedener Mutanten der V. choleraeO1 El Tor Stamme P27459-S
und CO968. Agarkulturender Bakterien wurden auf M9-Moatilitatsagar mit 0,2%altose Uberimpft und
anschliessend bei 37 °C inkubiert. Der entspreahétidinotyp wurde nach 14 h bzw. 22 h dokumentiert.

Um eine Vorrangstellung bei der Ausbildung des Bhgpen zuordnen zu kdnnen, wurde
zusatzlich die Doppelmutante P27458r80S lon::pGP auf ihre Schwarmfahigkeit getestet.
Aufgrund der resultierenden Hypermotilitat (Abb.-19) ist davon auszugehen, dass die Lon-

Protease der dominierende Faktor fir die Kontrdde Motilitdt in dem untersuchten O1 El
Tor Stamm ist.
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5.4  Auspragung eines Chemotaxis-Phé&notypen in Abhéngigit der drei CheA-
Homologe vonV. cholerae

Die kurzlich veroffentlichte Genomsequenz offenédiir V. cholerae mehrere Chemotaxis-
assoziierte Gen-Homologe, von denen der Uberwieg@ed in drei verschiedenen Regionen
des Genoms gruppiert ist (106). In weiterfihrendealysen konnten jeweils drei Gene mit
einer starken Ubereinstimmung zu d&ncoli Chemotaxisprotein-LocusheA identifiziert
werden. Dabei sindheA-1 (VC1397) undcheA-2 (VC2063) auf dem Chromosom 1 vdh
cholerae lokalisiert, wahrenaheA-3 (VCA1095) auf dem kleineren Chromosom 2 codidrt is
(95).

Um die jeweilige Bedeutung fiir die Chemotaxis worcholerae ermitteln zu kénnen, wurde
fur jedescheA-Homolog eine Mutante generiert und diese ansohhidldn Bezug auf ihre
Schwarmfahigkeit unter Verwendung von M9-Motiliggsr analysiert.

P27459-S C0O968

Abb. IV-20: Motilitatsanalyse verschiedenercheA-Mutanten. Es wurde das Schwarmverhalten dbeA-
Mutanten der O1 El Tor Wildtypen P27459-S und CO868M9-Motilitatsagar mit 0,2% Maltose verglichen.
Die Platten wurden 14 h bei 37 °C inkubiert.

Die Gegenuberstellung deheA-Mutanten mit ihrem Wildtyp ergab fur beide deregtéten
O1 El Tor Isolate vergleichbar grof3e Schwarmkréisalie jeweiligecheA-1- und diecheA-
3-Mutante (Abb. IV-20. Die Inaktivierung dercheA-2-Homologe hingegen fiihrte zu einer
deutlich reduzierten Schwarmfahigkeit fur die b#&ween Mutanten (Abb. 1V-20). Diesen
Ergebnissen zufolge ist in den getesteten Stammedas Genprodukt dekeA-2-Homologs

an der Auspragung der Schwarmfahigkeit beteiligifghund vergleichbarer Resultate mit
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einem anderenV. cholerae Stamm in friheren Arbeiten (95) Uberraschte dituelle
Beobachtung nicht.

5.5 Die RpoS-Proteolyse in Abhangigkeit der CheA-Kinase

Aus den vorangegangenen Experimenten geht herass die Komponenten, welche die
Regulation der intrazellularen RpoS-Konzentratiiomch Proteolyse vermitteln, ebenso die
Auspragung der RpoS-abhangigen Motilitat beein#iuss Der auf entsprechenden
Schwarmplatten beobachtete Motilitatsphanotyp (AbM19) zeigte sich nachfolgend auch
fur das inaktivierte CheA-2 (Abb. IV-20), ein Horogl derE. coli Chemotaxis-assoziierten
Sensor-Histidinkinase CheA. Dariber hinaus wurdégeaieckt, dass die drei CheA-
Homologe inV. cholerae der transkriptionalen Kontrolle durch RpoS uneggén (211, Tab.
IV-1). Auf dieser Basis wurde im Folgenden die Feragch einer putativen, intermolekularen
Verknupfung zwischen RpoS-Proteolyse und Chemotazgstralisiert. Dabei wurde
vorrangig der mdgliche Einfluss der CheA-Kinaser di¢ RpoS-Degradation adressiert.
Aufgrund des starker ausgepragten Chemotaxis-Py@eot der rpoS-Mutante desV.
cholerae O1 El Tor Wildtyps C0O968 (vgl. Abb. 1V-19) wurdafie entsprechendecheA-
Mutanten diese¥. cholerae Stammes in einem Proteolyse-Assay getestet (\:gl.4).

Um den fur die Funktion des Chemotaxis-Systems aotigen Chemotaxis-Gradienten
aufzubauen, wurden die Experimente unter VerwendamgM9-Minimalmedium mit 0,2%
Maltose als C-Quelle durchgefiihrt. Die entspreckanéroteolyse-Experimente wurden
anschlie3end mit Hilfe von Westernblot-Analysen §Ab/-21) ausgewertet.

Dabei zeigte sich, dass die Abbaurate des altermati®-Faktors im Wildtyp unter den
Bedingungen des Minimalmediums stark erhoht istl&h dem vormals beobachtetton-
Phanotypen (vgl. Abb. 1V-10D) wurde bereits wenilygnuten nach der Zugabe des
Proteinsynthese-Inhibitors Cm kaum noch RpoS nagiegen (Abb. IV-21A).
Interessanterweise hatten die jeweiligen Einzeltrartan der drei CheA-Homologe unter den
getesteten Bedingungen verschiedene AuswirkungémiauRpoS-Stabilitat. So konnte fur
die cheA-1- und cheA-3-Mutante eine dem LB-Medium analoge Proteolysedstektiert
werden (Abb. IV-21B, D). In der Folge ist auszuse®én, dass die fur den Wildtyp
beobachteten Effekte auf die Funktion dbeA-1- odercheA-3-Genproduktes zurtickgehen.
Im Vergleich dazu konnte fir digheA-2-Mutante in Bezug auf die RpoS-Degradation unter
Minimalbedingungen kaum ein Unterschied zum Wildhgchgewiesen werden (Abb. V-
21C). Dieses Ergebnis deutet auf die Beteiligung @eeA-2-Proteins an der Kontrolle der
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intrazellularen RpoS-Konzentration, wodurch wiederuwie postulierte intermolekulare
Interaktion von Chemotaxis-Kinasen und RpoS-Prgsmbestatigt werden konnte.

e g W S b —
= — e
A) Wt RpoS
— — o T ey o o
B) cheA-1 - - e G- - -
RpoS
T— S— ——— — — —
; T . — . - S Ge— -
C) cheA-2 RpoS
e o — S—
D) cheA-3 . RpoS
1 2 3 4 5 6

Abb. 1V-21: Analyse der Beteiligung der CheA-Homolge CheA-1-3 an der intrazellularen RpoS-
Konzentration des V. cholerae O1 ElI Tor Wildtyps CO968. Fur die Analyse wurde die Chemotaxis-
abhangige RpoS-Proteolyse in den einzelnen Knoekutanten dokumentiert. Der Aufbau eines Chemotaxis
Gradienten wurde durch das Wachstum in M9-Minimalime mit 0,2% Maltose erzeugt. Die jeweilige RpoS-
Degradation wurde anschlieBend im Westernblot-Veefa unter Verwendung RpoS-spezifischer Antikorper
determiniert. 1) Kmin; 2) 5 min nach Cm-Zugabe; 3) 15 min nach Cm-Zugdh&0 min nach Cm-Zugabe; 5)
60 min nach Cm-Zugabe; 6) Kontrollg tin

6. OsmRK und RpoS: Signal-Integration fir die post-translationale

Kontrolle des generellen Stressregulators?

Die Anpassung an voéllig veranderte Milieubedingunggordert nicht nur die Wahrnehmung
von Umweltsignalen, sondern auch die entsprechemigetzung dieser Stimuli. Dabei wird
die notwendige Integration von Signalen und kgroeslierenden Regulationsmechanismen
haufig durch einen einzelnen Masterregulator veeftit In der Theorie fungiert dieser
Masterregulator als Ubergeordnete Einheit einesilRégnsnetzwerkes, welche ankommende

Informationen verarbeitet und nachfolgend stresezgerte zellulare Prozesse induziert
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(291). In der generellen Stress-Reaktion f#onoli gilt RpoS als der Masterregulator und das
zellulare Level des Proteins als entscheidendeaniater fur die Funktion des Netzwerkes
(111). Aus friheren Arbeiten zu diesem Thema gehvdr, dass die>-Konzentration auf
jeder theoretisch mdglichen Ebene reguliert weldam, wobei verschiedene Umweltsignale
auch unterschiedliche Prozesse in d&Regulation beeinflussen (vgl. Abb. 1I-6). Aufgrund
dieser weitreichenden Kontrollmechanismen konnte Hrage nach der entsprechenden
Signalintegration fir den alternativen Sigmafakimiang noch nicht geklart werden. Darauf
aufbauend sollte im Folgenden neben den Chemokaresen am Beispiel der bislang kaum
untersuchten Regulation der Osmostress-AdaptioW. ioholerae weitere stress-assoziierte

Sensoren fur die RpoS-Funktion identifiziert werden

6.1 Charakterisierung des putativ osmosensitiven Zwei-Emponentensystems
OsmRK

Das putativ osmosensitive Zwei-KomponentensystemRI§ setzt sich aus der Sensor-
Histidinkinase ,OsmK*“ und dem putativen Regulat@smR* zusammen. Die 56,5 kDa bzw.
28,1 kDa grofen Genprodukte der Loci VCA0565 undA0866 wurden im Rahmen einer
Transposonmutagenese als Bestandteile der hypetieshen Stressantwort b¥i cholerae
entdeckt (247). Aufgrund des deutlich ausgepragt&achstumsdefizits der
Transposonmutante P274588K::TncatpirkanR unter hypertonischen Bedingungen, wurden
die identifizierten ORFs entsprechend atnK und osmR annotiert. Auf der Basis einer
weiterfuhrenden Blast-Analyse wurde zudem die Hagiel von OsmRK zu Genprodukten
aus anderervibrio Spezies aufgedeckt, so dass auf eine generellerafiemg des Zwei-
Komponentensystems in der Familie ¥ésrionaceae geschlossen wurde.

Ein Beweis dieser Hypothese wurde in der vorliegend\rbeit mittels PCR-Analysen
erbracht. Unter Verwendung spezifischer Oligonutiten fir die ORF's VCAO0565
(VCAO0565-Sacl-intern, VCAO0565-Xbal-intern) und VCBE86 (VCA0566-Sacl-intern,
VCAO0566-Xbal-intern) wurden PC-Reaktionen fur westéd/ibrio sp. mit der jeweiligen
chromosomalen DNA als Template konzipiert. Eine Afilgation der ZielgeneosmK und
osmR konnte fir einen klassischen O1 (0395), zwei Untisahte (O6 und V194) sowie
einen 0139-Stamm (MO10) nachgewiesen werden.

Daraufhin sollten die unter hyperosmolaren Bedimggumnbeobachteten Wachstumsdefekte

der Transposonmutante P27459K::TncatpirkanR bestatigt werden. Dazu wurden zunachst
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Knockout-Mutanten fur die Leseraster VCA0565 und AD566 im O1 El Tor Stamm
P27459-S Uber eine definierte pGP-Insertion gertarie nachfolgend charakterisiert.

6.2 Wachstum unter Salzstress

Die Insertionsmutanten fur die Kinase (P27458s8K) und den Regulator (P274%8mR)
des putativen Zwei-Komponentensystems OsmRK wugeddrihre Féhigkeit getestet, unter
hyperosmolaren Bedingungen zu wachsen. Dazu wueteodgmotische Stress Uber die
Zugabe von NaCl in ein definiertes Wachstumsmed{ommimales M9-Glucosemedium)
erzeugt. Die Mutanten und der Wildtyp wurden mehieage in den mit verschiedenen NacCl-
Konzentrationen angereicherten M9-Medien bei 3UA@r Schitteln inkubiert. Nach 24, 48
und 72 h wurde die Odg jeder Probe bestimmt (vgl. 11l 7.1 ,Osmokurve*).

Das Wachstumsverhalten der Mutanten unter Salzsiresgte im Vergleich zum Wildtyp
nach 24 h folgende Eigenschaften: Alle getestetéam@e wuchsen bis zu einer
Salzkonzentration von 700 mM NaCl auf eine naheagleichbare OBy, von ca. 0,8-1 an.
Mit 800 mM NaCl im Medium konnte sich nur der Wigt bis zu einer OB, ~ 0,3
eingeschrankt durchsetzen. Im Vergleich dazu zeigiewohl die Kinase- als auch die
Regulator-Mutante kein Wachstum (Daten nicht gd}xeidufgrund der generellen
Wachstumsverzégerung in Minimalmedium konnte aaseah Ergebnissen noch nicht auf ein
tatséchlich vorhandenes Wachstumsdefizit fir dietaviten geschlossen werden. Insofern
Uberraschte es nicht, dass die Daten nach 48 beginnenden Ausgleich des beobachteten
Wachstumsdefizits andeuteten: Es konnte zwar kéimehme der OD-Werte bis zu einem
hyperosmolaren Stress von 700 mM NaCl im Verglaam Vortag nachgewiesen werden,
dafir zeigten die getestetevibrio-Stamme von 750 bis 850 mM NaCl ein deutliches
Wachstum. Dabei wurde die starkste Zunahme degOir den Wildtyp beobachtet. Bei
einem Salzstress von 850 mM NaCl im Medium tratenhbereits nach 24 h bei 800 mM
NaCl tendenziell beobachteten Wachstumsunterschzedechen den Mutanten und dem
Wildtyp nun deutlich hervor. Wahrend letzterer Stanein deutliches Wachstum zeigte,
waren die Mutanten nur bedingt wachstumsféhig, welh die Insertionsmutante fur den
putativen Regulator OsmR kaum durchsetzen konoaf@mengefasst in Abb. 1V-22).

Nach 72 h wurde ein Wachstum fir alle getestetamB8te bis zu hypertonen Bedingungen
von 900 mM NaCl beobachtet. Die deutlichste Verbrssy des Wachstumsdefizits liel3 sich

dabei fir 900 mM NaCl dokumentieren. Sowohl derdtypp als auch die Kinase-Mutante
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zeigten eine Zunahme ihre OD bei 600 nm. Dennocthaete sich erneut das deutlich
eingeschrankte Wachstum der Mutanten im Verglewh ¥Vildtyp ab.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die erwartetbstMmsverzégerung fur die mutierten

Komponenten des putativen OsmRK-Systems bestatigtem konnte.

1,24

T --

0,84

W Wildtyp
0 osmK

osmR
0,6 - =

OD 600

0,4

0,24

0,0 T T T T
500 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

NaCl-Konzentration im Wachstumsmedium [mM]

Abb. 1IV-22: Wachstum verschiedenerV. choleraeO1 El Tor Stamme unter hypertonen Bedingungen
nach 48 h in minimalem M9-GlucosemediumDargestellt sind die Ofgr-Werte des Wildtyps (P27459-S)
sowie der korrespondierendesmK- und osmR-Mutante in Abhangigkeit verschiedener NaCl-Konzatibnen.
Jeder Messpunkt wurde mindestens viermal unabhéegigmmt.

Weitere Arbeiten zum Thema Osmoregulation sagen @ass sogenannte osmoprotektive
Verbindungen das Wachstum von Bakterien in hypeotesren Medien stimulieren kénnen.
Diese zwitterionischen Solute werden entweder -ersofsie verfliigbar sind - aus der
Umgebung aufgenommen oder durch das Bakteriumtsgfhthetisiert. Als potentes Osmo-
Protektan generiefE. coli u. a. das kompatible Solut Ectoin (125). In Kogpien mit E.
Brehmer (Marburg) wurde die Synthese von EctoincgErmalfien in hyperton-gestressten
Kulturen des Wildtypes P27459-S und der Mutante 4B23smK::TncatpirkanR
nachgewiesen (S. Schild). Diese Rolle von Ectoindémn Osmostress-Adaptation van
cholerae ist bereits beschrieben worden (224). Demnach mdigigtanten, die nicht mehr zu
einer Biosynthese des endogenen Osmo-Protektansahigef waren, deutliche
Wachstumsdefizite unter hyperosmolaren Bedingungems diesem Grund wurde die

Mutante P27459-8ectC fur die in dieser Arbeit konzipierte Testreihe Blsgativkontrolle
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mitgefuhrt. Dabei war das Wachstumsverhalten dieddutante dem der osmK-

Insertionsmutante vergleichbar (Daten nicht gezeigt

Die hyperosmolaren Bedingungen wurden uber die Heigaverschiedener NaCl-
Konzentrationen in M9-Glucosemedium simuliert. Ales Literatur geht jedoch hervor, dass
die NaCl-bedingte Stressantwort einiger Bakterigtnunbedingt auf eine Osmoregulation
zurtckzufiihren ist. So wurde z. B. beschriebens diées Transkription vomhaA (codiert flr
einen N&H'-Antiporter) in E. coli durch N& induziert wird (139, 231). Um demzufolge
ausschlieRen zu konnen, dass das beobachtete téerhaicht auf eine Osmostress-
Adaptation zuriickgeht, wurde dem hypertonen Mediuginer weiteren Testreihe zuséatzlich
das kompatible Solut Betain (Endkonzentration 1 mkA)gesetzt, infolgedessen der
Wachstumsdefekt weitgehend aufgehoben wurde. DiEsgsbnis wurde im Rahmen der
Dissertation von S. Schild erzielt. Da somit bereltestatigt werden konnte, dass die
beobachteten Wachstumsdefekte der Mutante P284B9.TncatpirkanR unter den
getesteten Bedingungen tatsachlich auf einen Nea@hkbten, osmotischen Stress

zurtckzufiihren sind, wurde in der vorliegenden Arbaef diese Testreihen verzichtet.

6.3 ldentifizierung OsmRK regulierter Gene

Die Osmostress-bedingten Wachstumsdefizite der Mema des putativen Zwei-
Komponentensystems OsmRK deuten auf eine Funkgoriseénprodukte der Loci VCA0565
und VCAO0566 in der Osmostress-Adaptation Yoholerae hin. Um diese ndher beschreiben
zu konnen, sollten die durch das OsmRK-System kbigiten Gene in Microarray-Analysen
identifiziert werden. Dazu wurde zundchst die RNAr dentsprechenden Mutanten,
P27459smK und P27456smR, sowie des Wildtyps aus Zellen isoliert, die in M9
Glucosemedium bis zu einer @@ ~ 1 kultiviert worden waren. Diese RNA wurde innde
Microarray-Experimenten der RNA aus osmotisch gssten Zellen gegenibergestellt.
Hyperosmolare Bedingungen wurden dadurch simuliass die Zellen nach dem Erreichen
der logarithmischen Wachstumsphase B 1) fur 90 min in M9-Medium mit 800 mM
NaCl inkubiert wurden. Jede der Gegentberstellungemde mindestens dreimal mit
unabhangig isolierter RNA durchgefiihrt. Die bent&ingMicroarray-Slides des gesamién
cholerae Genoms wurden von der Arbeitsgruppe um J. J. Mekea sowohl mit PCR-
Fragmenten als auch mit Oligonukleotiden zur Vaeunfigy gestellt. Entsprechende
Vorversuche ergaben eine qualitativ bessere Aubaskeit flir die Slides mit den PCR-

Produkten, weshalb die Hybridisierungsversuchedase Slides beschrankt wurden.
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Die vollstandige Auswertung aller durchgefuihrtercMarray-Experimente befindet sich auf
der beigefigten CD im Anhang. Im Folgenden werdahed nur einige wenige Details
vorgestellt, die im Zusammenhang mit der Fragestglinach der putativen Osmostress-

Adaptation inV. cholerae von Interesse sind.

Um zunachst einen generellen Uberblick Uber die uRdignsvorgange in hyperton
geschockterV. cholerae Zellen zu gewinnen, wurde das Transkriptom desdijfis mit dem
des osmo-gestressten Wildtyps verglichen. Dabeid@murmit einer Ausschlussgrenze von
mindestens 2x dereguliert insgesamt 237 Gene mindertem Transkriptionsgrad angezeigt.
Eine Einteilung der deregulierten Gene nach ihuekfionellen Zugehdérigkeit findet sich in
Tabelle IV-2.

Tab. IV-2. Anzahl der deregulierten Gene fir das Méeroarray-Experiment Wildtyp versus Wildtyp osmo-

gestresst Aufgefuhrt sind mindestens 2x deregulierte Genee Buswertung wurde mit ImaGene 5.0 und
GeneSight 5.3 durchgefihrt.

Anzahl deregulierter Gene

Funktionale Gruppe Vermehrt exprimiertVermindert exprimiert
Osmostress-assoziierte Gene 4 1
Generelle Stress-Systeme 10 1
Transkriptionsregulator 9 8
Transportsysteme 6 3
Metabolismus 37 15
Virulenzgene 11 0
Hypothetische Proteine (Nicht annotieft) 90 9
Konservierte hypothetische Proteine 27 6

> 194 43

Die in diesem Experiment am starksten deregulieBene waren Systeme, welche bereits als
Osmostress-assoziiert beschrieben sind. In diesessanidmenhang sind vor allem die Gene fir
die Ectoin-Biosynthese (VCA0822-824) hervorzuhebém Transporter der BccT-Familie
(VC1279) sowie die Komponenten des Chitobiose-$igehen PTS-Systems (VC1281-1283)
wurden ebenfalls verstarkt aktiviert. In Bezug dig Virulenz wurde die Synthese fir den

Toxin-coregulierten Pilus (TCP) als vermehrt experhangezeigt.

Auf der Basis dieser Ergebnisse wurden daraufhicrddirray-Experimente konzipiert, um die
durch das putative Zwei-Komponentensystem OsmRHKr&bierten Gene zu identifizieren.
Dazu wurde das Transkriptom des Wildtyps mit derARNIS Zellen depsmK-Mutante und
der osmR-Mutante verglichen. Um falsch-positive Ergebniasszuschlief3en, die sich nur auf
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Osmostress-bedingte Reaktionen zurtckfihren lasgargen alle Stamme vor der RNA-
Isolierung hypertonen Bedingungen ausgesetzt.

Mit einer Ausschlussgrenze von mindestens 2x déergwergab die Auswertung dieser
Microarrays 297 Gene, die sowohl durch die Kinake aach durch den Regulator des
putativen Zwei-Komponentensystems unter Osmostkessrolliert wurden. Dabei wurden
105 Gene durch das OsmRK-System aktiviert und 192neGreprimiert. Zu den
transkriptionell aktivierten Genen zahlten u. ast®yne, die bekanntermaf3en eine Funktion in
der Osmostress-Adaptation einnehmen, z. B. der n8gevPutrescin ABC Transporter
(VCA113) und ein Natrium/Carboxylat Symporter (V@BE2. Unter den reprimierten Genen
befand sich u. actC (VCA0823), dessen Genprodukt in der Ectoinsynthmesaviert ist.
Besonders interessant erschien die in diesen Miawp&xperimenten unterschiedlich
ausgepragte Expression des Genproduktes OmpU (\8J088ter hypertonen Bedingungen
wurde die Transkription des GeosipU im Vergleich zum Wildtyp sowohl in der Mutante
P27459smK als auch in deosmR-Mutante mehrfach runterreguliert. Diese aktuellaten
deuten auf die aktivierende Funktion des Zwei-Kongrdensystems OsmRK fompU hin.
Dieser Zusammenhang Uberraschte, da die Expreksiunslle des Aul3enmembranporins
OmpU bisher ausschlie3lich dem membranstandigerul®ieg ToxR zugeordnet wurde,
welchem u. a. auch die Kontrolle d#x- sowie deitcp-Synthesgene unterliegt (192, 193). In
diesem Zusammenhang wurde der Verlust der aktivitne (OmpU) bzw. reprimierenden
(OmpT) Wirkung von ToxR mit zunehmender NaCl-Korization bereits beobachtet, aber

nicht naher untersucht (193).

Auf der Basis dieser Ergebnisse wurden weiterflidgenMicroarray-Experimente
durchgefuhrt, welche die Funktion von ToxR als staiptionalen Regulator unter hypertonen
Bedingungen fokussierten. Dazu wurde das Transkrippsmogestresster Wildtypzellen mit
dem Transkriptom aus Zellen einer ebenfalls NaGlrgsstertoxR-Mutante verglichen. Mit
einer Ausschlussgrenze von mindestens 2x deregudiegab diese Gegentberstellung
mindestens 263 Gene, die durch ToxR unter hypemdedingungen reprimiert sowie 63
Gene, die aktiviert wurden. Zu den auffallig dedegyten Genen zahlte u. ampU (VC0633),
dessen Transkription als um ein Vielfaches reduaiegezeigt wurde. Unter Bertcksichtigung
der bekanntermalen aktivierenden Funktion von TioxRmpU, war dieses Ergebnis in einer
toxR-Deletionsmutante zu erwarten und konnte somitredsne Kontrolle fir den Erfolg der
Arrays verwendet werden. Als weitere Gene mit eusgminderten Transkriptionsrate wurden

diverse Proteine mit regulativen Aufgaben - z. EEAD056, ein transkriptionaler Regulator
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der MerR-Familie oder VC0076, das universelle Sppestein A - angezeigt. Die Auswertung
der hochregulierten, also sonst durch ToxR reprieme Gene, ergab eine auffallige
Deregulierung fiur die Ectoinsynthese-Gene (VCA0822), welche allerdings nicht durch
eine de facto verminderte Ecotoinsynthese bestdtgtden konnte (pers. Mitteilung E.
Bremer).

Die Konsequenz fur die Kontrolle vampU ergibt sich danach aus der Gegenuberstellung der
Transkriptome detoxR-Mutante mit den Transkriptomen der Mutanten fis datative Zwei-
Komponentensystem unter Osmostress. Dieser Venglairde theoretisch mit den Daten der
Microarrays ,Wildtyp osmogestresst versuwsmK/ osmR-Mutante osmogestresst® und
~Wildtyp osmogestresst versusxR-Mutante osmogestresst® durchgefiihrt. Dabei wurden
mindestens 53 gemeinsam deregulierte Gene ideetifixon denen 3 Gene aktiviert und 50
Gene reprimiert werden. Unter den Genen, die sowbéi ToxR als auch durch das OsmRK-
System aktiviert wurden, befand sich nelspeG (Spermidin-Acetyltransferase) auohmpuU.

Zu den gemeinsam reprimierten Genen zahlten ue&mzyme der Ectoinbiosynthese.

Auf der anderen Seite konnte die Frage nach deekularen Mechanismen der Osmostress-
Adaptation in Abhangigkeit des OsmRK-Systems uben dorliegenden experimentellen
Ansatz nicht beantwortet werden. Dennoch spriclet lbéobachtete Osmosensitivitat der
einzelnen Komponenten fir die Beteiligung des Zi@mponentensystems an den
Regulationsvorgéngen.

Auf der anderen Seite ist bekannt, dass zellulareakionen auf veranderte
Milieubedingungen auf die Induktion RpoS-abhangiGeane zurtickgefihrt werden kénnen
(108, 113, 160, 197, 198). Demnach kdnnen Faktdezrspezifischen Stressantwort ebenso
durch den Masterregulator der generellen Stres&tRea aktiviert werden. In diesem
Zusammenhang wurde beispielsweiseEincoli beobachtet, dass eine Gruppe osmostress-
regulierter Gene durch den alternativen Sigmafakiater Stationarphase-Bedingungen
gleichermal3en induziert wurde (113). Obwohl UberRiolle des alternativen Sigmafaktors in
der spezifischen Stressantwort bisher nur spekuleurde, belegen die Daten der
vorliegenden Arbeit den reduzierten Abbau des RPaffieins in individuellen Stress-
Situationen (vgl. IV-3.1).

Des Weiteren erschwert die bisher ungeklarte Frageh der Signaltransduktion fur die
weitreichenden Kontrollmechanismen des Masterrégrda zusatzlich die Losung des
Problems. Aus diesem Grund wurde getestet, ob dasRB-System als postulierter Sensor
der V. cholerae Osmostress-Adaptation an der Regulation der ielitdaren RpoS-

Konzentration beteiligt ist. Um die mégliche molée Verbindung zwischen spezifischer
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und genereller Stressantwort nachweisen zu kénmerle die Degradation des-Faktors in
der amK- bzw. osmR-Mutante adressiert. Die Auswertung der entspredderProteolyse-
Assays (vgl. 11l-7.4) ergab jedoch, dass der Abbdas RpoS-Proteins durch die Mutationen
nicht beeinflusst wurde (Abb. 1V-23A, B). Dabei wder beobachtete Proteolyse-Grad dem
zeitlichen Ablauf der Degradation, wie er fur demdlyp dokumentiert wurde (vgl. Abb. V-
6), vergleichbar. Die gezielte Uberexpression degufitors OsmR wirkte sich ebenso wenig
auf die intrazellulare RpoS-Konzentration aus (Alb23C).
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Abb. IV-23: Einfluss des osmosensitiven Zwei-Kompantensystems OsmRK auf die intrazellulare RpoS-
Konzentration verschiedenerV. cholerae P27459-S StdmmeDargestellt sind Westernblot-Analysen der
Proteolyse-Assays in LB-Medium fur die Mutanten d&r Kinase (P27459-SosmK::pGP) und des B)
Regulators (P27459-&mR::pGP). C) In der Mutante pQE88MR wurde durch die Zugabe von 1 mM IPTG zu
exponentiell wachsenden Zellen die Uberexpressasn@smR-Regulators induziert und anschlieRend peSR
Proteolyse verfolgt. 1) vor der Induktion; 2) Inmmach Cm-Zugabe; 3) 5 min nach Cm-Zugabe; 4) ¥brmach
Cm-Zugabe; 5) 30 min nach Cm-Zugabe; 6) 60 min i@rhZugabe; 7) Kontrollegd min

Diesen Daten zufolge, konnte Uber den gewéhltemraxentellen Ansatz eine Beteiligung
des omsosensitiven Zwei-Komponentensystems OsmRKden Regulation der RpoS-

Konzentration nicht nachgewiesen werden.
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V DISKUSSION

RpoS ausV. choleraekontrolliert Stationarphase-Funktionen, unterschedet sich jedoch

in seiner Bedeutung fir die Stress-Resistenz von k. coli Homolog

Aus der Literatur gehen bislang drei verschiedemek&onen flr das RpoS-Protein hervor:
Neben der wurspringlichen Charakterisierung als ralemt Regulator des frihen
Stationarphasen-Wachstums HEn coli (156) wurde der Transkriptionsaktivator inzwischen
ebenso als ,Masterregulator* der generellen Strégsat in relevanten humanpathogenen
Bakterien beschrieben (109, 160, 298). Daruber usingibt es erste Hinweise fur die
Bedeutung des alternativen Sigmafaktors als Viafedgor (110, 211). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Konservierung dieser bekanntenkkanen fiir dasv. cholerae Homolog
untersucht, wobei die gewonnenen Daten sowoh! Hstiemungen als auch Unterschiede

hinsichtlich der Rolle de¥. cholerae RpoS im Vergleich zu anderen Spezies indizieren.

Beispielsweise belegen Experimente, in denen ddsirklationsverhalten des™-Faktors
ausV. cholerae analysiert wurde, dass das Protein bereits ifrdeen log-Phase synthetisiert
wird. Im Gegensatz dazu wurde die Expression desskriptionsaktivators ift. coli erst
wahrend des Ubergangs in die Stationarphase naébsmw (156). Dennoch ergab die
phanotypische Analyse de¥W. cholerae rpoSDeletionsmutante die Beteiligung des
Genproduktes an Funktionen, die ft coli als Stationdrphasen-spezifisch angegeben
werden. So entwickeltels. coli-Zellen mit einer Transposonmutation impoS-Gen weder die
fur den Ubertritt in die Stationarphase charaktiséie Thermotoleranz noch die typische
H,0O,-Resistenz ausgehungerter Zellen (156). Zudem gieR in der Transposonmutante
weder die Produktion von Glycogen noch die Induktaer Stationarphasen-spezifischen
sauren Phosphatase AppA nachweisen (156). In Ulstireimung dazu zeigte dié cholerae
rpoS-Deletionsmutante gleichermal3en eine eingeschram{teogensynthese bzw. eine
verminderte Katalase-bedingte®}-Resistenz. In Hinblick auf den putativen Einflugm
RpoS auf Stationarphasen-typische Prozesse béstate vorliegenden Daten aul3erdem,
dass die Sekretion der Hamagglutinin-Protease Hapehfalls durch RpoS kontrolliert wird
(298). Da diese Metalloprotease nachweislich un&ationarphase-Bedingungen wie
Nahrstoffmangel oder akkumulierten Quorum-Sensiigg&en synthetisiert wird (191),
kann demV. cholerae RpoS eine seiner. coli Homolog vergleichbare Bedeutung fur das
Stationarphasen-Wachstum zugesprochen werden. Dieese2 wird durch das Ergebnis einer
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Proteomanalyse gestutzt, welche iggeS-abhangige Expression von mindestens 25 Proteinen
in der Stationdrphase aufdeckte (298). Auf der erd8eite weisen neueste Daten darauf hin,
dass dierpoS-Transkription wiederum unter HapR-Kontrolle stefdoelsson, in press).
Demnach wirde das Signal Quorum-Sensing die Geessipn vomrpoS induzieren. Auf der
anderen Seite kommt dieser Korrelation vgoS-Transkription und Zelldichte-Regulation
der Induktion de&. coli RpoS in Abhangigkeit der Wachstumsphase sehr nahe.

Im Vergleich dazu, unterscheidet sich die Bedeutesg). cholerae RpoS flr die generelle
Stressantwort von den Beobachtungen fur asoli Homolog. Wéhrend in Letzterem die
Akkumulation  des  alternativen  Sigmafaktors  unter -$iress-Bedingungen,
Hyperosmolaritat, C-Mangel, extremen Temperatursectimngen und oxidativen Stress
dokumentiert wurde (111), fuhrten vergleichbare iBgdngen inV. cholerae nicht zur
Anreicherung von RpoS. Auf der anderen Seite wuittediese Stress-Situationen der
reduzierte Abbau des alternativen Sigmafaktors gesiesen, so dass das Ergebnis der
Akkumulationsexperimente paradox erscheint. DieS®derspruch lasst sich jedoch
vermutlich auf die weitreichenden Kontrollmechangsm fir die RpoS-Konzentration
zurtckfuhren (fur Details siehe Diskussionspunkie,R.

Das divergente Akkumulationsverhalten vori deutet die eingeschrankte Bedeutung des
Sigmafaktors fur die generelle Stress-ReaktioW.ioholerae an. Dies spiegelte sich de facto
in den aquivalenten Uberlebens-Assays wider: Fiinekeder getesteten atypischen
Wachstumsbedingungen konnten signifikante Unteesighiin der Uberlebensfahigkeit von
rpoSMutante und Wildtyp aufgedeckt werden. Dieses Bnge Uberraschte, da in der
Vergangenheit die essentielle Rolle von RpoS figrldiaerleben vow. cholerae O1 El Tor in
verschiedenen Stress-Situationen bereits beschrighgde (298). Yildiz and Schoolnik
zufolge vermittelt das rpoS-Genprodukt die Adaptation des Bakteriums an C-
Mangelbedingungen, Hyperosmolaritat und oxidati®émess, woraufhin eing. coli-analoge
Funktion postuliert wurde. Im Hinblick auf die Bedeng von RpoS als Masterregulator der
generellen Stressantwort fallt jedoch auf, das$ dit der Literatur kein Konsensus
diesbeztiglich finden lasst. Wahrend einige Arbeifsgen eine vergleichbare Funktion fur
andere Vibrio sp. angeben (117), werden beispielsweise die Kpmsezen des RpoS-
Verlustes inPseudomonas sp. ebenfalls als vor&. coli-Phanotypen abweichend dargestellt
(232, 266). Selbst innerhalb der Gattwigrio gehen die Beobachtungen auseinander. So
resultierte diegpoS-Inaktivierung inV. harveyi zwar in der verminderten Resistenz gegeniber
Membranstress oder C-Mangel, das Uberleben untperbgmolaren Bedingungen oder
oxidativem Stress wurde jedoch nicht beeintrachi{figb). Diese Unstimmigkeiten in Bezug

125



DiskussioN

auf denrpoS-Panotypen zeigten sich auch in der vorliegendebeir Die Analyse der
Motilitdtseigenschaften fur diepoS-Mutanten verschiedenev. cholerae Stdmme ergab
sowohl Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten ingl®ieh zum Schwarmverhalten des
jeweiligen Wildtyps (vgl. Abb. 1V-18).

In Anbetracht dieser unterschiedlichen Ergebnigs@en dem alternativen Sigmafakto?
aul3erhalb vork. coli nicht ohne Einschrankungen die Rolle des Stresstévi@gulators
zugeordnet werden. Vielmehr indizieren die Differ@m neben RpoS zuséatzliche Regulatoren
fur die Stress-Kontrolle, die spezifischer arbeitend direkt durch den Stimulus - alg@S
unabhangig - aktiviert werden kdnnen. Alternatinkie Uber die Existenz von Hilfssystemen
spekuliert werden, die induziert sind, sobigddS ausfallt.

Andererseits deutet die unerwartete Fahigkeitrges Deletionsmutante, in verschiedenen
Stress-Situationen zu uberleben, auf einen seblktWorteil des Bakteriums. Diese These
stutzt sich auf die Beobachtung eines als GASPogytr advantage in stationary-phase®)
bezeichneten Phanotypen irE. coli, wonach attenuierte rpoSMutationen die
Uberlebenschancen unter Stationarphase-bedingtehrstdiimangel verbesserten (215).
Interessanterweise treten solche spontape&-Mutationen sowohl in natirlichen als auch in
Labor-Populationen voR. coli recht haufig auf (287) und wurden dariber hinawchachon
fur Salmonella enterica (132) beobachtet. Zudem konnte dieses Phanomesitsoenit V.
cholerae in Verbindung gebracht werden. Danach konnteigans rpoS-Komplementante
einesV. cholerae O1 El Tor Stammes Nahrstoffe effizienter erwerbénder Wildtyp (184).
Dies Uberraschte insofern, da andere Studien f&rEabringen vorrpoS auf Plasmiden
vermindert komplementierte Phanotypen belegten,(208). Allerdings erklart sich Uber das
Ereignis GASP der voik. coli abweichendé/. cholerae rpoS-Phanotyp nur teilweise. So
deckten weiterfihrende Experimente auf, dass dehdilen Nahrstoffmangel bedingte RpoS-
Verlust zwar einen Selektionsvorteil unter Statiph@se-Bedingungen bedeutete, die
betroffenen Stamme jedoch anderen Umweltveranderugggentber anfalliger wurden (77,
184).

Zusatzlich zu dem GASP-Phanomen kénnte der neg&hamotyp delN. cholerae rpoS
Mutante in den Uberlebens-Assays durch die Konkarrdeso®-Faktors um das RNA-
Polymerase Core-Enzym mit des™-Faktor bedingt sein. In diesem Zusammenhang wurden
in E. coli Gene beschrieben, deren Zugehorigkeit zahNetzwerk von definierten
Umweltbedingungen abhangt. Beispielsweise wurde, dal“-Gruppe also™-kontrollierte
Gene identifiziert, welche die Resistenz gegenibaurem pH vermitteln und unter

Stationarphase-Bedingungett-abhangig induziert werden. Dahingegen zeigtergtiihen

126



DiskussioN

Gene unter pH-Stress keine RpoS-Abhéangigkeit m28t)( In dieser Situation wurde die
Kontrolle der ,gad“-Gengrupe durah’®diskutiert, da kein anderer Sigmafaktor unter diese
Bedingungen aktiv ist. Die Konkurrenz beider Sigakédren basiert auf der hohen
Ahnlichkeit der jeweils erkannten Promotorstruktyrezas wiederum den Wechsel zwischen
dero® und ders’®-Abhangigkeit erlauben wiirde.

An diesem Beispiel der pH-Stress-Kontrolle wird Higmplexitat des Regulationsnetzwerkes
fur die Stressantwort irE. coli deutlich. Dementsprechend sollte nicht ausgesséios
werden, dass inV. cholerae die getesteten Stress-Reaktionssysteme ahnlichpleam
aufgebaut sind und mit den hier verwendeten Methodieht erfasst werden konnten.
Darlber lie3e sich auch der in der vorliegendenerbeobachtete Widerspruch erklaren,
dass trotz der determinierten reduzierten Katafddastat die rpoS Deletionsmutante gegen
oxidativen Stress bis zu 88 mM,BL dem Wildtyp vergleichbar resistent war (Daten thich
gezeigt). Die gleiche Unstimmigkeit wurde bereits P. aeruginosa beschrieben (266),
wobei die Abweichung vonE. coli-Phanotypen auf den differenten Metabolismus in
Pseudomonas sp. zurlckgefuhrt wurde und somit die RpoS-vegtiét Stress-Resistenz

maoglicherweise durch analoge Gene vermittelt wird.

In der Zusammenfassung ergibt sich fir die phanstiye Charakterisierung der cholerae
rpoS-Deletionsmutante folgendes Fazit: Obwohl in dettiggenden Arbeit di€. coli RpoS-
Funktion als Ubergeordneter StressregulatoW.ircholerae nicht bestatigt werden konnte,
deuten die Daten auf eine vergleichbare Bedeutnrder Stationarphase. Wie ahnlich sich
die rpoS-Gene ausV. cholerae bzw. E. coli tatsachlich sind, konnte de facto in
Komplementationsstudien gezeigt werden. Interessastse waren sowohl das cholerae
als auch da&. coli rpoS-Genprodukt dazu in der Lage, die Knockout-Mutatites jeweils
anderen Organismus’ funktionell zu komplementier@ie Befahigung, c>-abhangige
Promotoren auch aufR3erhalb der eigenen Spezieslmmi@men, spricht fir die Konservierung
der RpoS-Output-Funktion in beiden Bakterien, lédig die Zielgene selbst sind

unterschiedlich.

Die post-translationale Kontrolle des RpoS-Proteinsvird Uber den Mechanismus einer
.regulated intracellular proteolysis” (RIP) vermitt elt

In E. coli wird als entscheidender Parameter fir die bekanRfeoS-assoziierten Funktionen
die intrazellulare Konzentration des Transkriptekis/ators angegeben (111). Trotz der

intensiven Untersuchungen dber die Funktion undeBeag des RpoS-Proteins m
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cholerae ist bislang Uber dessen Regulation kaum etwasnmgék&s wird jedoch davon
ausgegangen, dass sie vornehmlich den bekanntemokimrechanismen iik. coli entspricht.
Tatsachlich konnten im Laufe dieser Arbeit mehtgbereinstimmungen aufgedeckt werden.
So kann den vorliegenden Daten u. a. entnommen emerdlass die intrazellulare
Konzentration ded/. cholerae Proteins gleichermal3en durch Degradation beestflwsd.
Die weiterfihrende Charakterisierung der RpoS-igse ergab aul3erdem, dass der Abbau
unter atypischen Wachstumsbedingungen um ein \¢tedfa reduziert ist, so wie es auch fur
dasE. coli RpoS beschrieben wird (111). Damit sprechen diggebnisse zumindest fur die
analoge Bedeutung der RpoS-Proteolyse in der géareftressantwort beider Spezies.
Dariiber hinaus konnten fiir die Stellung beid@Faktoren in der jeweiligen Stress-Reaktion
keine Gemeinsamkeiten definiert werden. Beispialssvekonnte in weiterfihrenden
Experimenten divergent zu den Beobachtungen fliEdesli-Genprodukt die Akkumulation
des V. cholerae Proteins in diversen Stress-Situationen nicht efhiwerden, was in
Anbetracht der zuvor beobachteten Reduktion desadblunter den gleichen Bedingungen
zunachst Uberraschte. Diese widersprichlichen Bdtimagen sind vermutlich darauf
zuriickzufithren, dass die intrazellulare Konzerdratileso™>-Faktors inE. coli auf jeder
theoretisch madglichen Stufe der Proteinexpressierinflusst werden kann. In diesem
Zusammenhang ist aul3erdem bekannt, dass in Abldigigdes Umweltsignals
unterschiedliche Kontrollmechanismen aktiviert veardobwohl letztendlich allen Prozessen
das gleiche Ziel zugrunde liegt, namlich die RpaSgentration zu erhohen (110).
Diesbeziglich ist zudem belegt, dass ein einzeébngisal mehrere Prozesse kontrolliert; z. B.
induziert Hyperosmolaritat nicht nur dipoS-Translation, sondern inhibiert auch die RpoS-
Proteolyse (199). Desgleichen kann die Individéaalgines Signals fur eine der méglichen
Kontrollmechanismen nicht ausgeschlossen werderké8ate inV. cholerae der Stimulus,
welcher den RpoS-Abbau inhibiert, nur auf dieseerteb der Proteinexpression wirken,
wahrend die Transkription des Gens durch andereFakbeeinflusst wird. Auf der anderen
Seite gibt es Indizien dafur, dass der Level und Aktivitat des Sigmafaktors nicht
zwangslaufig korrelieren (81). Demnach kann eineguReion der o°-Aktivitat —
insbesondere in Bezug auf die Assoziation des Saktas mit der RNA-Polymerase — nicht
ausgeschlossen werden (111). Obwohl der endgB&yeeis dieser Hypothese bislang noch
nicht erbracht wurde, besteht die Moglichkeit einegulierten RpoS-Aktivitdt auch fiv.
cholerae, was wiederum die fehlende Akkumulation unter &treerklaren wirde. Der
Energieaufwand einer Neusynthese konnte Uber dHong der Aktivitat der bereits

vorhandenero>-Faktoren reduziert werden. Dieser Theorie sindgbaddie Ergebnisse der
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Uberlebens-Assays entgegenzusetzen, wonachpd&Genprodukt au¥. cholerae nicht in
dem Mal3e an der bakteriellen Resistenz gegenlbersén Stress-Situationen beteiligt ist,

wie es im Vergleich dazu fii. coli dargestellt wird.

Dessen ungeachtet besteht die Gemeinsamkeit, @assbibau dess™-Faktors in beiden
Spezies unter Stress reguliert wird. Dass Rpo& tholerae zudem das Substrat einer Eu
coli analogen, regulierten Proteolyse — der sogenarnRiBn- ist, geht ebenfalls aus den
Westernblot-Analysen der Akkumulationsexperimentrvbar. Diese Daten belegen ein
deutlich erhdohtes RpoS-Level in derssB-Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
Weiterfihrende Experimente, welche die RpoS-Stabilin Abhangigkeit verschiedener
Faktoren adressierten, bestétigten die Notwendigdes RssB-Proteins fur die RpoS-
Proteolyse inV. cholerae. Die nachweisliche Beteiligung dessB-Genproduktes an der
Degradation Uberraschte nicht, da sie bereits filgléddes Erkennungsfaktors in anderen
bakteriellen Spezies gleichfalls beschrieben widdd 2, 227).

Als weitere amo>-Abbau inV. cholerae beteiligte Komponente, wurde die Protease ClpXP
identifiziert. Dass der alternative Sigmafaktor dasbstrat dieses ATP-hydrolisierenden
Proteasekomplexes ist, war fir coli bereits bekannt (249); die ZuordnungMncholerae
hingegen ist neu. Das Model der RpoS-RIR.icholerae stellt sich demnach bisher wiekin
coli dar: Zunachst erkennt und bindet RssB das Substrdtfiihrt es anschlieRend der

degradierenden ClpXP-Protease zu.

Ein zusatzlicher Vergleich der Aminosduresequenden beteiligten Interaktionspartner
deckte ebenfalls bemerkenswerte UbereinstimmungénSa sind die RpoS-Proteine avs
cholerae und E. coli nicht nur in dem Bereich identisch, in welchem d@argetingfaktor an
dasE. coli Protein bindet. Dartiber hinaus weisen die dazvekpondierenden Abschnitte in
den jeweiligen RssB-Proteinen enorme Ahnlichkeief AuRerdem sind die Bestandteile
des ClpXP-Komplexes zu mindestens 80% sequenzsadénti

Trotz der weitreichenden Konsense ist den Datevaidiegenden Arbeit zu entnehmen, dass
RpoS ausV. cholerae weder durch das speziesfremde RssB noch durcle.dedi ClpXP
abgebaut werden kann. Auf der anderen Seite spratieeErgebnisse eines vitro-Assays
fur die Affinitat deskE. coli Targetingfaktors gegeniber damcholerae RpoS. Damit sollte
die ungenigend funktionelle Komplementation idsB- bzw. clpXP-Mutation inV. cholerae
nicht darauf zurtickgefuhrt werden, dass RpoS ddirehhomologerE. coli Proteine nicht
erkannt wird. Vielmehr scheinen die RssB-Faktormhtndazu in der Lage, mit der fremden
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ClpXP-Protease interagieren zu konnen. Diese Thesk dadurch gestitzt, dass sich die
Targetingfaktoren in dem Bereich unterscheiden, iddf. coli fiir die Interaktion mit der

ClpXP-Protease verantwortlich ist (pers. MitteiluBgKlauck).

Daneben wurde mit den aktuellen Experimenten eintevex essentieller Unterschied
zwischen den RssB-Proteinen beider Spezies aufged&efgrund ihrer Zugehorigkeit zu
der Familie der Zwei-Komponenten Response-Regwatowird die Aktivitat der RssB-
Faktoren durch Phosphorylierung moduliert. Alsmié RssB interagierende Kinase wurde in
E. coli erst kirzlich ArcB identifiziert (188). Die Inakierung des ArcB-homologen
Genproduktes FexB hatte \n cholerae jedoch keine nachweislichen Auswirkungen auf die
RpoS-Proteolyse. Somit muss die Beteiligung deBAtomologen Kinase am>-Turnover
ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis Uberradehtie gleiche Aminosaure, an welcher
in E. coli die RssB-Aktivitat moduliert wird (D58) inv. cholerae RssB-Targetingfaktor an
der gleichen Position zu finden ist. Es liegt darmahe, dass die Aktivitat das cholerae
RssB ebenfalls durch Phosphorylierung moduliertdwiese Aufgabe wird jedoch nicht
durch das ArcB-Homolog, sondern durch andere Kimégkernommen. Auf der anderen Seite
mag dieser Unterschied in der RpoS-Proteolyse-Khskegne weitere Erklarung dafur sein,
warum die Komplementationsversuche der RssB-Kndektwation mit dem E. coli-
Homolog in V. cholerae erfolglos verliefen: Wird dass. coli RssB im V. cholerae
Hintergrund nicht phosphoryliert, kann es seine gabe als Targetingfaktor auch nicht
erfullen.

AulRerdem konnte die im Vergleich & coli untergeordnete Bedeutung des alternativen
Sigmafaktors in deW. cholerae Stress-Regulation auf die Kinase-Differenz zurigtkbrt
werden. In Anbetracht dessen, dass Hiecoli Kinase ArcB bestimmte Signale flr die
Modifikation der RssB-Aktivitat und damit der Rpé®nzentration weiterleitet, wird der-

Faktor inV. cholerae offenbar durch andere Signale reguliert.

Im Verlauf der Experimente fir die Identifizierumigr an der RpoS-Proteolyse beteiligten
Faktoren fiel neben ClpXP eine weitere ATP-abhéadtgotease auf: Bereits funf Minuten
nach der Zugabe des Proteinsynthese-Inhibitors r@mighenicol konnte irV. cholerae
Zellen, in denen die Lon-Protease inaktiviert wain RpoS mehr detektiert werden. Diese
deutliche Auswirkung der mutierten Protease auf BipoS-Stabilitat spricht fur die
Beteiligung deson-Genproduktes an der post-translationalen Kontmdieo™-Faktors. Dass

die Abwesenheit von Lon den beschleunigten AbbauRj®0S-Protein zur Folge hatte, zeugt
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jedoch von der indirekten Beteiligung der Proteaseder Regulation der RpoS-Proteolyse,
vermutlich Uber eines der degradierten Lon-Sulestrat

Den bisherigen Kenntnissen Uber die regulierte RPafeolyse zufolge, kommt als
Angriffspunkt flr die Lon-Regulation nur der RssBhiangige Weg in Frage. Eine
Bestatigung dieser Vermutung sollte in weiterfuldem Analysen mit einerssB-lon-
Doppelmutante erbracht werden. Aus den entspreeimeBeperimenten geht hervor, dass die
Degradation von RpoS in dieser Doppelmutante thts#icreduziert ist (vgl. Abb. IV-10E).
Demnach kann davon ausgegangen werden, dass dieetmittelte 6°-Regulation auf die
Beteiligung des RssB-Faktors angewiesen ist.

Interessanterweise wurde in diesem Zusammenhargjtdbearine erhthte Expression der
ClpXP-Komponenten in eindon-Mutante fur die Hitzeschock-Antwort bé&. coli belegt
(pers. Mitteilung R. Hengge). Diese Erh6hung dgyXBl-Konzentration in Abhangigkeit der
inaktivierten Lon-Protease wirde den beschleunigtbbau des RpoS-Proteins in der
cholerae lon-Mutante erklaren. Allerdings konnte in der vorkeglen Arbeit Uber den
gewdahlten experimentellen Ansatz der Nachweis di€eese nicht erbracht werden: Davon
ausgehend, dass die Anreicherung der ClpXP-Protaskolge der Lon-Inaktivierung den
betroffenen Zellen einen artifiziellen Hitzeschatkstand vermittelt, wurde die RpoS-
Degradation in tatséchlich hitzegeschockten ZeHealysiert. Allerdings konnte deon-
Effekt auf die Regulation déé cholerae RpoS unter Hitzeschock nicht reproduziert werden.
Statt dessen war den entsprechenden Experimententaehmen, dass die RpoS-Proteolyse
in hitzegeschockten Zellen reduziert wurde, wasdetiem auf eine erhdhte Stabilitéat des

Proteins hindeutete (Daten nicht gezeigt).

Neben der Bedeutung der Lon-Protease fulEdmli Hitzeschock-Antwort, ist Lon aufgrund
der degradierten Substrate an weiteren stressimstaz Zell-Reaktionen beteiligt. So zéahlt
der Zellteilungs-Inhibitor SulA ebenfalls zu denkbenten Substraten dét. coli Lon-
Protease. Entsprechend =zeigten sidm-Mutanten gegentber DNA-Schaden sensitiv,
nachdem sie UV-Licht ausgesetzt wurden (195). Neden Akkumulation von SulA
resultierte die Lon-Mutation in der Stabilisierungles RscA-Proteins, einem
Transkriptionsaktivator fur Kapselsynthesegene (1774), was in der Folge zu einem
mucoiden Phanotypen flhrte. Spater wurde gezeigiss don-Mutanten bei hohen
Temperaturen gegen DNA-Schéden relativ resistertt §14). Das fuhrte wiederum zu der
Annahme, dass die Lon-Substrate durch eine weReotease degradiert werden koénnen.

Tatséachlich beschrieb Wu et al. die gleichemPhé&notypen fur die Hitzeschock-induzierte
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Protease HsIVU (295). Aufgrund der verkirzten Hadligzeit der Lon-Substrate SulA und
RscA unter Hitzeschock troton-Mutation, wurde Uber eine Uberlappende Substraifsige
von Lon und HsIVU diskutiert (295). In Bezug aufnden-Effekt flr die RpoS-Regulation
konnte diese Hypothese M. cholerae jedoch nicht bestétigt werden. Hier resultierte di
Inaktivierung des HslVU-Homologs nicht in dem bdsahigten Abbau, so wie es in den-
Mutante beobachtet wurde. Im Gegenteil: Die Dedradades alternativen Sigmafaktors

stellte sich vergleichbar zum Wildtyp dar (Dateahtigezeigt).

Insgesamt betrachtet ergibt sich gegenwartig férpdist-translationale Kontrolle des RpoS-
Proteins folgendes Fazit: In Ubereinstimmung zu akdnellen Kenntnissen dér coli RpoS-
RIP zeigte sich, dass die intrazelluldre Konzeiumatleso®-Faktors unter diversen Stress-
Situationen inV. cholerae ebenfalls kontrolliert wird. Deo®>-Faktor ausV. cholerae ist
Uberdies das Substrat einer Eucoli ahnlichen Proteolyse-Kaskade. Dabei tberschneiden
sich die Systeme beider Spezies in der Funktion Tagetingfaktors RssB und der
degradierenden ClpXP-Protease. Dahingegen kongetardiloge Beteiligung des Homologs
der RssB-aktivierenden ArcB-Kinase an ¥echolerae RpoS-Proteolyse nicht nachgewiesen
werden. Allerdings wurde die potentielle Bedeutuley Lon-Protease an der Kontrolle der
intrazellularen RpoS-Konzentration aufgedeckt, @iisl3lich der Notwendigkeit von RssB
fur diesen noch unbekannten Mechanismus. Daril@ubkikann zu diesem Zeitpunkt tGber

die molekularen Details der Lon-vermittelten Rpo&gRation nur spekuliert werden.

Die Chemotaxis-Kinasen CheA-1 und CheA-3 sind an dd&kssB-abhangigen Proteolyse
desV. choleraeRpoS beteiligt

Den vorliegenden Ergebnissen zufolge, ist der Heanigte Abbau des>-Faktors in deiV.
cholerae lon-Mutante von dem Targetingfaktor RssB abhéngig. Derh greift derdon-
Effekt oberhalb der RssB-Erkennung in die RpoSdtigse-Kaskade ein. Im Hinblick
darauf, dass die aus der Knockout-Mutation reseltiée Akkumulation eines der
unbekannten Lon-Substrate die vermehrte Induktien RpoS-Degradation zu Folge hatte,
kann davon ausgegangen werden, dass dieses LotréBuRssB aktiviert. IrE. coli wird
diese Funktion der ArcB-Kinase zugeordnet (188heEvergleichbare Bedeutung konnte
jedoch fur da¥/. cholerae Homolog FexB nicht bestatigt werden. Anderersggtisenin vitro
Daten mitE. coli-Zellen erste Hinweise darauf, dass der Proteclygetingfaktor RssB
gleichermal3en durch die CheA-Kinase phosphoryierden kann (296). Die CheA-Kinase

wiederum ist ein wichtiger Bestandteil des gut aRtarisierten Chemotaxis-SystemsEn
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coli (vgl. Abb. II-4). Interessanterweise wurde in derliegenden Arbeit ermittelt, dass die
Transkription der Chemotaxis-assoziierten Gene<aertrolle von RpoS unterliegt. Diese bis
dahin unbekannte Funktion des alternativen Signiafakwurde Uber die erst kirzlich
veroffentlichten Daten vergleichbarer Analysen aegt (211).

Frihere Untersuchungen identifizierten drei HomeldgsE. coli cheA-Gens im Genom von
V. cholerae (95). In Ubereinstinmung dazu wurde die Existenzltipler Chemotaxis-
Gencluster in der Vergangenheit bereits fur an@ganismen, einschliel3lidh aeruginosa
(264), Rhodobacter sphaeroides (173) undMyxococcus xanthus (297) aufgedeckt. Den Daten
der vorliegenden Arbeit zufolge, ist Mi cholerae jedoch nur das Genprodukt deseA-2-
Homologs an der Auspragung der Schwarmfahigkeieiligit Diese Beobachtung ist
kongruent zu anderen Arbeiten, in denen vergleighliaxperimente durchgefihrt wurden
(95, 162).

Auf der Basis dieser bekannten Fakten wurden inFdége Experimente konzipiert, um den
in E. coli bislang nur spekulierten Einfluss des Chemotaystedns auf die RpoS-Kontrolle
(pers. Mitteilung R. Hengge) M. cholerae klar zu definieren. Dementsprechend wurde in der
vorliegenden Arbeit der Theorie nachgegangen, wordie CheA-Kinasen nicht nur den
Response-Regulator CheY phosphorylieren, sondech den Targetingfaktor der RpoS-
Proteolyse RssB. In Anlehnung an die Regulatiorisddes des Chemotaxis-Systemdeircoli
wurde sich der postulierte Einfluss auf die Rpo8t&ulyse wie folgt darstellen: Unter nicht-
chemotaktischen Wachstumsbedingungen ist die Chieadé aktiv; sie phosphoryliert die
Regulatoren CheY und RssB. In der Folge wird niehtdie geradlinige Schwimmbewegung
des Bakteriums in die Taumelphase Uberfuihrt, sondach die RpoS-Proteolyse induziert.
Bindet hingegen ein chemotaktischer Ligand an dmeAGKinase, wird diese inaktiviert.
Ohne die Phosphorylierung durch CheA verursachtMigngel an phosphoryliertem CheY
die Umstellung des Flagellenmotors in eine gerteht8chwimmbewegung. Gleichzeitig
wirde der RssB-vermittelte Abbau des RpoS-Protgelsemmt, so dass der alternative
Sigmafaktor stabil bleibt (Abb. V-1).

Dieses postulierte Modell wird durch Westernblotalrsen unterstitzt, welche die Stabilitat
des alternativen Sigmafaktors in Abhangigkeit dégrGotaxis-Systems adressierten. Da es
aber im Gegensatz zE. coli in V. cholerae drei CheA-Kinasen gibt, wurden in den
entsprechenden Experimenten die Knockout-Mutantber alrei Homologe untersucht.
Interessanterweise unterschieden sich die Ergebriigs die einzelnen CheA-Kinasen:

Wahrend fur den Wildtyp und die CheA-2 Kinase dmeschleunigte RpoS-Degradationsrate
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nachgewiesen wurde, resultierte die Inaktivieruag@heA-1- bzw. CheA-3 Kinase in einem
deutlich verzogertem Abbau des RpoS-Proteins Agh. 1V-23).

mm MRNA =S > CheA:

F|age||e c SChWimme
Motor Taumeln

Lon

RpoS-Regulondmm

\

ﬂ RpoS-Proteolyse
Rssk[ RpoS l i @ RpoS @
i

P P

Abb. V-1: Postuliertes Modell fiir die Regulation de RpoS-Proteolyse inV. choleraein Abhéngigkeit des
Chemotaxis-Systemsin der Abwesenheit eines chemotaktischen Gradiewied die Kinasefunktion der drei
cheA-Homologe lber Autophosphoylierung aktiviert undngtodie entsprechende CheA-Kaskade induziert. Die
Details des Modells sind im Text beschrieben. WeWh— Kopplungsprotein zwischen Rezeptor und CheA-
Kinase.

In Ergdnzung zu den Ergebnissen des mit diesen HRpat8olyse-Assays in Abhangigkeit
desV. cholerae Chemotaxis-Systems fiel auf, dass von den dreamaienE. coli cheA-
Homologen nur dasheA-2-Genprodukt eine nachweisliche Funktion fur die gréagung des
Schwarmverhaltens besitzt. Aus diesem Grund Ulbghtaslie Beobachtung der Proteolyse-
Assays, dass CheA-2 keinen Einfluss auf die RpafeBlyse hat, wohingegen die
Experimente andeuteten, dass die Kinasen CheA-1Qln&A-3 die postulierte Aktivierung

des RssB-Faktors katalysieren.
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Die Existenz von dretheA-Homologen und letztere Beobachtung fuihren in demKiination

zu mehreren Spekulationen Uber die Bedeutung: Dispfgung des Motilitdtsphé&notypen
geht nur auf das mutiertgheA-2 zuriick (95). Moglicherweise handelt es sich dds!i
cheA-1 und cheA-3 um cheA-2-,Notfallsysteme* fir Bedingungen, die bislang nocitht
identifiziert werden konnterAnderseits zeigt sich die Beteiligung des Chemst&¥istems
an der RpoS-Proteolyse nur fur die Kinasen CheAd @heA-3. Das deutet darauf, dass die
Phosphorylierung des RssB-Proteins durch die CheAdloge vermittelt wird, denen in
Abhangigkeit des gewahlten experimentellen Ansaksise Funktion in der Chemotaxis
nachgewiesen werden konnte. Diese Fakten charsikrem ein System, in welchem Kinasen
mit unterschiedlichen Substraten nicht nur einenmejasamen Transkriptionsaktivator
unterstehen, sondern auch durch den gleichen Sitsnakitiviert werden. Obwohl bisher noch
keine schliissigen Beweise flir diese postulierterbgene Substratspezifitat erbracht werden
konnten, liel3e sich dariber die Vielzahl dbeA-Gene erklaren. Die zukinftige Analyse
einer cheA-1-3-Doppelmutante hinsichtlich der RpoS-Stabilitat ktin diese Hypothese
demzufolge festigen und somit den gultigen Bewdis €ine CheA-RssB-Interaktion
erbringen. Dartber hinaus musste getestet werdedjeotberexprimierten Kinasen CheA-1
bzw. CheA-3 tatsachlich einen beschleunigten RpbBa# zu Folge haben. Weiterfiihrende
in vitro Bindestudien fur die gereinigten CheA-Kinasen diad RssB-Protein sind ebenfalls

notwendig und wirden zur Aufklarung dieser Thesedgen.

Zusammengefasst ist zu diesern Zeitpunkt der Aussdages die Chemotaxis-Kinasen den
RpoS-Proteolyse-Targetingfaktor RssB aktivierechts entgegenzusetzen. Indessen wuirde
die Beteiligung der MCP-Rezeptoren an der Kontroller intrazellularen RpoS-
Konzentration, und damit an der Transkription ddre@otaxis-Gene selbst, erstmals ein
Regulationssystem beschreiben, wonach innerhalb dremotaxis-Kaskade die

Rezeptoraktivitat mit der eigenen Gen-Expressidopgpelt ist.

RpoSkontrolliert relevante Gene der CholeraPathogenese

Neben der Funktion als Masterregulator der Statpitése und generellen Stress-Reaktion
wird Uber die Rolle von RpoS in der Virulenz spédudl Die Meinungen darlber sind so
divers wie die vielen pathogenen Bakterien, in dedese studiert wurde. Beispielsweise
resultierte die Mutation impoS-Locus des Enteropathoge8styphimurium im Mausmodell
tatsachlich in der attenuierten Virulenz (74, 298)Shigella flexneri wurde des Weiteren die

Notwendigkeit despoS-Genproduktes fiir die Ausbildung der Saureresistiargestellt. Da
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diese das enteropathogene Bakterium bei der Auspgader Shigellose im extrem sauren
Magen-Darmtrakt schitzt (261, 288), wurde in dies&th ebenfalls auf die Beteiligung von
RpoS an der Pathogenese geschlossen. Danebeniwi.daeruginosa aus den Effekten der
rpoS-Mutation auf die Akkumulation von Exo-Toxinen dBedeutung des alternativen

Sigmafaktors in der Virulenz abgeleitet (266).

Die potentielle Rolle von RpoS in der cholerae Pathogenese leitet sich aus der postulierten
Funktion des Proteins in der Kolonisationsphase Hekteriums ab und wurde sogar
mehrfach untersucht. Wahrend einigen Arbeiten pafotlie entsprechendepoS-Mutanten

im infantilen Mausmodell nicht attenuiert waren 71498), sprechen die Daten anderer
Arbeitsgruppen im gleichen Modell fur die Rolle vBipoS in der Kolonisation (185). Diese
beobachteten Unstimmigkeiten sind sicherlich voelen Faktoren abhangig. Sie kdnnten
beispielsweise auf die Verwendung verschied&haholerae Isolate zurlckgefihrt werden.
Tats&chlich wurden bereits Unterschiede in der Begulation und -Expression zwischen
zwei verschiedeneX.. cholerae Biotypen dokumentiert (204, 257). In diesem Zusammaag
wurde aul3erdem gezeigt, dass abweichende Phanatypamschiedenelk. coli-Stdmmen
das Resultat vompoS-Mutationen oder -Polymorphismen sind (110). Vaoin in der
verwendeten Methode wéren eine weitere Erklarung$ohieit.

Interessanterweise ergibt sich aus der Literatundeh ein Konsensus: Sofern es getestet
wurde, konnte fir verschiedene Organismen — eireddiidh Pseudomoas spp., Vibrio spp.
und Yersinia enterocolitica - der Einfluss des RpoS-Proteins auf die Motiluatd/ oder die
Produktion von extrazellularen Proteinen nachgesnieserden (117, 120, 245, 266, 298). In
Ubereinstimmung dazu wurden in der vorliegendene#rfiir die rpoS-Deletionsmutanten
unterschiedlicheV. cholerae Wildtypen desgleichen Defekte im Schwarmverhalied in

der Produktion der Hamagglutinin-Protease HapAdiele

Auf der Basis diverser Beobachtungen wurde in fréiheArbeiten sowohl der Motilitat als
auch der Metalloprotease HapA eine Bedeutung inGlelera-Pathogenese zugesprochen:
Beispielsweise wurde aufgedeckt, dass definierthtfimotile Mutanten des O1 El Tor
Biotyps im Infektionsmodell mit infantiien Mauseriagk attenuiert sind (162). Gleiches
konnte fur nicht-motileV. wulnificus dokumentiert werden (234). Aus diesen Daten wurde
geschlussfolgert, dass die Motilitat des monopofaonotrich begeil3elten Bakteriumé
cholerae das Erreichen des Kolonisationsortes Dunndarntleeidend beeinflusst und damit
fur die Etablierung der Cholera von essentielleddtgung ist.
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Auf der anderen Seite degradiert HapA nachweislcbhrere physiologisch relevante
Wirtsproteine wie Mukin (78) oder Tight-Junctionsagiierte Proteine intestinaler
Epithelzellen (294). Beides spricht dafir, dass Akévitat der HapA-Proteas¥. cholerae
den Ubertritt in die Mukusschicht des Duodenums whmit seinem eigentlichen
Kolonisationsort erleichtert. Silva et al. besttgigdiese These mii vitro-Daten, wonach die
Expression von HapA fir das Durchdringen eines Mulaltigen Gels essentiell ist (252).
Doch ein definitiver Beweis fur die Bedeutung deinithgglutinin-Protease als tatsachlicher
Virulenzfaktor konnte trotz verschiedener Tiermdel®isher noch nicht erbracht werden (80,
103).

Dessen ungeachtet besteht der nachweislich indunerEinfluss de¥. cholerae RpoS auf
Motilitat und HapA-Produktion, was somit flr die d®itung des alternativen Sigmafaktors
in der Cholera-Pathogenese spricht. Obwohl der&gider HapA-Protease diesbezuiglich gut
verstanden ist, wird tUber die Rolle der Motilitér die Virulenz unterschiedlich diskutiert.
Beispielsweise wurde erst kirzlich aufgedeckt, dad® Expression wichtiger
Virulenzfaktoren wie das Choleratoxin, der toxiregulierte Pilus oder HapA in
Motilitatsmutantenn vitro um ein Vielfaches aktiviert ist (253). Das steht\Widerspruch zu
der weit verbreiteten These, wonach die Motilithider Kolonisationsphase des pathogenen
V. cholerae von entscheidender Bedeutung ist (85, 237). Dartibeaus belegen aktuelle
Transkriptom-Analysen (211) und die Daten der egdinden Arbeit die Funktion von RpoS
als Transkriptionsaktivator fir Chemotaxis- und Mgitsgene in der stationaren Phase des
Bakteriums.

Aufgrund dieser Beobachtungen postulierten Nielseal. erstmals die Notwendigkeit von
RpoS fir die letzte Phase der Cholera-Pathoge2é4¢. Demnach wirde die in dieser Phase
beobachtete synchrone Aktivierung von Chemotaxistillét und Ablosen der bakteriellen
Zellen auf den alternativen Sigmafaktor zurlickgeli®a in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse bestatigen diese Hypothese nicht reifiigen ihr dariiber hinaus neue Aspekte

ZU.

Die Bedeutung von RpoS fiur die Motilitat wurde iresker Arbeit beispielsweise Uber die
entsprechenden Phanotypen inaktivierter Proteaysafen ermittelt. Dabei fielen zunachst
die Unstimmigkeiten in Bezug auf die Motilitatsplodypen von rpoS-Mutanten
verschiedeneY. cholerae Wildtypen auf. Wahrend das Schwarmverhalten eki@ssischen
O1l1-Isolates und eines 0139-Stammes durchrpb&Mutation kaum beeintrachtigt wurde,

zeigten zwei von drei getesteten O1 El TpoS Stammen wiederum eine eingeschrankte
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Motilitat. Die differente Genexpression zwischemsahiedenerV. cholerae Biotypen wurde

in der Vergangenheit bereits dokumentiert (204,) 268 kann demzufolge auf den Stamm-
Hintergrund zurickgefihrt werden.

Neben den Effekten derpoS-Mutation auf die Auspragung der Motilitdt wurdene d
Auswirkungen einer deaktivierten RpoS-Proteolysskéale diesbeziiglich getestet.
Interessanterweise wiesen Mutanten, in denen dete®yse-assoziierte Faktor RssB
inaktiviert war, einen hypermotilen Phanotypen die Beeintrachtigung des RpoS-Abbaus
hatte vermutlich die Akkumulation des alternativ&gmafaktors zur Folge, wodurch
wiederum die vermehrte Transkription der Motiliggee und damit die divergente Motilitat
induziert wurde.

Ein gleichermalRen hypermotiler Phanotyp wurde fig ldn-Mutanten der O1 EI Tor
Wildtypen P27459-S und CO968 aufgedeckt. Aufgruedioh Proteolyse-Assay fir dien-
Mutanten dokumentierten beschleunigten RpoS-Degmagaerscheint diese Beobachtung
eigentlich widerspruchlich. Wird jedoch davon awgegen, dass die Lon-Substrate an der
Regulation der Chemotaxis und damit an den Mat#d@enschaften direkt involviert sind,
wirde die durch die Knockout-Mutation bedingte Akkuation des Substrates in der
veranderten Motilitdt resultieren. Den bisherigeenKtnissen zufolge, einschliel3lich des
ungeklarten Effektes ddéon-Mutation auf die Regulation der RpoS-Konzentratikiinnten

die CheA-Kinasen potentielle Substrate der Protdasstellen.

Interessanterweise traten die Motilitatsphanotypem rpoS, rssB und lon nur unter
Verwendung von Schwarmplatten auf, in denen chektiethhe Bedingungen simuliert
wurden. Auf korrespondierenden Schwarmplatten natifdedium hingegen wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp urmpbS-Mutante detektiert. Demnach ist es
maoglich, dass die nachgewiesenen Effekte der Murtati nicht durch die verénderte
Expression der Motilitatsgene, sondern durch Viaman im chemotaktischen Verhalten
verursacht wurden. Die Unterscheidung beider Ply@eotist in Anbetracht der verwendeten
Methode tatsachlich schwierig. Im letzteren Fadlutgert das verminderte Schwarmverhalten
des Chemotaxis-Phéanotypen aus der beschranktegkiedhsich neu zu orientieren und nicht

aus der reduzierten Quantitat der Motilitatsgene.

Insgesamt betrachtet deuten die bis zu diesem wgitpgewonnenen Erkenntnisse auf die
Beteiligung der alternativeo™-Faktors an der Pathogenese des Cholera-Erregenslerae.
Dafur  spricht sowohl die zweifach-unabhangig voaatler nachgewiesene

Transkriptionskontrolle Chemotaxis-assoziierter &efiese Arbeit, 211), als auch die
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Auspragung der Motilitdtseigenschaften in Abhangigkon Faktoren der RpoS-Proteolyse-
Kaskade. In zukunftigen Arbeiten konnte die Analgse Virulenzeigenschaften deneA-,
rssB- und/oderlon-Mutante im Tiermodell die definitive Notwendigkalteser Faktoren im

Infektionszyklus vorV. cholerae belegen.

Das putative Zwei-Komponentensystem OsmRK ist ein €nostress-Sensor und
kontrolliert das Aulienmembranporin OmpU

Die Anpassung an voéllig veranderte Milieubedingunggordert nicht nur die Wahrnehmung
von Umweltsignalen, sondern auch die entsprechdddeetzung dieser Stimuli. Als
Bewohner aquatischer Okosysteme und dem DuodensirKalbnisationsort kommt ifV.
cholerae der Adaptation an Schwankungen der osmolaren Wfarbse eine besondere
Bedeutung zu. Wahrend i coli die Funktion der Osmostress-Adaptation maf3gelolicich
Zwei-Komponentensysteme wie EnvZ/OmpR (213) odepB® (105) vermittelt wird, ist ein
analoges Regulationssystem W cholerae bislang nicht beschrieben. Allerdings konnten
bereits zu EnvZ/OmpR homologe Systeme identifizigegrden (247). Demnach gibt es
aufgrund der Homologie zu den ORFs VCA0565, VCAO026WW dem mit der hochsten
Ahnlichkeit zu EnvZ annotierten ORF VC2713 drei glite Osmostress-Sensoren Wn
cholerae Genom. AulRerdem ergibt sich die Zugehorigkeitide¥ CA0565 codierten Kinase
und des im selben Operon lokalisierten Regulator€A8566 zu einem Zwei-
Komponentensystem. Aufgrund der detektierten Osnsisetat der als OsmK bzw. OsmR
bezeichneten Genprodukte, wurde auf die Beteiligangden zellularen Prozessen der

Osmostress-Adaptation geschlossen (247).

In der vorliegenden Arbeit wurden fir das posttéigdsmostress-Regulationssystem OsmRK
definierte Insertionsmutanten generiert und eb&nfauf ihr Wachstumsverhalten unter
hypertonen Bedingungen getestet. Dabei konnterdiareete Wachstumsverzogerung fur die
mutierten Komponenten des putativen RegulationsByst bestatigt werden. Die 2x
unabhangig voneinander beobachtete Osmosensiti@sitSystems lasst definitiv auf die

Funktion als Osmostress-Sensor schlief3en.

Auf dieser Basis wurden daraufhin Transkriptom-Asah durchgefiihrt, um die
intrazellularen Prozesse der Osmostress-AdaptationAbhangigkeit des phéanotypisch
osmosensitiven Zwei-Komponentensystems aufklarenkd@anen. In der Folge konnten
zahlreiche, spezifisch unter hypertonen Bedingungduazierte Gene identifiziert werden. Zu

den im Wildtyp am starksten deregulierten GenendtedlsSysteme, deren Beteiligung an der
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Osmostress-Adaptation B coli bereits diskutiert wurde (125). Diesbeziiglichusa. die um
ein Vielfaches aktivierte Transkription der Ect@®@rmesynthesegene hervorzuheben. Ectoin
wird in E. coli als osmoprotektives Solut beschrieben (125) und/.ircholerae konnte
desgleichen die verstéarkte Synthese in hypertortragsten Zellen nachgewiesen werden
(pers. Mittelung E. Brehmer). Weiteren Transkript@malysen ist jedoch zu entnehmen, dass
der Osmostress-Sensor OsmRK nicht der Regulator Hetoin-Biosynthese unter
hyperosmolaren Bedingungen ist. Dafur fiel die \aktende Funktion des Zwei-
Komponentensystems fir einige TransportersystemsghdieRlich dem Spermidin/Putrescin-
Transporter und N&CO, Symporter, auf. Eine Beteiligung dieser Genproduéite der
Regulation der osmolaren Verhaltnisse ist berethdig sie den Export von geladenen lonen
vermitteln, die in hohen Konzentrationen den Melisbtus beeintrachtigen wirden.
Besonders interessant erscheint jedoch die higedetkte Funktion des OsmRK-Systems als
Transkriptionsaktivator desmpU-Gens. Neben OmpT ist OmpU das haufigste Porinein d
AulRenmembran voW. cholerae und gilt als wichtiger Virulenzfaktor. Dabei sgi€dmpU
eine entscheidende Rolle bei der Resistenz gegerditenischen Detergenzien wie z. B.
Gallensaure (228, 229), nach neueren Untersuchuaben auch bei der Resistenz gegen
einige Defensine wie P2 oder Polymyxin B (174).eEunktion fir das Wachstum unter
hyperosmolaren Bedingungen ist dahingegen bislarg nicht beschrieben. Bisher wurde die
Expressionskontrolle der Auf3enmembranporine OmplWd @mpT ausschlieRlich dem
membranstandigen Regulator ToxR zugedacht, demauch die Kontrolle destx- sowie des
tcp-Gens unterliegt (192, 193). In diesem Zusammenkande der Verlust der aktivierenden
(OmpU) bzw. reprimierenden (OmpT) Wirkung von ToxiRit zunehmender NaCl-
Konzentration bereits beobachtet, aber nicht nahetersucht (193). Auf der Basis
entsprechender  Transkriptom-Analysen im Rahmen ediesArbeit konnte die
Expressionskontrolle des AuRenmembran-Porins OmpthdloxR bestatigt werden.
Zusammen mit der beobachteten Osmostress-vermittéegulation zeichnet sich in der
Folge fur OmpU - und 52 weitere theoretisch idezigfte Gene - potentiell ein Kontroll-

Netzwerk ab, welches durch mehr als einen Regulbstemflusst wird.

In der Konsequenz dieser Beobachtungen kann demmabhausgeschlossen werden, dass
die Osmostress-Adaptation ausschlie3lich einemiganz System unterliegt. Das Beispiel
OmpU verdeutlicht vielmehr, dass die Zelle Uber iRa&gpren verfigt, die zwar die gleichen
Promotorstrukturen erkennen, aber durch unterslitied Signale aktiviert werden. Die
Funktion solcher multilateral kontrollierbaren Gda@nte somit in verschiedenen zellularen

Prozessen genutzt werden. Fir diese These spm@hBeobachtung iik. coli, wonach eine
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Gruppe osmoregulierter Gene durch den alternat8igmafaktor RpoS unter Stationarphase-
Bedingungen gleichermal3en aktiviert wurde (113)mBé&folge wére es mdglich, dass die
spezifischen Funktionen der Osmostress-Adaptatiamchd RpoS vermittelt werden.
Demgegeniber steht der Fakt, dass flrrdas-Mutante inV. cholerae keine signifikanten
Wachstumsdefizite unter verschiedenen hypertonedinBangen nachgewiesen werden
konnten (Daten nicht gezeigt). Die Frage, ob ®ascholerae RpoS tatséchlich in der
Osmostress-Regulation des Bakteriums involviertnaiss demnach anderweitig untersucht
werden. Zukunftige Arbeiten sollten jedoch beriickBgen, dass die Signalintegration fur die
diversen RpoS-kontrollierten Funktionen bislanghnhigerstanden ist. Fur das Beispiel der
zweifach regulierten Osmostress-Gene zeichnetjsiich ab, dass der alternative Faktor
nicht der Kontrolle des Systems untersteht, weldne&. coli den Stimulus Osmostress
weiterleitet. Zumindest wird die Transkription dEéscoli rpoS durch den hyperosmolaren
Schock nachweislich nicht beeinflusst (113). DewBis fur die potentielle Beteiligung eines
definierten Osmostress-Sensors an der Regulationnti@zellularen RpoS-Konzentration,
konnte auch in der vorliegenden Arbeit nicht erbtagerden: Weder die Inaktivierung der
Komponenten des OsmRK-Systems noch die gezielteedpeession des Regulators OsmR
wirkten sich auf das RpoS-Level aus. Diesen Fakem jedoch entgegengesetzt werden,
dass die Regulation des alternativen Sigmafaktafsjeder theoretisch méglichen Ebene
erfolgen kann. Es liegt somit nahe, dass uUber @grélgiten experimentellen Ansatz nicht alle

Kontrollmechanismen erfasst werden konnten.

Zusammengefasst kann den vorliegenden Daten foégeadtnommen werden: Obwohl die
Funktion des Zwei-Komponentensystems OsmRK als G#ess-Sensor bestatigt wurde,
konnte das Wachstumsdefizit hyperton geschocktedlerZze in Abhangigkeit des
osmosensitiven Sensors nicht aufgeklart werdenimdibnnte OsmRK neben ToxR als
weiterer Regulator flr das AuRenmembranporin Omgehtifiziert werden, infolgedessen
sich ein weitreichendes Netzwerk unter der Kongrallehrerer Regulatoren abzeichnet.

Eine Uberschneidung der Osmostress-Regulation et dlternativen Sigmafaktor RpoS
konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Dennacim ku diesem Zeitpunkt eine
Beteiligung von RpoS an den zellularen Prozessen @smostress-Adaptation nicht
ausgeschlossen werden, zumal am BeispiglJ verdeutlicht wurde, dass Promotoren durch
mehr als nur einen Regulator gebunden werden kértendie tatsachliche Bedeutung von
RpoS in der Osmostress-Reaktion veh cholerae zu verstehen, sind folglich weitere

Experimente, z. B. in Form von Transkriptom-Analyserforderlich.
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1. Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ACF
ATP
Ap r's
APS
AS
bla
BSA

bzw.

ca.

cm

CT
C-Quelle
cfu

dH,O
dNTP
DNA
DTT
EDTA

Gal
Glc

IPTG
kanR
kb
kDa
Kmr/ s

LB
LPS
mA
mg

Mg

ml

ul

min
MSHA

NEB
nm
oD
oNPG

Abbildung

»,accessory colonization factor”
Adenosintriphosphat

Ampicillin resistent/ sensitiv
Ammoniumpersulfat
Aminosaure

B-Lactamase-Gen

»pbovine serum albumine” (Rinderserumalbumin)
Einheit: Basenpaare
beziehungsweise

circa

Chloramphenicol resistent
Choleratoxin

Kohlenstoffquelle

Einheit: ,colony forming units*
Deletion

destilliertes Wasser
Desoxy-Nucleosidtriphosphat
Desoxy-Ribonukleinsaure
Dithiothreitol
Etylendiamin-Tetraacetat
Einheit: Gramm

Galaktose

Glucose

Einheit: Stunde
IsopropylB-thiogalactopyranosid
Kanamycinresistenz-Gen aus pACYC177
Einheit: Kilobasenpaare
Einheit: Kilo-Dalton

Kanamycin resistent/ sensitiv
Einheit: Liter

Luria-Bertoni

Lipopolysaccharid

Einheit: Milliampere

Einheit: Milligramm

Einheit: Mikrogramm

Einheit: Milliliter

Einheit: Mikroliter

Einheit: Minute

»,mannose sensitive hemagglutinin®, ein TypPus
Stickstoff

.New England Bioloabs"
Einheit: Nanometer

Optische Dichte
2-Nitropheny[3-D-Galaktopyranosid
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ORF

PAGE
PBS
PCR
pers.

pNPP
rpm
RIP
RNA
RNAP
RT
SDS

S
Snf’ s
Tab.
TCP
Tris
u. a.
UN
UNK

V. a.
vgl.
VPI
VPS
Wit

z. B.
X-Gal

,open reading frame* (Offener Leserahmen)
Phosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
.phosphate buffered saline*
.polymerase chain reaction”
personlich

isoelektrischer Punkt
p-Nitrophenylphosphat

Einheit: ,rounds per minute”
~regulated intracellular proteolysis*
Ribonukleinsaure
RNA-Polymerase
Raumtemperatur
Sodiumdedocylsulfat

Einheit: Sekunde

Streptomycin resistent/ sensitiv
Tabelle

»{oxin coregulated pilus”
Trishydroxymethylaminomethan
unter anderem

Uber Nacht

Ubernachtkultur

EinheitVolt

vor allem

vergleiche

»Vibrio cholerae pathogenicity island”
Vibrio polysaccharide”

Wildtyp

zum Beispiel

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-D-Galaktopyrandsi
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2. Zusatzliche Abbildungen

V. cholerae NSEI\TVT@ﬁtﬁFEEEAkE\/%TECETgmA%G 40
. coli - - MSCNTLEYHBLES- - - ECASFOSNCMEVFO=ZARYEQEP 35
. cholerae S =F- - -- ‘LEATCNYL‘EI CESFLLTAEERAS
. coli Ec EELLSC RV CATCLYLIEEI CYSFLL TAEEINAS
. cholerae YAFFALFC:AAFKFM ESNLRLVVKI 8RR m 116
coli EWEARRAL FCOYASRERM ESNLRLVVKI ARF A 115

oISl | CL | EECNLCLI RAVEKFCPERCFRFSTYATVVI RCTI EES]S)
coli LLCLI EECNLCLI FAVEKFCPERCFRESTYATVVI RCTI EESES

—
R CEELRALMNNCTRTI RLFI FMVKELNEYLRTARELS P 196
coli FAENNCTRTI FLFI HRVKELNVYLKRTARELS <A 195
-
. cholerae ELEFF\/EE\/TKNLFLl\EFl SSVLCTPI CCOEEKAL Lras1s)
coli EEI ASCl DKFVCCVEENLELNERI BISVCTPHCCOSEKAL | Ivatis)
. cholerae 'STCEEEI RESL m@m 276
. coli Cl LIAOS4=ENeFENTTCCCCNKES A 275
NN RRFCLLCYEFS TLEEVCREI NL TRERVRCI CVECLRRL REJRCEES
coli RRFCLLCYEHAATLEEVCRE! (€l TRERVRC CVECLRRL FERSNES)
. cholerae \/ {QEm\ [FAMENVEYCN 335
. coli JECT[@Em\ F[FAMZRE- - - - 330

Abb. VII-1: Vergleich der RpoS-Proteine ausV. choleraeund E. coli. Das Alignment wurde mit der Matrix
Blosum 62 des ,Bio Edit Sequence Alignment Editerstellt. Schwarz hervorgehobene AS sind in beiden
Proteinen identisch, graue unterlegte AS geben &imdichkeit von mindestens 60% an. Rot gekennzedtd

AS reprasentieren das ,Turnover -Element” fir désBBindung

m< m

m<

m< m< m< m< m<

m<
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