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| Zusammenfassung

Zur Gattung Bordetella zéhlen derzeit neun verschiedene Arten Gram:negativer Bakterien.
Die ,klassischen“ Bordetella-Arten B. pertussis, B. parapertussis und B. bronchiseptica
werden aufgrund ihrer engen Verwandtschaft auch als B. bronchiseptica-Cluster bezeichnet.
Der strikt humanpathogene Keim B. pertussis ist der Erreger des Keuchhustens und stellt das
wohl wichtigste Mitglied dieser Gattung dar. B. parapertussis kann sowohl Menschen als
auch Schafe infizieren, wahrend B. bronchiseptica fur Atemwegserkrankungen bei verschie-
denen Saugetieren verantwortlich gemacht wird. Die innerhab der letzten Jahre identifizierten
»heuen* Bordetella-Arten konnten, ebenso wie die , klassischen® Bordetellen, alle in Asso-
zZiation mit einem Wirtsorganismus nachgewiesen werden. Eine besondere Ausnahme stellt B.
petrii dar, von dem sowohl ein Umweltisolat als auch ein klinisches Isolat existiert. Bei den
»heuen“ Arten B. avium, B. holmesii, B. hinzi, B. trematum, B. petrii und B. ansorpii konnte
zum Tell human oder tierpathogenes Potential, zum Teil noch kein pathogenes Potential
nachgewiesen werden. B. holmesii wurde 1995 erstmals von Weyant et al. beschrieben und
gewann in den letzten Jahren als humanpathogener Keim, der Keuchhustendhnliche
Erkrankungen verursacht, zunehmend an Bedeutung. Mit Ausnahme des BvgAS-Systems
(Gerlach et al., 2004) konnten in B. holmesii bislang keine fur die , klassischen* Arten
bekannten Virulenzfaktoren nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uber PCR-Reaktionen mit aus konservierten Nukleotid-
sequenzen abgeleiteten Oligonukleotiden ein zum Filamentésen Hamagglutinin homol oger
Faktor in B. holmesii G7702 identifiziert. Weitere putative Virulenzgene konnten sowohl tiber
PCR-Reaktionen as auch mittels Southernblot-Experimenten nicht nachgewiesen werden.
Das fhaB-homologe Gen kommt dagegen bel den Stdmmen B. holmesii G7702, B. holmesii
ATCC51541, B. holmesii Nol und B. holmesii G8341 vor und ist somit innerhalb der Art
verbreitet. Mittels der Methode des ,, Genome Walk* wurde die fhaB- Sequenz aus B. holmesii
vervollstandigt und zudem ein Tell des stromaufwérts angrenzenden DNA-Bereichs
identifiziert. Dieser als orfMP bezeichnete Leserahmen wird in die zum fhaB entgegen
gesetzte Richtung transkribiert und kodiert flr ein putatives Membranprotein, welches auch in
B. bronchiseptica und B. parapertussis vorkommt. Stromabwarts des fhaB ist in B. holmesii
ein 1S1001-ahnliches IS-Element lokalisiert (Karin Schmitt, personliche Mitteilung). Der
fhaB-Locus aus B. holmesii unterscheidet sich somit interessanterweise deutlich von dem des
B. bronchiseptica-Clusters sowie dem der anderen ,neuen” Bordetella-Arten.

Sequenzalignments zeigten, dass das fhaB-Gen aus B. holmesii sowohl auf DNA- als auch auf
Proteinebene die grofte Ahnlichkeit zu dem fhaB-Homolog aus B. avium aufweist. Diese
Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen aus friheren Sequenzvergleichen von Genen, wie
z.B. bvgAS und ompA Uberein (Gerlach et al., 2004) und bestarkt die Vermutung, dass B.
holmesii phylogenetisch im Umfeld von B. avium anzusiedeln ist. Durch in silico-Analysen
der FhaBgy-Aminosduresequenz wurden einige Sequenzmotive entdeckt, die auch fir das
FhaB-Protein aus B. pertussis sowie flr entsprechende Proteine aus anderen Bakterienarten
beschrieben werden. Hierzu zéhlt eine N-terminale Signalpeptiddoméne, die im Allgemeinen
fir den Sec-abhangigen Transport von Proteinen durch die Cytoplasmamembran bendtigt
wird. Aufféllig ist dabei der ungewohnliche N-terminale Anhang des Signalpeptids, der zwar
bei einigen bakteriellen Sekretionsproteinen konserviert ist, dessen Funktion aber noch unklar
ist. Weiterhin konnte beim FhaB aus B. holmesii eine sogenannte TPS-Domane identifiziert
werden. Diese konnte, wie bel den , klassischen“ Bordetellen, mit einem FhaC-Partnerprotein
interagieren, um den FHA-Transport durch die auRere Membran zu gewéhrleisten. Die
Existenz eines fhaC-homologen Gens im Genom von B. holmesii ist deshalb nahe liegend.
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Anhand von in silico-Analysen wurde zudem ein KGD-Motiv, nicht jedoch eine Heparin
sulfat- und eine Kohlenhydrat-Bindedoméane im FhaB von B. holmesii identifiziert. Das
KGD-Motiv konnte moglicherweise das RGD-Motiv im FHA der ,klassischen® Bordetella-
Arten bei der Rezeptorerkennung ersetzen. Die Anwesenheit einer Heparinsulfat- und einer
Kohlen-hydrat-Bindedoméne kann jedoch aufgrund der hohen Variabilitdt der
Konsensussequenzen dieser Motive nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

In Zellkultur-Experimenten konnte die Adhasionsfahigkeit von B. holmesii G7702 an A549-
Zellen nachgewiesen werden. Weiterhin haben diese Versuche gezeigt, dass das Filamenttse
Hamagglutinin in B. holmesii eine Rolle as Adhasionsfaktor spielt. Demnach zeigte der
Stamm B. holmesii G7702 fhaB, der eine Deletion im fhaB-Gen trégt, eine signifikant
niedrigere Adhasionsrate als der wildtypische B. holmesii-Stamm. Weiterhin wurde fir den
Stamm B. holmesii G7702 bvgA::kan, der aufgrund der Insertion einer Kanamycin-K assette
im bvgA-Gen kein funktionsfahiges BvgA-Protein produzieren kann, eine im Vergleich zu B.
holmesi G7702 und B. holmesii G7702 fhaB dgnifikant niedrigere Adhésionsrate
beobachtet. Dies deutet zum einen auf eine BvgAS-Abhangigkeit der fhaBgy-Expression hin,
zum anderen kann aus dem Adhéasionsverhaten von B. holmesii G7702 bvgA::kan geschlos
sen werden, dass neben FHA in B. holmesii weitere Adhasionsfaktoren an der Wirtszell-
adhésion beteiligt sind, die vermutlich unter der Kontrolle des BvgA S-Systems stehen.

Laut den Ergebnissen aus den Regulationsstudien erfolgt die fhaB-Transkription in B.
holmesii Uber zwei kongtitutiv aktive Promotoren (P1 und P2) und einen bvg-abhangigen
Promotor (P3). In vitro ist phosphoryliertes BvgAgy in der Lage, spezifisch an die fhaB-
upstream- Region aus B. holmesii zu binden. Innerhalb der fhaBgy-upstream Region wurden
drei putative BvgAgn-Bindestellen BS2-4 identifiziert, die Ahnlichkeiten zu ,inverted-
repeat“- Anordnungen der BvgA-Konsensussequenz 5- TTATTCC/T T A -3 aufweisen.
Basierend auf den Ergebnissen der in vitro-Binde- und in vivo-Expressionsstudien zur
Charakterisierung der einzelnen putativen BvgAgn-Bindestellen wird ein Modell fiur die
BvgAsn-Bindung innerhalb des fhaB-Promotors in B. holmesii vorgeschlagen. Demnach wird
zunéchst die priméare BvgAgy-Bindestelle BS2 mit der hochsten Affinitét von BvgAgy-P
gebunden, wobei fur BvgAgn-P eine Dimerisierung angenommen wird. Anschlief3end bindet
ein zweites BvgAgn-P-Dimer an die as sekundére Bindestelle bezeichnete BS3-Region, die
sich stromabwarts von BS2 befindet. Eine mdglicherweise darauf folgende unspezifische
Anlagerung von zwei weiteren BvgAgy-P-Dimeren an den 37 bp grofRen DNA-Abschnitt
zwischen BS2 und BS3 i, ebenso wie die Besetzung der niedrigaffinen Bindestelle B4
durch ein weiteres BvgAgn-P-Dimer, hauptsichlich auf kooperative Protein-Protein
Wechselwirkungen zurtickzufiihren. Das an BS4 gebundene BvgAgy-P-Dimer befindet sich
am weitesten stromabwaérts und konnte zusammen mit der RNA-Polymerase die Initiation der
Transkription gewahrleisten. Ergebnisse aus den in vitro-Bindestudien sowie die unterschied-
liche Zusammensetzung und Anordnung der putativen BvgA-Bindestellen der fhaB-
Promotoren aus B. holmesii und B. pertussis deuten auf eine unterschiedliche Regulation
dieser beiden Promotoren hin. So scheint der fhaB-Promotor aus B. holmesii, im Vergleich
zum fhaB-Promotor aus B. pertussis, erst bei htheren Konzentrationen an phosphoryliertem
BvgA gebunden und somit aktiviert zu werden. In B. holmesii wird vermutlich die konstitu-
tive FHA-Synthese nach BvgAS-Stimulation durch die bvg-abhéangige fhaBgy-Expression
unterstitzt, um eine erfolgreiche Infektion des Wirtes zu gewahrleisten.
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Summary

The Bordetella genus which are Gram-negative bacteria include nine species. The “classical”
Bordetella species B. pertussis, B. parapertussis and B. bronchiseptica are closely related and
represent the so-called B. bronchiseptica cluster. The most important member of this genusis
Bordetella pertussis, a strictly human pathogen and the agent of whooping cough. B.
parapertussis can infect humans and sheep, whereas B. bronchiseptica causes respiratory
disease in many animal species. During the last years several “new” Bordetella species have
been identified and most of them have been isolated in association with a host organism. B.
petrii is the first member of this genus, which has been found as environmental and clinical
isolate. For some of the “new” Bordetella species, which include B. avium, B. holmesii, B.
hinzi, B. trematum, B. petrii and B. ansorpii, human or animal pathogenic features have been
identified and characterized. B. holmesii has been described for the first time in 1995 by
Weyant et al. and over time it has emerged as an important pathogen, which can cause
pertussis-like disease in humans. Except for the bvgAS locus no “classical” virulence factors
have been detected in B. holmesii so far.

By PCR amplification using digonucleotides specific to conserved fhaB sequences of B.
pertussis and B. avium, it was possible to identify a fhaB-homologous gene in B. holmesii
G7702. Additional virulence factors could not be detected by PCR or southernblot
experiments. The fhaB-homologous gene could be found in the B. holmesii strains B. holmesii
G7702, B. holmesii ATCC51541, B. holmesii Nol and B. holmesii G8341. The entire fhaBgy
gene was sequenced by the genome walking approach. In addition, the upstream region was
found to contain an open reading frame, orfMP, encoding an putative membrane protein,
which is also present in B. bronchiseptica and B. parapertussis. An 1S1001-like IS element is
located downstream of fhaB in B. holmesii (Karin Schmitt, personal communication). Thus
the fhaB locus of B. holmesii exhibits significant differences compared to that of the B.
bronchiseptica cluster and the other “new” Bordetella species.

Sequence alignments indicated, that fhaB of B. holmesii is most similar to the homologue of
B. aviumon DNA as well as on protein level. This observation is in confirmation with earlier
results of sequence comparison of genes like bvgAS and ompA (Gerlach et al., 2004) and
suggests a phylogenetic position of B. holmesii near B. avium. In silico analysis of the FhaBg
amino acid sequence led to detection of sequence motifs which are also known to be present
in FhaB of B. pertussis and appropriate proteins of several other bacteria. FhaBgy contains an
N-termina signal peptide domain, which in general is necessary for the sec-depending
transport of proteins through the cytoplasmic membrane. The signal peptide includes an
unusual N-terminal extension, which is conserved in several bacterial secretion proteins, but
its function is still unknown. Furthermore, a so-called TPS domain could be identified inside
the FhaB of B. holmesii. Like in the “classical” Bordetella species, this TPS domain could
interact with its partner protein to allow the FHA transport across the outer membrane.
Therefore the existance of an FhaC-homologous protein in the genome of B. holmesii could
be assumed. Sequence analysis of FhaBgy also revealed a KGD motif, but no heparin binding
and no carbohydrate binding site could be identified. Possibly the KGD motif could replace
the RGD motif of “classical” FHA in receptor recognition. The existance of an heparin and
carbohydrate binding site in FhaBg can not be excluded completely, because the consensus
sequences of that motifs are highly variable.
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Cell culture experiments demonstrated that B. holmesii G7702 is able to adhere to A549 cells
and that filamentous haemagglutinin plays a role as adhesion factor in B. holmesii. Thus the
strain B. holmesii G7702 fhaB', in which fhaBgy is deleted, exhibited a significantly lower
adhesion rate compared to the wildtype strain. Furthermore, for the strain B. holmesii G7702
bvgA::kan, which cannot produce BvgA, a significant lower adhesion rate compared to B.
holmesii G7702 and B. holmesii G7702 fhaB could be observed. This leads to the assumption
that fhaB expression in B. holmesii depends on BvgASgy. The adhesion behaviour of B.
holmesii G7702 bvgA::kan also shows that in addition to FHA other adhesion factors, which
are presumably regulated by the BvgASgH system, seem to be involved in host cell adhesion
of B. holmesii.

The regulation studies indicated, that fhaB transcription in B. holmesii can occur from three
different promotors, two of which are constitutive (P1 and P2) and one which is under the
control of the BvgASgy system (P3). In vitro, the phosphorylated form of BvgAgy is able to
bind to the fhaB upstream region of B. holmesii specifically. Inside the fhaB upstream region
of B. holmesii, three putative BvgAgH binding sites could be identified. These regions, named
BS2-4, exhibit similarities to “inverted repeat” structures of the BvgA consensus sequence 5'-
TIATTCCITT A -3. Based on the in vitro and in vivo results concerning the
characterization of the putative BvgAgy binding sites, a model for BvgAgy binding inside the
fhaBgn upstream region was developed. According to that, BvgA gn-P binds as a dimer first to
the primary binding site BS2 with a high affinity. After that a second BvgAgn-P dimer binds
to BS3 inside the secondary binding region, which is located downstream of BS2. A possibly
subsequent unspecific binding of two additional BvgAgy-P dimers to the region between BS2
and BS3 and the occupation of B34 results exclusively from cooperative protein-protein
interactions. The BvgAgy-P dimer, which binds to B$4, is located downstream ad
presumably interacts with the RNA polymerase in order to initiate fhaBgy transcription.
Results from in vitro binding studies as well as the divergent structure and localisation of
BvgA binding sites inside the fhaB promotors of B. holmesii and B. pertussis suggest a
differential regulation of these two promotors. For activation of fhaB promotor of B. holmesii,
higher concentrations of phosphorylated response regulator seem to be necessary compared to
that for fhaB promotor activation in B. pertussis. Presumably in B. holmesii the constitutive
fhaBgy expression is supported by the bvg-dependent fhaBgy expression as a result of a
BVvgA Sy stimulating signal in order to guarantee successful infection of the host.



Einleitung 5

I Einleitung

1 DasGenusBordetella und seine Bedeutung
1.1 Phylogenetische und physiologische Klassifizierung

Die Gattung Bordetella wird phylogenetisch der [3Gruppe der Proteobakterien zugeordnet
und gehdrt zur Familie der Alcaligenaceae (Vandamme et al., 1996a). Durch vergleichende
Sequenzanalysen der 16S rDNA konnte eine enge Verwandtschaft des Genus Bordetella mit
den beiden Gattungen Achromobacter und Alcaligenes festgestellt werden (siehe Abb.1). Bei
den Bordetella-Arten handelt es sich laut gegenwartiger Genusdefinition um kleine Gram
negative Kokkobazillen mit einer Lange von 0,5-2 um. Diese kdnnen einzeln oder paarweise,
selten in kurzen Ketten, vorliegen. Bis heute sind neun Arten bekannt, die bis auf eine
Ausnahme ausschliefdich in Assoziation mit dem Menschen oder warmblUtigen Vertebraten
isoliert wurden. Die wohl wichtigste Spezies des Genus ist Bordetella pertussis, der Erreger
des Keuchhustens. Jedoch auch andere Vertreter dieser Gattung gewinnen aufgrund ihrer
pathogenen Eigenschaften zunehmend in der Human und V eterindrmedizin an Bedeutung.

Bordetella pertussis, DSM 5571 \
Bordetella holmesii, CCUG 34073
Bordetella bronchiseptica, CCUG 219

Bordetella parapertussis, CCUG 413
Bordetella parapertussis, DSM 4922 Bordetella
Bordetella bronchiseptica, DSM 10303
~ Bordetella hinzii DSM 11333
|_ Bordetella trematum, DSM 11334
Bordetella avium, DSM 11332
Bordetella petrii )

strain R5

_[ strain 151

Achromobacter xylosoxidans subsp. denitrificans, DSM 30026
— Achromobacter ruhlandii, DSM 653
Achromobacter xylosoxidans subsp. Xylosoxidans, DSM 2402 ] Achromobacter

| Achromobacter piechaudii, DSM 10342
strain 3-17
= strain KP22
= strain R6
Alcaligenes sp., L6
Alcaligenes defragrans, DSM 12141

| | Alcaligenes faccalis, DSM 30030 | Alcaligenes

Alcaligenes sp., CCUG 36768
Taylorella equigenitalis, DSM 10668
Oligella urethralis, DSM 7531

10 %

Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum der Familie Alcaligenaceae basierend auf den 16S r DNA-Sequen-
zen (modifiziert nach Gerlach et al., 2001). Der Balken entspricht 10 % geschétzte Sequenzdver genz.

Die Vertreter des Genus Bordetella zeigen einen hohen GC-Gehat (61,5-68 mol%) und
besitzen bis auf B. petrii einen strikt aeroben Metabolismus. B. petrii kann auch anaerob
Selenat oder Nitrat reduzieren, einen fermentativen Stoffwechsel findet man jedoch bei keiner
der bisher klassifizierten Bordetella-Arten. Als Kohlenstoff- und Energiequelle konnen
Bordetella spp. keine Saccharide nutzen, vorrangig werden Aminosauren oxidiert (Weiss,
1992; von Wintzingerode et al., 2001).
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1.2 Der Keuchhustenerreger Bordetella pertussis

Die Geschichte des Keuchhustens ist, verglichen mit anderen hochinfektitsen Erkrankungen,
wie z. B. Tetanus oder Diphterie, erstaunlich kurz. B. pertussis wurde erstmals 1640 von dem
franzosischen Arzt Guillaume de Baillou beschrieben. Dieser berichtete von einer 1578 in
Paris aufgetretenen Epidemie und deren typischem Krankheitsbild (Cone, 1970). Erst 1904
konnte Bordet zusammen mit Gengou den bakteriellen Erreger dieser Krankheit, Bordetella
pertussis, isolieren und unter Laborbedingungen kultivieren (Bordet und Gengou, 1906). Da
B. pertussis zum Wachstum Blut bendtigte, erhielt dieses Bakterium zunéchst den Namen
Haemophilus pertussis. Im Gegensatz zu Haemophilus ist B. pertussis jedoch nicht auf die
Wachstumsfaktoren X (Haematin) und V (Nikotinamid-AdeninDinukleotid) angewiesen
(Hornibrook, 1940) und wurde in den folgenden Jahren mehrmals umbenannt. Erst im Jahr
1952 wurde B. pertussis eine eigene Gattung zugeteilt, die nach dem belgischen Wissen
schaftler Jules Bordet Bordetella genannt wurde (L opezMoreno, 1952; Pittman, 1984a).

Der durch Tropfcheninfektion direkt von Mensch zu Mensch Ubertragene Keim infiziert die
zilientragenden Epithelzellen der oberen Atemwege. Durch die Bildung zahlreicher Toxine
kommt es zur Schadigung des Respirationsepithels, den charakteristischen, krampfartigen
Hustenanfallen sowie zu systemischen Schaden. B. pertussis-Infektionen sind ausschliefdlich
auf den Menschen beschrénkt, ein Reservoir fir den Keim aul3erhalb des Menschen gibt es
somit richt. Laut der Weltgesundheitsorganisation WHO erkranken jahrlich 20-40 Millionen
Menschen an Keuchhusten, wobel bis zu 90 % der Krankheitsfélle in den Entwicklungs-
landern auftreten. Ungeféhr 300.000 der betroffenen Patienten sterben pro Jahr an den
Folgeerscheinungen dieser Infektion. Vor allem bei Sduglingen und Kleinkindern wird haufig
ein akuter und |ebensbedrohlicher Infektionsverlauf beobachtet.

Durch die Einfuhrung von Relthenimpfungen in den friihen 50er Jahren konnten B. pertussis-
Infektionen in den Industridddndern unter Kontrolle gebracht werden. Die damals
entwickelten Totimpfstoffe enthielten durch Hitze oder Formaldehyd abgetéttete B. pertussis
Isolate und wurden as Kombinationsmpfstoff mit inaktiviertem Diphterie- und Tetanustoxin
verabreicht. In den Entwicklungsldndern ist Keuchhusten jedoch wegen des fehlenden
Impfschutzes und der schlechten medizinischen Versorgung (z. B. Mangel an Antibiotika)
heute noch eine haufige Todesursache bei Kleinkindern. In den Industrielandern fuhrte der
Erfolg dieser Totimpfstoffe zu einem starken Rickgang der B. pertussis-Infektionen, so dass
die in setenen Félen auftretenden Nebenwirkungen des Vakzins wie Fieber und
Appetitlosigkeit in den Vordergrund riickten. Ende der 70er Jahre musste somit ein Absinken
der Impfrate und folglich ein rascher Anstieg der Keuchhustenfélle verzeichnet werden
(Greco et al., 1996). Erkenntnisse Uber die molekularen Vorgange wahrend des
Infektionsverlaufs und der rasch zunehmende technologische Fortschritt halfen, neuartige,
sogenannte azelluldre Impfstoffe gegen B. pertussis-Infektionen zu entwickeln. 1981 wurde in
Japan der erste azelluldre Impfstoff eingesetzt, der nur noch aus einigen immunogenen
Komponenten von B. pertussis, wie dem Pertussistoxin (PTX) und dem Filamenttsen
Hamagglutinin (FHA), zusammen-gesetzt war (Sato et al., 1984a). Heutzutage werden
anstelle von chemisch inaktivierten Toxinen hauptsachlich genetisch manipulierte Toxoide
verwendet, die durch die EinfUhrung ortsspezifischer Mutationen in den entsprechenden
Virulenzgenen detoxifiziert werden (Pizza et al., 1989; Rappuoli, 1999). Trotz der hohen
Effizienz und guten Vertraglichkeit dieser Vakzine wirft ihr Einsatz viele Fragen beziglich
der Schutzwirkungsdauer und moglicher Auswirkungen auf B. pertussis auf. So wurde in den
vergangenen Jahren in einigen Léndern trotz hoher Immunisierungsrate eine deutliche
Zunahme an B. pertussis-Infektionen vermerkt (de Melker et al., 1997).
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Untersuchungen an zirkulierenden B. pertussis-Stdmmen ergaben einen hohen Grad an
Sequenzpolymorphismen in einigen Virulenzgenen. Dadurch entstanden Antigenvarianten,
gegen die immunisierte Menschen mdglicherweise nicht geschiitzt waren (Bourseaux- Eude et
al., 1999; Bourseaux-Eude und Guiso, 2000). Durch die molekulare Charakterisierung von
Virulenzfaktoren verschiedener B. pertussis-Stdmme werden jedoch stdndig neue Erkennt-
nisse gewonnen, die zur Impfstoffentwicklung genutzt werden. Neben neuartigen Kombina-
tionsimpfstoffen werden auch Lebendimpfstoffe, bestehend aus attenuierten B. pertussis-
| solaten, vorgeschlagen (Mielcarek et al., 1998).

1.3 DasB. bronchiseptica-Cluster

Die drel ,klassischen* Bordetella-Arten B. pertussis, B. parapertussis und B. bronchiseptica
wurden schon Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben und zeichnen sich durch die Fahigkeit
aus, den respiratorischen Trakt von Menschen bzw. Siugetieren zu kolonisieren.
Sequenzanalysen der 23S rDNA-Sequenzen (Mdiller und Hildebrandt, 1993), DNA/DNA-
Hybridisierungen (Dobrogosz et al., 1979), Multilocus-Enzym: Elektrophorese (van der Zee et
al., 1997) und die am Sanger Center ermittelten Genomsequenzen demonstrieren eine sehr
enge verwandtschaftliche Beziehung zwischen diesen drei Arten. Heute werden sie als
Subspezies einer Art betrachtet und im sogenannten B. bronchiseptica-Cluster zusammen
gefasst. Trotz dieser engen genetischen Verwandtschaft kbnnen diese drel Arten aufgrund
einiger physiologischer Merkmale leicht voneinander unterschieden werden (siehe Tab. 1).

Tab. 1. Physiologische Merkmale zur Unterscheidung der Bordetella-Arten B. pertussis, B. parapertussis
und B. bronchiseptica (modifiziert nach Weyant et al., 1995)

Physiologisches M erkmal B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica
Wachstum auf McConkey Agar - + +
Oxidase-Aktivitat + - +
Urease-Aktivitdt - + +
Beweglichkeit - - +
Braune Pigmentierung - + -
3-Hamolyse + + +
Cephdexinresistenz + + +
Methicillinresistenz + + +
Oxacillinresistenz + + +

Die Mitglieder des B. bronchiseptica-Clusters unterscheiden sich jedoch am deutlichsten
beziiglich ihrer Wirtsspezifitét. B. pertussis ist der Erreger des Keuchhustens beim Menschen
und gilt als obligat humanpathogen (siehe 1.2). Man teilt das typische Krankheitsbild einer
Keuchhusteninfektion in drei Stadien ein (Preston, 1988). Nach einer Inkubationszeit von 5
21 Tagen entsteht zundchst ein akuter Katarrh der Atemwege, der von unspezifischen
Erkéatungssymptomen begleitet ist. In diesem sogenannten Stadium catarrhale (Dauer 7-14
Tage) ist die Diagnose noch sehr schwierig und die Ansteckungsgefahr am hochsten. Es folgt
das 3-6-wochige Sadium convulsivum, welches sich durch die typischen, krampfartigen
Keuchhustenanfélle und Erbrechen auszeichnet.
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Im anschliefenden Stadium decrementi kommt es in einer wochen bis monatelangen
Rekonvaleszenzphase zum Abklingen der Symptome. Interessanterweise kann der Keim nur
wéahrend des Stadium catarrhale und nicht mehr nach dem Ausbruch der Keuchhustenanfélle
aus dem respiratorischen Trakt isoliert werden. Dies lasst auf eine wichtige Rolle von
Toxinen bel der Symptomauspragung schlief3en (Cotter und Miller, 2000).

Neben dem beschriebenen Krankheitsbild des Keuchhustens kann bei Jugendlichen und
Erwachsenen auch ein abgeschwéchter Krankheitsverlauf beobachtet werden (Cherry, 1999b).
Pertussis-Infektionen bel  Jugendlichen und Erwachsenen sind vorwiegend auf eine
abgeschwéachte Immunitét zurlckzufUhren, denn die Schutzwirkung der Erstimpfung ist auf
maximal 9-10 Jahre begrenzt. Haufig wird bei Patienten mit mildem Krankheitsverlauf die
Keuchhustenerkrankung nicht diagnostiziert und entsprechend behandelt, so dass diese
Personen als bedeutende Ubertragungsquelle von B. pertussis gelten (Schneider und Gross,
2001).

B. parapertussis verursacht eine mildere Form des Keuchhustens beim Menschen mit
kirzerem Krankheitsverlauf (Heiniger et al., 1994). Der Erreger konnte 1937 aufgrund
physiologischer Merkmale von B. pertussis abgegrenzt und erstmals beschrieben werden
(Bradford und Slavin, 1937; Eldering und Kendrick, 1938). Man geht davon aus, dass ein
erheblicher Prozentsatz aller Keuchhustenfalle tatséchlich auf diesen Erreger anstelle von B.
pertussis zurtickzuftihren ist (Mastrantonio et al., 1998). Neben diesen Humaninfektionen
wird B. parapertussis auch fur die chronische Pneumonie in Schafen verantwortlich gemacht.
Die Isolate aus dem Schaf zeigen jedoch deutliche genomische Unterschiede zu den
Humanisolaten, weshalb man Schafe als Reservoir fur humanpathogene B. parapertussis
Erreger ausschlieRen kann (Yuk et al., 1998a). Die verschiedenen Isolate haben sich
vermutlich unabhéngig voneinander aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt und
stellen unterschiedliche Stamme mit spezifischer Wirtsadaptation dar (van der Zee et al.,
1997; Yuk et al., 1998a).

Der dritte Vertreter des B. bronchiseptica-Clusters, B. bronchiseptica, besitzt im Gegensatz
zu B. pertussis und B. parapertussis ein breiteres Wirtsspektrum. Der Keim wurde aus einer
Vielzahl von Sdugetieren, wie z. B. Hunden, Katzen, Schweinen, Affen und Kaninchen
isoliert und ist dort flr verschiedene respiratorische Erkrankungen verantwortlich (Goodnow,
1980). Auch bei Menschen, die in Kontakt mit infizierten Tieren stehen sowie bei immun-
supprimierten oder &lteren Personen wurde der Erreger entdeckt (Gueirard et al., 1995;
Woolfrey und Moody, 1991; Decker et al., 1991). Dort verursacht B. bronchiseptica
chronische, oftmals asymptomatisch verlaufende respiratorische Erkrankungen, die meist nur
schwierig mit Antibiotika zu behandeln sind. Selten wurden auch akute Infektionen
beobachtet (Gomez et al., 1998; Woolfrey und Moody, 1991).
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1.4 Die, neuen” Bordetella-Arten

In den letzten 25 Jahren wurde eine Reihe neuer Arten klassifiziert, welche sich in das Genus
Bordetella einordnen. Bel diesen handelt es sich um B. avium, B. holmesii, B. hinzi, B.
trematum, B. petrii und B. ansorpii. Uber Virulenzfaktoren und deren Regulation ist bei
diesen Arten noch sehr wenig bekannt. Dennoch treten ale ,,neuen“ Bordetella-Arten asso-
ziiert mit verschiedenen Erkrankungen in bestimmten Wirtsorganismen auf (siehe Tab. 2).

Tab. 2: Eigenschaften der , neuen” Bordetella-Arten

B. holmesii B. avium B. hinz B. trematum B.petrii  B.ansorpii
Wirt Mensch Vogel Gefllgel, Mensch? Umwelt, Mensch?
Mensch Mensch?
Erkrankung  resp. Erkran- Koryzades  asymptom. unbekannt unbekannt  unbekannt
kungen, Sepsis  Truthahns Erkrankungen,
Sepsisim
Menschen
Isolationsort  resp. Trakt, resp. Trakt resp. Trakt Wunden, Fluss- Epidermal-
Blut vonVogeln  von Vogeln, Ohrinfek- sediment, zyste
Blut, Sputum tionen Kieferent-
zindung

B. avium wurde 1984 ds erste der ,neuen” Bordetella-Spezies beschrieben und mit
Atemwegserkrankungen bei Vogeln in Verbindung gebracht (Hinz et al., 1978; Kersters et
al., 1984). Die von diesem Erreger in VOgeln verursachte Bordetellose bzw. Koryza ist eine
hochansteckende Infektion der oberen Atemwege (Skeeles und Arp, 1997). Das Krankheits
bild @nelt den durch die ,klassischen“ Bordetella-Arten verursachten Infektionen bei
Saugern. Auch B. avium kolonisiert die zilientragenden Epithelzellen der oberen Atemwege
und verursacht Schadigungen und Entziindungen des Gewebes sowie Sekundérinfektionen
durch andere Erreger. Die durch B. avium verursachten Bordetellosen und dadurch begiinstig-
te Sekundarinfektionen fihren in den USA jahrlich zu eéinem Verlust von mehreren Millionen
US-Doallar. Hinweise, dass B. avium auch den Menschen infizieren bzw. kolonisieren kann,
gibt es bisher nicht. Einige der bekannten Virulenzfaktoren des B. bronchiseptica-Clusters
konnten bereits auch in B. avium identifiziert werden (Gentry-Weeks et al., 1988; Temple et
al., 1998; Spearset al., 2003).

1995 wurde die nah mit B. avium verwandte Art B. hinzii entdeckt, die im Gegensatz zu B.
avium vorwiegend as harmloser Kommensal im Respirationstrakt von \Vogeln vorkommt
(Vandamme et al., 1995). Jedoch wurde dieses Bakterium vereinzelt auch aus immurn-
supprimierten und kranken Menschen isoliert. So konnte der Keim beispielsweise im Blut
eines AIDS-Patienten und im Sputum eines an cystischer Fibrose erkrankten Patienten
nachgewiesen werden. In diesen Fadlen wurde B. hinzi fir Sepsis und Bakteridmie
verantwortlich gemacht, weshalb der Erreger als potentiell humanpathogen einzustufen ist
(Kattar et al., 2000; Cookson et al., 1994; Funke et al., 1996).

Der 1996 beschriebene Keim B. trematum wurde beim Menschen bislang nur aus Wund-
infektionen bzw. entztindlichen Erkrankungen des Gehorganges isoliert. Unklar ist alerdings,
ob es sich hierbei um Sekundérinfektionen handelt oder ob B. trematum ursachlich an diesen
Erkrankungen beteiligt ist (Vandamme et al., 1996b).
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Mit der Isolierung von B. petrii aus dem Flusssediment der Saale wurde 2001 der erste
Umweltkeim der Gattung Bordetella entdeckt (von Wintzingerode et al., 2001). Diese Art
unterscheidet sich deutlich von alen anderen Bordetella-Arten, da sie anaerob mittels Nitrat-
oder Selenatreduktion wachsen kann. Bis vor kurzem hielt man B. petrii deshalb fur die
einzige Bordetella-Art, die nicht in enger Assoziation mit einem Wirtsorganismus vorkommt.
2005 wurde gedoch das erste klinische Isolat dieser Art beschrieben (Fry et al., 2005). Die
Isolation dieses Stammes erfolgte aus dem Kiefer eines Patienten mit Kieferknochenhaut-
entziindung. Dennoch ist auch in diesem Fall unklar, ob B. petrii als Verursacher oder Folge-
erscheinung dieser Erkrankung auftritt. Uber die pathogene Relevanz dieses Organismus
koénnen demnach noch keine Aussagen getroffen werden.

Anfang des Jahres 2005 wurde ein weiterer Vertreter der Gattung Bordetella identifiziert und
B. ansorpii genannt (Ko et al., 2005). Das Bakterium wurde aus einer Epidermalzyste einer
Patientin isoliert und konnte anhand der 16S rDNA-Sequenzen in die Gattung Bordetella
eingeordnet werden. Dabei wurde festgestellt, dass die 16S rDNA-Sequenz aus B. ansorpii
die grolte Ubereinstimmung zu jener aus B. petrii (98,3 %) aufweist. Dennoch unterscheidet
sich dieses Isolat beziiglich verschiedener Eigenschaften von den anderen Bordetella-Arten.
So konnten beispielsweise Unterschiede in der Zusammensetzung der zelluldren Fettsduren
sowie beziiglich der Homologie zu bestimmten Genen festgestellt werden. Uber ein
maogliches pathogenes Potential dieses Bakteriumsist jedoch noch nichts bekannt.

1.5 B. holmesi

Seit kurzem wird mit B. holmesii ein weiterer Vertreter der Gattung Bordetella mit respira-
torischen Erkrankungen beim Menschen in Verbindung gebracht. Der Keim wurde 1995 von
Weyant et al. (1995) zum ersten mal als nicht-beweglicher, Gram negativer Kokkobacillus
beschrieben, dessen Koloniemorphologie der von B. pertussis stark dhnelt. Einige biochemi-
sche Merkmale unterscheiden B. holmesii jedoch deutlich von den Mitgliedern des B.
bronchiseptica-Clusters, z. B. seine Cephalexinsensitivitdt und die fehlende 3-Hamolyse.
Durch die charakteristische, braune Pigmentierung und die fehlende Oxidase-Aktivitét
unterscheidet sich B. holmesii von B. pertussis und B. bronchiseptica, durch die fehlende
Urease-Aktivitét von B. parapertussis

Zunéchst konnte der Erreger hauptséchlich aus Blutkulturen immunsupprimierter Sepsis-
patienten isoliert werden (Lindquist et al., 1995; Morris und Myers, 1998; Tang et al., 1998;
Shepard et al., 2004). Man nahm deshalb bis in das Jahr 1998 an, dass dieses Bakterium nicht
in der Lage ist, den respiratiorischen Trakt des Menschen zu besiedeln. B. holmesii konnte
dann jedoch aus dem Sputum sowie aus dem NasenRachenraum immunkompetenter
Personen isoliert werden, die an Keuchhusten-ghnlichen Symptomen litten (Tang et al., 1998;
Yhi et al., 1999). Eine Coinfektion mit B. pertussis konnte dabei nicht nachgewiesen werden.
Die Isolation von B. holmesii aus dem Rachenraum gelang vermutlich, weil en
Selektionsmedium mit dem Antibiotikum Methicillin anstelle von Cephalexin verwendet
wurde. Es stellte sich heraus, dass Cephalexin, welches im Allgemeinen zum Nachwels von
Bordetella spp. dient, das Wachstum von B. holmesii inhibiert. Dies konnte eine mogliche
Ursache dafirr sein, dass dieser Keim niemals zuvor im respiratorischen Trakt des Menschen
identifiziert wurde (Mazengia et al., 2000).

Tatsache ist, dass B. holmesii als humanpathogener Erreger zunehmend an Bedeutung
gewinnt. In einem Fall wurde dieses Bakterium sogar fir eine schwere Lungeninfektion
verantwortlich gemacht (Russell et al., 2001).
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Aktuelle Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Symptome einer Pertussis-Infektion in den
meisten Fallen durch B. pertussis und nicht durch B. holmesii verursacht werden. So konnte
im Rahmen einer mehrjghrigen Studie bel insgesamt etwa 11.000 Keuchhustenpatienten aus
Holland und Finnland ausschliefdlich B. pertussis aus dem NasenRachentrakt isoliert werden
(Antilaet al., 2006).

Unklar ist auch die phylogenetische Position von B. holmesii innerhalb der Gattung
Bordetella. Basierend auf dem Homologiegrad der 16S rRNA-Sequenzen weist B. holmesii
eine enge Verwandtschaft zum B. bronchiseptica-Cluster, speziell zu B. pertussis auf (Weyant
et al., 1995). Allerdings konnte durch vergleichende Analysen anderer DNA- und Protein-
sequenzen diese systematische Stellung der Art nicht bestdtigt werden. So zeigen beispiels-
weise die OmpA- und BvgA-Sequenzen von B. holmesii eine deutlich groRere Ahnlichkeit zu
denen der ,neuen Bordetella-Arten (Gerlach et al., 2004). Auch der Vergleich der GyrB-
Sequenzen konnte die enge verwandtschaftliche Beziehung zwischen B. holmesii und dem B.
bronchiseptica-Cluster nicht belegen (von Wintzingerode et al., 2002). Mit Ausnahme des
BvgAS-Systems (Gerlach et al., 2004) konnten bislang weder durch Southernblot- noch durch
Westernblot- Experimente Homologe zu den Virulenzfaktoren der , klassischen” Bordetella-
Arten in B. holmesii identifiziert werden (Njamkepo et al., 2000).

Durch vergleichende Genomhybridisierungs-Anaysen konnte kirzlich gezeigt werden, dass
B. holmesii eine hoch konservierte genomische Region von 66 kb enthdt, die wahrscheinlich
durch horizontalen Gentransfer aus B. pertussis in B. holmesii eingebracht und durch
homologe Rekombination ins Chromosom integriert wurde (Diavatopoulos et al., 2006).
Dabel handelt es sich um eine ,EisenrAufnahme-Inse“ (1UI), die fur Biosynthese
(alcABCDE), Export (alcS), Aufnahme (fauA) und Regulation (alcR) des Siderophors
Alcaligin kodiert. Die Eisenaufnahme aus dem Wirtsorganismus ist die Voraussetzung fur
eine effiziente Kolonisierung des Wirtes und wird bei Bordetellen vorwiegend durch die
Produktion des Siderophors Alcaligin sichergestellt (Register et al., 2001). Somit ist
anzunehmen, dass die Kolonisierungsfahigkeiten von B. holmesii durch die Alcaliginproduk-
tion erheblich verbessert wurden (Diavatopoulos et al., 2006). Es wird vermutet, dass B.
holmesii seine 16S rRNA-Gene ebenfalls durch horizontalen Gentransfer aus B. pertussis
erhalten hat. Der Erwerb von DNA aus B. pertussis spielte wahrscheinlich eine Schllsselrolle
fr die Entstehung und Wirtsadaptation von B. holmesii.

1.6 Evolutionare Tendenzen der Gattung Bordetella

Vergleichende Sequenzanalysen zeigten, dass die nachsten Verwandten der Gattung
Bordetella die Vertreter der Gattungen Achromobacter und Alcaligenes sind (DelLey et al.,
1986; Yabuuchi et al., 1998). Unter den Achromobacter-Arten findet man vor alem
Umweltorganismen und einige wenige fakultativ pathogene Erreger, die als opportunistische
Krankheitserreger nokosomiale Infektionen beim Menschen verursachen (Granowitz und
Keenholtz, 1998; Weitkamp et al., 2000). Die enge verwandtschaftliche Beziehung dieser
Umweltorganismen zu den Bordetella-Arten lasst vermuten, dass auch diese von einem
apathogenen Umweltkeim abstammen. Ausgehend von diesem gemeinsamen Vorfahren, der
im Boden bzw. Wasser gelebt hat, entwickelten sich die Bordetella-Arten vermutlich durch
den Erwerb von Virulenzfaktoren zu fakultativ pathogenen Erregern bzw. obligaten Parasiten
(Gerlach et al., 2001). Diese Hypothese Uber die urspriingliche Herkunft der Bordetellen wird
durch die Entdeckung des Umweltisolats B. petrii bekraftigt. Zudem ist B. bronchiseptica in
der Lage, fur langere Zeit aulRerhalb eines Wirtes zu Uberleben, z. B. in Teichwasser oder
Phosphatpuffer (von Wintzingerode et al., 2001; Porter und Wardlaw, 1993).
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Die Aktivierung von Virulenzfaktoren des B. bronchiseptica-Clusters durch einen Tempera-
turanstieg von 20 °C auf 37 °C spricht ebenfalls fiir den Ubergang der Bakterien aus der Natur
auf einen homoisothermen Wirt. Genomanalysen des Umweltisolats von B. petrii zeigten,
dass dieses Bakterium einige Homologe zu den Virulenzgenen der , klassischen” Bordetellen
besitzt. Man geht deshalb davon aus, dass der Erwerb der Virulenzgene schon in einer frihen
Phase der Evolution der Bordetellen stattgefunden hat (Gerlach et al., 2004).
Interessanterweise konnte man auch in enigen anderen Umweltbakterien, wie z. B.
Aeromonas spp., Xanthomas campestris, Pseudomonas putida und Pseudomonas aeruginosa
ein der Adenylatzyklase dhnliches RTX-Toxin sowie Gene mit Homologien zum Filamen
t0sen Hamagglutinin identifizieren (Kuhnert et al., 1997; http://www.pseudomonas.com).

Bei vielen pathogenen Bakterien spielt der horizontale Erwerb von mobilen genetischen
Elementen, wie Pathogenitétsinseln (PAIls) oder Bakteriophagen, eine grof3e Rolle fur die
Virulenz und Wirtsadaptation der Erreger (Kaper und Hacker, 1999). Fir das B. bronchi-
septica-Cluster gibt es alerdings kaum Indizien fir das Vorhandensein von PAls, da die
meisten Virulenzgene einzeln Uber das gesamte Chromosom verstreut zu sein scheinen und
zudem ihr GC-Gehalt nicht signifikant von dem der restlichen Gene abweicht (Parkhill et al.,
2003). Eine Ausnahme stellt das ptx/ptl-Gencluster dar, welches fur die Strukturgene und den
Sekretionsapparat des Pertussistoxins kodiert und typische Merkmale einer PAIl aufweist
(Hausmann et al., 1996). Ein zweites Virulenzgencluster codiert fur die regulatorischen Gene
bvgAS, die fha-Struktur- und Transportgene sowie einige Gene, die fur die Biosynthese und
den Export der Fimbrien verantwortlich sind (Willems et al., 1994). Fiur dieses Gencluster
gibt es jedoch keine Anzeichen von Instabilitét. Innerhalb des B. bronchiseptica-Clusters
scheint somit nicht der horizontale Erwerb von genetischem Materia fur die Anpassung an
verschiendene Wirtsorganismen entscheidend gewesen zu sein. Wichtige virulenzrelevante
Unterschiede spielen sich zwischen B. pertussis, B. bronchiseptica und B. parapertussis
vielmehr auf der Ebene der Transkription ab. Tatséchlich sind im B. bronchiseptica-Cluster
die Gene einiger Virulenzfaktoren, wie z. B. ptx und tcf, in allen drei Arten vorhanden, sie
werden aber nur art- bzw. stammspezifisch exprimiert (Gerlach et al., 2001).

Die am Sanger Center ermittelten Genomseguenzen des B. bronchiseptica-Clusters zeigten,
dass die Genome von B. pertussis (4,1 Mbp) und B. parapertussis (4.3 Mbp) deutlich kleiner
sind als das von B. bronchiseptica (5,3 Mbp) und zudem eine grof3e Anzahl an Pseudogenen
enthalten (Parkhill et al., 2003). Man geht deshalb davon aus, dass B. pertussis und B.
parapertussis durch die Spezialisierung auf jewells einen einzigen Wirt einen erheblichen
Teil ihrer genetischen Information verloren haben. Diese Art von Genomreduktion wurde
auch bel anderen obligat pathogenen sowie symbiontischen Bakterien festgestellt (Anderson
und Kurland, 1998). Im Weiteren konnten Uber die Auswertung der Genomsequenzen von B.
pertussis, B. parapertussis und B. bronchiseptica mehrere Vermutungen Uber ihre evolutio-
néren Beziehungen bestétigt werden. So konnte gezeigt werden, dass die genetische Variabili-
tét bei B. bronchiseptica- Stammen am gréféten ist und dass humane B. parapertussis-lsolate
naher mit der tierpathogenen Art B. bronchiseptica verwandt sind as mit dem human
pathogenen B. pertussis. Man nimmt deshalb an, dass sich B. parapertussis und B. pertussis
unabhéngig voneinander und zu verschiedenen Zeitpunkten aus unterschiedlichen B.
bronchiseptica- Stdmmen entwickelt haben (Parkhill et al., 2003). Ebenso konnte festgestellt
werden, dass humane B. parapertussis-lsolate und Isolate aus dem Schaf deutliche Unter-
schiede in ihrer Genomstruktur aufweisen. Vermutlich haben auch sie sich unabhéngig
voneinander von einem gemeinsamen Vorfahren aus entwickelt. Demnach stellen Schafe kein
Reservoir fur humanpathogene B. parapertussis-Keime dar (van der Zee et al., 1997).
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Uber die evolutiondren Beziehungen der ,neuen“ Bordetella-Arten konnten bislang keine
eindeutigen Aussagen getroffen werden. Es ist zu hoffen, dass durch die ndhere Charakteri-
sierung dieser Spezies weitere Erkenntnisse Uber die Evolution der Virulenzeigenschaften und
Wirtsadaptionsmechanismen der Gattung Bordetella gewonnen werden.

2 DieVirulenzfaktoren

Fir eine erfolgreiche Infektion des Wirtes bendtigen Bordetellen eine Vielzahl von
Virulenzfaktoren. Diese wurden bislang vorwiegend bel den , klassischen” Bordetella- Spezies
charakterisiert und werden bis heute intensiv molekularbiologisch untersucht. Allgemein
lassen sich die Virulenzfaktoren des B. bronchiseptica-Clusters in Adhésionsfaktoren und
Toxine unterteilen.

FimD

Fim2, Fim3

Alcaligin
Cusrent Cpinian in Micrabiclogy

Abb. 2: Gezeigt sind virulenzassoziierte Faktoren von B. pertussis (L ocht, Antoine und Jacob-Dubuisson,
2001)

2.1 DasFilamentdse Hamagglutinin

Nach Tropfcheninfektion gelangen die Bordetellen in den oberen Atmungstrakt des Wirtes
und heften sich dort an die zilientragenden Epithelzellen an. Die spezifische Adhasion an das
Zilienepithel ist aso der erste Schritt im Infektionszyklus von B. pertussis, B. parapertussis
und B. bronchiseptica. Das Filamentdse Hamagglutinin (FHA) gilt dabei als wichtigster
Adhéasionsfaktor, seine Expression ist fir eine erfolgreiche Kolonisierung des respiratorischen
Trakts unbedingt erforderlich (Cotter et al., 1998).
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Das 220 kDa grofRRe, stark immunogene Protein wird zunéchst als 367 kDa grofes
Vorlauferprotein (FhaB) gebildet und posttransiational prozessiert (Locht et al., 1993).
HierfUr passiert FhaB vermutlich Uber ein Sec-abhéngiges Sekretionssystem die Cytoplasma-
membran und gelangt in den periplasmatischen Raum, in dem die Prozessierung stattfindet
(Lambert-Buisine et al., 1998). Dabel wird neben einem N-terminalen Signalpeptid (71 AS)
ein ca. 150 kDa grofies C-terminales Fragment proteolytisch abgespalten. Die Abspaltung des
C-Terminus, bei der vermutlich eine Serinprotease der Autotransporterfamilie SphB1 eine
Rolle spielt (Coutte et al., 2001; Mazar und Cotter, 2006), fuhrt zur Entstehung des reifen 220
kDa groflen FHA-Proteins. Dieser C-terminale Teil scheint fir die Biogenese des FHA eine
entscheidende Rolle zu spielen, denn frame-shift-Mutationen in diesem Bereich flhrten zur
Abwesenheit von detektierbarem FHA im Kulturiberstand von B. pertussis (Locht et al.,
1993). Laut einem Modell von Renauld-Mongenie et al. (1996) konnte die C-terminale
Domane des FhaB nach der Translokation des Precursors durch die innere Membran als
intramolekulares Chaperon fungieren, das sich an den GTerminus des eigentlichen FHA-
Proteins anlagert und somit die frihzeitige Faltung des Proteins im Periplasma verhindert.
Nach der SphB1-Spaltung wird der GTermius von FhaB dann vermutlich im Periplasma
abgebaut.

Die Translokation des FHA aus dem periplasmatischen Raum zur extrazelluldren Seite erfolgt
Uber ein sogenanntes TPS (two partner secretion)-System mit Hilfe des akzessorischen
Proteins FhaC, welches eine Pore in der auf3eren Membran bildet (Jacob-Dubuisson et al.,
1999; 2000; 2001). Dabei finden zwischen FhaC und der N-terminalen Sekretionsdoméne von
FhaB spezifische Interaktionen statt (Jacob Dubuisson et al., 1997). Man nimmt an, dass
FhaB in gestreckter Konformation die auf3ere Membran durchquert und erst auf der
Bakterienoberflache als gefaltetes und reifes FHA mit Haarnadel- Struktur vorliegt (Guedin et
al., 1998; Clantin et al., 2004). Die Faltung des FHA auf der Bakterienoberflache stellt
wahrscheinlich die Energie bereit, die fur die Translokation bendtigt wird (Renauld-
Mongenie, 1996; Guedin, 1998; Kgava, 2001).

Am N-terminalen Ende befinden sich mehrere Proteindomanen, die fur die Anheftung an
eukaryotische Wirtszellen verantwortlich sind (Arico et al., 1993). Hierzu gehdrt eine
Kohlenhydrat-Bindestelle, welche die Adhésion der Bakterien an das Zilienepithel des oberen
respiratorischen Trakts ermdglicht (Prasad et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dass bel
Deletion der Kohlenhydrat-Bindedoméne der entsprechende B. pertussis-Stamm nicht mehr in
der Lage war, an Makrophagen und zilientragende Epithelzellen zu binden (Prasad et al.,
1993). Eine Heparin-Bindeaktivitét ist vermutlich fur die Interaktion mit nicht-zilientragenden
Epithelzellen und der extrazellul&ren Matrix verantwortlich (Menozzi et al., 1990; Sato et al.,
1981; Urisu et al., 1986). So wurde festgestellt, dass die Anheftung von FHA an CHO-Zellen,
die keine Glykosaminoglykane mehr produzieren kénnen, stark vermindert ist (Hannah et al.,
1994). Uber das kurze Sequenzmotiv Arg-Gly-Asp (RGD-Motiv) ist FHA zudem in der Lage,
an den CR3-Oberflachenrezeptor von Makrophagen zu binden (Relman et al., 1990). Die
Bindung der Bordetellen Uber FHA an die CR3-Integrine verursacht die Internalisierung der
Bakterien in die Makrophagen, ohne dass dabei ein ,,oxidativer burst” ausgel6st wird. Somit
konnen die Bordetellen innerhalb der Makrophagen tberleben (Locht et al., 1993). Weliterhin
konnte gezeigt werden, dass FHA die Zytokinexpression in Epithelzellen und Makrophagen
und somit die Immunantwort des Wirtes beeinflusst (Abramson et al., 2001; Ishibashi und
Nishikawa, 2002). Dem Filamenttsen Hamagglutinin wird dartiber hinaus eine Funktion als
» Bruckenadhasin“ zugesprochen, da es die Anlagerung von anderen Mikroorganismen an das
Zilienepithel erleichtert und somit schwere Sekundarinfektionen ausgel6st werden kdénnen
(Tuomanen, 1986).
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Bisang wurde angenommen, dass FHA extrazellulér mit dem C-terminalen Ende in der
aulkeren Membran verankert ist und zum Tell sezerniert wird (Domenighini et al., 1990).
Neueste Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass der C-Terminus des FHA auf der Bakterien
oberflache exponiert ist (Mazar und Cotter, 2006). Uberraschend ist auch, dass der C-
Terminus von FHA fir die Adhérenz von B. bronchiseptica an kultivierte L2-Epithelzellen
unentbetrlich zu sein scheint. Mazar und Cotter haben daraufhin ein neues Modell fur die
Sekretion, Lokalisation und Freisetzung von FHA entwickelt. Demnach erkennt der N-
Terminus von FhaB die N-terminale Doméne von FhaC im Periplasma und bleibt mit ihr
assoziiert, wahrend das restliche FHA durch die Pore transportiert wird. Auf der
Bakterienoberflache kommt es zur sukzessiven Faltung des Proteins in eine [-Helix,
beginnend mit dem N-terminalen Ende. Die fur den Transport benétigte Energie wird durch
die Fatung des FHA und seine Neigung, eine starre Haarnadelstruktur anzunehmen,
bereitgestellt. Die Gterminale Domane von FhaB konnte mit dem GTerminus von FHA
interagieren und so gewéhrleisten, dass der spatere C-Terminus von FHA genug Zeit hat um
seine Konformatioren anzunehmen und sich letztendlich - nach SphB1-Spaltung an der
Zelloberflache - in seine endguiltige Form zu falten. Die C-terminale Domane von FhaB wird
im Periplasma degradiert und FHA bleibt vermutlich durch Interaktionen seines N-Terminus
mit dem FhaC auf der Zelloberflache verankert. Der Mechanismus, welcher zur Freisetzung
von FHA von der Bakterienoberflache fihrt, ist noch weitgehend ungeklart. Es wird
spekuliert, dass aufgrund mangelnder Stabilitét der Interaktion zwischen N-terminalem FHA
und FhaC das Protein aus dem Kanal entweichen kénnte (Mazar und Cotter, 2006).

Das fur das Filamentse Hamagglutinin kodierende Gen fhaB ist bei den Mitgliedern des B.
bronchi septica-Clusters zwischen dem bvgAS-Locus und dem fim-Gencluster lokaisiert. Das
bvgAS Operon wird in die zum fhaB entgegengesetzte Richtung transkribiert. Der fim-Locus
und das sich daran anschlief}ende fhaC-Gen kann zusammen mit fhaB als polycistronische
RNA synthetisert werden. Zusétzlich befindet sich vor dem fim-Gencluster ein eigener
Transkriptionsstartpunkt fir die Herstellung einer fimABCD-fhaC-spezifischen mRNA (Locht
et al., 1993).

In B. avium befindet sich stromaufwérts vom fhaB anstelle des bvgAS-Locus das Gen fir
einen ATP-bindenden ABC-Transporter. Stromabwarts konnten auch hier homologe Gene
zum fim-Cluster und zum fhaC lokalisiert werden (Spears et al., 2003). Vor kurzem wurde die
Genomsequenz von B. avium 197N vollstéandig identifiziert und charakterisiert (Sebaihia et
al., 2006). Dabei konnte festgestellt werden, dass B. avium die beiden FHA-&hnlichen
Proteine Fhal. und FhaS besitzt, welche auch im Genom von B. bronchiseptica vorkommen
(Julio und Cotter, 2005). Zusétzlich enthdlt das B. avium-Genom sechs neue Gene (darunter
zwel Pseudogene), die fur FHA-&hnliche Proteine kodieren. Darunter befindet sich unter
anderem hagB, dass vermutlich zusammen mit hagA ein fhaB/fhaC-ahnliches TPS-System
bildet (Sebaihia et al., 2006).

Im Rahmen der Annotation des B. petrii-Genoms konnte auch in dieser Bordetella-Art ein
fhaB-homologes Gen identifiziert werden (https://www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/brf/
software/gendb). Die genomische Organisation des fhaB-Locus unterscheidet sich jedoch von
der der ,klassischen* Bordetella-Arten und von B. avium. Das fhaC-Gen befindet sich hier
stromaufwarts vom fhaB. Stromabwarts von fhaB ist bel B. petrii nicht das fim-Gencluster,
sondern der Leserahmen fir ein konserviertes hypothetisches Protein mit Ubereinstim-
mungen zu einem Homolog aus Yersinia pseudotuberculosis (60 % |dentitéat, 77 % Ahnlich
keit) lokalisert. In Abbildung 3 sind die fhaB-Loci der verschiedenen Bordetella-Arten
schematisch dargestellt.
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B. bronchiseptica-Cluster:

fim cluster
< bvgS IIWQAT thaB >“1A|B| c_ [D]] fhac>
B. avium: fim cluster

\4

ABC fhaB >—1A|B| c [o][ tac
B. petrii:

—1J fhac >—1 thaB >~{ oerP%

ADbb. 3: Schematische Darstellung der fhaB-Loci aus dem B. bronchisepica-Cluster, B. aviumund B. petrii
(modifiziert nach Locht et al., 1993; Spearset al., 2003; siehe https://www.uni-bielefeld.de/groups/brf/software/-
gendb fir fhaB-Locus aus B. petrii); ABC: ATP-bindendes ABC-Transporterprotein;, HP: konserviertes
hypothetisches Protein

Neue Erkenntnisse lassen vermuten, dass FHA ene Rolle fir die Wirtspezifitdt der
Bordetella-Arten spielt. So war ein B. bronchiseptica-Stamm, der das FHA aus B. pertussis
exprimierte - trotz hoher Ahnlichkeit der FHA-Aminosiuresequenzen beider Arten - nicht
mehr in der Lage, den unteren Respirationstrakt in Ratten zu kolonisieren. Man vermutet, dass
FHA aus B. pertussis spezifisch an einen Rezeptor bindet, der nur im Menschen vorkommt,
wéhrend das Protein aus B. bronchiseptica - ein Bakterium mit breitem Wirtspektrum -
weniger spezifische Bindeeigenschaften aufweist (Inatsuka et al., 2005).

Kurzlich wurde in B. bronchiseptica das Gen fhaS identifiziert, welches eine grof3e
Ahnlichkeit zum fhaB-Strukturgen aufweist. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression
von fhaS unter der Kontrolle des BvgAS-Systems steht. Ebenso wird FhaS, wie FhaB,
prozessiert und mit Hilfe von FhaC durch die duRere Membran transportiert. Dennoch ist
FhaS nicht in der Lage, in vitro die Adhésion von B. bronchiseptica an Epithelzellen zu
vermitteln. Auch fir die Kolonisierung des respiratorischen Trakts in vivo scheint dieses
Protein nicht erforderlich zu sein. Die Funktion von FhaS ist demnach noch unklar. Es wird
dartber spekuliert, ob das Protein moglicherweise zur Wirtspezifitdt beitragen konnte (Julio
und Cotter, 2005).

2.2 Waetere Adhasne

Neben dem FHA sind einige weitere Adhasionsfaktoren im B. bronchiseptica-Cluster
bekannt, die in der aufleren Membran lokalisiert sind. Dabel handelt es sich vorwiegend um
sogenannte Autotransporterproteine, die zum Passieren der &ueren Membran keine Hilfs-
proteine bendtigen, sondern mittels ihrer carboxyterminalen Domane durch sie hindurch
gelangen. Alle diese Adhésine enthalten mindestens ein RGD-Motiv, weshalb ihnen ene
Rolle bei der erfolgreichen Kolonisierung des Atmungstrakts zugesprochen wird. Hierzu
gehdren z. B. das Pertaktin (PRN) (Leiniger et al., 1991), der tracheale Kolonisierungsfaktor
(TCF) (Finn und Stevens, 1995a) und der Serumresistenzfaktor BrkA (Fernandez und Weiss,
1994).



Einleitung 17

Vor kurzem konnte festgestellt werden, dass in B. avium ein Adhasin-ahnliches Protein
vorkommt, welches Ubereinstimmungen mit Tia und Hek, zwei Adhasinen aus E. coli,
aufweist. Ein weiteres neu identifiziertes Adhéasin-dhnliches Protein aus B. avium stimmt zu
31 % mit Bap, einem an der Biofilmbildung beteiligten Protein aus S. aureus, und zu 24 %
mit Intimin aus E. coli Uberein (Sebaihiaet al., 2006).

Des Weiteren tragen bei den ,klassischen® Bordetella-Arten mehrere Serotyp-spezifische
Fimbrien zur Besiedelung des Respirationstrakts bei (Mooi et al., 1992). Dabei koénnen
Heparin und andere Zuckersulfate, die im Atmungstrakt von Sdugern ubiquitdr vorhanden
sind, von Fim2, Fim3 und FimD gebunden werden (Geuijen et al., 1996). Zudem ist bekannt,
dass die Bindung von FimD an VLA-5-Rezeptoren von Monozyten zur Aktivierung der CR3-
Rezeptoren fuhrt, an welche wiederum FHA binden kann (Hazenbos et al., 1995).

2.3 Toxine

Nach erfolgreicher Adhasion an die Wirtszellen produzieren die Vertreter des B. bronchi-
septica-Clusters einige Zdllgifte, die die Zerstérung von Gewebe verursachen. Diese zellscha-
digende Wirkung dient sowohl der Schwachung des wirtseigenen Abwehrsystems als auch
der Freisetzung von limitierenden Nahrstoffen, wie z. B. Eisen.

Das Pertussistoxin (PTX) ist der bekannteste Virulenzfaktor des Keuchhustenerregers. Dieses
Toxin wird ausschliefdlich von B. pertussis exprimiert und ist vermutlich fir die charakteris-
tischen Begleiterscheinungen der Krankheit, wie erhéhte Insulinproduktion, Lymphozytose
und Histaminsensibilisierung verantwortlich (Pittman, 1984b). Zusétzlich trégt PTX als
Adhasionsfaktor zur Anlagerung der Bakterien an Makrophagen und an das Zilienepithel bei
(Tuomanen und Weiss, 1985; van't Wout et al., 1992). Die Sekretion von PTX erfolgt Uber
den Sec-Transportweg durch die innere Membran und anschlielend Uber ein TyplV-
Sekretionssystem durch die duRere Membran (Farizo et al., 2000; Burns, 1999). PTX selbst
besteht aus funf Untereinheiten (S1-S5) und stellt ein typisches ,,AB-Toxin“ dar. Die B-
Untereinheit, bestehend aus den Komponenten S2-S5, ermdglicht die Translokation der
enzymatisch aktiven A-Untereinheit ins Innere der Wirtszelle (Tamura et al., 1982a/b). Die
toxische A bzw. S1-Untereinheit besitzt eine ADP-Ribosyltransferase-Aktivitat und kataly-
sert unter NAD-Verbrauch die ADP-Ribosylierung von wirtseigenen G-Proteinen, die
dadurch inaktiviert werden. Es kommt zu einer unkontrollierten Aktivierung der Adenylat-
zyklase und somit zur Uberproduktion des Botenstoffes cCAMP. Letztendlich werden wichtige
Signaltransduktiorskaskaden gestort, was zur Schadigung der Wirtszellen fuhrt (Katada et al .,
1986; Locht und Antoine, 1995).

Die Adenylatzyklase (CYA) ist ein Toxin, das von alen Vertretern des B. bronchiseptica-
Clusters gebildet wird. Dieses bifunktionale Toxin weist neben seiner Calmodulin-abhangigen
Adenylatzyklase-Aktivitét auch eine hdmolytische Aktivitét auf (Glaser et al., 1988). Die
Sekretion erfolgt Uber ein Sec-unabhangiges Typl-Sekretionssystem, welches aus akzesso-
rischen Proteinen zusammengesetzt ist (Locht et al., 2001). Es wurde gezeigt, dass CYA in
der Lage ist, Apoptose in Makrophagen auszulésen und somit zur Schwéchung der zellver-
mittelten Wirtsabwehr beizutragen (Gueirard et al., 1998; Khelef et al., 1993). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass CYA auf der Bakterienoberflache mit FHA assoziiert ist und
dass FHA erforderlich ist, um CYA in der @ufleren Membran festzuhalten (Zaretzky et al.,
2002). Laut Perez Vidakovics et al. (2006) verstarkt CY A die adhésiven Eigenschaften von
FHA und beeinflusst - moglicherweise Uber Konformationsanderungen des FHA-Proteins -
die Aktivitéat der Heparin-Bindedomane.
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Das tracheale Zytotoxin (TCT) ist ein kleines Disaccharid-Tetrapeptid und Bestandteil der
Mureinschicht der bakteriellen Zellwand (Cookson et al., 1989a/b). Mureinbruchstticke wie
das TCT entstehen wahrend des normalen Wachstums eines Bakteriums und werden von den
meisten Bakterien wieder dem Zellmetabolismus zugefihrt. Dies ist den Bordetellen jedoch
aufgrund eines Gendefekts nicht moglich und so wird TCT wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase der Bordetellen spontan in die Umgebung abgegeben (Rosenthal, 1987).
Zusammen mit dem bakteriellen Lipopolysaccharid (LPS) wirkt TCT stimulierend auf die
Interleukin-1-Produktion von Wirtszellen, wodurch es zu einer vermelrten Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) kommt (Heiss et al., 1994; Flak et al., 2000). Hohere Konzentra-
tionen von NO wirken zytotoxisch auf die zilientragenden Epithelzellen des Respirations-
trakts. Man vermutet, dass die Schadigung und der Verlust des Zilienepithels Hauptursache
der krampfartigen Hustenanfélle des Keuchhustens sind (Luker et al., 1995).

Das dermonekrotische Toxin (DNT) wurde bislang nur im Cytosol der Bordetellen nach
gewiesen, seine Bedeutung fur die Pathogenese ist noch unklar. Die Inektion von DNT
verursacht in Mausen jedoch nekrotische Hautldsionen und verléuft bel hoherer Dosis todlich
(Livey und Wardlaw, 1984). Zudem wurde gezeigt, dass DNT GTP-bindende Rho-Proteine
modifizieren kann, was zu einer konstitutiven Aktivitat der GTPasen fuhrt. Dies stimuliert
wiederum die Ausbildung von Aktin-Stressfasern, was letztlich eine morphologische
Veranderung der Zellen mit sich bringt (Horiguchi et al., 1997; Masuda et al., 2000).

Neben den klassischen Adhésinen und Toxinen verfligen einige Bordetella-Arten Gber weitere
Faktoren, die entscheidend zur Virulenz beitragen konnen. Hierzu zéhlen unter anderem
Eisenaufnahmesysteme, wie der TonB-Komplex (Pradel et al., 2000) und ein Typlll-
Sekretionssystem (Yuk et al., 1998b). Durch dieses kdnnen verschiedene Effektorproteine
direkt in die Wirtszelle injiziert werden und man vermutet, dass dadurch der eukaryotische
Transkriptionsfaktor NF-?B inaktiviert und somit die Immunantwort des Wirts moduliert wird
(Yuk et al., 2000).

2.4 Expression der Virulenzgene beim B. bronchiseptica-Cluster

Trotz des @nlichen genetischen Repertoires bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-
Clusters unterscheiden sich diese Spezies beztiglich ihrer Wirtsadaptation und der Art des von
ihnen verursachten Krankheitsverlaufs. Die Hauptursache hierfir scheint in der unterschiedli-
chen Expression der einzelnen Virulenzfaktoren zu liegen.

Wie in Tabelle 3 zu erkennen ist, werden bestimmte Virulenzfaktoren nur art- bzw. stamm-
spezifisch exprimiert, obwohl die entsprechenden Genloci bei alen drei Arten vorhanden
sind. Hierzu zdhlt zum einen das Pertussistoxin, welches aufgrund von Punktmutationen im
Promotorbereich des ptx-Gens nicht von B. parapertussis und B. bronchiseptica produziert
wird, sondern ausschliefdlich bei B. pertussis vorkommt (Gross und Rappuoli, 1988; Parkhill
et al., 2003). Man vermutet, dass aufgrund der fehlenden ptx-Expression von B. parapertussis
eine Infektion mit diesem Erreger sehr vidl kirzer und milder verlauft als eine Pertussis-
Infektion. Auch der tracheale Kolonisierungsfaktor (TCF) wurde bislang nur bei B. pertussis
Isolaten nachgewiesen (Finn et al., 19953). Im Gegensatz dazu wird die Urease nur von B.
parapertussis und B. bronchiseptica synthetisiert, wéhrend das Gencluster in B. pertussis
aufgrund von Mutationen vermutlich nicht abgelesen wird (McMillan et al., 1998). Die bei
alen drei Arten vorkommenden Flagellengene werden nur von B. bronchiseptica exprimiert
und verleithen dieser Art Moatilitét (Akerley et al., 1993).
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Regulatorische Mutationen in Promotorbereichen von Virulenzgenclustern sind méglicher-
weise auch fur stammspezifische Expressionsunterschiede einiger Faktoren verantwortlich.
So wird zum Beispiel der Serumresistenzfaktor BrkA nur von einigen B. bronchiseptica-
Stammen exprimiert (Rambow et al., 1998) und auch die Expression von LPS ist stamm-
spezifisch und kann wahrend einer Infektion variieren (Le Blay et al., 1997; Gueirard et al.,
1998; Middendorf und Gross, 1999).

Tab 3: Verbreitung und Funktion wichtiger Virulenzfaktoren innerhalb des B. bronchiseptica-Clusters
(modifiziert nach Gerlach et al., 2001).

Virulenzfaktor B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica Funktion
PTX AB-Toxin,
Expression? + - - Adhasin
Gene® + + +

CYA Hamolysin,
Expression? + + + Adenylat-
Gene” + + + zyklase
TCT + + + Toxin
DNT Modifikation
Expression? + + + monomerer
Gene® + + +

GTPasen

FHA Adhasin
Expression? + + +

Gene” + + +

PRN Adhésin
Expression? + + +

Gene® + + +

Fimbrien Adhasin,
Expression? + + + Kolonisierung
Gene® + + +

TCF Kolonisierung
Expression? + - -

Gene” + + +

Urease-Aktivitéat Spaltung von
Expression? - + + Harnstoff
Gene” + + N

Typl11-Sekretionssystem persistierende
Expression? - + + Kolonisierung
Gene® + + +

BrkA Serumresistenz,
Expression? + einige Stdmme Adhésion
Gene” + + + Invasion?
Flagellen Motililtét
Expression? - - +

Gene” +- +- +

2 nach Westernblot, *: nach Southernblot bzw. Genomdaten
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2.5 DieVirulenzfaktoren der , neuen“ Bordetella-Arten

Die Virulenzeigenschaften der ,neuen“ Bordetella-Spezies sind im Gegensatz zu denen der
»Klassischen* Arten kaum untersucht. Obwohl die meisten der ,neuen® Arten humant bzw.
tierpathogenes Potential aufweisen, konnten bislang nur wenige der aus dem B. bronchi-
septica-Cluster bekannten Virulenzfaktoren nachgewiesen werden.

B. holmesii wurde - wie unter 1.5 beschrieben - aus Patienten mit Keuchhusten-ahnlichen
Symptomen isoliert. Dennoch konnte Uber Southernblot- und Westernblot-Experimente in
dieser Art bislang kein fur das B. bronchiseptica-Cluster bekannter Virulenzfaktor nachge-
wiesen werden. Dies gilt ebenso fur B. trematum und B. hinzi. Erst vor kurzem wurden in den
Arten B. holmesii, B. trematum und B. hinzi homologe Gene zum bvgA und bvgS des B.
bronchiseptica-Clusters identifiziert (Gerlach et al., 2004).

Auch in B. avium verliefen DNA-Hybridisierungsversuche und Immunoblot-Anaysen zur
Identifikation von virulenzassoziierten Faktoren zunachst negativ. Seit langerem ist jedoch
bekannt, dass B. avium eine dermonekrotische und hamagglutinierende Aktivitét besitzt sowie
ein tracheales Zytotoxin produziert (Gentry-Weeks et al., 1988; Temple et al., 1998).
Kurzlich konnte gezeigt werden, dass dieses Bakterium homologe Gene zu bvgA, bvgS, fhaB,
fhaC und fimC besitzt. Die Inaktivierung dieser Gene fuhrte zu einem Verlust der Virulenz-
eigenschaften im Tiermodell (Spears et al., 2003). Die Identifizierung der Genomseguenz von
B. avium 197N ermoglichte den Nachweis weiterer putativer Virulenzfaktoren in dieser Art
(Sebaihia et al., 2006). So wurden neben fhalL und fhaS sechs neue Gene identifiziert, von
denen vier fur FHA-8hnliche Proteine kodieren, wéhrend die beiden anderen Pseudogene
darstellen. Das FHA-Homolog hagB bildet vermutlich zusammen mit hagA ein TPS-System.
Mutationen in entweder hagA oder hagB fuhrten zum Verlust der hamagglutinierenden
Fahigkeit von B. avium. Weiterhin konnten zwel Adhasin-dhnliche Proteine identifiziert
werden, die Adhasionsproteinen aus E. coli und S. aureus dhneln. Ob und inwieweit diese neu
identifizierten Gene an der Virulenz von B. avium beteiligt sind, ist jedoch noch unbekannt.

Die Analyse der Genomsegquenz von B. petrii zeigte, dass auch dieses Umweltisolat Gene
aufweist, die Homologien zu fhaB, thaC, bvgAS fim und brk besitzen (https://www.cebitec.
uni-bielefel d.de/groups/brf/software/gendb).

3 DasBvgAS-Zwei-K omponentensystem

3.1 Signaltransduktion Uber das BvgAS-Zwei-K omponentensystem

Um in verschiedenen Habitaten erfolgreich Uberleben zu kdnnen, mussen Bakterien in der
Lage sein, sich schnell an veréandernde Umweltbedingungen anzupassen. Zwei-K omponenten
systeme ermdglichen die Wahrnehmung auRerer Stimuli (z. B. Temperaturschwankungen,
Anderungen von pH-Wert, Osmolaritdt und Nahrstoffkonzentration) und sind fiir die globale
Regulation der Genexpression verantwortlich (Grosset al., 1989a; Stock et al., 1990; Perraud
et al.,, 1999). Bei Eubakterien sind Zwei-Komponentensysteme weit verbreitet, jedoch
kommen sie auch bel einigen Archaebakterien und niederen Eukaryoten wie Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans und bel Pflanzen vor (Loomis et al., 1998;).
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Schon vor vielen Jahren wurden bel den ,klassischen® Bordetella-Arten zwel Phénomene
entdeckt, die auf die Anwesenheit eines Zwei-Komponentensystems im Zusammenhang mit
der Virulenzgenregulation hindeuteten. Bel der sogenannten Phasenvariation verlieren B.
pertussis- und auch B. bronchiseptica-Isolate in vitro mit einer Frequenz von 102 bis 10°®
spontan ihre Virulenzeigenschaften (Leslie und Gardner, 1931; Weiss und Falkow, 1984). Als
Ursache fir diesen meist irreversiblen Vorgang werden verschiedene Mutationen im bvgAS
Locus der Bordetellen verantwortlich gemacht (Stibitz et al., 1989; Monack et al., 1989).
Dagegen bezeichnet die sogenannte phanotypische Modulation einen Vorgang, bei dem es
unter bestimmten Wachstumsbedingungen zu einem reversiblen Verlust der Virulenz
genexpresson kommt (Lacey, 1960). Zu den modulierenden Bedingungen zéhlen die
Anwesenheit von Sulfationen oder Nikotinsaure im Nahrmedium sowie die Kultivierung der
Bakterien bei Raumtemperatur anstelle von 37 °C (Melton und Weiss, 1989). Genetische
Anaysen zeigten, dass auch dieses Phanomen auf den bvgAS-Locus zuriickzufuhren ist
(Miller et al., 1992; Gross und Rappuoli, 1989Db).

Das BvgAS-System stellt den Hauptregulator der Virulenzgenexpression in Bordetellen dar.
Es wird den unorthodoxen Zwei-K omponentensystemen zugeordnet und zeichnet sich durch
einen vierstufigen His-Asp-His-Asp-Phosphotransfer aus (Uhl und Miller, 1994; 1996a;
Perraud et al., 1999). In Abbildung 4 ist der Aufbau des BvgAS-Systems schematisch
dargestellt.

/@\v e ®
® R
PAS Transmitter Receiver Hpt _ -

BvgS BvgA

| nput

CM

Abb. 4: Schematische Dar stellung und Phosphor elay des BvgA S-Zwei-K omponentensystems

Die Histidinkinase BvgS ist Uber zwei Transmembrandomanen in der Cytoplasmamembran (CM) verankert. Die
schwarzen Pfeile kennzeichnen den mehrstufigen Transfer der Phosphatgruppe (P) auf den Response Regulator
BvgA; PAS: PAS Domane, Hpt: Histidin beinhaltende Phosphotransfer-Domane, HTH: Helix-turn-Helix-Motiv

BvgsS ist eine 135 kDa groflie, membranstandige, sensorische Histidinkinase, die aus einer
periplasmatischen und vier cytoplasmatischen Doménen bestent und als Dimer vorliegt
(Stibitz und Yang, 1991; Beier et al., 1995). Die N-terminale periplasmatische Inputdomane
ist Uber einen Linker mit dem cytoplasmatischen Bereich verbunden. Dieser cytoplasmatische
Tell besteht aus einer PAS-Domane, dem Transmitter, dem Receiver und der Gterminalen
Hpt-Doméane. PAS-Doménen sind ubiquitér verbreitete Signamolekile, die auf Reize wie
Licht, Sauerstoff, kleine Liganden sowie den Redox- und Energiezustand der Zelle reagieren
kénnen (Taylor und Zhulin, 1999). Tatsachlich konnte vor kurzem gezeigt werden, dass BvgS
in der Lage ist, in vitro den Oxidationszustand von Ubichinon wahrzunehmen und somit
wahrscheinlich direkt mit der Atmungskette und damit dem Energiezustand der Zelle
verknipft ist (Bock und Gross, 2002).
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Die Transmitter-Doméne des BvgS enthélt eine ATP-Bindestelle und einen hochkonser-
vierten Histidinrest (H"?°). An dieser Stelle kommt es in vitro unter nicht-modulierenden
Bedingungen (Wachstum der Bakterien bel 37 °C in Abwesenheit von Magnesiumsulfat und
Nikotinsdure) zu einer ATP-abhangigen Autophosphorylierung. Von dort aus wird die
Phosphatgruppe zunachst auf den Aspartatrest %% des BvgS-Receivers und anschlief?end
auf den Histidinrest H'*" der Hpt-Doméne ibertragen (Uhl und Miller, 1994). Alternativ zum
Phosphotransfer auf H"? kann die Receiver-Doméane des BvgS aufgrund ihrer Autophos
phatase-Aktivitat den Phosphorelay unterbrechen. Man schreibt der BvgS-Receiver-Domane
deshalb eine besondere Funktion bei der Feinregulierung des Systems zu (Uhl und Miller,
1996b). Die Hpt-Doméane ist letztlich fiir die spezifische Ubertragung der Phosphatgruppe auf
den Aspartatrest D’* der BvgA-Receiver-Doméne zustandig (Uhl und Miller, 1996b; Perraud
et al., 1998).

BvgA ist ein 23 kDa grofes, cytoplasmatisches Regulatorprotein, das zur FixJ-Familie der
Response Regulatoren gehort (Pao und Saier Jr., 1995). Das Protein ist ein DNA-bindender
Transkriptionsfaktor und besteht aus einer N-terminalen Receiver-Doméane und einer C-
terminalen Output-Doméane mit Helix-turn-Helix-Motiv (Arico et al., 1989). Unabhangig von
seinem Phosphorylierungsgrad liegt BvgA as Dimer vor (Roy et al., 1989; Perraud et al.,
2000). Die phosphorylierte Form des Response Regulators bindet mit erhdhter Affinitét an
spezifische Zielsequenzen in bvg-abhéngigen Promotoren (Boucher et al., 1994; Marques und
Carbonetti, 1997). AuRere Signale, die in vivo durch dieses System wahrgenommen werden
und somit zu einer gezielten Regulation der Virulenzgene fuhren, sind bislang noch nicht
bekannt.

Man findet bei den BvgAS-Zwei-Komponentensystemen von B. pertussis, B. parapertussis
und B. bronchiseptica eine starke Konservierung sowohl beziglich der Sequenzen als auch
auf funktioneller Ebene. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass phasenvariante B.
bronchiseptica-Stdmme durch den bvgAS-Locus von B. pertussis komplementiert werden
koénnen, wodurch es wieder zur Expression ihrer Virulenzfaktoren kommt (Mc Gillivray et
al., 1989).

Neueste Ergebnisse belegen, dass auch B. holmesii ein BvgAS-System besitzt (Gerlach et al.,
2004; siehe 3.4), welches zwar eine umfangreiche Sequenzkonservierung zu dem aus B.
pertussis aufweist, jedoch nicht in der Lage ist, die Funktion des BvgA-Proteins aus B.
pertussis in vitro bzw. in vivo zu ersetzen. Im Gegensatz dazu konnte die Histidinkinase BvgS
aus B. holmesii die Funktion des mutierten BvgS-Proteins im B. pertussis-Stamm 347
lbernehmen, wie durch Komplementationsexperimente gezeigt wurde. Uberraschenderweise
stellte sich heraus, dass die Aktivitét von BvgS aus B. holmesii nicht wie das Protein der
»Klassischen* Bordetella-Arten vollstandig durch Sulfationen moduliert werden kann. Eine
Erklarung hierfir konnte sein, dass die BvgS-Sensorproteine aus B. holmesii und B. pertussis
in ihren sensorischen Bereichen einen relativ geringen Konservierungsgrad aufweisen
(Gerlach et al., 2004).

3.2 Transkriptionelle Genregulation durch das BvgAS-System

Das BvgAS-Zwei-K omponentensystem ist fur die Aktivierung und Repression einer Reihe
von Genen direkt und indirekt verantwortlich. Aufgrund dieser Kontrolle durch das BvgAS-
System konnen die , klassischen” Bordetellen mindestens drei verschiedene phanotypische
Phasen auspragen.
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In der virulenten Bvg'-Phase kommt es zur Aktivierung der Expression der sogenannten vag-
Gene (virulence activated genes). Hierzu zdhlen neben den Virulenzfaktoren PTX, CYA,
FHA, PRN, FIM, TCF, BrkA und das TypllI-Sekretionssystem auch einige House-keeping-
Faktoren, wie z. B. das Cytochrom d-629 und ein Porin (Ezzel et al., 1981; Finn et al., 1995b;
Antoine et al., 2000a/b). Auch das bvgAS-Operon selbst gehért zu den vag-Genen und
unterliegt demnach einer positiven Autoregulation (Roy et al., 1990; 1991; Scarlato et al.,
1990). Die Expression des putativen Repressors BvgR, welcher an der Repression der
sogenannten vrg-Gene (virulence repressed genes) beteiligt ist, wird ebenfalls aktiviert
(Bedttie et al., 1993; Merkel et al., 1998a). Die Aktivierung dieser Gene wird unter nicht-
modulierenden Bedingungen von der phosphorylierten Form des BvgA-Proteins (BvgA-P)
vermittelt. BvgA-P ist in der Lage, spezifisch an die Promotorregionen der vag-Gene zu
binden. Diese Promotorregionen enthalten als BvgA-Bindestelle die Konsensussequenz 5'-
TATTCCTT A -3 oder Varianten davon, welche entweder als , direct-repeat”- oder
»inverted-repeat“-Strukturen mit unterschiedlichen Abstdnden zwischen den beiden
Halbseiten angeordnet sind (Roy und Falkow, 1991; Karimova und Uhlmann, 1997; Marques
und Carbonetti, 1997). Die Anwesenheit von mehreren BvgA-Bindestellen ist dabei en
gemeinsames Kennzeichen von allen bvg-abhdngigen Promotoren. Hierzu z&hlt im
Allgemeinen jeweils eine primdre und eine oder mehrere sekundare BvgA-Bindestellen.
Vermutlich kommt es wéahrend der DNA-Bindung zu einer Oligomerisierung und Akkumu-
lation von mehreren BvgA-Dimeren (Boucher und Stibitz, 1995; Boucher et al., 1997). Dabei
wird zunéchst die primére Bindestelle mit hoher Affinitét besetzt. Kooperative Interaktionen
ermoglichen anschlieffend die Bindung weiterer BvgA-Dimere an die sekundéren
Bindestellen, die weniger affin und spezifisch sind (Boucher et al., 2001a/b; Kinnear et al.,
1999). Das BvgA-P-Dimer, welches die sekundére Bindestelle besetzt hat, kann dann mit der
RNA-Polymerase interagieren, wodurch die Transkription der vag-Gene schliefdich
eingeleitet wird (Boucher et al., 1997). Die vagGene lassen sich hinsichtlich ihrer
Aktivierungskinetik in ,frihe" und , spéate” Gene einteilen. Die frihen Gene, wie fhaB, bvgAS
und bvgR, werden bereits wenige Minuten nach einem Shift von modulierenden zu nicht-
modulierenden Bedingungen transkribiert. Die Induktion der spdten Gene, wie z. B. ptx und
cya, bendtigt dagegen mehrere Stunden (Gross und Rappuoli, 1989b, Scarlato et al., 1991b).

Laut neueren Untersuchungen enthdt die fhaB-Promotorregion aus B. pertussis insgesamt
funf BvgA-Bindestellen (siehe Abb. 5). Hierzu gehoren eine primére (P), zwei sekundére (S1
und S2) und zwei BvgA-Bindestellen (U1 und U2), die stromaufwarts vor der priméaren
Bindestelle liegen (Boucher et al., 2003). Die primére BvgA-Bindestelle befindet sich an
Pogition -88,5 relativ zum Transkriptionsstartpunkt und besteht aus einem fast perfekten
.inverted repeat” (5-TTTCTTA-3 auf dem kodierenden und 5-TTTCCTA-3 auf dem
nicht-kodierenden Strang). Zwischen den beiden Halbseiten sind keine zusétzlichen
Nukleotide enthalten (Roy and Falkow, 1991). Durch Mutationsanalysen am fhaB-Promotor
konnte gezeigt werden, dass die Nukleotide an den Positionen 3 (Thymidin), 4 (Cytosin) und
7 (Adenosin) fur die Bindung des BvgA-P-Proteins besonders wichtig sind. Ein Austausch
des Thymidins an Position 6 zu einem Adenosin verschlechtert ebenfalls das Bindevermdogen
von BvgA-P (Boucher et al., 2001b). Interessanterweise sind lediglich die an die P-, S1- und
S2-Bindestellen gebundenen BvgA-Dimere an der Aktivierung der fhaB- Transkription
beteiligt. Die einzelnen Binderegionen sind dabel jeweils 21 bp voneinander entfernt, was
zwei Umwindungen der DNA entspricht. Dies bedeutet, dass die BvgA-Dimere bel ihrer
Bindung ausgehend von der priméren Bindestelle bis zur -35-Region eine vollstéandige Seite
der Doppelhelix besetzen (Boucher et al., 2003).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der multiplen BvgA-Bindestellen innerhalb der fhaB-Promotorregion
aus B. pertussis (modifiziert nach Boucher et al., 2003)

Angegeben sind die Positionen der , primédren“, , sekundéren“ sowie der , upstream“ BvgA-Bindestellen relativ
zum fhaB-Transkriptionsstartpunkt. Die Bindestellen sind so angeordnet, dass die BvgA-Dimere mit einem
Abstand von 21 bp zueinander jeweils auf einer Seite der DNA-Helix sitzen. Ein Kugelpaar stellt jeweils ein an
die DNA gebundenes BvgA-Dimer dar.

Fur die Aktivierung der , spaten” Gene scheint eine in etwa zehnfach héhere Konzentration an
BvgA-P erforderlich zu sein (Steffen et al., 1996; Zu et al., 1996; Karimovaet al., 1996). Die
differentielle Regulation der vag-Gene basiert auf der unterschiedlichen Architektur ihrer
Promotorregionen (Boucher und Stibitz, 1995) und der damit verbundenen unterschiedlichen
Affinitdt fir BvgA (Scarlato et al., 1991b). So stimmt zum Beispiel die primére Bindestelle
des ptx-Promotors nur an jeweils funf der sieben Positionen einer Halbseite mit der
Konsensussequenz Uberein. Zusétzlich sind die beiden Halbseiten dieser , inverted-repeat-
Struktur 10 bp voneinander getrennt und das Zentrum liegt bel Position -136,5, also viel
weliter stromaufwarts als bei den Promotoren der , friihen* Gene (Boucher und Stibitz, 1995).
Aufgrund dieses relativ grofien Sequenzbereichs zwischen der priméaren Bindestelle und dem
ptx-Transkriptionsstartpunkt scheint fir eine effektive Interaktion zwischen Response
Regulator und RNA-Polymerase die Oligomerisierung von mehreren BvgA-Dimeren
notwendig zu sein. Die hierfur bendtigte hohe intrazelluldre Konzentration an BvgA-P liegt
erst mehrere Stunden nach dem Shift vor (Marques und Carbonetti, 1997).

Eine weitere phanotypische Phase ist die avirulente Bvg-Phase, in der es zu einer Expression
der vrg-Gene kommt, wéahrend die vag-Gene nicht transkribiert werden. Unter modulierenden
Bedingungen, d.h. Wachstum bei niedrigen Temperaturen bzw. in Anwesenheit von
Sulfationen oder Nikotinsdure, kommt es nicht zur Autophosphorylierung der Histidinkinase
BvgS und somit auch nicht zu dem unter 3.1 beschriebenen Phosphotransfer. Da nun das
BvgR-Repressorprotein, welches in der Bvg'-Phase fir die Repression der vrg-Gene
verantwortlich ist, nicht mehr transkribiert wird und noch vorhandene bvgR-Trarkripte
aufgrund ihrer Instabilitét schnell abgebaut werden, kommt es zu einer schnellen Induktion
der vrg-Gene. Somit ist das BvgAS-System nur indirekt an der Kontrolle der vrg-Gene
betelligt. Diese sind im Gegensatz zu den vag-Genen kaum charakterisiert. In B. pertussis
konnten mittels 2D-Gelelektrophorese und Transposonmutagenese bis zu 22 BvgAS-
reprimierte Faktoren entdeckt werden, darunter zwei Oberflachenproteine VraA und VraB,
deren Funktion bislang unklar ist (Stenson und Peppler, 1995; Knapp und Mekalanos, 1988).
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Uber die Funktion der vrg-Gene aus B. bronchiseptica ist dagegen sehr viel mehr bekannt.
Hier gehdren beispielsweise die Urease (McMillan et al., 1996) und einige Enzyme der
Alcaligin-Biosynthese (Giardina et al., 1995) zu den Bvg-spezifischen Faktoren. Auch die
Beweglichkeit von B. bronchiseptica ist ein typisches Merkma der Bvg-Phase. Diese wird
alerdings durch den Transkriptionsaktivator FrlIAB, der die Expression des Mobilitétsregulon
induziert, direkt reguliert (Akerley et al., 1993). Zudem wurden Gene identifiziert, die an
wichtigen Vorgangen des Energiestoffwechsels, z. B. dem Elektronentransport, dem
Fettséure-Metabolismus, dem Glyoxylatzyklus oder dem Abbau aromatischer Aminosauren
beteiligt sind (Cotter und Miller, 2000; Schneider et al., 2002). Auch fir die LPS-Variation
(van den Akker et al., 1998), die Synthese eines aternativen Adhasins (Register und
Ackermann, 1997) und die Expression einer saueren Phosphatase (Chhatwal, 1997) werden
vrg-Gene verantwortlich gemacht.

Zur Auspragung der dritten phanotypischen Phase, der Bvg-Phase, kommt es unter submodu-
lierenden Bedingungen, wie z. B. flr B. bronchiseptica in Anwesenheit von 0,4 bis 1,6 mM
Nikotinsaure (Cotter und Miller, 2000). Die Bvg-Phase zeichnet sich durch eine mittlere
Konzentration an phosphoryliertem BvgA aus. Aufgrund dessen kommt es zur Expression der
frihen vag-Gene (fhaB, bvgAS und bvgR), zur Repression der vrg-Gene und zur Aktivierung
einiger Bvg-spezifischer Faktoren (Cotter und Miller, 1997). Hierzu gehort das BipA-Protein
(Bvg-intermediate phase protein A), dessen Funktion bislang unklar ist. Es weist jedoch vor
allem am N-Terminus Ahnlichkeiten zum Intimin, einem Adhasin aus enteropathogenen E.
coli und zum Invasin aus Yersinia spp. auf (Stockbauer et al., 2001). In der bipA-
Promotorregion wurden insgesamt finf BvgA-Bindestellen identifiziert, die sowohl stromauf-
warts als auch stromabwérts vom Transkriptionsstartpunkt lokalisiert sind und sich in ihrer
Affinitdt zu BvgA stark unterscheiden. Es wird postuliert, dass in der Bvg-Phase die
Transkription von bipA Uber die Bindung von BvgA-P an die hochaffinen Bindestellen im
Promotorbereich aktiviert wird. Dagegen ist in der Bvg'-Phase die intrazellulare Konzentra-
tion an BvgA-P so hoch, dass durch die zusétzliche Besetzung der niedrigaffinen Bindestellen
im offenen Leserahmen von bipA dessen Transkription reprimiert wird (Deora et al., 2001;
2002; Mishra und Deora, 2005; Cotter und DiRita, 2000).

Die Rolle der drei phanotypischen Phasen im Infektionszyklus der Bordetellen ist noch
ungeklart. Fur eine erfolgreiche Kolonisierung des respiratorischen Trakts ist jedoch sowohl
die Aktivierung der vag-Gene als auch die Repression der vrg-Gene essentiell (Akerley et al.,
1995; Merkel et al., 1998b). Durch Versuche nit Mutanten, die in der Bvg'-Phase arretiert
sind, konnte gezeigt werden, dass diese Phase notwendig und ausreichend fir die Etablierung
einer Infektion im Tiermodell ist. Somit erscheint die in vivo-Relevanz der Bvg-Phase und
der Bvg-Phase fraglich (Martinez de Tejada et al., 1998; Cotter und Miller, 1994). Im
Gegensatz zu B. pertussis und B. parapertussis kann B. bronchiseptica auch auf3erhalb eines
Wirtsorganismus, z. B. in Phosphatpuffer oder in Teichwasser kurzzeitig Uberleben (Porter
und Wardlaw, 1993). Dabel haben sich Phasenvarianten von B. bronchiseptica als resistenter
gegen widrige Umweltbedingungen erwiesen. Man vermutet deshab, dass die Bvg-Phase
bzw. die Expression der vrg-Gene fiir das Uberleben im Umweltreservoir eine Rolle spielen
(Cotter und Miller, 1997; Banemann et al., 1998; Bock und Gross, 2002). Auch fir die
Persistenz von B. bronchiseptica im Phagosom von Makrophagen scheint die Bvg -Phase von
Bedeutung zu sein (Banemann und Gross, 1997). So kdnnte das BvgAS-System a's Sensor
dienen der es den Bakterien ermdglicht, zwischen den verschiedenen Nischen innerhalb und
aulBerhalb des Wirtes zu unterscheiden und entsprechend darauf zu reagieren. Die human
pathogenen Erreger B. pertussis und B. parapertussis sind méglicherweise aufgrund ihres
grof3eren Virulenzpotentials nicht mehr darauf angewiesen, langere Zeit auf3erhalb eines
Wirtes zu Uberleben.
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Womdglich hat die Auspragung der Bvg-Phase bel diesen Bordetella-Arten an Bedeutung
verloren (Bock und Gross, 2001). Tatsachlich konnte bei B. pertussis der Verlust und die
Inaktivierung einiger vrg-Gene von B. bronchiseptica festgestellt werden (Schneider et al.,
2002). Die Bvg-Phase wird jedoch von allen Vertretern des B. bronchiseptica-Clusters
ausgepragt. Diese feinregulierte Genexpression spielt vermutlich bel gewissen Wachstums-
bedingungen, z. B. in einem spéten Infektionsstadium oder bei der Ubertragung auf einen
anderen Wirt eine Rolle (Cotter und Miller, 2000; Stockbauer et al., 2001). Vermutlich kann
das BvgAS-System auch sehr geringe Temperaturunterschiede innerhalb des Wirtes, z. B.
zwischen dem Nasen-Rachenraum und dem unteren Respirationstrakt wahrnehmen, um
daraufhin die differentielle Genexpression einzuleiten (Cotter und DiRita, 2000).

3.3 Der bvgAS-Genlocusinnerhalb der Gattung Bordetella

Die BvgAS-Systeme der Mitglieder des B. bronchiseptica-Clusters sind nicht nur auf
Sequenzebene, sondern auch auf funktioneller Ebene stark konserviert (Martinez de Tejada et
al., 1996; McGillivray et al., 1989). Auch die chromosomale Lokalisation der bvgAS Genloci
der ,klassischen® Arten dhnelt sich sehr (siehe Abb. 6). An das bvgAS-Operon grenzt
stromaufwérts das fhaB-Gen, welches fir das Filamentdse Hamagglutinin kodiert.
Stromabwarts vom bvgAS-Operon befindet sich der Genlocus fir das BvgR-Protein, den
Repressor der vrg-Gene. Diese beiden den bvgAS-Locus flankierenden Gene werden in die
zum bvgAS-Operon entgegengesetzte Richtung transkribiert.

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass auch die ,neuen“ Bordetella-Arten B. avium, B.
holmesii, B. hinzii und B. trematum homologe Gene zu bvgA und bvgS des B. bronchiseptica-
Clusters besitzen (Spears et al., 2003; Gerlach et al., 2004), wobei der Konservierungsgrad
auf Proteinebene erheblich grofder ist as auf DNA-Ebene. Innerhalb dieser neuen Arten
stimmen jedoch die bvgAS-Nukleotidsequenzen sowie die genomische Anordnung der bvgAS-
Genloci weitgehend Uberein. Stromaufwarts vom bvgA befindet sich hier ein Leserahmen
orfX, der in dieselbe Richtung wie das bvgAS-Genpaar transkribiert wird. Die Aminosaure-
sequenz von OrfX weist Ahnlichkeiten zu verschiedenen putativen Response Regulatoren
anderer Bakterienarten auf, darunter das Protein PA3947 aus Pseudomonas aeruginosa (43 %
|dentitét) sowie VieA aus Vibrio vulnificus (31 % ldentitét). Bel OrfX handelt es sich folglich
um ein potentielles Regulatorprotein. Der DNA-Bereich stromabwarts vom bvgS ist bei den
»heuen“ Arten noch weitgehend unbekannt. Bislang konnte kein homologes Gen zum bvgR
der ,klassischen” Arten identifiziert werden (Gerlach et al., 2004; Spears et al., 2003). Die
chromosomale Lokalisation der bvgAS-Loci der ,neuen® Arten unterscheidet sich also
deutlich von der des B. bronchiseptica-Clusters, wéhrend sie bei B. avium, B. holmesii, B.
hinzii und B. trematum konserviert ist.

Der Umweltkeim B. petrii stellt diesbeziiglich jedoch eine Ausnahme dar. Im Rahmen der
Sequenzierung und Annotation des B. petrii-Genoms konnte vor kurzem ein BvgAS-System
in dieser Art identifiziert werden. Dieses unterscheidet sich in Aufbau und chromosomaler
Lokalisation deutlich von dem der anderen Bordetella-Arten. Dieses BvgAS-System besteht
aus zwel BvgS-Homologen, die entgegengesetzt zueinander orientiert sind und das Gen bvgA
sowie eine zusétzliche hpt-Doméne flankieren. Dabel werden bvgA und hpt in die gleiche
Richtung transkribiert wie das stromaufwarts gelegene bvgS2-Gen (https.//www.uni-
biel efeld.de/groups/brf/software/gendb). Verglichen mit dem Konservierungsgrad dieser Gene
innerhalb der ,klassischen“ und der ,neuen” Bordetella-Arten, zeigen die Aminosdure-
sequenzen des B. petrii-BvgAS-Systems insgesamt eine verhaltnismalig geringe Uberein-
stimmung (50 %-60 %; dagegen z. B. 83 % Ahnlichkeit zwischen bvgA aus B. pertussis und
B. holmesii).
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Abb. 6 Genomische Organisation der bvgAS-Genloci der verschiedenen Bordetella-Arten (modifiziert
nach Gerlach et al., 2004).

Die ubiquitére Verbreitung und Konservierung des bvgAS-Locus innerhalb der Gattung
Bordetella l&sst vermuten, dass bereits ein Vorléaufer der pathogenen Bordetellen dieses Zwei-
Komponentensystem enthielt. Dort konnte das BvgA S-System urspriinglich an der Regulation
von ,, Housekeeping“-Genen beteiligt gewesen sein, um Stoffwechselfunktionen an verschie-
dene Umweltbedingungen anzupassen. M 6glicherweise wurden erworbene Virulenzgene erst
nachtraglich wnter die Kontrolle des BvgAS-Systems gestellt, um Wirtsorganismen effektiv
besiedeln zu kénnen (von Wintzingerode et al., 2002; Bock und Gross, 2002).

3.4 DasBvgAS-System aus B. holmesii

Vor kurzem konnte das BvgAS-System in B. holmesii identifiziert und charakterisiert werden
(Gerlach et al., 2004). Die genomische Anordnung dieses Locus wurde auch fir die bvgAS
Loci der Arten B. avium, B. hinzii und B. trematum beschrieben und unterscheidet sich
deutlich von der des B. bronchiseptica-Clusters (siehe Abb. 6). Zudem wurde gezeigt, dass
das BvgA-Protein aus B. holmesii trotz der hohen Seguenziibereinstimmung mit dem
Response Regulator aus B. pertussis (74,8 % |dentitét fur Receiver-Doméane, 86,1 % fur die
Output-Domane) nicht in der Lage ist, dieses Protein in vivo funktionell zu ersetzen. Die
Vermutung, dass BvgA aus B. holmesii unfahig ist, an bvg-abhangige Promotoren aus B.
pertussis zu binden, wurde mittels Gelretardations-Experimenten fir den fhaB-Promotor und
den bvgA-Promotor aus B. pertussis bestétigt.

Dagegen kann die Histidinkinase BvgS aus B. holmesii das BvgA-Protein aus B. pertussis
phosphorylieren, was darauf hindeutet, das die cytoplasmatischen Signaldoménen beider
Proteine funktionell austauschbar sind. Vermutlich existieren jedoch Unterschiede in der
Funktion der N-terminalen Inputdomanen beider BvgS-Proteine, denn die Zugabe von
MgSO, ins Kulturmedium, die bei den , klassischen” Bordetellen zur Inaktivierung von BvgS
fuhrt, beeinflusst die Aktivitét der Histidinkinase aus B. holmesii kaum (Gerlach et al., 2004).
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Wie fur das B. bronchiseptica-Cluster beschrieben, unterliegt auch das BvgAS-System aus B.
holmesii einer positiven Autoregulation. Dies konnte durch Primerextensiont und Western
blot-Experimente gezeigt werden. Uber DNasel-Footprint-Experimente wurde ein 125 bp
grof3er, vor dem DNasel-Verdau geschiitzter Bereich innerhalb des bvgA-Promotors aus B.
holmesii identifiziert. In silico-Anaysen zeigten, dass dieser DNA-Bereich vier aus je 14 bp
bestehende Sequenzmotive enthalt, von denen jewells eine Halbseite weitgehend mit der fir
BvgA-Bindestellen beschriebenen Konsensussequenz (siehe 3.2) Ubereinstimmt. Die jewer-
lige zweite Halbseite weist dagegen keine Ahnlichkeit zu der Konsensussequenz auf. Es wird
angenommen, dass die beiden Sequenzmotive, welche sich in der Nahe der RNA-Polymerase-
Bindestelle befinden, primére BvgA-Bindestellen darstellen, wéhrend es sich bei den beiden
weiter stromaufwarts gelegenen Sequenzmotiven um sekundéare BvgA-Bindestellen handeln
konnte (Gerlach et al., 2004).

4  Zielsetzung der Arbeit

Im Gegensatz zu den Vertretern des B. bronchiseptica-Clusters sind die ,neuen* Bordetella-
Arten bisang kaum charakterisiert. Uber die Verbreitung und Bedeutung potentieller
Virulenzfaktoren bel den ,neuen* Bordetella-Arten ist somit erst wenig bekannt.

B. holmesii gewinnt als humanpathogener Erreger zunehmend an Bedeutung, da dieses
Bakterium in den letzen Jahren vermehrt fir Keuchhustertdhnliche Erkrankungen beim
Menschen verantwortlich gemacht wurde (Yih et al., 1999; Mazengia et al., 2000). Die
Identifizierung und Charakterisierung putativer Virulenzfaktoren dieses Organismus ist
deshab von besonderem Interesse. Vor kurzem konnte in B. holmesii das BvgAS-Zwei-
Komponentensystem entdeckt und funktionell charakterisiert werden (Gerlach et al., 2004).
Fir eine erfolgreiche Besiedelung des menschlichen Respirationstrakts sind jedoch weitere
Virulenzfaktoren nétig. Adhdsine spielen fur die Koloniserung von Wirtsgewebe und
Etablierung einer Infektion eine besonders wichtige Rolle. Das Filamenttse Hamagglutinin
wird as der wichtigste Adhasionsfaktor der , klassischen“ Bordetella-Arten angesehen, da
dessen Expression fur eine erfolgreiche Kolonisierung des respiratorischen Trakts unbedingt
erforderlich ist (Cotter et al., 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten putative Virulenzfaktoren des Krankheitserregers B.
holmesii identifiziert und analysiert werden. Im Besonderen sollte untersucht werden, ob B.
holmesii Uber einen zum Filamentésen Hamagglutinin homologen Virulenzfaktor verfigt.
Dieser sollte sowohl auf molekularer Ebene als auch hinsichtlich seiner Regulation und
Funktion charakterisiert werden.
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1 Gerate

Autoklaven
Blotkammer
Brutschrank
Elektrophoresekammer
Geigerzéhler
Geltrockner
Heizblocke

Magnetrihrer
Mikrowelle
Netzgeréte
PCR-Gerét
Pipetten
pH-Meter
Photometer

Roéntgenfilme
Rontgenfilmentwickler
Rontgenfilmkassette
Schttelinkubator
Sequenzierer
Sotblot-Kammer
Speed-Vac
Sterilbénke
Szintillationszéhler
Taumler
Ultraschallgerét

UV-Crosdlinker
UV-Leuchtkasten
Vakuumpumpe
Videoprinter
Vortexer

Waagen
Wasserbad-1nkubator

Zentrifugen:
K uhlzentrifugen:

Tischzentrifugen:

Ultrazentrifuge:

Webeco

Biotech Fischer

Heraeus

Institutswerkstatt; Biorad
Berthold; Herfurth

Biorad; Hotzel; Uniequip
Eppendorf-Thermostat 5320;
Liebisch 2099DA

Gerhardt; M32 von GLW
Semens

Biorad; Consort

T3 Thermocycler Biometra
Gilson; Eppendorf
Hartenstein; WTW Weilheim
Pharmacia Gene Quant I1;
Ultrospec 2100pro; Klett Summerson
X-ray Retina

Kodak X-Omat M35

Dr. Goos Suprema

Infors

CEQ 2000

BioRad

Eppendorf Concentrator 5301
NuAireTM; GeAire
Beckmann LS 1800

Mini Rocker MR-1, lab 4 you
Sonifier B-12;

Branson Sonic Power Company
Stratagene UV -Stratalinker 2400
Vilber Courmat

Neuberger

Sony UP 860 CE

Heidolph Reax 2000;
Mixomat Boskamp GmbH
Sartorius; Mettler

Infors

Heraeus Megafuge 1.0R; Eppendorf 5417R

Sigma 1-14; Hettich Mikroliter
Eppendorf 5417R
Beckman L8-55M
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2 Bakterienstamme
Bakterienstamm Beschreibung/Genotyp Referenz
B. pertussis Tohamal Dtox | Wildtypderivat; ptx-Operon durch eine Kan™ | Pizzaet al., 1989
Kassette ersetzt;: Sm°, Ka’®, Nal®
B. pertussis 359 TI-Derivat; bvgA::Tn5; Sm™,Nal",Kan® Weiss and
Falkow,1984
B. bronchiseptica 7865 Wildtyp; Humanisolat; Sm™, Nal™ Arico and Rappuoli,
1987

B. bronchiseptica 7866

Phasenvariante von BB 7865 (241 bp Deletion
inbvgS; SM®, Nal

Monack et al., 1989

B. avium 1852

Wildtyp und Typstamm; wurde aus dem
Truthahn isoliert; Sm®

Laboratorium
Microbiologie,
Rijks-universiteit
Gent

B. holmesii Nol

Blutisolat; ssammt aus einem Patienten mit
einer Sichelzellenanamie

Njamkepo et al.,
2000

B. holmesii G8341

Blutisolat; ssammt aus einer Patientin mit einer
Endocarditis und vorausgegangener Vorhof -
und Mitralklappen Operation

Weyant et al., 1995

B. holmesii ATCC51541

Referenzstamm; Blutisolat; ssammt aus e nem
Patienten mit einer schwachen Leukozytose
und Cardiomegdie; stellt nat. bvgA-Mutante
dar durch A-Insertion im bvgA-Gen

Weyant etal., 1995

B. holmesii G7702

Blutisolat; ssammt aus einem Patienten mit
Hodgkin Lymphom; Sm®

Weyant et al., 1995

B. holmesii G7702

B. holmesii G7702, bvgAg-L eserahmen durch

Gelach et al., 2004

bvgAey: :kan eine Kanamycin-K assette zerstort; SmT, Kan®

B. holmesii G7702 fhaB B. holmesii G7702, 4650 bp des fhaB- diese Arbeit
Leserahmen deletiert

E. coli DH5a Wildtypisches Isolat (Typl ); fur effiziente Bethesda Research
Transformation; F, F80/?lacZM15, Laboratories (BRL)
? (lacZYA-argF) U169, recAl, endAl, hsdR17
(K", mK™), supE44, 7, tfi-1, gyrA, reAl

E. coli SM10 lacy, tonA, recA, Muc+ thi, thr, leu, supE, Simon et al., 1983

RP4-2-Tc::Mu, Kan, | pir; zur Konjugation mit
Bordetella gegignet
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3 Plasmide

Vektor/ Plasmid

Beschreibung

Referenz

pSK

Phagemid, Col E1-Replikation, pUC19-Derivat;
Amp®

Stratagene

PSORTPL

pPRTP1-Derivat, Klonierungsvektor; ermdglicht
den Alldaustausch in Bordetella-Arten; GerT',
Amp?

Stibitz et al., 1986

pKEN2

trégt ein Xbal/HindI11-DNA -Fragment mit dem
promotorlosen gfp-mut2 Gen

Cormack et al.,
1996

pPMMB208

pMMBHE-Derivat; ,broad range* Klonierungs-
vektor; CnT®

Mordeset al., 1991

PSK-FP

pSK enthdlt ein 312 bp grofdes BamHI/Hindl1-
DNA-Fragment aus der fhaB-upstream-Region von
B. holmesii G7702

diese Arbeit

pSK -fhaBsy 1/2

pSK enthdt ein 351 bp grofies EcoRI/PstI-DNA-
Fragment und ein 342bp grofRes Pstl/BamHI-DNA-
Fragment aus dem fhaB-Gen von B. holmesii
G7702

diese Arbeit

pSORT P1-fhaBg1/2

pSORTPL enthdlt ein 351 bp grof3es EcoRI/Pstl-
DNA-Fragment und ein 342 bp grof3es
Pstl/BamHI-DNA-Fragment aus dem fhaB-Gen
von B. holmesii G7702

diese Arbeit

pSK -fhaPsy-gfp

pSK enthdlt ein BamHI/HindI11-DNA -Fragment
mit einer Fusion zwischen dem promotorlosen gfp-
Gen und 265 bp der fhaB-upstream-Region von B.
holmesii G7702; Amp"®

diese Arbeit

pMMB208-fthaPg,-gfp

pMMB208 enthdlt ein BamHI/Hindl1-DNA -
Fragment mit einer Fusion zwischen dem
promotorlosen gfp-Gen und 265 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT

diese Arbeit

pMMB208-thaP-gfpl | pMMB208 enthadt ein BamHI/Hindl11-DNA - K. Schmitt, Diplom-
Fragment mit einer Fusion zwischen dem arbeit
promotorlosen gfp-Gen und 426 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT

pMMB208-fhaP-gfp2 | pMMB208 enthédt ein BamHI/Hindl11-DNA - K. Schmitt, Diplom-
Fragment mit einer Fusion zwischen dem arbeit
promotorlosen gfp-Gen und 212 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT

pMMB208-fhaP-gfp3 | pMMB208 enthdt ein BamHI/HindI11-DNA - K. Schmitt, Diplom+
Fragment mit einer Fusion zwischen dem arbeit
promotorlosen gfp-Gen und 156 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT

pMMB208-fhaP-gfp4 | pMMB208 enthdlt ein BamHI/HindlII1-DNA - K. Schmitt, Diplom:

Fragment mit einer Fusion zwischen dem
promotorlosen gfp-Gen und 134 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT

arbeit




Material 32
pMMB208-fhaP-gfp5 | pMMB208 enthdlt ein BamHI/HindlI1-DNA - K. Schmitt, Diplom:
Fragment mit einer Fusion zwischen dem arbeit
promotorlosen gfp-Gen und 198 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT
pMMB208-fhaP-gfp6 | pMMB208 enthdlt ein BamHI/HindlI1-DNA - K. Schmitt, Diplom:
Fragment mit einer Fusion zwischen dem arbait
promotorlosen gfp-Gen und 99 bp der fhaB-
upstream-Region von B. holmesii G7702; CnT
4  Oligonukleotide
Plasmid-spezifische Oligonukleotide:
Name Sequenzin 5'-3'-Richtung Verwendung
T3 5-AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ PCR-Screening; Sequenzierung
T7 5- GTAATACGACTCACTATAGGGC -3’ PCR-Screening; Sequenzierung
pMMB208/1 5-GTTGACAATTAATCATCGGCTCGTAT -3 PCR-Screening; Sequenzierung
pMMB208/2 5- CTGATTTAATCTGTATCAGGCTGAA -3 PCR-Screening; Sequenzierung
pSORT/2 5- ACCGGACATTCGCGGAGACCTTCGT -3 PCR-Screening; Sequenzierung

fhaBgn-spezifische Oligonukleotide:

Name Sequenzin 5'-3'-Richtung Verwendung
FOR4 5'- CCCAAGCCCAAGCCCAAGCCCAAGGCC-3 Identifikation von fhaBgy;
spezifisch fur fhaB aus B. pertussis
REV4 5- ATAGAAGACCCGGTAGTTCT -3 Identifikation von fhaBgy;
spezifisch fir fhaB aus B. pertussis
fhapert10 5-CTCATCATCGCCAACCCCAACGG -3 Identifikation von fhaBgy;
spezifisch fir fhaB aus B. pertussis
fhapert1l 5 - AGCTGGCGCACGCCCAGGCCTG-3 Identifikation von fhaBgy;
spezifisch fir fhaB aus B. pertussis
fha5'1 5- CAAACCATCGGTATTGACGCCACTGCT -3 Genome Walk; Sequenzierung
fha5'2 5- ACCCTGGGTGACGCCCAGCGAGACGA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fha5'3 5 - GCGCGCCTGCAGGCCCGGACAGGCCAA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhab' 4 5 - CGCAAGAGAGCATACGTAAGCGATATG -3 Genome Walk; Sequenzierung
fha5'5 5 - GCCCTTGCGGCGACCCGCCGTCTTGA -3’ Genome Walk; Sequenzierung
fhaforl 5- GAGGCAGGCTCGGGCTATGCCATCGA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor2 5 - GCACGGCAAGGCCATCACCCTGATAT -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor3 5-AGCATCATCCTGTCGCGTGACATCAAG-3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor4 5 - GTTTCAAGGTCAGGGCAAGAAGCTGGGT -3’ Genome Walk; Sequenzierung
fhafors 5 - CGCAACGAGGGCGTAGCGGTGCTGAT -3’ Genome Walk; Sequenzierung
fhaforé 5 - GGCGAGACAAGCACTTTCGGTGACTA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor7 5 - CAGCGCGCAACTTACGGTTCAGGAAG -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor8 5- ACATCGACAACGCCGGCGAGGTCAAA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor9 5- CGACATAAACCAGCAGCAGCACAAAG -3’ Genome Walk; Sequenzierung
fhafor10 5- GCAAGAAAGCACGCGTCTACAACGAG -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhaforll 5 - GGTGGACTACTACCCTCTTGAGCAAA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor12 5-TCACGCACACGGGTGGCACCATGCTC -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor13 5- ATGGGCAGTGGCGACGCTCCGACCGTC-3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor14 5 - CAAACAGCTGATGGACAACGGCAGTGAA -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor15 5 - CTTGCCCAGGCGCACCAGACACAGTT -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhafor16 5 -TTGCAGCAAGCGGCGGCAAGGTCAT -3 Genome Walk; Sequenzierung
fhaforl7 5 - GGCGGAGGGGATGTCACCGTGGCCAAT -3’ Genome Walk; Sequenzierung
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fhafor18
fhafor19
fhafor20
fhafor21
fhafor22
fhafor23
fhafor24
fhafor25
fhafor26
fhagw1l
fhagw2
fhagw3
fhagw4
fhagw5
fhagw6
fhagw7
fhagw8
fhagw9
fhagw10
fhagwl1l
fhagw12
fhagw13
fhagw14
fhagw15

fhaM/EcoRl
fhaM/Pstl/1
fhaM/Pstl/2
fhaM/BamHlI
fha/Chr.1
fha/Chr.2
fhalfor
fha2rev

FP1BamHI
FP2HindIlI

fhaBamHI/gfpl

fhaXbal 1

fhaXbal2
fhaBamHI/gfp2
fhaBamH|/gfp3

fhaBamH|/gfp4
fhaBamH|/gfp5
fhaBamHI/gfp6

fhaB5SNEU
fhaB6NEU
Unspez.3
Unspez.4

fhaSlot1

fhaSlot2

5-TCTGGTGGGCGCGAAGGTGTCGATTGA -3’
5 - CGCGCCTCCGTGGGCCTGGATGCAA -3

5 - GAACGCCGATGCGGCTCGAGGCATGTT -3
5 - GGCAAGATCAACGCCAGCCAGCTCAA -3
5-AAAATAGACAAAGATGGTGGCAAGGCT -3’
5 - CCGTCAGAGCAGGCGACAGCCAGATT -3
5 - CGGGCGCGCAACTGCAGGGCAAGAC-3

5 - GCGACCGACGTCGGCAGCACCATTA -3
5- GATCGTCGACAACAGTGGCGACGTGT -3
5-ACATCCTTCATGAGGTTGATCTCGGAC -3
5-TTCTGTGCGACCTTGACCTGCTCCTGG -3’
5 - GCGAGCAACTGATGAAGCTCGACGGCAA -3
5 - AGCCTGCCCAAGGGGCGGAGCAGAAGTT -3
5 -TAGGATCGACCTTTGGCGCAGGTTTGG -3
5 - GGTCCGCTACGGGAGGCGCCACCAATT -3
5 - ACCGCAGGCACCTCCGGCTCCGGATTC -3
5 - GGTCGACCCGCTGCGCGTATTGAAC-3

5 - GGGGTCGTGGTGACCGTCGCGGTTTC -3
5-TGAACCTGGGAGTCGTCGTGAGAGTC -3
5- CGGTCTTGATTACCTTGGTCTTGACC -3
5-ACTGACCAGATGGGCGCCCGTGACAT -3
5- GAGCGTCAGGCTCTTGCCTGCTTGTA- 3

5 - CGCAGCCCTGAGCGACACATCACCTTT -3
5-TTTGAACTGCGTACCGGCCAGAGTGA -3

5 - ACGCCCTCGGGAATTCCCCTCCAT -3
5 - ACCCGCCGTCTGCAGTTCGGA TAC -3’
5 - CAAACAGCTGCAGGACAACGGCAG -3
5 - GGCGAGCATGGATCCGCGTTGGG -3’
5-GTTGCATGAGTCTCTCCTGAGGT -3
5-TGCGCCTGGGCAAGCGTGTCGAT -3
5-ACGCCTCTCTCTATCGTTTGATC-3

5 - CTGCGCGTGTCAATCGACACCTT -3

5 - CCTCGGAGGATCCCCTCCATCGA -3
5-TACTTTGCTGAAGCTTAAACGATAG -3

5 - CCTCGGAGGATCCCCTCCATCGA -3

Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Seguenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Seguenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung
Genome Walk; Sequenzierung

Konstruktion BH G7702 fhaB®
Konstruktion BH G7702 fhaB®
Konstruktion BH G7702 fhaB®
Konstruktion BH G7702 fhaB®
Konstruktion BH G7702 fhaB
Konstruktion BH G7702 fhaB
Konstruktion BH G7702 fhaB
Konstruktion BH G7702 fhaB

Konstruktion pSK-FP
Konstruktion pSK-FP

Konstruktion pMM B208-fhaPgy-gfp,

pMM B208-fhaP-gfp5 und
Bandshift-Sonde

5-AACGATCTAGA TCCGCGCTGCCC -3

5- AAAAATCTAGAAGATGATGCAGA -3
5- ACAACGAGAGGATCCGCAGCAA -3
5- CAAAAGGGGATCCACGGGGCAA -3

5 - AGGGTGCGAGGATCCTGACACA -3
5 - GAGGAGTGGATCCACATGTAAGT -3’
5 - AAGTGTTGGGATCCGTAGTGTCT -3

5 - GACTATCCTGACACATTGAGGAG -3
5 - CTACATGTAAGTAGGGCCCTGTG -3
5 - CAAGATCGCCGCAACCGACTA -3
5-TCGGTCTTGATGGTCTGGGACA -3

5- ATGGCACGTTGACCCTGCAAGCCA -3

5- CCTGATCCTGGGAGATGTTCACCGT -3

Konstruktion pMM B208-fthaPgy-gfp
und Bandshift-Sonde

Konstruktion pMM B208-fhaP-gfp5
Konstruktion pMMB208-fhaP-gfpl
Konstruktion pMM B208-fhaP-gfp2
und Bandshift-Sonde

Konstruktion pMMB208-fhaP-gfp3
Konstruktion pMMB208-fhaP-gfp4
Konstruktion pMM B208-fhaP-gfp6
und Bandshift-Sonde

Konstruktion Bandshift-Sonde
Konstruktion Bandshift-Sonde
Konstruktion Bandshift-Sonde
Konstruktion Bandshift-Sonde

Konstruktion Slotblot-Sonde,
RT-PCR
Konstruktion Slotblot-Sonde,
RT-PCR
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Verschiedene Oligonukleotide:

Name Sequenzin 5'-3'-Richtung Verwendung

AP1 5 - GTAATACGACTCACTATAGGGC -3’ Adaptor-Primer fir Genome
Walking

AP2 5-ACTATAGGGCACGCGTGGT -3 Adaptor-Primer fir Genome
Walking

16Sup 5- ACTACGCGAAAGCGTGGCTA -3 Konstruktion Slotblot-Sonde
aus 16S-rDNA von B. holmesii

16Sdown 5-TCCTCCGCATATCTACGCAT -3’ Amplifikation Slotblot-Sonde
aus 16S-rDNA von B. holmesii

ofp.PE 5 - CAAGAATTGGGACAACTCCAGT -3 Primerextension-Experimente

BvgStestl 5 - ACGGGCAGGCCGATGTCTATCTCGGC -3 PCR zum Nachweis von B. holmesii
DNA

BvgStest2 5 - GCAATCCTGCCAGTTGGCCAATCCGT -3 PCR zum Nachweis von B. holmesii
DNA

av.BvgSl 5 - TGGCGCCGCCCTGATGGGGCAGCATTT -3 PCR zum Nachweis von B. avium-
spezifischer DNA

av.Bvgs2 5 - GCCGTCCTTGAGTGCGGATTCCATTTC -3 PCR zum Nachweis von B. avium
spezifischer DNA

deglfor 5-GTNGTNTTYAAYAAY -3 PCR-Amplifikation

deglrev 5 - NCCRTCDATNGCRTA -3 PCR-Amplifikation

deg2for 5-GAYAAYTAYTTYGAY -3 PCR-Amplifikation

deg2rev 5-NCGNCCYTTRTCRTC-3 PCR-Amplifikation

fhaC.1 5 - GCCGGGCGCGCGCGACCTCAA -3 PCR-Amplifikation

fhaC.2 5 - CGGCATGGCCGAGAACACCATC -3 PCR-Amplifikation

fhaC.3 5 - CAGTTCAGCGTGTATGGCGG -3 PCR-Amplifikation

fhaC.4 5 - GGTTGTATCCGCGCACCGTGT -3 PCR-Amplifikation

fhaC.5 5 - CGTGGACCTGGACTTCGGCG -3 PCR-Amplifikation

fhaC.6 5-TTGTAGATCGCCTGGTCGATATC -3’ PCR-Amplifikation

fhaC.av.S1 5-AAGGCCATACCGTGTCCTTGAG -3 Southern Blot

fhaC.av.S2 5 - CCTGCCCTGAATTATCGCGCCCC -3’ Southern Blot

fhaC.av.S3 5 - GGGAGATTTGCTGGGAATTAACGAT -3 Southern Blot

fhaC.av.A 5 - CGCTATAGTGCTTGCTATTGACCGC -3 Southern Blot

fimA.1 5 - GTGCGACTTCCGAAGATATCT -3 PCR-Amplifikation

fimA.2 5-TACATGACAGAGAATTGCACC-3 PCR-Amplifikation

fimD.1 5-TGGCTGTATCCCCAGAAAGGCGAAG-3 PCR-Amplifikation

fimD.2 5-TCAGTCATAGTTCAAGGTCACGG -3 PCR-Amplifikation

prn.1 5-TACCGGGTCCTGCCGGAGCCC -3 PCR-Amplifikation

prn.2 5 - AGCCGTAGCGCACCGACG -3’ PCR-Amplifikation

prn.3 5-ATGAACATGTCTCTGTCACGCATT -3 PCR-Amplifikation

prn.4 5 - CCGGCTGGGCGGAAGGTCTTCCG -3 PCR-Amplifikation

prn.5 5 - CCATGGCGCTGGGCGCGCTGGGC -3 PCR-Amplifikation

prn.6 5 - CCCAACACAGACACCGCCGCGGGCG -3 PCR-Amplifikation

dnt.1 5 - AGGCGCGCTACGAGATCTACTACCTAC -3 PCR-Amplifikation

dnt.2 5-TGTTGTGATTTTCGATTCCACGCGCGAT -3 PCR-Amplifikation

dnt.3 5- ATGGCGCTTGTAGGCTACGACGGC -3 PCR-Amplifikation

dnt.4 5 - AGTCGAGCGCGAACGCCGCCTCGA -3 PCR-Amplifikation

dnt.av.S1 5-TACTCGATCAGGAAACGAGTGAGG -3 Southern Blot

dnt.av.S2 5-TCCCTAGGCAATACTCTTGATTTCTA-3’ Southern Blot
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5 Z€lllinien

Die Adhas onsassays wurden unter Verwendung der folgenden permanenten Zelllinie durchgefihrt:
A549: humane Lungenkar zinomzellen (DSMZ no.: ACC 107; Giard et al.,1973; Lieber et al., 1976)

Diese Epithelzellen wachsen als Monolayer und haben eine Verdopplungszeit von etwa 30 h.

6 Verbrauchsmaterialien

6.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikaien wurden von den Firmen Merck, Roth, Bioproducts, Boehringer
Mannheim, Serva, Aldrich, Fulka, Oxoid, Riedel de Haan und Sigma bezogen. Néhrstoffe und Agar
wurden von Difco und Gibco geliefert. Die Radiochemikalien wurden bei Amersham und ICN
bestellt.

6.2 Enzyme

Die Enzyme wurden von Appligene, Boehringer Mannheim, New England Biolabs, Pharmecia-LKB,
Roche, Gibco-BRL, Stratagene und MBI Fermentas geliefert.

6.3 Kits

Nucleobond®AX Purification of Plasmids (Macherey& Nagel)
QlIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

QIAquick® Nucleotide Remova Kit (Qiagen)

ECL™ direct nucleic acid labelling and detection Kit (Amersham)
ECL ™ western blotting labelling and detection Kit (Amersham)
RNeasy® Midi Kit (Qiagen)

SuperScript ™ 11 RT (Invitrogen)

Universal GenomeWalker™ Kit (BD Biosciences Clontech)

T7 Sequencing Kit (usb)

7 Wachstumsmedien und Antibiotika

Medien fur Flissigkulturen und Agarplatten werden autoklaviert (120 °C, 20 min). Hitzelabile
Substanzen werden gerilfiltriert und nach Abkihlen der Losungen auf 50 °C zugegeben.

7.1 Wachstumsmedien

LB-Medium (Luria-Bertani): Sel ect-Peptone 109
Y east-Extrakt 59
NaCl 10g
adll Hzodest.
LB-Agar: LB-Medium 11

+ Agar 159
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Bor det-Gengou-Platten (BG-Platten): Bordet-Gengou-Agar Basis 309
Glycerin 8 ml
ad 11 HyOues.

Nach dem Autoklavieren und Abkihlen des BG-Agars auf etwa 45 °C werden 200 ml defibriniertes
Pferdeblut hinzugegeben.

5x Stainer Scholte M edium (5x SS): Natrium-Glutamat 53549
L-Pralin 129

NaCl 1259

KH.PO, 259

KCl 1049

MgCl, x 6H,0 059

Tris 759

ad 11 HxOqes.

Mit HCI auf pH 7,6 einstellen

1 x Stainer Scholte Medium (1 x SS): CaCl, (10 mg/ml) 2ml
5x SS 200 ml

100 x SS-Supplement (s.u.) 10 ml

50 x B. avium-Supplement (s.u.) 20ml

Casaminoacids (100 mg/ml) 10ml

Cyclodextrin (50 mg/ml) 10ml

aj 1 I HZOdest.

Casaminoacids wird in H,Oge., Cyclodextrin in 62,5 mM NaOH geldst und sterilfiltriert. 1x SSist bel
4-8 °C nur etwa 3 Monate hatbar.

100 x SS-Supplement: L-Cydin 200 mg
HCl 05 ml
ad 4,5 Ml H,Oeq:.
FeSO, x H,O 50 mg
Ascorbinsdure 100 mg
Nikotinsaure 4mg
Glutathion 100 mg
ad 45 Ml HyOpest.

Beide Lésungen werden gemischt, sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt.

50 x B. avium-Supplement: 2-Ketoglutarat 50
Pyruvat 5d
Pantothenat (10 mg/ml) 25mg
L-Phenylalanin (20 mg/ml) 50 mg

ad 50 ml HyOges.
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7.2 Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika werden in HOgest. 0der/und Ethanol gelést und anschlief3end
sterilfiltriert. Antibiotikal 6sungen werden bei -20 °C gelagert.

Antibiotikum Konz. der Stammlésung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in H,Ogey. 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml in HyOgeq. 50 pg/mi
Streptomycin 100 mg/ml in HyOpges:. 100 pg/mi
Spectinomycin 100 mg/ml in HyOpes. 100 pg/mi
Chloramphenicol 20 mg/ml in 50 % EtOH 20 pg/ml
Gentamycin 15 mg/ml in HyOges. 15 pg/ml

8  Molekulargewichtsmarker

8.1 Molekulargewichtsmarker fur die Agarosegelelektrophorese

Verwendet wurde der DNA-Marker von MBI (Gene Ruler TM 1 kbp-Leiter) mit folgenden Fragment-
langen:

Bande Fragmentléange (bp) | Bande Fragmentlénge (bp) | Bande Fragmentlange (bp)

1 10000 6 3500 11 1000
2 8000 7 3000 12 750
3 6000 8 2500 13 500
4 5000 9 2000 14 250
5 4000 10 1500

8.2 Molekulargewichtsmarker fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

BioRad Precison Protein Standard, prestained Bande Grof3e (kDa)

250
150
100
75
0
37
25
15
10

OoOO~NO U, WN R
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1V Methoden

1  Molekularbiologische und genetische M ethoden

1.1 Isolierung von Nukleinsauren

1.1.1 Isolierungvon chromosomaler DNA

Fir die Isolierung chromosomaler DNA werden 50 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur in der
logarithmischen Wachstumsphase fir 15 min abzentrifugiert (6000 rpm, 4 °C) und in 10 ml Ldsung |
resuspendiert. Die Zellsuspension wird fir mindestens 30 min bei -20 °C eingefroren. Anschliefzend
gibt man 100 pl Lysozym-L6sung (100 mg/ml) zu der gefrorenen Bakterienlésung und inkubiert diese
nach dem Auftauen (bei Raumtemperatur) noch etwa 45 min auf Eis. Dann figt man 6 ml Losung |1
und 2 ml Proteinase K (Endkonzentration 1 mg/ml) hinzu und inkubiert 60 min im 50 °C-Wasserbad.
Danach wird 2 x mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert,
wobel man durch vorsichtiges Schwenken eine Zerstérung der DNA durch Scherkréfte vermeidet. Die
Phasentrennung erreicht man jeweils durch eine 5-minitige Zentrifugation bel 4000 rpm. Die
zahflUssige, wassrige Phase wird zur DNA-Falung mit 0,1 Volumen 5 M NaCl und 2 Vol. eiskaltem
100 % EtOH versetzt. Die durch vorsichtiges Schitteln ausgefallene DNA wird mit einer Pipette
entnommen, in 5 ml Losung [l mit 150 pl RNase (10 mg/ml) resuspendiert und UN bei 4 °C
inkubiert. Am néchsten Tag wird 1 x mit 1 VVol. Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1) und 1 x
mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die DNA wird wie oben beschrieben geféllt
und schliefdlich 15 min bei 5000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Nach Trocknung wird das DNA-Pellet
in einem geeigneten Volumen H,Oq. aufgenommen und bei 4 °C aufbewahrt.

Losung l: 50 mM EDTA
50 mM Tris-HCI (pH 8)
Losung I1: 400 mM EDTA
50 mM Tris-HCI (pH 8)
0,5% SDS
Losung I1: 1mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 8)

1.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA im préaparativen Mal3stab mittels Nucleobond-AX-
Kit von Macherey & Nagel

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt chromatographisch Uber eine Anionen-Austauschersdule,
welche die Préparation von bis zu 100 pug DNA aus einer 10-100 ml Bakterienkultur ermdglicht. Alle
verwendeten Losungen sowie Saule und Filter werden im Kit gebrauchsfertig geliefert.

Fir eine Plasmidisolierung werden 100 ml einer Ubernachtkultur in zwei Greiner-Rohrchen tberfiihrt
und abzentrifugiert (15 min bei 6000 rpm und 4 °C). Die Bakterienpellets werden insgesamt in 4 ml
Sl-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Zur akalischen Lyse werden 4 ml S2-Puffer zugegeben,
die Suspension vorsichtig invertiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Man flgt 4 ml S3-Puffer
hinzu und inkubiert die Lésung nach mehrmahligem Invertierten fur ca. 5 min auf Eis. Anschlief3end
wird die Suspension Uber einen Filter von Zeltrimmern und chromosomaler DNA befreit. Der klare
plasmidhaltige Uberstand wird dann auf eine zuvor mit 2 ml N2-Puffer &quilibrierte Saule gegeben.
Die Saule wird 2 x mit je 5 ml N3-Puffer gewaschen, bevor durch Zugabe von 4 ml N5-Puffer die
Pasmid-DNA eluiert wird.
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Zur Féllung der Plasmid-DNA fiigt man 0,7 Vol. Isopropanol zum Eluat und zentrifugiert 30 min bei
14000 rpm und 4 °C. Das DNA-Pdlet wird mit 70 % EtOH gewaschen und anschlief3end in 100 pl
sterilem H, Oy, aufgenommen. Die geldste Plasmid-DNA wird bel -20 °C aufbewahrt.

1.1.3 Isolierung von RNA

B. holmesii-Stdmme werden wegen ihres schlechten Wachstums in Flissigmedien jeweils auf 3-4 BG-
Blutagarplatten ausgestrichen und fir 23 Tage bei 37 °C kultiviert. Danach werden die Bakterien
geerntet, in 1 x PBS resuspendiert und fur 10 min bel 6000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Das
gewonnene Pellet wird in 10 ml heif3em (65 °C) Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol resuspendiert und
mit 6 ml AE-Puffer (65 °C) und 150 pl 25 % SDS (65 °C) versetzt. Anschliel3end wird die Suspension
20 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert und dann 10 min auf Eis gestellt. Nach 20-mindtiger
Zentrifugation bei 6000 rpm und 4 °C wird die wassrige Phase abgenommen und mit 670 pl 3M NaAc
(pH 4,8) und 6 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol erneut extrahiert. Nach einmaliger Extraktion
mit 6 ml reinem Chloroform wird die RNA der wéassrigen Phase mit 2,5 Val. 100 % EtOH Uber Nacht
bel -20 °C gefdlt. Am néchsten Tag wird die RNA durch 30-mindtige Zentrifugation bel 10000 rpm
und 4 °C pelletiert und einmal mit 70 % EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen wird das RNA-Pellet
in 100 ul DEPCG-H,O aufgenommen und zur Entfernung von DNA-Resten mit DNasel behandelt
(sehe1.2).

20x PBS: NaCl 1609 1x PBS: 20x PBS 100 mi
KCl 49 H2O0es. 900 ml
Na,HPO, 239
KH,PO, 49
ad 1| HyOpes. AE-Puffer (pH 5,5): 20 mM NaAc
1 mM EDTA

1.2 DNase-Behandlung isolierter RNA mittels Phenol-Extraktion

Folgender Reaktionsansatz wird 60 min

bel 25 °C inkubiert: RNA 100
DNasel FPLC pure 10w
0,5M MgCl, 6
1M Tris-HCI (pH7,5) 20 pl
RNase-Inhibitor 1ul

ad 500 gl DEPC-H,0

Anschlief¥end wird der Ansatz zweimal mit Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (25:24:1) extrahiert.
Die abere wéassrige Phase wird mit /10 Voal. LiCl (10 M) und 2 Vol. 100 % EtOH versetzt und die
RNA bel -20 °C fur mindestens 30 min gefélt. Nach 25-minQtiger Zentrifugation bei 14.000 rpm und
4 °C wird das RNA-Pdllet einma mit 70 % EtOH gewaschen und im Anschlussin 100 4 DEPC-H,O
aufgenommen.

1.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bel einer Wellenlénge von 260 nm. Die
photometrische Messung der optischen Dichte erméglicht somit die Bestimmung der Konzentration
und Reinheit von DNA bzw. RNA. Fir eine Konzentrationsbestimmung wird die DNA-Probe 1:50 mit
H,O4eq. vVerdinnt, RNA dagegen entsprechend mit DEPC-H,O behandelt. Die Extinktion wird
photometrisch bei 260 und 280 nm gemessen und die Konzentration anhand der folgenden Formeln
berechnet.
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dsDNA-Konzentration (ug/ml) = ODsnm X Verduinnungsfaktor x 50
RNA-Konzentration (ug/ml) = ODonm X Verdinnungsfaktor x 40

Der Quotient OD260nn{ OD2g0nm gibt dabel den Reinheitsgrad an und sollte zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

14 Reverse Transkription

Bel der reversen Transkription wird RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in komplementére
ssDNA (cDNA) umgeschrieben. Dabel entspricht die Menge der synthetisierten cDNA -Molekile der
Anzahl der vorhandenen RNA-Molekiile. Zur cDNA-Synthese wird der , SuperScript ™ 11 RT Kit*
von Invitrogen verwendet mit folgendem Reaktionsansatz:

Gesamt-RNA 2-4 g
Genspezifische Primer (10 uM) 1
dNTP's (10 mM) 1

ad 12 yl DEPC-H,O

Der Ansatz wird 5 min bel 65 °C inkubiert, danach auf Eis gestellt und mit 4 ul 5 x First Strand-Buffer
und 2 pl DTT (0,1 M) versetzt. Nach 2-mindtiger Inkubation bel 42 °C wird 1 pl Reverse
Transkriptase (200 U/ul) zugegeben und das Reaktionsgemisch fir 50 min bei 42 °C inkubiert.
Schliefdlich wird der Ansatz zur Inaktivierung des Enzyms fir 10 min bel 70 °C inkubiert und
anschliefRend bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die entstandene cDNA kann mittels
Standard-PCR amplifiziert werden (siehe 1.4).

1.5 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt ein automatisiertes Verfahren zur Vervielféltigung eines
definierten DNA-Abschnitts dar. Die Spezifitét der Amplifikationsreaktion beruht auf der Sequenz
von zwei Oligonukleotid-Primern, die zu den Endbereichen der zu amplifizierenden DNA komple-
mentdr sind und gegenléufig an diese binden. Die automatische Wiederholung von DNA-
Denaturierung (bei 94 °C), Primer-Hybridisierung (bei einer Temperatur, die von den verwendeten
Primern abhangig ist) und Primer-Elongation (bei 72 °C) ermoglicht die exponentielle Vermehrung
des DNA-Fragments.

Die Schmelztemperaturen der Oligonukleotide lassen sich anhand folgender Formel ndherungsweise
bestimmen:

Tn = (A+T) x 2°C + (G+C) x 4°C

Ein Standard-PCR-Ansatz enthéalt:

10 x PCR-Puffer 50ul
dNTP's (20 mM) 05 ul
Primer | (100 pM) o5 ul
Primer 11 (100 pM) o5ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 01ul
Template-DNA (10-500 ng/ul) 20u

6d 50 HI HZOdest.
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Die PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgefthrt:

first step delay 3min94°C

30 Zyklen: Denaturierung 1min94°C
Annedling 40s50-65 °C

Elongation Imin72°C

(1 Kb/min)

last step delay 3min72°C

Die Elongationszeiten kénnen je nach Grof3e des zu erwartenden PCR-Produkts variiert werden. Im
Allgemeinen synthetisiert die Tag-Polymerase 1 kb in einer Minute. Zur Uberpriifung der PCR-
Resaktion werden im Anschluss jeweils 10-20 ul davon auf ein Agarosegel aufgetragen (siehe 1.6). Die
Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt mit Hilfe der QIAquick-Saulen (siehe 1.7).

PCR mit der Pfu-DNA-Polymer ase (Promega)

Die aus Pyrococcus furiosus DSM3638 isolierte Pfu-DNA-Polymerase katalysiert ebenfals eine
DNA-abhéngige Polymerisation von Nukleotiden in 5-3-Richtung. Im Gegensatz zur Tag
Polymerase jedoch besitzt die Pfu-Polymerase zuséizlich ene 3 -5 -Exonukleaseaktivitét
(, proofreading activity"). Mogliche fehlgepaarte Basen werden somit wieder entfernt und das richtige
Nukleotid eingefugt. Die Verwendung von ,, proofreading Polymerasen® ermdglicht also eine genauere
Amplifikation von DNA-Fragmenten. Beispielsweise kann so das Auftreten von unerwiinschten
Stopcodons im PCR-Produkt vermieden werden. Aufgrund dieser zusdtzlichen Aktivitdt benttigen
solche Polymerasen in den meisten Falen verhdtnismaliig lange Elongationszeiten fir die Synthese
eines PCR-Produktes.

Ein Pfu-PCR-Ansatz enthalt:

10 x Pfu-Puffer 50u
dNTP s (20 mM) o5ul
Primer | (10 uM) 10ul
Primer 11 (10 puM) 10ul
Pfu-Polymerase (3 U/ul) 02 ul
Template-DNA (10-100 ng/ul) 1.0u

ad 50 Pl HzOuest.

Die PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

first step delay 3min95°C

30 Zyklen: Denaturierung 1min95°C
Annealing 40s50-68 °C

Elongation 2-6min 72°C

(500 bp/min)

last step delay 10min72°C

1.6 Auftrennung von DNA mittels Agar ose-Gelelektr ophorese

DNA-Fragmente lassen sich aufgrund ihrer elektrischen Ladung mit Hilfe der Gelelektrophorese in
Abhangigkeit von ihrer Grol3e auftrennen. Ein DNA-Molekil wandert im elektrischen Feld mit einer
Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts ist. Der
Auftrennungsbereich hangt vom Agarosegehalt des Gels ab.
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Bel einem 1%igen Agarosegel erreicht man die optimale Trennung von DNA-Fragmenten mit einer
Lange von 400 bis 1000 bp. Um DNA-Molekile sichtbar zu machen, wird dem Gel der Farbstoff
Ethidiumbromid zugesetzt, welcher in Nukleinsduren interkaliert. Unter einer UV-Lampe lassen sich
so fluoreszierende DNA-Molekiile in Form von Banden detektieren.

Fir die Hergtellung eines 1%igen Agarosegels werden 150 ml TBE-Puffer mit 1,5 g Agarose
aufgekocht, bis diese vollstdndig gelost ist. Nach Abkihlen auf ca. 50 °C wird Ethidiumbromid
(Endkonzentration 3 pg/pl) zugegeben, die Gellosung in einen Gelschlitten gegossen und ein
Gelkamm eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wird der Schlitten in einer Gelkammer
mit 1 x TBE-Laufpuffer bedeckt. Die DNA -Proben werden mit 1/10 Vol. Probenpuffer versetzt und
anschlief3end in die Geltaschen pipettiert. Zusétzlich wird ein Standard (1 kb Leiter) mit aufgetragen,
dessen Bandenmuster und zugehdrige Langen bekannt sind. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgt bei 150 V fur etwa 40 min. Anschliel?end kénnen die DNA-Banden unter einer UV -Lampe
fotografiert werden.

10 x TBE-Puffer:  TrissHCl 890 mM 10 x Probenpuffer:  Bromphenoblau 0,2 %
Borsaure 890 mM EDTA 0,2M
EDTA 2mM Glycerin 50,0 %

1.7 Renigung von DNA-Fragmenten

1.7.1 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte mit einer GrofRe zwischen 100 bp und 10 kb kdnnen mit dem ,QIAquick PCR
Purification Kit* (Qiagen) aufgereinigt werden. Man gibt 5 Vol. PB-Puffer zum PCR-Ansatz und |&dt
alles auf eine QIAquick-Saule. Diese zentrifugiert man 1 min bei 14.000 rpm, verwirft den Durchfluss
und wascht die Saule mit 750 pl PE-Puffer. Der Durchfluss wird wiederum verworfen und ein
anschlief3ender Zentrifugationsschritt in leerem Zustand trocknet die Séule vollstdndig. Die Elution der
DNA von der Saulenmatrix erfolgt mit 30-50 pl H,Oges. Das Eluat wird durch Zentrifugation
aufgefangen und bel -20 °C gelagert.

1.7.2 Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agar osegel

Dieses Verfahren ermdglicht die Elution von DNA-Molekiilen mit einer Grof3e von 70 bp-10 kb. Das
entsprechende DNA -Fragment wird unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, gewogen und mit 3
Vol. QG-Puffer versetzt. Man inkubiert den Ansatz solange bel 50 °C, bis das Gelstiick vollsténdig
aufgelost ist (ca. 10 min) und gibt anschlief3end 1 Vol. Isopropanol hinzu. Nach kurzem Vortexen wird
der Ansatz auf eine QIAquick-Saule geladen, diese 1 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Zum Waschen werden 750 ul PE-Puffer auf die Saule gegeben und diese fur
eine weitere Minute zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wird die Saule zum Trocknen der
Saulenmatrix fur 1 min in leerem Zustand zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgt durch Zugabe
von 30-50 pl HOgyes. und Emindtiger Zentrifugation bei 14.000 rpm. Das Eluat wird in einem
Eppendorf-Tube aufgefangen und bei -20 °C aufbewahrt.

1.8 Enzymatische Modifikation von DNA

1.8.1 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Bestandteile von Restriktions-Modifikations-Systemen in Bakterien,
die diese vor der Aufnahme artfremder DNA schiitzen. Die hier verwendeten Typ |1-Restriktionsendo-
nukleasen erkennen jeweils eine spezifische Nukleotidfolge im DNA-Doppelstrang und erzeugen dort
eine definierte Schnittstelle. Je nach Enzym werden verschiedene Pufferbedingungen (1 x oder 2 x)
und entsprechende Temperaturen (37 °C oder 30 °C) benétigt.
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Bel optimalen Reaktionsbedingungen spaltet ein Unit Enzym 1 pug DNA in einer Stunde. Die
eingesetzte Enzymmenge sollte 1/10 des Gesamtvolumens nicht Uberschreiten, da die Reaktion sonst
durch zu hohe Glycerinkonzentrationen inhibiert werden kénnte.

Standar dansatz:
Plamid-DNA bzw. PCR-Fragment 1-2 ug
10 x Puffer 2/4 ul
Restriktionsenzym (10 U/ul) 1l
aj 20 HI Hzodest.

Der Verdau inkubiert 1 bis 2 h bel gewohnlich 37 °C. Plasmid-DNA kann zur Kontrolle des Verdaus
anschlief3end in einem Agarosegel eektrophoretisch aufgetrennt werden.

1.8.2 Klenow-Behandlung von DNA

DasKlenow-Enzym ist das grof3e Fragment der DNA-Polymerase | von E. coli. Es besitzt sowohl eine
5'-3 -Polymeraseaktivitdt as auch eine 3 -5 -Exonukleaseaktivitét. Dies ist von Nutzen, wenn man
beispielsweise in einen , sticky end” geschnittenen Vektor ein Insert mit glatten Enden (,, blunt end*)
einfligen mochte. 3’ -Uberhéngende Enden kdnnen abgebaut, 5’ -tiberhdngende Ende dagegen aufgefullt
werden.

Standar dansatz:
Verdaute DNA 01-4ug
dNTP s (0,5 mM) 1
10 x Filling-In Buffer 2u
Klenow 1-5U

ad 20 (il H,0 s

Der Ansatz wird fir 15 min bei 30 °C inkubiert und die Reaktion anschlief3end durch 10-minltiges
Erhitzen auf 75 °C gestoppt. Die so behandelte DNA kann nach Aufreinigung (siehe 1.7.1) fur eine
»blunt end-Ligation” (siehe 1.8.3) verwendet werden.

1.8.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-Ligase verknipft unter ATP-Verbrauch freie 3' -Hydroxylenden mit 5" -Phosphatenden doppet
strangiger DNA. Im Gegensatz zur E. coli-Ligase kann sie nicht nur kohasive (,, sticky*), sondern auch
glatte (,,blunt“) Enden verbinden. Meist werden Ligasen verwendet um ein spezielles DNA-Fragment,
das sogenannte Insert, an einer bestimmten Stelle eines Klonierungsvektors einzufiigen. Der Vektor
und das zu klonierende DNA-Fragment werden in einem Verhdtnis von 1:2 bis 1:6 eingesetzt. Die
Gesamt-DNA-Menge sollte zwischen 0,1 pg und 1,0 pg betragen.

Standar dansatz:
geschnittener Vektor 0,05 ug
geschnittenes Insert 0,25 ug
10 x T4-DNA-Ligase-Puffer 20
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 10 w
ad 20 T HyOges.

Der Ligationsansatz wird Ublicherweise Uber Nacht bei 16 °C inkubiert und kann am néchsten Tag
direkt fr eine Transformation in E. coli eingesetzt werden (siehe 1.9).
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1.9 Transformation von DNA

1.9.1 Herstellung von CaCl,-kompetenten E. coli-Zellen

100 ml LB-Medium werden mit 1 ml einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und die Kultur bei 37°C
inkubiert, bis sie eine optische Dichte (ODgoonm) VON etwa 0,5 erreicht hat. Die Kultur wird fir 15 min
auf Eis gestellt und anschlief3end fur 10 min zentrifugiert (6000 rpm, 4 °C). Das Bakterienpellet wird
in 10 ml eiskalter CaCl,-Losung (0,1 M) resuspendiert und dann 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
weiteren 10-mindtigen Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C) wird das Pellet in 5 ml eiskalter CaCl,-L6sung
mit 20 % Glycerin resuspendiert und in Aliquots von 250 ul bei -80 °C gelagert.

1.9.2 Transformation

Zu 100 plI CaCly-kompetenten Zellen werden 0,1-1 pg Plasmid-DNA bzw. 20 pl Ligationsansatz
gegeben. Die Suspension wird fur 30-60 min auf Eis inkubiert und anschliefend erfolgt ein
Hitzeschock fir ca. 1 min bel 42 °C. Nach 2-minitiger Inkubation auf Eis werden 800 pl LB-Medium
zugegeben und der Ansatz fur 1 h bei 37 °C im Schittler inkubiert. Danach werden die Zellen
pelletiert (3 min, 10.000 rpm), in 100 pl LB-Medium aufgenommen und auf entsprechenden
Selektionsplatten ausplattiert.

1.10 Konjugation und Allelaustausch

Die Ubertragung von Plasmid-DNA in Bordetella-Stamme erfolgt mit hoher Effizienz durch
Konjugation, d.h. ein Donorstamm Ubertrégt genetisches Material durch direkten Zellkontakt auf den
Rezipientenstamm. Der Donor-Stamm E. coli SM10 trégt eine chromosomale Integration aes IncP-
artigen Plasmids pRP4 mit verschiedenen Transferfunktionen.

1.10.1 Alldaustausch

Mit Hilfe eines spezidll fur die Gattung Bordetella entwickelten Klonierungsvektors (Stibitz et al.,
1986) kann man ortsspezifische Mutagenesen im Bordetella-Genom durchfiihren. Der Austausch des
chromosomalen gegen das klonierte Alld (,,double crossover”) erfolgt durch die Selektion zweier
aufeinanderfolgender Rekombinationsereignisse der homologen Genloci. Der hierflr eingesetzte
Vektor pSORTPL ist ein pRTP1-Derivat und besitzt zuséizlich ein Gentamycin-Resistenzgen. pRTP1
enthdlt ein Gen fur eine Ampicillin-Resistenz, ein ori T-Element (,, origin for conjugative transfer*) und
ein Gen fir das ribosomale E. coli Protein S12. Dieses Protein wird in Bordetellen effektiv exprimiert
und in die Ribosomen eingebaut. Somit werden streptomycinresistente Stémme in Gegenwart dieses
Locus streptomycinsensitiv. Sowohl pRTPL as auch pPSORTPL kénnen in Bordetella nicht replizieren.

Im ersten Schritt werden auf ampicillin- bzw. gentamycinhaltigen BG-Blutplatten nur solche
Bakterien selektiert, die den Vektor aufgrund eines Rekombinationsvorgangs ins Chromosom
integriert haben. Durch Zugabe eines geeigneten Antibiotikums, gegen das der Bordetella-Stamm
resstent ist, wird das Wachstum des E.coli-Donorstammes unterdriickt. Enthélt der Bordetella-
Rezipient das zur Strepomycinresistez fuhrene Gen S12, so erhdlt man - eventuell nach mehrmaligem
Uberstreichen des Stammes auf Platten ohne Antibiotikum - durch den zweiten Selektionsschritt auf
Agarplatten mit Streptomycin all jene Bordetellen, die den Vektor pPSORTPL durch einen zweiten
Rekombinationsvorgang innerhalb der klonierten Sequenz wieder verloren haben. Enthdlt das durch
dieses,, double crossover” eingefiihrte Allel eine Deletion des urspriinglichen Gens, so sollte dies unter
Verwendung von geeigneten Oligonuklectiden in einer PCR-Reaktion (siehe 1.5) Uberpriift werden.
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1.10.2 Durchfuhrung der Konjugation

Die jeweiligen Bordetella-Stamme werden 23 Tage, der entsprechende E. coli-Donorstamm einen
Tag vor der Konjugation grof¥flachig ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end werden auf
einer BG-Blutagarplatte ohne Antibiotikum eine Impfése voll Bordetellen und etwa 1/5 der Menge E.
coli auf einem etwa 4 cm grof3en Areal gut vermischt und zur Konjugation fur 5 h bei 37 °C inkubiert.
Danach wird das Bakteriengemisch geerntet, in 1 x PBS resuspendiert und eine Verdinnungsreihe bis
10° hergestellt. Jeweils 100 pl der Verdiinnungsstufen 10*-10° werden zur Ziichtung der Konjugar:
den auf Selektionsplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Einzelkolonien kénnen
nach 3-6 Tagen isoliert und vermehrt oder aber zur Durchfiihrung eines Allelaustausches zur weiteren
Selektion eingesetzt werden. Die Aufnahme des Plasmids durch den Rezipienten wird mittels PCR
(siehe 1.5) kontrolliert.

1.11 DNA-Seqguenzierung

Zur Sequenzierung von PCR-Produkten bzw. Plasmiden wird der ,CEQ Dye Terminator Cycle
Sequencing (DTCS) Quick Start Kit* verwendet. Die Analyse der Sequenzen erfolgt durch den
automatischen Sequenzierer CEQ 2000 (Beckmann Coulter), dessen Funktionsweise auf der
Didesoxy-K ettenabbruchmethode nach Sanger basiert. Die zu sequenzierende DNA-Probe wird
Zunéchgt mittels Sequenzier-PCR amplifiziert. Hierfur wird Plasmid-DNA zuvor fir 3 min bel 96 °C
denaturiert. Anschlief?end werden folgende Reagenzien pro PCR-Ansatz gemischt:

Template-DNA 60-90 ng
Primer (0,05 pg/pl) 15ul
Quick Start Mix (QSM) 45u

ad 20 pl HaOpes:.

Die Sequenzier-PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgeftihrt:

30 Zyklen: Denaturierung 20596 °C
Hybridisierung der Primer 20s50°C
Primer-Elongation 4 min 60 °C

Zur Féllung der DNA wird der PCR-Ansatz anschlief3end in ein Eppendorf-Reaktionsgefal’ Uberfuhrt
und mit 5 pl Stoplésung sowie 60 ul reinem Ethanol versetzt. Nach grindlichem Mischen wird der
Ansatz fir 15 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das DNA-
Pellet zweimal mit 200 pl 70 % EtOH gewaschen. Danach wird das Pellet in der SpeedVac fur etwa
10 min getrocknet und in 40 pl SLS-L 6sung aufgenommen. Dieser Ansatz kann nun bel 4 °C gelagert
werden bis die automatische Sequenzanalyse erfolgt.

Stop-L 6sung: 2Vol 3M NaOAc (pH 5,2)
2Vol 100 mM EDTA
1Vol 20 mg/ml Glykogen

QSM und SLS: Losungen des DTCS Quick Start Kits
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1.12 Southernblot

Unter einem Southernblot versteht man den Transfer von eektrophoretisch aufgetrennter DNA auf
eine Nylon- oder Nitrocellulosemembran und deren anschlief?ende Hybridiserung mit einer
spezifischen DNA-Sonde. Mittels dieser Technik kann ein bakterielles Genom auf die Anwesenheit
definierter DNA-Sequenzen gepriift werden.

Geeéeektrophorese und Vorbereitung des Gels

Mit Hilfe eines geeigneten Restriktionsenzyms (5 U/ug) werden etwa 510 pg chromosomale DNA
Uber Nacht bei 37 °C gespaten. Am néchsten Tag wird der Verdau in einem 1%igen TBE-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 1.6) bis die Bromphenolblaufront des Auftragspuffers ca. 2/3 der
Laufstrecke erreicht hat. Die Spaltung und Auftrennung der chromosomalen DNA wird unter UV-
Licht kontrolliert und das Gel mit einem Lineal als Mal3stab fotographiert. Das Gel wird anschlief3end
fur 10 min in Depurinierungs 6sung geschwenkt, bis das Bromphenolblau nach gelb umschlagt. Nach
kurzem Spulen mit HyOges. Wird das Gel nun fir 2 x 15 min in Denaturierungddsung unter leichtem
Schitteln inkubiert. Anschlief3end wird das Gel wiederum kurz in H,Oges. gesplilt und fir weitere 30
min in Neutralisierungd dsung geschwenkt.

Transfer der DNA auf eine Hybond N*-Nylonmembran

Fir den Blot wird in eine mit 20 x SSC gefillte Schale ein kleines Tischchen (z. B. ein Gelschlitten)
gegeben, auf das man as Bricke ein Whatman-MM3-Papier legt. Dieses muss mit beiden Enden in
die Flissigkeit eintauchen. Das vorbehandelte Gel wird auf das Whatman-Papier gelegt und in
angegebener Reihenfolge schlief3en sich folgende Schichten an, die ale auf die Gol3e des Gels zuge-
schnitten werden: die Nylonmembran (zuvor mit 20 x SSC befeuchten), #10 Schichten Whatman-
Pepier (die ersten drei mit 20 x SSC befeuchten), ein ca. 5 cm hoher Stapel Kichentlicher und zum
Beschweren des , Turms* ein Gewicht von ca. 500 g. Der Transfer erfolgt Uber Nacht bei Raum-
temperatur. Am néchsten Tag werden die Geltaschen markiert und die Membran wird kurz in 2 x SSC
gewaschen. Zur Fixierung der DNA auf der Membran wird diese 2 min mit UV-Licht behandelt.

Markierung der Sonde

Die DNA-Sonde wird mit Hilfe des,,ECL direct nucleic acid labelling and detection Kit* (Amersham)
wie folgt markiert: 200 ng DNA werden mit H,Oyes. auf ein Endvolumen von 20 pl verdinnt und 5
min bel 100 °C inkubiert. Nach weiteren 5 min auf Eis wird die Probe kurz abzentrifugiert, mit 20 pl
DNA-Labelling-Reagenz versetzt und nach grindlichem Mischen 1 min bei RT inkubiert. Anschlie-
Zend folgt die Zugabe von 20 pl Glutaraldehyd und nach erneutem Mischen und kurzem Abzentrifu-
gieren wird der Ansatz 10 min bei 37 °C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten.

Vorhybridiserung und Hybridiserung

Zur Vorhybridiserung wird die Membran in eine dicht verschliel3are Plastikbox mit 42 °C-warmem
Hybridiserungspuffer tberfihrt und fur 15-60 min in enem 42 °C-Wasserbad unter leichtem
Schwenken inkubiert. Die Membran muss dabel vollstdndig mit Puffer bedeckt sein. Anschlief3end
wird die markierte Sonde hinzupipettiert und der Blot Uber Nacht bei 42 °C unter leichtem Schiitteln
hybridisiert.

Waschen und Entwicklung der Membran

Am né&chsten Tag wird die Membran fir 2 x 20 min bei 42 °C in Priméawaschpuffer (vorgewdrmt)
gewaschen. Daran schlief3en sich zwel Waschgéange von jeweils 5 minin 2 x SSC bei Raumtemperatur
an. Die Entwicklungsreagenzien | und Il (ECL-Kit) werden dann in einem Verhdtnis von 1:1
gemischt und fir 1 min auf die Membran gegeben. Diese wird anschlief3end in Frischhaltefolie
gewickelt und die Signale durch Exposition eines Rontgenfilms detektiert.



M ethoden 47

20 x SSC (pH 7,0): 3,0 M NaCl

0,3 M Trinatriumcitrat
Depurinierungdésung: 0,25 N HCI
Denaturierungd dsung: 0,5M NaOH

15M NeaCl
Neutralisierungs ésung: 0,5M Tris-HCI

15M NaCl
Hybridisierungspuffer: 0,5M NaCl

5 % Blockreagenz (ECL)
ad 100 ml Hybridisierungspuffer (ECL)

Der Hybridisierungspuffer wird nach Ansetzen 1 h bel RT und danach 1 h bei 42 °C gerthrt und in
Aliquotsbel -20 °C aufbewahrt.

Primarwaschpuffer: 6 M Harnstoff
0,4 % SDS
0,5x SSC

1.13 RNA-Slotblot

Unter einem RNA-Sotblot versteht man den Transfer von isolierter Gesamt-RNA auf eine
Nylonmembran und deren anschlief3ende Hybridisierung mit einer spezifischen DNA-Sonde. Mittels
dieser Technik konnen definierte RNA-Transkripte nachgewiesen werden. Zudem kann die
Transkriptionsstérke einer bestimmten RNA innerhalb verschiedener Stdmme verglichen werden.

Transfer der RNA auf eéine Hybond N* Nylonmembran

Die Nylonmembran Hybond N° wird zunachst auf 7,5 x 11 cm zugeschnitten, in DEPCG-H,O kurz
befeuchtet und dann bis zu 1h in 20 x SSC inkubiert. In die mit 0,1 N NaOH und DEPC-H,O gesplilte
Sotblot-Kammer werden nun zwei mit 20 x SSC befeuchtete dicke Whatman-Papiere eingelegt. Auf
diese wiederum wird luftblasenfrel die Nylonmembran gelegt. Nach Aufsetzen des Deckels wird die
Kammer fest verschlossen und an eine Vakuumpumpe angeschlossen. Die einzelnen Offnungen der
Kammer, die sogenannten Slots, werden je zweima mit 500 pl 10 x SSC befullt und durch
vorsichtiges Anlegen von Vakuum wieder entleert, indem die Losungen langsam durch die
Nylonmembran gesogen werden. Nun werden je 20 pg isolierte RNA in 20 pl DEPC-H,0O verdinnt,
mit 60 pul RNA-Denaturierungs 6sung versetzt und 5 min bei 65 °C inkubiert. Danach werden jewelils
80 ul 20 x SSC dazugegeben und die RNA-Proben nach kurzem Abzentrifugieren in die Slots geladen.
Durch das Anlegen von Vakuum wird die RNA auf die Membran aufgetragen. Dann werden die Slots
noch zweimal mit je 500 pl 10 x SSC gewaschen und die Vakuumpumpe zur Trocknung der Membran
weitere 5 min angelassen. Nach Offnen der Kammer wird die Membran zur Orientierung markiert und
zur Fixierung der RNA im UV-Crosdinker bestrahlt. Die Markierung der spezifischen DNA-Sonde,
die Vorhybridisierung und Hybridisierung der Membran, sowie die Waschvorgange und Entwicklung
der Membran wird wie unter 1.12 beschrieben durchgefihrt.

20 x SSC (pH 7,0): 3,0 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat

Denaturierungspuffer: 500 pl Formamid
160 pl Formaldehyd
100 pl 10 x MOPSPuffer
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10 x MOPS-Puffer: 0,20 M MOPS (3-(N-morpholino) propanesulphonic acid)
0,05 M NaAc
0,01 M EDTA

Hybridisierungspuffer: 0,5M NaCl

5 % Blockreagenz (ECL)
ad 100 ml Hybridisierungspuffer (ECL)

Der Hybridisierungspuffer wird nach Ansetzen 1 h bel RT und danach 1 h bei 42 °C gerthrt und in
Aliquotsbel -20 °C aufbewahrt.

Primarwaschpuffer: 6 M Harnstoff
0,4 % SDS
0,5x SSC

1.14 GenomeWalk

Mittels der Methode des ,, Genome Wak® kdnnen unbekannte DNA-Sequenzen, die benachbart zu
einer bekannten Sequenz liegen, identifiziert werden. Hierfr wurde der ,,Universal GenomeWal ker™
Kit* (Biosciences) verwendet.

Verdau der chromosomalen DNA

Zunécht werden etwa 35 pg chromosomale DNA in mehreren 100 pl-Ansétzen jeweils mit eéinem
geeigneten Restriktionsenzym (5 U/ug) Uber Nacht bel 37 °C verdaut. Fir das GC-reiche Genom von
B. holmesii eignen sich vor allem die Enzyme Pstl, Hindll, Bgll, Ddel, Pvul, Sall und Sphl. Zur
Kontrolle werden am néchsten Tag jeweils 10 pl der Spaltansdize in einem 1%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt.

Reinigung der gespaltenen DNA

Zur Aufreinigung wird die verdaute DNA zunéchst mit 90 pl Phenol und anschlief3end mit 90 pl
Chloroform extrahiert. Die obere, wassrige Phase wird dann mit 2 Vol. reinem EtOH, 1/10 Vol.
NaOAc (pH 4,5 und 20 ug Glykogen versetzt und die gefédllte DNA durch eine 15-minitige
Zentrifugation bei 14.000 rpm pelletiert. Das DNA -Pellet wird einmal mit 80%igem EtOH gewaschen
(5 min, 14.000 rpm), getrocknet und in einem geeigneten Volumen H,Oges. (15-20 pl) aufgenommen.
Wurde die DNA mit einem ,, sticky end*-Enzym gespaten, so muss nun eine Klenow-Behandlung der
gereinigten DNA eingeschoben werden (siehe 1.8.2). Danach werden die DNA-Fragmente nochmals
nach der beschriebenen Methode aufgereinigt.

Ligation der genomischen DNA mit dem ,, GenomeWalker Adaptor”

An die glatten Enden der DNA-Stiicke wird nun der ,GenomeWalker Adaptor* im folgenden
Reaktionsansatz tiber Nacht bei 16 °C ligiert:

gereinigte DNA 48l
Adaptor (25 uM) 19ul
10 x Ligationspuffer o8 ul
T4-Ligase (1U/pl) o5ul

Am néchsten Tag wird die Reaktion durch eine 5-mintige Inkubation bel 70 °C gestoppt. Zusétzlich
wird das Volumen durch die Zugabe von 32 ul H,Oyes. auf insgesamt 40 pl aufgestockt.
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,Genome Walk" mittels PCR

Bei diesem Schritt kommt es nun zur PCR-Amplifikation unbekannter DNA-Sequenzen durch die
Kombination eines ,, Adapter-spezifischen* (APL bzw. AP2) mit einem genspezifischen Oligonukleo-
tid. Dabel muss das selbst gewahlte Oligonukleotid am Ende der noch bekannten Gen- bzw. DNA-
Sequenz binden, damit es durch die PCR-Resktion in die gewilinschte, unbekannte Sequenz hinein
verlangert wird. Zudem werden in der Anleitung des ,GenomeWalker Kits' weitere Kriterien
beztiglich des ,,Primer-Designs® angegeben. So sollte der genspezifische Primer aus 26-30 Nukleo-
tiden bestehen und einen GC-Gehalt von 40-60 % haben. Zusétzlich sollen die letzten sechs Positionen
am 3 -Ende des Primer nicht mehr alsdrei G's oder C's enthalten.

Die PCR-Reaktionen werden mit Hilfe der Pfu-Polymerase wie unter 1.5 beschrieben durchgefiihrt.
Als Template wird jeweils 1 pl der ,Adapter-ligierten® DNA eingesetzt. In der 1. PCR wird der
Adapter-Primer AP1 mit einem genspezifischen Primer (GSP1) kombiniert. Um die Spezifitdt der
PCR-Produkte zu erhthen, wird auf die 1. PCR folgend eine 2. PCR durchgefihrt, in welcher die
1:10-verdinnten Produkte aus der 1. PCR-Reaktion as Template dienen. Zudem wird hierfir ein
zweiter genspezifischer Primer (GSP2) bendtigt, der nun mit dem Adaptor-Primer AP2 kombiniert
wird.

PCR-Bedingungen:

1. PCR: 7Zyklen: 94°C 40s 2. PCR: 5Zyklen: 94°C 40s
72°C 4min 72°C 4min

32 Zyklen: 94°C 40s 25 Zyklen:  94°C 40s

67°C 4min 67°C 4min

Die PCR-Produkte werden jeweils im Agarosegel anaysiert (sSiehe 1.6). Besonders deutliche Produkte
(= klare, dicke Banden) werden aufgereinigt (sehe 1.7) und sequenziert (sSiehe 1.11).

1.15 Primerextension

Mit Hilfe der Primerextension-Analyse kann man sowohl den Transkriptionsstartpunkt eines Gens
bestimmen as auch die Transkriptionsstérke eines Gens bel verschiedenen Bakterienstdmmen
miteinander vergleichen. Dabel wird ein am 5 -Ende radioaktiv markiertes Oligonukleotid an das
entsprechende MRNA-Molekil hybridisiert und durch reverse Transkription (sehe 1.4) bis zum 5'-
Ende des jewelligen Transkripts verlangert. Durch Gelelektrophorese der entstandenen cDNA
zusammen mit dem Sequenzierungsansatz eines Plasmids, in das die zu untersuchende Promotorregion
und das 5 -Ende des interessierenden Gens kloniert wurde, kann der Transkriptionsstartpunkt des
entsprechenden Gens exakt bestimmt werden. Die Sequenzierungsreaktion des Plasmids und die
reverse Transkription der mRNA werden mit demselben Primer durchgefhrt.

1.15.1 5-Markierung des Oligonukleotid-Primers

In einem Eppendorf-Reaktionsgefald wird auf Eis folgender Ansatz zusammenpipettiert:

Oligonukleotid-Primer (5 pmol/ ul) 1
(?**P) ATP (5000 Ci/mmol) 3ul
10 x Kinase-Puffer (MBI) 1l
H>O0qest. 4.l

T4-Polynukleotid-Kinase (30 U/ul; MBI) 1
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Nach einer Inkubation des Ansatzes fir 30 min bei 37 °C wird dieser zur Abtrennung des nicht-
eingebauten (y*’P) ATP mit Hilfe des , QIAquick Nucleotide Removal Kits* von QIAGEN aufgerei-
nigt. Hierfur wird die Markierungsreaktion mit 10 Vol. PN-Puffer versetzt und das Reaktionsgemisch
auf eine QIAquick-spin-Saule aufgetragen. Zur Bindung des markierten Oligonukleotids an die
Saulenmatrix wird 1 min bel 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die Séule wird
anschlief3end zweima mit je 500 pl PE-Puffer gewaschen und zum Trocknen der Matrix einmal in
leerem Zustand fur 1 min bel 14.000 rpm zentrifugiert. Durch Zugabe von 50 yul DEPC-H,O und
anschlief3ender Zentrifugation (1 min, 14.000 rpm) wird das markierte Oligonukleotid schliefdich in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal eluiert.

1.15.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitat

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitét des markierten Oligonukleotid-Primers werden 2 pl davon
auf einen Glasfiberfilter (GF/C-Filter, Whatman) pipettiert und der Filter in ein Réhrchen mit 3 ml
SzintillationsflUssigkeit (Roth) gegeben. Die Aktivitét der DNA wird in einem Szintillationszahler
gemessen (cpm/pul).

1.15.3 Sequenzierungsreaktion

Fur die Sequenzierungsreaktion wurde der , T7 Sequencing Kit* von USB verwendet. Zunéchst erfolgt
die Denaturierung des Plasmids, in welches der zu untersuchende Promotorbereich kloniert wurde,
durch folgenden Reaktionsansatz:

Plasmid (1,5-2 pg) 32
2 M NaOH 8ul

Der Ansatz wird gemischt, kurz abzentrifugiert und anschlief3end fir 10 min bei RT inkubiert. Danach
erfolgt die Zugabe von:

3M NaAc, pH 4,8 7l
H2Oqest. 4.ul
EtOH abs. 120 l

Der Ansatz wird zur Féllung des denaturierten Plasmids Uber Nacht bel -20 °C inkubiert.

Am néchsten Tag wird die Plasmid-DNA durch eine 15-minitige Zentrifugation bei 14.000 rpm und

4 °C pelletiert und anschlief?end mit 200 pl 70 % EtOH gewaschen (10 min, 14.000 rpm, 4 °C). Nach
Trocknung des Pellets wird dieses in 10 pl HOyeq. resuspendiert und mit 2 pl des Oligonukleotid-
Primers (510 pmol) und 2 pl Annedling-Puffer versetzt. Der Ansatz wird erst 5 min bei 65 °C und
anschlief3end 10 min bei 37 °C inkubiert. Zum Annealing-Ansatz werden nun 3 pl LabellingMix A,
1,5 pl aP-dATP (10 pCi/ul; 3000 Ci/mmol) und 2 pl T7 DNA-Polymerase (mit Enzyme Dilution
Buffer 1:5 verdiinnt) gegeben und das Reaktionsgemisch fur 5 min bei RT inkubiert.

Aliquots von 4,5 ul werden in Eppendorf-Reaktionsgefd3e Uberfihrt, die jewells 2,5 pl eines
Didesoxyribonucleosi dtriphosphatpuffers (A-, C-, G- und T-Mix) enthaten. Man inkubiert 5 min bei
37 °C und beendet die Reaktion durch die Zugabe von 5 pl Stop-Puffer. Die Sequenzierungsanséize
konnen nun bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt werden (bis zu 8 Tage).
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1.15.4 Herstellung eines 6%igen Polyacrylamid-Har nstoffgels

Am Tag vor der Durchfiihrung des Primerextension-Experiments wird das 6%ige Polyacrylamid-
Harnstoffgel (20 cm x 40 cm x 0,3 mm) wie folgt hergestellt:

6% iges Polyacrylamid-Harnstoffgel:  Harnstoff 249
Hzodes(. 8ml
30%ige Polyacrylamidlsung 10 ml
5x TBE 10 mi
10 % APS 200
TEMED 45 ul

Der Ansatz wird bei 50 °C solange gerthrt, bis sich der Harnstoff vollstdndig aufgelost hat.
Anschlief?end werden 200 pl 10 % APS und 45 pul TEMED zugegeben und die gut gereinigten
Gelplatten in waagrechtem Zustand mit der FlUssigkeit luftblasenfrei beflllt. Man setzt einen Kamm
ein und lasst das Gel Uber Nacht bel RT auspolymerisieren. Am néchsten Tag wird das Gel in die
Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit 1 x TBE befillt. Nach Ausspllen @r Taschen
erfolgt ein ca. 30-mindtiger Vorlauf des Gels bei 1500 V. Anschlief3end wird das Gel beladen und die
Elektrophorese bel 1500 V fir etwa 2 h durchgefuhrt.

1.15.5 Primerextension-Experiment

20-30 ug RNA werden mit ca. 2.000.000 cpm des Oligonukleotid-Primers durch Zugabe von 1/10
Vol. 3M NaAc (pH 4,8) und 2,5 Vol. 100 % EtOH prézipitiert. Nach einer Inkubation des Ansatzes
Uber Nacht bei -20 °C wird die RNA durch Zentrifugation (15 min, 14.000 rpm, 4 °C) sedimentiert,
mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 5 pl DEPC-H,O gel6st. Anschlief3end werden 2 pl 5 x
Reverse Transkriptase-Puffer (Roche) und 2 pl dNTP's (2 mM) zugegeben und der Ansatz fir 2 min
bei 100 °C inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation folgt die Zugabe von 1 pl Reverse Transkriptase (30
U/ul; Roche) und eine 45-mindtige Inkubation bei 45 °C. Zur Entfernung von RNA-Resten fligt man
anschlief?end 1 pl RNase hinzu und inkubiert 10 min bei Raumtemperatur, bevor durch die Zugabe
von 4 ul Stop-Losung die Reaktion beendet wird.

Die cDNA-Proben werden zusammen mit den Sequenzierungsansdtzen (siehe 1.15.3) fur 2 min bel
75-80 °C denaturiert und auf ein 6%iges Polyacrylamid-Harnstoffgel aufgetragen (Reihenfolge: A, C,
G, T, cDNA-Probe 1, 2, 3...). Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 1500 Volt und ist
beendet, wenn der Farbstoff Bromphenolblau aus dem Gel austritt. Das Gel wird auf ein Whatmar+
Pepier aufgezogen, mit Klarsichtfolie bedeckt und fir die Autoradiographie zusammen mit einem
Rontgenfilm in eine Rontgenfilmkassette eingelegt. Die Expositionszeit bel -20 °C liegt je nach
Intensitét des Signals zwischen 1 und 3 Tagen.

2 Proteinbiochemische M ethoden

2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese (SDS-Page)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermoglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend
ihrer molekularen Masse in einem elektrischen Feld. Die Voraussetzung hierfr ist die denaturierende
Behandlung der Proteine mit Natriumdodecylsulfat (SDS) und 3Mercaptoethanol. Das stark negativ
geladene SDS bindet an die hydrophoben Regionen des Proteins und fuhrt so zur Ausbildung eines
SDS-Protein-Komplexes, dessen negative Ladung dem Molekulargewicht des Proteins etwa
proportional ist. Durch das reduzierende [3-Mercaptoethanol werden alle S-S-Bindungen innerhalb der
Proteine gel0st, so dass diese unabhangig von ihrer urspringlichen Ladung und Konformation ihrer
Grof3e nach im Spannungsfeld aufgetrennt werden.
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Zusammensetzung eines 12%- bzw. 8%-igen Polyacrylamidgels:

Reagenzien 12 % Trenngd (20 ml) 8% Trenngd (20 ml) Sammelgel (8 ml)
H5Ogest 6,6 ml 9,3ml 55ml

30%ige AcrylamidlGsung 8,0 ml 53ml 1,3 ml

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) - - 1,0ml

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 50 ml 5,0 ml -

10 % SDS 200 200 pl 80 pl

10 % APS 200 200 80 pl

TEMED 8 ul 12 ul 8ul

Nach Zugabe des Radikabildners TEMED wird die Trenngellésung sofort zwischen zwei durch
Spacer getrennte Glasplatten bis ca. 3 cm unterhalb des Glasplattenrandes gegossen und zur
Ausbildung einer geraden Front mit H,Oqey. Uberschichtet. st das Trenngel auspolymerisiert, kann das
Sammelgel gegossen und ein Teflonkamm eingesetzt werden. Das fertige Gel wird in die mit 1 x
Laufpuffer gefillte Elektrophoresekammer eingeklemmt. Die Proteinproben bzw. Ganzzelllysate
werden mit 4 x Lammlipuffer versetzt, 10 min bel 110 °C gekocht und in die Geltaschen pipettiert. Als
Molekulargewichtsstandard werden zudem 10 pl des ,Broad range’-Markers aufgetragen. Die
Elektrophorese kann bel 200 Volt durchgefiihrt werden und ist beendet, sobald die Farbstofffront aus
dem Gd gdlaufen ist. Im Anschluss an die Elektrophorese kénnen die aufgetrennten Proteine im
Polyacrylamidgel durch Coomassie-Blau angeféarbt werden. Hierzu wird das Gel 15-60 min in einer
Farbel bsung geschwenkt und anschlieffend in 10%iger Essigsdure solange entféarbt, bis sich die blau
geférbten Proteinbanden deutlich vom Hintergrund absetzen.

5x Laufpuffer: 125 mM Tris-HCI 4 x Lammli-Puffer: 625 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1,25M Glycin 10% Glycin
0,5 % SDS 2% SDS
5% R-Mercaptoethanol
Coomassie-Farbe tsung: 45 % Ethanol
10 % Eisesdg

0,25 % Coomeassie Brilliant Blue R250

2.2 Waesternblot

Durch die Methode des Westernblots lassen sich einzelne Proteine mit Hilfe spezifischer Antikérper
nachweisen und identifizieren.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Proteintransfer

Zundchst werden die Proteine in einem SDSPolyacrylamidgel aufgetrennt (siehe 2.1) und
anschlief?end auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Hierflr benétigt man eine Blotkammer, die
aus zwei Ubereinander liegenden Graphitplatten besteht. Diese werden mit H,Oges. gesplilt, bevor auf
die Anodenplatte drei mit Blotpuffer getrénkte Whatmanpapiere gelegt werden. Auf diese werden
wiederum zunéchst die mit H,Og4. befeuchtete Nitrocellulosemembran und anschlief?end das
Proteingel in gleicher Grofze (nach Abtrennung des Sammelgels) aufgelegt. Luftblasen werden im
Anschlufd durch sanftes Rollen mit einem Glasstab entfernt. Es folgen drei in Blotpuffer getrankte
Whatmanpapiere, auf die nun die Kathodenplatte aufgesetzt wird. Der Transfer der Proteine auf die
Nitrocellulosemembran erfolgt mit 0,89 mA/cnt firr etwa 1 h bei Raumtemperatur.
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Blocken, Antikér perhybridisierung, Waschen und Entwicklung der Membran

Die Nitrocellulosemembran wird anschlief}end firr 1 h bei RT oder UN bei 4 °C in TBST/Magermilch
unter leichtem Schiitteln inkubiert um unspezifische Bindestellen auf der Membran abzuséttigen. Nun
folgt eine einstiindige Inkubation der Membran zusammen mit dem ersten Antikorper, der gegen das
Zielprotein gerichtet ist und in TBST/Magermilch 1:1000 verdinnt wird. Anschlief®end wird die
Membran dreimal mit TBST fir je 10-15 min unter leichtem Schwenken gewaschen. Ein zweiter, mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Antikorper, der gegen die FC-Region des ersten Antikorpers
gerichtet ist, wird mit TBST/Magermilch-L6sung hinzugegeben (1:10.000) und der Blot eine weitere
Stunde bei RT inkubiert. Man wascht die Membran wieder dreimal mit TBST um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen. Die Detektion der spezifischen Proteine erfolgt mit Hilfe des ,ECL western
blotting labelling and detection Kit* (Amersham). Hierfir werden etwa 6 ml eines 1:1-Gemisches der
beiden Detektionsreagenzien | und Il auf die Membran gegeben und diese 1 min bei RT inkubiert. Die
Membran wird in Frischhatefolie gewickelt und die Signale durch Exposition eines Rontgenfilms
detektiert.

Blotpuffer:  Tris 58 ¢ 10x TBS(pH 7,6):  Tris 2429
Glycin 29 ¢ NaCl 80,09
SDS 0379 1T H,O4es.
100 % EtOH 200 ml
ad 11 HoOpest
1x TBST: 10x TBS 100 ml TBST/Magermilch:  1x TBST
Tween20 1ml 5 % Magermilch
ad 11 H2Ouest

2.3 Untersuchung von Protein-DNA-Wechselwirkungen

2.3.1 Gedretardations-Experiment

Mit Hilfe von Gelretardations-Experimenten konnen spezifische Protein-DNA-Interaktionen nachge-
wiesen werden. Dabei wird eine radioaktiv markierte DNA-Sonde, die ein mdgliches Protein-
bindemotiv enthdlt, mit einem gereinigten Protein inkubiert. Sich bildende Protein-DNA-Komplexe
werden anschliefend elektrophoretisch in einem nativen Polyacrylamidgel aufgrund ihrer geringeren
Mohilitét von der ungebundenen DNA-Sonde abgetrennt und autoradiographisch ausgewertet.

2.3.1.1 Radioaktive Markierung der DNA-Sonde

Ein Sequenzbereich, der eine oder mehrere mogliche Proteinbindestellen enthalt, wird mittels PCR-
Reaktion unter Verwendung der Pfu-Polymerase (siehe 1.5) amplifiziert und das PCR-Produkt wie
unter 1.7 beschrieben aufgereinigt. Nun erfolgt die radioaktive Markierung der Sonde mit Hilfe der
T4-Polynuklectidkinase, die die Ubertragung des 2°°P von (?*’P)-ATP auf freie 5’ -Hydroxylenden
katalysert. Ein Standardmarkierungsansatz, der fir 30 min bei 37 °C inkubiert wird, setzt sich wie
folgt zusammen:

DNA-Sonde 2,5 pmol
10 x Kinase-Puffer (MBI) 5,0 l
??P-ATP (5000 Ci/mmol) 30l
Polynukleotidkinase (30 U/ul) 20l

aj 50 IJI Hzodest.
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Zur Abtrennung des nicht eingebauten (?*’P)-ATP wird der , QIAquick Nucleotide Removal Kit* von
QIAGEN verwendet (siehe 1.15.1).

Die spezifische Aktivitét der DNA-Sonde wird wie unter 1.15.2 beschrieben bestimmt. Die markierte
Sonde wird anschlieffend in 1 x STE-Puffer so verdiinnt, dass ein Volumen von 2 ul etwa 15.000 cpm
entspricht. Bis zur Verwendung wird die DNA bei -20 °C aufbewahrt.

1 x STE-Puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
100 mM NaCl
10 mM EDTA (pH 8,0)

2.3.1.2 Bindestudien mit gereinigtem Protein

Zunéchst werden geeignete Verdinnungen von dem Protein in Verdinnungspuffer in einem
Probevolumen von 10 pl angesetzt. Ist eine in vitro-Phosphorylierung des Proteins erwinscht, wird zu
den einzelnen Verdinnungsstufen jeweils 1 pl 500 mM Acetylphosphat gegeben und fir 20 min bei
RT inkubiert. Fir die Ausbildung des spezifischen Protein-DNA-Komplexes wird der Bindeansatz in
folgender Rethenfolge zusammenpipettiert:

Proteinverdiinnung 2ul
10 x Bindepuffer 2
(**P)-markierte Sonde 15000 cpm

ad 20 l.ll HzOdest,

Der Bindeansatz wird fir 20 min bel RT inkubiert und anschlief3end el ektrophoretisch aufgetrennt.

Verdinnungspuffer: 2 mM MgCl, 10 x Bindepuffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
50 mM KCl 100 mM KCl
0,1 % Igepal CA 630 50 mM EDTA
10 mM DTT 10mM DTT
10 % Glycerin

2.3.1.3 Elektrophoretische Auftrennung im nativen Polyacrylamidgel

4% iges natives Polyacrylamidgel:

5x TBE 50ml
30%ige Acrylamidlésung 16,7 mi
H2O4est. 78,3 ml
10 % APS 700 pl
TEMED 100 pl

Die Losung wird luftblasenfrei zwischen zwel gut gereinigte Glasplatten gegossen, die durch Spacer
getrennt sind (20 cm x 30 cm x 1,5 mm). Anschlief3end setzt man einen Kamm ein und l&ésst das Gel
fur etwa 2 h bel RT auspolymerisieren. Das Gel wird in die Elektrophoresekammer eingespannt und
diese mit 0,25 x TBE as Laufpuffer gefiillt. Nach Entfernen der Luftblasen lasst man das Gel fir ca.
30 min bei 150 V vorlaufen. Anschlief3end werden die Taschen gespiilt und die Proben aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgt fur ca. 2 h 30 min bei 150 V. Nach Beendigung der Elektrophorese werden
die Glasplatten voneinander getrennt, das Gel mit einem trockenen Whatmanpapier abgezogen und
mit Frischhaltefolie bedeckt. Das so behandelte Gel wird nun von oben und unten mit mehreren Lagen
Whatmanpapier bedeckt und fur 2 h bel 8 °C unter Vakuum getrocknet. Fir die Autoradiographie
wird das getrocknete Gel zusammen mit einem Rontgenfilm in die Rontgenkassette gelegt. Die
Expositionszeit bel -20 °C liegt je nach Intensitét des Signas zwischen 1 und 3 Tagen.
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2.3.1.4 Kompetitions-Experiment

Kompetitions-Experimente sind wichtig um festzustellen, mit welcher Affinitét und Sequenzspezifitét
ein Protein an die radioaktiv markierte Sonde bindet. Die Zugabe des spezifischen Kompetitors (d.h.
der entsprechenden Sonde in unmarkierter Form) oder des unspezifischen Kompetitors (d.h ein
beliebiges, unmarkiertes DNA-Fragment) erfolgt unmittelbar vor Zugabe der markierten DNA-Sonde.
Handelt es sich bel der Protein-DNA-Interaktion um eine sequenzspezifische Bindung, so wird die
markierte DNA-Sonde nur durch den spezifischen Kompetitor vom Protein verdréngt und die
entsprechende Bande in ihrer Intensitét abgeschwécht. Abhdngig von der Konzentration des
spezifischen Kompetitors, bel der diese Abschwéachung beobachtet wird, lassen sich Riickschltisse auf
die Bindungsaffinitét ziehen. Je mehr spezifischer Kompetitor vor der Zugabe der radioaktiven Sonde
zur Verdrangung der Bindung eingesetzt werden muss, desto schwécher ist die Bindung.

2.3.2 DNasel-Footprint-Experiment

In diesem Experiment kann die sequenzspezifische Bindung eines Proteins an ein radioaktiv
markiertes Promotorfragment untersucht werden. DNA-Bereiche, an die ein Protein erfolgreich
gebunden hat, sind vor einem DNasel-Verdau geschiitzt. Das gebundene Protein veréndert die
Empfindlichkeit des Bindungsbereichs gegeniiber der DNasel und somit auch das charakteristische
Bandenmuster dieses Bereichs, das beim DNasel-Verdau entsteht. DNA-Bereiche, an die das Protein
nicht bindet, sind ungeschitzt und zeigen sowohl in Abwesenheit, as auch in Anwesenheit des
Proteins das gleiche charakteristische Bandenmuster nach DNasel -V erdaul.

2.3.2.1 Praparation einer radioaktiv markierten DNA-Sonde

Zunéchst werden ca. 50 pg des Plasmids, in das die zu untersuchende Promotorregion einkloniert
wurde, in einem Volumen von 100 pl mit dem ersten Restriktionsenzym UN bei 37 °C gespalten
(siehe 1.8.1). Die hierbei entstehende Schnittstelle muss an demjenigen Fragmentende lokalisiert sein,
an dem spéter die radioaktive Markierung eingefuhrt werden soll. Nach der Aufreinigung des
Reaktionsansatztes erfolgt die Dephosphorylierung des Plasmids mit Hilfe der akalischen
Phosphatase CIAP (caf intestine alkaline phosphatase; Fermentas) in folgendem Reaktionsansatz:

Dephosphorylierung:

Linearisiertes Plasmid (Eluat) 80 pl
10 x CIAP-Puffer 10u
CIAP (1 U/u) 4ul

aj 100 IJI Hzodest.

Der Ansatz wird fur 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlief3end zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1)
extrahiert. Anschlief3end erfolgt die Félung der Plasmid-DNA mit 2,5 Vol. 100 % EtOH (-20 °C) und
0,1 Vol. 3 M NaAc (pH 5,5). Nach 30-minitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C wird das
Pellet einmal mit 70 % EtOH gewaschen (10 min, 14.000 rpm), anschlief3end getrocknet und in 15 pl
H,O4e¢. aufgenommen. Nun erfolgt die radioaktive Markierung des 5 -bzw. 3 -Endes der spéteren
DNA-Sonde mittels der T4-Polynukleotidkinase:

Radioaktive M arkierung:

Dephosphorylierte Vektor-DNA 6-7 g
10 x Kinasepuffer A 1l
T4-Polynukleotidkinase (30 U/ul) 1l
?2P-(ATP) (5000 Ci/mmol) 3ul

ad 10 pl HyOges.

Der Markierungsansatz wird fur 30 min bei 37 °C inkubiert, bevor anschlief3end die markierte DNA-
Sonde mit dem zweiten Restriktionsenzym aus dem Plasmid herausgespalten wird:
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2. Restriktionsverdau:

Kinase-Ansatz 10l

10 x Restriktionspuffer 5ul

Enzym 2 4ul
ad 50 Pl HyOpyest.

Nach Fortsetzung der Inkubation bei 37 °C fur etwa 2 h wird die Reaktion durch die Zugabe von 20 pl
Probenpuffer gestoppt. Die nicht eingebauten Nukleotide und die Vektor-DNA werden nun
elektrophoretisch von dem radioaktiv markierten DNA-Fragment abgetrennt. Dies erfolgt in einem
4%igen Polyacrylamidgel (20 cm x 30 cm x 0,2 mm) in 2 h bei 300V in 1 x TBE-Puffer (vgl. 2.3.1.3).

4%-Polyacrylamidgel: HyOyes. 230ml  Probenpuffer: 45 % Saccharose
5x TBE 3.0ml 100 mM NaEDTA (pH 7,9)
30%-Acrylamidisg. 4,0 ml 0,1 % Bromphenolblau
10 % APS 210 pl
TEMED 30l

Nach Beendigung der Elektrophorese werden die beiden Glasplatten voneinander getrennt, das an
einer Platte anhaftende Gel mit Frischhaltefolie bedeckt und in eine Rontgenfilmkassette gelegt. Die
Position der Banden von Vektor und Fragment auf dem Gel wird durch die 5minitige Exposition
eines seitlich markierten Rontgenfilmes ermittelt. Dieser Rontgenfilm wird nach der Entwicklung
deckungsgleich unter die Glasplatte mit dem Gel gelegt und dieses im Bereich der gewinschten Bande
groliziigig ausgeschnitten. Die Sonden-DNA wird in einem 15 ml Greiner-Réhrchen mit 5 mi
Elutionspuffer UN unter Schitteln bel 30 °C aus dem Gel duiert. Am ndchsten Tag wird der
Uberstand auf vier bis sechs 2 ml Eppendorf-Gefae verteilt, 1 x mit Phenol/Chloroform (1:1)
extrahiert, die DNA mit Ethanol geféllt und gewaschen. Nach Trocknung des Pellets und Aufnahme in
etwa 50 pl H,Oges. Wird die spezifische Aktivitét der Sonde wie unter 1.15.2 beschrieben bestimmt
und die Sonden-DNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM Na2EDTA (pH 8,0)
300 mM NaAc (pH 5,2)
0,2 % SDS

2.3.2.2 DNasel-Footprint-Analyse

Zunéchst werden geeignete Verdiinnungen des Proteinsin Verdiinnungspuffer in einem Probevolumen
von 10 pl angesetzt. Ist eine in vitro-Phosphorylierung des Proteins erwiinscht, wird zu den einzelnen
Verdunnungsstufen jeweils 1 pl 500 mM Acetylphosphat gegeben und die Ansétze fur 20 min bei 25
°C inkubiert. Zur Bindung des Proteins an die radioaktiv markierte Sonde werden ca. 150.000 cpm
dieser DNA fir 20 min bei 25 °C mit unterschiedlichen Mengen des Proteins inkubiert. Als
Negativkontrolle dient ein Ansatz, der lediglich die Sonde, nicht jedoch das Protein enthélt.

Zusammensetzung der Bindeansatze:

Protein 0,2-10 pg

10 x Footprintpuffer 50l

(*P)-markierte Sonde 50.000 cpm
aj 50 HI HZOdest.

Anschliel?end werden pro Ansatz 22 U DNasel zugegeben und die Inkubation 1 min bel 25 °C
fortgesetzt. Durch die Zugabe von 140 ul Stoppuffer wird die Reaktion beendet. Die Ansétze werden
nun einmal mit Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert und die DNA durch die Zugabe von 2 Val. 100 %
EtOH ausgefdlt. Nach 20-mindtiger Zentrifugation bel 14.000 rpm und 4 °C wird die DNA
gewaschen, im Vakuum getrocknet und schliefdich in 5 pl Formamid-Farbstoffpuffer gelGst.
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Verdunnungspuffer: 2,0 mM MgCl, 10 x Footprintpuffer: 200 mM Tris-HCl
50 mM KCl 100 mM NaCl
0,1 % Igepa CA 630 20 mM MgCl,
10mM DTT 1,0 mM CaClI2
10mM DTT
10 % Glycerin
Stoppuffer: 192 mM NaOAc Formamid-Far bstoffpuffer: 0,3 % Bromphenolblau
32 mM NgaEDTA 0,3 % Xylen Cyanol FF
0,14 % SDS 10 mM Na,EDTA (pH 7,5)
64 pg/ml tRNA 97,5 % deion. Formamid

Als Langenstandard fur die Gelelektrophorese wird mit der verwendeten DNA-Sonde paralel eine
modifizierte G+A -Sequenzierungsreaktion nach Maxam und Gilbert (Maxam und Gilbert, 1977)
durchgefuhrt.

Sequenzierungsansatz:
(**P)-markierte Sonde 100.000 cpm
Poly[dIdC] (1 pg/ul) 1u
50 % Ameisensdure 1yl

ad 10 pl TE-Puffer

Nach ener Inkubation von 6 min bei 37 °C werden 150 pul 1 M Piperidin zum Reaktionsansatz
gegeben und dieser fir 30 min auf 90 °C erhitzt. Anschlief3end wird die Probe 5 min auf Eisinkubiert.
Es werden jeweils 3 pl tRNA-Losung (1 pg/pl) zugegeben. Durch Zugabe von 1,2 ml EButanol,
grundliches Mischen und eine 10-minttige Zentrifugation bei 4 °C (14.000 rpm) wird die DNA der
Sequenzierungsresktion gefallt. Der Uberstand wird abgenommen und zunichst auf Eis aufbewahrt.
Durch Messung des Uberstandes mit dem Geigerzahler wird Uberpruft, ob die DNA zuvor komplett
gefdllt und abzentrifugiert wurde. Zeigt jedoch der Uberstand noch einen hohen Strahlungswert an, so
muss erneut gefdllt und abzentrifugiert werden. Zum DNA -Pellet werden weitere 1,2 ml 2Butanol
und 150 pl 1 % SDS gegeben und nach grindlichem Mischen der Komponenten wird erneut 10 min
bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird wiederum dekantiert und zur Entfernung von SDS
Ruicksténden wird das Pellet noch einmal mit 0,5 ml EButanol gewaschen (5-10 min, 14.000 rpm, 4
°C). Nach der Trocknung in der Speed Vac wird das Pellet schliefdlich in 5 pl Formamid-Farbstoff-
puffer aufgenommen.

Die Sequenzierungsreaktion und die Footprint-Ansdtze werden vor dem Auftragen auf ein 6%iges
Polyacrylamid-Harnstoffgel (20 cm x 40 cm x 0,3 mm; siehe 1.15.5) fir 2 min auf 80 °C erhitzt. Die
Elektrophorese erfolgt bel 1500 V und ist beendet, wenn der Farbstoff Bromphenolblau das Gelende
erreicht hat. Nach vorsichtigem Offnen der Glasplatten wird das Gel auf ein Whatmanpapier
aufgezogen, mit Frischhaltefolie bedeckt und in einer Rontgenfilmkassette auf einen Rontgenfilm UN
bei -20 °C exponiert.

1 Zdlkultur

Eukaryotische Zellen werden in humider Atmosphére in CO,-Begasungsbrutschrénken bel 37 °C und
5 % CO, in speziellen Kulturflaschen kultiviert. Die verwendeten Puffer und Medien werden vor
Benutzung stets auf 37 °C vorgewarmt. Es ist darauf zu achten, dass zugegebene Ldsungen niemals
direkt auf den Zellrasen pipettiert werden. Die Adhésionsassays mit den verschiedenen B. holmesii-
und Referenzstdmmen fanden in 24-Napfschalen statt.
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Medium fur A549-Zédllen: RPMI 1640 + L-Glutamin (GIBCO)

+10% FCS

20 x PBS: NaCl 160 g 20x Mgf'/Ca®*: MgCl, x 6 H,O 29
(autoklavieren)  KClI 49 (autoklavieren) CaCl, x 2 H,O 29
Na,HPO, 239 ad 11 HyOqes.

KH,PO, 49

1T HyOqes.
1xPBSMg*/Ca&": 20x PBS 25 ml
Trypsin-Lsg.:  Trypsin 0,5 % (sterilfiltrieren) 20 x MgF/cat™ 25ml
ad 500 Ml H;Opes.

3.1 Subkultivierung eukaryotischer Zellen

A549-Z€llen bilden nach 4-6 Tagen einen Monolayer und miissen auf neue Kulturflaschen gesplittet
werden. Hierfir wird das ate Medium zunéchst aus der Flasche abgesaugt und die am Boden der
Kulturflasche anhaftenden Zellen einma mit 5 ml 1 x PBS gewaschen. Nach Absaugen des 1 xPBS
werden zum Abldsen der Zdlen vom Untergrund 1,5 ml Trypsin-Ldsung zugegeben und die Flasche
fur etwa 5 min bei 37 °C im CO,-Brutschrank inkubiert. Die Abldsung der Zellen wird makroskopisch
und mikroskopisch kontrolliert und die Zellen anschlief3end in 10,5 ml RPMI-Medium gut resuspen
diert. Von der Zellsuspension werden 2-4 ml (1:6/1:3) in eine neue Kulturflasche tberfihrt, die zuvor
mit 12 ml RPMI-Medium befillt wurde. Zur Verteilung der Zellen in der neuen Kulturflasche wird
diese vorsichtig geschwenkt und anschlief3end im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert.

3.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Einfrieren eukaryotischer Zellen

Nach vorsichtigem Abziehen des Kulturmediums werden die Zellen einmal mit 5 ml 1 x PBS
gewaschen und anschlief3end durch Trypsinisieren abgel 6st (siehe 3.1). Die abgel 6sten Zellen werden
in 9 ml RPMI-Medium resuspendiert und auf Eis gestellt. Um eine Kristallbildung innerhalb und
aul¥erhalb des Cytoplasmas sowie eine partielle Dehydratation zu vermeiden, setzt man Ublicherweise
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) zu. Nach Zugabe von 1,2 ml DMSO wird die Zelsuspension gut
gemischt und auf zehn beschriftete Kryorohrchen aufgeteilt (je 1 ml). Die Rohrchen werden in
Papiertiicher verpackt und UN bei -80 °C eingefroren. Am nichsten Tag erfolgt dann die Uberfiihrung
der Zdlen in den Stickstofftank. In flissigem Stickstoff (-196 °C) kdnnen eukaryotische Zellen Uber
Jahre ohne Verlust der Lebensféhigkeit aufbewahrt werden.

Auftauen eukaryotischer Zellen

Diein flissgem Stickstoff gelagerten Zellen werden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und sofort in
einer Flasche mit 20 ml vorgelegtem Kulturmedium ausgesét. Das zytotoxische DM SO, welches zum
Einfrieren der Zellen verwendet wurde, wird dadurch so stark verdinnt, dass e zunéchst keinen
negativen Einfluss auf die Zellen hat. Am néchsten Tag sollte man jedoch das DMSO enthatende
Kulturmedium gegen frisches RPMI-Medium (10 ml) austauschen.
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3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl (LZZ)

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgt mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. Hierfir
werden die Zellen trypsinisiert (siehe 3.1) und gut resuspendiert. Etwa 10 pl der Zellsuspension
werden in die Zahlkammer gegeben und die lebenden Zellen unter dem Mikroskop gezéhit. Dabel
sollen del Grof3guadrate mit je 16 Kleinquadraten ausgezéhlt und das arithmetische Mittel bestimmt
werden. Um die Zellzahl in einem Milliliter zu erhalten multipliziert man den gemittelten Wert mit
dem Kammerfaktor 5000.

L ebendzellzahl/ml = (Mittelwert GroRquadrate) x (5 x 10°)

3.4 Adhasionsassay von B. holmesii an A549-Zellen

Fur diesen Adhdsionsassay werden die zu testenden B. holmesii-Stdmme sowie ein as Pogtiv-
kontrolle und zwel as Negativkontrolle dienende Stdmme in ener bestimmten MOI (multplicity of
infection; Verhdltnis Bakterienzellen/ausgesite Zellen) auf einen semikonfluenten A549-Zellrasen
transferiert. Nach einer Inkubationszeit von 1 h werden die nicht-adhérenten Bakterien abgewaschen
und die Zdlen lysiert. Nach Ausplattieren und Auszéhlen der Bakterien kdnnen Aussagen Uber das
Adhérenzverhaten der einzelnen Stdmme getroffen werden. Somit kann der Beitrag eines bestimmten
Gens zur Adhdsion der Bakterien an Wirtszellen durch Vergleich von WT und entsprechender
Mutante bestimmt werden.

Aussaat der Z€llen

Die A549-Zellen werden wie unter 3.1 beschrieben trypsinisiert und eine Zelzahl von 3 x 10°
Zellen/ml in RPMI-Medium eingestellt. Je 1 ml Zellsuspension wird pro Napf in einer 24-Napfschale
ausgesdt. Hierbel werden fur jeden zu untersuchenden Bakterienstamm drei Népfe ausgesdt, um
etwaige Fehlerquellen herauszumitteln. Die Zellen werden 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach dieser
Zeit haben die Zdlen sich verdoppelt und einen semikonfluenten Monolayer ausgebildet. Dies wird
mit Hilfe des Mikroskops Uberprift.

Herstellung des I nfektionsmediums

B. holmesii-Stdmme werden wegen ihres schlechten Wachstums in Flissigmedien jewells auf eine
BG-Blutagarplatte ausgestrichen und fir 2 Tage bel 37 °C kultiviet. Am Tag des Adhésions-
experiments werden die Bakterien geerntet, in 1 x PBS resuspendiert und Uber die Messung der
optischen Dichte auf eine bestimmte Bakterienanzahl/ml eingestellt. Mit diesen Bakterienzahlen/ml
wird das Infektionsmedium mit RPMI-Medium auf eine MOI von 50, dh. auf eine Bakterienzahl von 3
x 10" Bakterien/ml eingestellt. Dabei wird die entsprechende Konzentration auf ein Volumen an
I nfektionsmedium/Napf von 1 ml berechnet.

Adhasion

Die N&pfe werden zunéchst einmal mit je 1 ml 1 x PBSMgCa gewaschen. Anschlief3end wird jeder
Napf mit 1 ml des entsprechenden Infektionsmediums befiillt und die Schae fir 1 h bei 37 °C im
Begasungsbrutschrank inkubiert. Wahrend dieser Zeit haben die Bakterien die Mdglichkeit, an die
Z€lloberfléche zu adhérieren. Danach werden die Zellen zweima mit 1 x PBS/MgCa gewaschen, um
nicht-adhérente Bakterien zu entfernen. Die N&pfe werden nun jewells mit 1 ml eiskaltem H,Oge.
beflillt und die Zellen je 5 s pro Napf mit Ultraschall behandelt. Die Bakterien-Zellsuspensionen
werden in EppendorfgefdRe aufgenommen und in geeigneten Verdiinnungsstufen (102, 10°)
ausplattiert. Zusétzlich werden geeignete Verdinnungsstufen des Infektionsmediums jedes Stammes
vor Zelladhasion ausplattiert (10 und 10° aus je zwei Verdunnungsreihen), um die Anzahl der pro
Napf applizierten Bakterien zu Uberprifen. Nach einer Inkubationszeit von etwa 4 Tagen bei 37 °C
werden die Lebendzellzahlen (CFU = colony forming units) durch Auszéhlen der Platten bestimmit:
CFU/ml = gezéhlte Kolonien x Verdinnungsstufe x 10
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V Ergebnisse

1 Ildentifizierung putativer Virulenzfaktoren in B. holmesii
1.1 Identifizierung eines fhaB-homologen Gensin B. holmesii

Bislang konnten Uber Southernblot- und Westernblot-Experimente in B. holmesii keine fir
das B. bronchiseptica-Cluster bekannten Virulenzfaktoren nachgewiesen werden. Mit Hilfe
von degenerierten Oligonukleotiden, die aus der BvgA-Aminosduresequenz von B. pertussis
abgeleitet wurden, gelang vor kurzem die Identifizierung eines bvgAS-homologen Locus in B.
holmesii (Gerlach et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass der bvgAS-Locus einiger , neuer*
Bordetella-Arten auf Proteinebene einen erheblich gréf3eren Konservierungsgrad aufweist als
auf DNA-Ebene.

Zur ldentifizierung eines fhaB-homologen Gens in B. holmesii wurden deshab zunéchst die
bekannten FhaB- Aminosauresequenzen aus B. pertussis, B. bronchiseptica, B. parapertussis
und B. avium miteinander verglichen und bezlglich konservierter Regionen untersucht.
Innerhalb des B. bronchiseptica-Clusters ist die Ubereinstimmung zwischen den FhaB-
Sequenzen sehr hoch (siehe 3.1.1). B. avium wurde as Vertreter der ,neuen” Bordetella-
Arten in die Untersuchungen einbezogen. Aus konservierten Bereichen, die besonders am N-
und am C-Terminus der FhaB-Proteine auftreten, wurden zwel Paare degenerierter Oligonuk-
leotide abgeleitet und unter Verwendung des UPAC-Codes synthetisiert. In Abbildung 7 sind
die ausgewdhlten konservierten Aminosduresequenzen und ihre Positionen innerhalb des
FhaB aus B. pertussis sowie die daraus abgeleiteten degenerierten Oligonukleotidpaare
dargestellt. Es wurden PCR-Reaktionen mit Hilfe dieser degenerierten Primer und unter
verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Variiert wurde vor alem die Annealing
Temperatur der Oligonukleotide (35-55 °C). Allerdings konnten sowohl von chromosomaler
DNA aus B. holmesii as auch von chromosomaler DNA aus B. pertussis und B. avium keine
PCR-Produkte erhalten werden.

Anschlief3end wurden Alignments der verschiedenen fhaB-Nukleotidsequenzen durchgefihrt
und Oligonukleotidpaare aus solchen DNA-Sequenzbereichen ausgewahlt, die bei fhaB aus B.
pertussis und B. avium weitgehend Ubereinstimmen. Das Primerpaar FOR4/REV4 wurde
dabei aus konservierten Nukleotidbereichen am 3'-Ende des fhaB-Gens gewahlt, wahrend die
Primerkombination fhapert10/11 sezifisch innerhalb der 5'-Region des fhaB-Gens beider
Bordetella-Arten bindet. Fir die PCR-Reaktionen wurde chromosomale DNA aus B. holmesii
G7702 und B. bronchiseptica 7865 eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte unter folgenden
Bedingungen:

Nach einem ,first delay” von 3 min bei 94 °C wurden 30 Zyklen mit den Parametern 1 min
Denaturierung bei 94 °C, 40 sec ,,Annealing* der Primer bei 65 °C, 40 sec ,Annealing* der
Primer bei 57 °C und 45 sec Elongation der Primer bel 72 °C durchgefihrt, an die sich der
»last delay” mit 3 min bei 72 °C anschloss.
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A) FhaB ausB. pertussis:
117 286 2398 2592
I I I I
VVFNN YAIDG DNYFD DDKGR
N-Terminus C-Terminus
B)
Primerpaar 1: Primerpaar 2:
degl for: 5- GTA GTA TTC AAC AAC-3 deg2for: 5'- GAC AAC TAC TTC GAC-3
cC ¢C T T T T T T T T
G G
T T
VvV Vv F N N D N Y F D
degl rev: 3'-TAC GCA ATA GAC GGA -5 deg2rev: 3'- GAC GAC AAA GGA CGA -5
T cC C T C T T G cC C
G T G G G
T T T T
Y A | D G D D K G R

Abb. 7: A) Schematische Dar stellung der FhaB -Sequenz aus B. pertussis

Die Aminosauresequenzen, von denen sich die degenerierten Primer ableiten, sind angegeben. Die Zahlen

kennzeichnen die jeweilige Position der jeweils ersten Aminosaure innerhalb des FhaB-Proteins.
B) Design der degenerierten Primer zur Amplifikation der fhaB-Sequenz

Die zu erwartenden PCR-Produkte haben im Falle des B. bronchiseptica-Clusters fir das
Primerpaar FOR4/REV4 eine Lénge von 340 bp und fir das Primerpaar fhapert10/11 eine
Lénge von 440 bp. Es konnten mit beiden Primerkombinationen PCR-Produkte der zu
erwartenden Grofen von chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 amplifiziert werden.
Die als Positivkontrolle eingesetzte chromosomale DNA aus B. bronchiseptica 7865 lieferte
ebenfalls mit beiden Primerpaaren die erwarteten PCR-Produkte.

M 1 2 3 M 4 5 6
= -
yiamd 750bp e
500 bp
| -
o 250 bp -
- - -

Abb. 8: PCR-Amplifikation zur ldentifizierung einesfhaB-homologen Gensin B. holmesii G7702

M: GrolRenmarker; Verwendete Oligonukleotide: FOR4/REV4 (Spur 13), fhapert10/11 (Spur 4-6); In Spur 1
und 4 wurde chromosomale DNA aus B. holmesii G7702 als Template eingesetzt und mit den Primerpaaren
FOR4/REV4 (Spur 1; Produkt 340 bp) und fhapert10/11 (Spur 4; Produkt 440 bp) amplifiziert. Spuren 2 und 5
stellen die Positivkontrollen unter Verwendung von B. bronchiseptica 7865-DNA dar. Spuren 3 und 6 bezeich-
nen die Negativkontrollen, die kein Template enthalten.
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Die beiden PCR-Produkte wurden mit Hilfe der jeweiligen Primer FOR4 bzw. REV4 und
fhapertl0 bzw. 11 sequenziert und die DNA-Sequenzen durch BLAST-X-Analysen
untersucht. Hierbei konnten Ubereinstimmungen mit dem N- bzw. Gterminalen Ende der
FhaB-Proteine aus B. avium und dem B. bronchiseptica-Cluster festgestellt werden. Die
Aminosauresequenz des 440 bp grof3en 5’ -Bereichs des Gens zeigt dabel eine Identitdt von 58
% zum entsprechenden N-terminalen FhaB-Bereich aus B. avium, wahrend die Ubereinstim-
mung mit der entsprechenden FhaB-Sequenz aus B. pertussis nur 46 % betrégt. Die
Aminosauresequenz des 340 bp grollen Bereichs am 3'-Ende des Gens stimmt dagegen mit
beiden entsprechenden G-terminalen FhaB-Sequenzen aus B. avium und aus B. pertussis zu
etwa 49 % Uberein. Auf Nukleotidebene konnten Ubereinstimmungen der PCR-Produkte mit
den entsprechenden fhaB-Sequenzen aus B. avium und B. pertussis von 63 % his 71 %
festgestellt werden, wobei diesbeziiglich keine signifikant groRere Ubereinstimmung der
Sequenzen aus B. holmesii zu jenen aus B. avium beobachtet wurde.

Die Anwesenheit des fhaB-homologen Gens im Genom von B. holmesii (fhaBgy) konnte
mittels Southernblot-Experimenten bestétigt werden (siehe Abb. 9). Hierfir wurde
chromosomale DNA aus B. holmesii G7702 sowie aus B. avium 1852 mit Restriktions-
enzymen verdaut, Uber ein 1%iges Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet
und durch UV-Licht fixiert. Als DNA-Sonde wurde das mit dem Primerpaar FOR4/REV4
amplifizierte PCR-Produkt aus B. holmesii G7702 eingesetzt. Erwartungsgemal’ hybridisierte
diese Sonde mit der jeweils entsprechend verdauten DNA aus B. holmesii G7702.
Interessanterweise konnte kein Signal unter Verwendung von DNA aus B. avium 1852
detektiert werden. Die 63%ige Ubereingtimmung der fhaB-Sonde aus B. holmesii mit dem
entsprechenden DNA-Bereich aus B. avium scheint folglich fir eine DNA-DNA-Hybridisie-
rung nicht ausreichend zu sein.

1 2 3 4 Abb. 9: Southernblot zum Nachweis einesfhaB-homologen Gensim
Genom von B. holmesii G7702
- Chromosomale DNA aus B. holmesii G7702 wurde mit Pstl (Spur 1), Pvul
- (Spur 2) und Sphl (Spur 3) verdaut; chromosomale DNA aus B. avium 1852
i wurde mit Stul (Spur 4) verdaut. Die Proben wurden tiber ein 1%iges Agaro-
segel aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nylonmembran mit dem FOR4
/REV4-PCR-Produkt aus B. holmesii G7702 hybridisiert.

Um die Verbreitung des fhaB-homologen Gens innerhalb der Art zu Uberprifen, wurden
verschiedene Isolate von B. holmesii mittels PCR auf die Anwesenheit des fhaB-Homologs
untersucht. HierfUr wurden die zur Identifizierung von fhaBgy elngesetzten Oligonukleotide
fhapertl0 und fhapertll verwendet, die zur Amplifikation eines 440 bp grofRen PCR
Produktes von chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 fuhrten (siehe Abb. 8). Es wurden
Schnelllysate von den Stdmmen B. holmesii ATCC51541, B. holmesii G8341 und B. holmesii
Nol hergestellt und die PCR-Reaktion unter den bereits beschriebenen Bedingungen
durchgefihrt. Als Positivkontrolle diente chromosomale DNA von B. holmesii G7702 und B.
aviumi1852.

Wie der Abbildung 10 zu entnehmen ist, konnte fur alle B. holmesii-Stémme sowie flr B.
avium 1852 ein PCR-Produkt in der richtigen Grof3e von 440 bp erhalten werden. Somit
scheinen alle untersuchen Isolate von B. holmesii ein fhaB-homologes Gen zu enthalten. Die
Verbreitung des fhaB-Homol ogs innerhalb der Art B. holmesii konnte nachgewiesen werden.
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1000 bp

500 bp — e W —

Abb. 10: PCR zur Untersuchung der Verbreitung des fhaB-Homologs bei verschiedenen B. holmesii-
I solaten

Die verwendeten Oligonukleotide fhapert10/11 fuhren zur Amplifikation eines 440 bp grof3en Produkts mit
chromosomaler DNA von B. holmesii G7702 (Spur 1), Schnelllysat von B. holmesii ATCC51541 (Spur 2),
Schnelllysat von B. holmesii G8341 (Spur 3), Schnelllysat von B. holmesii Nol (Spur 4) und chromosomaler
DNA von B. avium 1852 (Spur 5); Spur 6: Negativkontrolle ohne Template; M: GrofRenmarker

1.2 Versuchezur ldentifizierung von homologen Genen zu fhaC, fimA,
fimD, prn und dnt in B. holmesii

Uber PCR-Experimente mit aus konservierten Nukleotidsequenzen abgeleiteten Oligo-
nukleotiden konnte ein fhaB-homologes Gen in B. holmesii nachgewiesen werden. Um
weitere Homologe zu den Virulenzfaktoren des B. bronchiseptica-Clusters zu identifizieren,
wurden die DNA-Sequenzen des fhaC-Gens, der Fimbriengene fimA und fimD, des Pertaktins
(prn) und des dermonekrotischen Toxins (dnt) aus B. pertussis mit den entsprechenden DNA-
Sequenzen aus B. avium verglichen und Oligonuklectide aus grofdtenteils Ubereinstimmenden
Nukleotidbereichen abgeleitet. Diese wurden fur PCR-Reaktionen unter Verwendung von
chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 eingesetzt. In Tabelle 4 sind die jewells
verwendeten Primer aufgelistet. Es konnte jedoch trotz der Anwendung verschiedener PCR-
Bedingungen mit keinem der Oligonukleotidpaare ein entsprechendes PCR-Produkt erhalten
werden.

Tab. 4: Oligonukleotide fir PCR- und Southernblot-Experimente, ausgewahlt aus groRtenteils tGberein-
stimmenden Nukleotidbereichen der entsprechenden DNA-Sequenzen aus B. pertussisund B. avium zur
Identifizierung von homologen Genen zu fhaC, fimA, fimD, dnt und prn in B. holmesii

Oligonukleotid Verwendung Oligonukleotid Verwendung
fhaC.1 PCR prn.1 PCR

fhaC.2 PCR prn.2 PCR

fhaC.3 PCR prn.3 PCR

fhaC.4 PCR prn.4 PCR

fhaC.5 PCR prn.5 PCR

fhaC.6 PCR prn.6 PCR
fhaC.av.S1 Southern Blot dnt.1 PCR
fhaC.av.S2 Southern Blot dnt.2 PCR
fhaC.av.S3 Southern Blot dnt.3 PCR
fhaC.av.$4 Southern Blot dnt.4 PCR

fimA.1 PCR dnt.av.S1 Southern Blot
fimA.2 PCR dnt.av.S2 Southern Blot
fimD.1 PCR

fimD.2 PCR
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Zusétzlich zu den PCR-Experimenten wurde versucht, einige Virulenzgen-Homologe mit
Hilfe von Southernblot-Experimenten bei B. holmesii nachzuweisen. Die DNA-Sonden
wurden hierfur jeweils aus chromosomaler DNA von B. avium 1852 amplifiziert, denn, wie
unter 1.1 beschrieben, weist zumindest das fhaB-Gen aus B. holmesii bezliglich seiner
Nukleotid- und Aminosauresequenz die groRte Ahnlichkeit zum Homolog aus B. avium. Fir
die Identifizierung eines fhaC- bzw. dnt-homologen Gens in B. holmesii G7702 wurde mit
den Oligonukleotidpaaren fhaC.av.S1/2 bzw. fhaC.av.S3/4 und dnt.av.S1/2 eine 504 bp bzw.
350 bp und 480 bp grof3e DNA-Sonde aus chromosomaler DNA von B. avium amplifiziert
und diese jewells fir eine DNA-DNA-Hybridiserung mit verdauter und auf eine
Nylonmembran geblotteter B. holmesii-DNA eingesetzt. Allerdings war bei keiner der Sonden
eine Hybridisierung mit der DNA aus B. holmesii zu beobachten. Eine Erklarung hierfir
konnte sein, dass die Homologie der DNA-Sequenzen von moglicherweise im B. holmesii-
Genom vorhandenen fhaC- und dnt-Homologen fur eine DNA-DNA-Hybridisierung nicht
ausreicht.

2 Vervollstandigung der fhaB-Sequenz ausB. holmesii mittels
, Genome Walk® und Analyse benachbarter DNA-Bereiche

Uber PCR-Analysen mit Oligonukleotiden, die von konservierten Nukleotidsequenzen
abgeleitet wurden, konnten zwei kleine Teilbereiche der Nukleotid- und Aminosauresequenz
des Filamentdsen Hamagglutinins aus B. holmesii (FhaBgy) ermittelt werden. Um diese
Sequenz zu vervollstandigen, wurden viele aufeinander folgende Zyklen des ,, Genome Walk*
mit chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 durchgefihrt (siehe Methoden 1.14). Die
durch die PCR-Reaktionen erhatenen Produkte wurden sequenziert und die Sequenzen
anhand von BLAST-Analysen untersucht. Handelte es sich bel der jeweiligen Sequenz um
eine Fortsetzung des fhaB-Gens aus B. holmesii, so wurden daraus weitere genspezifische
Oligonukleotide (siehe Material 4) fur eine neue Runde des ,, Genome Walk" ausgewahit.

Im Folgenden wird das zuerst durchgefiihrte ,, Genome Walk*“-Experiment zur Identifizierung
eines neuen fhaBgy-Sequenzbereichs veranschaulicht. Die chromosomae DNA von B.
holmesii G7702 wurde nach Verdau, Reinigung und ,, Adaptor-Ligation“ als Template fur die
1. PCR-Reaktion eingesetzt. Der Primer AP1l, welcher spezifisch im ,Genome Walker
Adaptor” bindet, wurde in diesem Fall mit dem Oligonukleotid fha5' 1 kombiniert. Das
Oligonukleotid fhab'1 bindet am 5’ -Ende der ersten fhaBgy-Teilsequenz, die in Abschnitt 1.1
mit Hilfe der Primerkombination fhapert10/11 identifiziert wurde, und soll durch die PCR-
Resktion in 5'-Richtung verlangert werden. In Abbildung 10A ist das Ergebnis der 1. PCR
dargestellt. In diesem Fall konnte in drei Ansétzen ein Produkt der jeweils gleichen Gréle (ca.
1500 bp) detektiert werden. Fur die spezifische Hochamplifikation der Produkte aus der 1.
PCR wurde eine 2. PCR-Resktion durchgefuhrt. Hierfir wurde jeweils 1 pl einer 1:10-
Verdinnung der 1. PCR-Produkte als Template eingesetzt. Als Oligonukleotide fur die 2.
PCR dienten der , Adaptor-spezifische* Primer AP2 und der genspezifische Primer fhab’ 2.
Beide PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung der im Methodenteil unter 1.14
beschriebenen Parameter durchgefiihrt. Das Ergebnis der 2. PCR ist in Abbildung 10B
dargestellt. Uberraschenderweise wurde hier keine spezifische Hochamplifikation der
entsprechenden in Abbildung 10A sichtbaren 1. Produkte beobachtet. Stattdessen kam nur in
einem Ansatz (Spur 3) ein PCR-Produkt zum Vorschein, welches bezuglich seiner Grofie
nicht dem Produkt aus der 1. PCR (Spur 3) entspricht. Dieses Produkt aus der 2. PCR stellt
wahrscheinlich spezifisch hochamplifizierte DNA dar, die im Ansatz 3 (Spur 3) der 1. PCR
noch nicht im Gel sichtbar war.
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A B
M 1

650 bp - |

3 A 1500 bp

Abb. 10: , Genome Walk“-PCR 1(A) und 2 (B)

A: Chromosomale DNA aus B. holmesii G7702, verdaut (Spur 1. EcoRV; 2: Pwll; 3: Scal; 4: Stul) und
»Adaptor-ligiert*, wurde als Template fir die 1. ,Genome Walk“ -PCR eingesetzt; hier verwendete Oligonukleo-
tide: fhab' /APL. In Spur 1-3 erscheint ein etwa 1500 bp grof3es PCR-Produkt; Spur 5: Negativkontrolle

B: 1:10-Verdinnungen der 1. ,Genome Walk"-PCR wurden as Template fir die 2. PCR eingesetzt; hier
verwendete Oliognukleotide: fha5’ 2/AP2. In Spur 3 erscheint ein etwa 650 bp grofes PCR-Produkt; Spur 5:
Negativkontrolle

Durch Sequenzierung und BLAST-Analysen konnte festgestellt werden, dass es sich bel dem
in der 2. PCR amplifizierten DNA-Fragment tatsachlich um fhaBgy-spezifische DNA, und
zwar um den Anfang der kodierenden fhaBgp-Gensequenz handelte, welche zudem das
potentielle Startcodon der Trandlation (GTG) enthielt. Durch die Methode des ,, Genome
Wak* konnte das fhaB-Gen aus B. holmesii sukzessiv vervollstandigt werden. Die komplette
fhaBgn-Sequenz und die entsprechende Aminosauresequenz sind in Abbildung 40 im Anhang
dargestellt.

Zudem konnte ein Tell der stromaufwérts von fhaBgy liegenden DNA-Sequenz identifiziert
werden. Dabei wurde festgestellt, dass die intergenische Region zwischen dem fhaBgy-
Startcodon und dem Beginn des stromaufwaérts lokalisierten Leserahmens 346 bp umfasst. Die
Aminosiauresequenz dieses Leserahmens weist Ahnlichkeiten zu einem konservierten
Membranprotein aus B. bronchiseptica und B. parapertussisauf (56 % ldentitét) und wird im
Weiteren als OrfMP bezeichnet. Mittels des ,, Genome Walk* konnten 614 bp dieses 960 bp
grofRen Orf’s identifiziert werden. Die Transkription von orfMP bel B. holmesii erfolgt in die
zum fhaBg entgegengesetzte Richtung.

Kirzlich konnte auch der am 3'-Ende des fhaBgy-Gens angrenzende DNA-Bereich
identifiziert werden (Karin Schmitt, Diplomarbeit). Interessanterweise handelt es sich hierbel
um das TnpA-Gen fir eine Transposase, die im IS-Element 1S1001 vorkommt. Die
intergenische Region zwischen fhaBgy und 1S1001 enthélt nur 54 bp. Das Vorhandensein von
IS1001 im Genom von B. holmesii konnte bereits vor einiger Zeit beobachtet werden
(Templeton et al., 2003; Gerlach, Doktorarbeit, 2004). Durch Southernblot-Experimente
wurde gezeigt, dass die B. holmesii-lsolate BH G7702, BH G8341, BH ATCC51541 und BH
Nol jeweils zwischen 8 und 10 Kopien von 1S1001 enthaten (Karin Schmitt, personliche
Mitteilung).

Die genomische Organisation des fhaB-L ocus aus B. holmesii unterscheidet sich also deutlich
von der anderer Bordetella-Arten Die Abbildung 11 zeigt eine schematische Darstellung der
fhaB-Loci des B. bronchiseptica-Clusters, aus B. avium, B. petrii und B. holmesii.
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B. bronchiseptica-Cluster:

fim cluster
< bvgS ][ bvoA ] fha >|A|B| c [o] fhaC>

fim cluster
B.avium  —] ABc>—1 fhaB >|A| B | c |p]l fhaC >
B. petrii:
—1 fhaC >—1 fhaB >W
B. holmesii:

—< omvp_H fhaB > 11001

Abb. 11: Schematische Darstellung der fhaB-Loci aus dem B. bronchiseptica-Cluster, B. avium, B. petrii
und B. holmesii (modifiziert nach Locht et al., 1993; Spears et al., 2003; siehe https://www.cebitec.uni-
bielefeld.de/groups/brf/software/gendb fir fhaB-Locus aus B. petrii). Gezeigt sind die stromaufwarts und
stromabwaérts an fhaB angrenzenden Bereiche. ABC: Leserahmen fur ein ATP-bindendes ABC-Transporter-
Protein; orfMP: Leserahmen fir ein konserviertes Membranprotein; orfHP: Leserahmen fir ein hypothetisches
Protein

3 Charakterisierung von fhaB aus B. holmesii

Das Filamenttse Hamagglutinin (FHA) wird als der wichtigste Adhasionsfaktor der , klassi-
schen” Bordetella-Arten angesehen, denn dieses Protein ist fir eine erfolgreiche
Kolonisierung des respiratorischen Trakts unbedingt erforderlich (Cotter et al., 1998). Uber
PCR-Anaysen konnte ein fhaB-homologes Gen in B. holmesii identifiziert werden. Mittels
der Methode des ,Genome Wak* wurde die fhaBgn-Sequenz vervollstandigt. Um
Aufschliisse Uber die biologische Bedeutung von fhaB fur B. holmesii zu erhalten, sollte das
Gen durch die folgenden Experimente ndher charakterisiert werden.

3.1 Molekulare Analyse von fhaBgy

3.1.1 Vergleich der fhaB-Nukleotid- und Aminosaur esequenzen ausB. holmesii,
B. pertussis, B. aviumund B. petrii

Durch die Vervollstandigung der fhaBgy-Sequenz konnte die Grofe des Gens festgestellt
werden. Die kodierende Region von fhaB aus B. holmesii beinhaltet 8.793 bp. Im Gegensatz
dazu enthalten die Mitglieder des B. bronchiseptica-Clusters weitaus léngere fhabB-
Sequenzen, wie z. B. 10.770 bp bei B. pertussis Das Homologaus B. avium umfasst dagegen
nur 7911 bp. Im Rahmen der Genomannotation von B. petrii wurde auch in dieser Bordetella-
Art ein fhaB-homologes Gen mit einer Grof3e von 9.120 bp gefunden. Die Grofsen der fhaB-
Leserahmen der einzelnen Bordetella-Arten sind in Tabelle 5 aufgefihrt. Zusétzlich wurden
anhand der verschiedenen FhaB- Aminosauresequenzen die jeweiligen Molekulargewichte der
Proteine errechnet (www.expasy.org). Diese beziehen sich jewells auf das nicht-prozessierte
Vorlauferprotein FhaB.
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Tab. 5: GroRen der fhaB-Gene und Molekulargewicht (MG) der Vorlauferproteine von FHA bei verschie-
denen Bordetella-Arten

B. holmesii B.pertussis B. bronchiseptica B. parapertussis B.avium B. petrii

Grofie des
fhaB-Gens 8.793 bp 10.770 bp 10.902 bp 10.776 bp 7911bp 9.120bp

MG des
Vorlaufer- 304 kDa 367 kDa 371 kDa 367 kDa 274kDa 306 kDa

proteins von
FHA (FhaB)

Um Ubereinstimmungen der fhaB-Sequenzen aus B. holmesii, B. pertussis, B. avium und B.
petrii auf Nukleotid- und Aminosdureebene festzustellen, wurden unterschiedliche Align-
ments dieser Sequenzen durchgefuihrt. Das Ausmal’ der Ubereinstimmung wurde jeweils mit
dem BESTFIT- und GAP-Programm ermittelt (Altschul et al., 1997). B. pertussis sollte dabei
als Vertreter des B. bronchiseptica-Clusters dienen. Die fhaB-Sequenzen der Mitglieder des
B. bronchiseptica-Clusters sind auf Nukleotidebene zu 95 % und auf Aminosdureebene zu
etwa 93 % identisch. B. avium und B. petrii wurden als Vertreter der ,neuen* Bordetella-
Arten in die Untersuchungen einbezogen. Die Analysen zeigten, dass die fhaB- Sequenz aus B.
holmesii sowohl auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene die grofte Ahnlichkeit zum fhaB
aus B. avium aufweist. Die Ubereinstimmungen der einzelnen fhaB-Sequenzen auf Nukleotid-
und Aminosaureebene sind in Tabelle 6 dargestellt.

Ein CLUSTAL-Alignment (http://genius.embnet.dkfz- heidel berg.de/menu/w2h/w2hdkfz/) der
Aminosauresequenzen von FhaB aus B. holmesii, B. pertussis B. avium und B. petrii ist im
Anhang unter Abbildung 39 aufgefiihrt. Dieses zeigt, dass Sequenziibereinstimmungen
vorwiegend im N-terminalen Bereich, der einige wichtige Struktur- und Bindemotive enthélt
(siehe 3.1.2) und auch am C-Terminus der Proteine vorkommen.

Tab. 6: Prozent identischer Nukleotide und Aminosauren in den Nukleotid und Aminosaur esequenzen
des Filamenttsen Hamagglutinins bei ver schiedenen Bordetella-Arten

B. holmesii B. pertussis B. avium B. petrii

B. holmesii 45 % 58 % 41 %

32% 47 % 27 %
B. pertussis 45 % 45 % 44 %

32% 33% 27 %
B. avium 58 % 45 % 41 %

47 % 33% 26 %
B. petrii 41 % 44 % 41 % ---

27 % 27 % 26 %

Die Identitdt zwischen den Nukleotidsequenzen ist in grau, die Identitét zwischen den Aminosauresegquenzen ist
in schwarz angegeben.
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3.1.2 Vergleichende Analysen von Struktur- und Bindedoménen der FhaB-Sequenzen
aus B. holmesii und B. pertussis

Bel den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clustersist der strukturelle Aufbau des FHA sowie
die Beschaffenheit und Funktion der einzelnen Bindedomanen des Proteins sehr gut charak-
terisiert. Gerade die verschiedenen Bindeeigenschaften des FHA spielen fur die Funktion des
Proteins als Adhésionsfaktor eine entscheidende Rolle. Um erste Hinweise auf die Bedeutung
des FHA gy as potentiellen Virulenzfaktor zu erhalten, sollte die FhaB-Aminosauresequenz
aus B. holmesii hinsichtlich bekannter Struktur- und Bindemotive analysiert und mit der
Sequenz aus B. pertussis (FhaBgp) verglichen werden. Zudem sollte festgestellt werden,
inwieweit vorhandene Sequenzmotive konserviert geblieben sind.

3.1.2.1 Identifizierung von Sighalsequenzen bei FhaBgy

Wie unter 2.1 beschrieben, wird bel den , klassischen” Bordetella-Arten das FHA-Vorlaufer-
protein (FhaB) Uber ein Sec-abhangiges Sekretiorssystem durch die Cytoplasmamembran
trangportiert und anschliefRend im periplasmatischen Raum prozessiert (Lambert-Buisine et
al., 1998). Fir den Sec-abhangigen Transport benttigt FhaB ein N-terminal es Signal peptid.

Durch die Anayse des N-terminalen Bereichs der FhaBgy-Sequenz konnte festgestellt
werden, dass das Protein aus B. holmesii eine zum FhaB aus B. pertussis &hnliche
Signal peptiddomane besitzt. Diese besteht jeweils aus rund 70 Aminosauren und gliedert sich
typischerweise in eine positiv geladene Region und ein langes hydrophobes Segment auf.
Interessanterweise stellen die jewells ersten 25 Aminosauren einen sogenannten N-terminalen
Anhang dar, dessen Funktion alerdings noch unklar ist (Lambert-Buisine et al., 1998). Laut
Chevalier et al. (2004) konnte der N-terminale Anhang die Exportrate des Proteins
beeinflussen, indem er durch die zeitliche Verzogerung der Trandokation Uber die innere
Membran an der Koordination des Proteintransports Uber zwei Membranen beteiligt ist. Die
ungewohnliche N-terminale Verlangerung des Signalpeptids wurde bereits bei einigen
Sekretionsproteinen gefunden, wie z. B. bei HMW1 und HMW2, zwei Adhésinen aus
Haemophilus influenzae oder bei SepA, einer Autotransporter-Protease aus Shigella flexneri
(Jacob-Dubuisson et al., 2004). Sie besteht meist aus hydrophoben und aromatischen
Aminosduren und endet haufig mit der Konsensussequenz LIAVSELAR. Laut Spears et al.,
(2003) enthalt auch das FhaB-Protein aus B. avium ein erweitertes Signalpeptid, bestehend
aus 72 Aminosduren. Abbildung 12 zeigt die Zusammensetzung der N-terminalen Signal-
peptide von HMW1 und SepA sowie von FhaB aus B. pertussis, B. holmesii und B. avium.

Beim Vergleich der Signalpeptide der FhaB-Proteine aus B. pertussis und B. holmesii konnten
einige sehr dhnliche Bereiche mit zum Teil identischen Aminosduren identifiziert werden. So
sind beispielsweise im N-terminalen Anhang des FhaB beider Arten 15 von 25 AS identisch.
Der positiv geladene Bereich des Signalpeptids kommt bei B. holmesii, genau wie bei B.
pertusss, vorwiegend durch die Verwendung von Arginin (R) zustande. Daran schlieft sich
in beiden Féllen ein Segment aus hydrophoben Aminosauren wie Leucin (L), Alanin (A) oder
vain (V) an. Eine weitaus grofere Ahnlichkeit konnte jedoch zwischen den beiden FhaB-
Signalpeptiden aus B. holmesii und B. avium festgestellt werden. Im N-terminalen Anhang
dieser Signalpeptide sind hier 20 von 25 Aminosauren identisch. Die sich anschlief3enden
positiv geladenen Regionen beinhalten jeweils verhdltnismaldig viele Arginint und Lysin (L)-
Reste. Laut Spears et al. (2003) wird das Signalpeptid aus B. avium nach der Aminosaure
Serin an Position 72 abgespalten.
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Bel den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters wird beim FhaB-Transport durch die
innere Membran das Signalpeptid durch die Typl-Signalpeptidase abgespalten (Jacob-
Dubuisson et al., 2004). Im Allgemeinen erfolgt die Spaltung durch die Signalpeptidase
haufig nach der Konsensussequenz ,Ala-X-Ala‘ (Carlos et al., 2000). Fur den Transloka-
tionsprozess an sich ist die Abspaltung des Signal peptids jedoch nicht erforderlich (Mori und
Ito, 2001). Bei B. pertussis erfolgt die Spaltung des Signapeptids nach der Aminoséure
Alanin an Position 71. Im FhaB-Protein aus B. holmesii befindet sich an Position 69-71 eine
Ala-Gly-Ala-Sequenz, die als Konsensussequenz fur eine Signal peptid-Spaltung nach Ala-71
dienen konnte.

N-terminaler Anhang | positiv geladene Region | hydrophobes Segment | C |
HMW1  MN-KIYRLKFSKRLNALVAVSELAR GCDHSTEKGSEKPARMKVRHLALKP LSAMLLSLGVT IPQS VLA- SGL
SepA MN-KIYYLKYCH I TKSLIAVSELAR RVTCKSHRRLSRR VILTSVAALSLSS AWP ALS- ATV

FhaB.BP MNTNLYRLVFSHVRGMLVPVSEHCT  VGNTFCGRTRGQARSGARATS LSVAPNALAWALMLACTGLPLV THA- QGL
FhaB.BH VNAS LYRLI FSKVLGMYVPVSELKT ~ AGRRKGRRARTGAGGPYRLRM LSCALWLAFGLSGPAGAQVTPA AGA-? ATT
FhaB.BA VNAS LYRLV FSKILGMY VPIAEIKT  AGRKKSTRARRKLGGVPRACR LSSA | LLAFAIPDFAAAEVVAAN NKS- AVI

Abb. 12: Darstellung der erweiterten Signalpeptide von verschiedenen Transportproteinen (modifiziert
nach Jacob-Dubuisson et al., 2004)

Gezeigt ist die Zusammensetzung der N-terminalen Signal peptide aus HMW1, einem Adhésin aus Haemophilus
influenzae, SepA, einer Autotransporter-Protease aus Shigella flexneri sowie die der FhaB-Proteine aus B.
pertussis (FhaB.BP), B. holmesii (FhaB.BH) und B. avium (FhaB.BA). Konservierte Reste im N-terminalen
Anhang sind fett gedruckt, positiv geladene Reste innerhalb der positiv geladenen Region sind unterstrichen. Der
Pfeil kennzeichnet jeweils die Schnittstelle fur die Typl-Signalpeptidase fur FhaB.BH wird eine mégliche
Schnittstelle angegeben.

Das Filamentose Hamaggl utinin der , klassischen” Bordetellen ist Teil eines TPS (two-partner
secretion) - Systems, das aus dem sekretierten Protein TpsA (hier: FhaB) und dem Transporter-
Protein TpsB (hier: FhaC) besteht. Ein besonderes Merkmal dieser ,, Zwei-Partner- Sekretions-
systeme" ist das Vorhandensein einer konservierten TPS-Doméane im TpsA-Protein (Jacob-
Dubuisson et al., 2004). Diese schliefdt sich an die N-terminale Signalpeptiddomane an und
umfasst etwa 250 Aminosauren. Bei der Translokation von TpsA durch die aul3ere Membran
spielt die TPS-Doméne eine entscheidende Rolle, da sie vermutlich mit einer Rezeptor-
Region des Transporter-Proteins TpsB interagiert und somit den Proteintransport ermdglicht.
Die TPS-Doméne enthdt vor allem zwei hoch konservierte Bereiche, die im FhaB aus B.
pertussis und vielen anderen bakteriellen Sekretionsproteinen, wie z. B. dem Cytolysin ShiIA
aus Serratia marcescens oder dem Adhasin HecA aus Erwinia chrysanthemi vorkommen
Dazu gehtren unter anderem die NPNL- und NPNGI-Doméanen, deren ersten beiden
Asparagin-Reste beispielsweise essentiell fur die Sekretion von ShlA sind, wahrend fir die
FHA-Sekretion in B. pertussis vor allem der erste Asparin-Rest des NPNL-Motivs (Asn66)
unentbehrlich ist (Jacob-Dubuisson et al., 1997; Schonherr et al., 1993). Neueste Ergebnisse
belegen, dass aul3er Asn-66 auch noch Ser-32, Asn49, Ser-86, GIu-93, Asn-118 und Met-225
fur die FHA-Sekretion benttigt werden. Andere Reste, wie z. B. Asn-105 des NPNGI-Motivs,
sind dagegen eher bei der Interaktion der TPS-Doméane mit dem FhaC-Protein von Bedeutung
(Hodak et al., 2006). Genannte Positionen beziehen sich auf die FHA-Aminosiuresequenz
aus B. pertussis, die kein Signalpeptid mehr enthélt. Durch Sequenzanalysen und -alignments
konnte eine TPS-Domane in der FhaBgy-Sequenz identifiziert werden, die einige konservierte
Bereiche enthélt.
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Zusétzlich zu den NPNL- und NPNGI-Motiven kommen auch ale von Hodak et al. (2006)
identifizierten Reste, die fur die FHA-Sekretion unentbehrlich sind, in der TPS-Doméne des
B. holmesii-FhaB’s vor. Somit kann FhaB aus B. holmesii die Eigenschaft als Sekretions-
protein zugesprochen werden. In Abbildung 13 ist ein Alignment der TPS-Domanen aus
verschiedenen représentativen TpsA-Proteinen sowie aus den FhaB-Proteinen verschiedener
Bordetella-Arten dargestellt.
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Abb. 13: Sequenzalignments der TPS-Domanen reprasentativer TpsA-Proteine sowie des FhaB -Proteins
ver schiedener Bordetella-Arten

ShlA: Cytolysin aus Serratia marcescens HecA: Adhasin aus Erwinia chrysanthemi, LspA2: Adhésin aus
Haemophilus influenzae (Jacob-Dubuisson et al., 2004); C1 und C2 kennzeichnen die beiden hoch konservierten
Bereiche innerhalb der TPS-Domaénen. Die fur die Sekretion wichtigen NPNL- und NPNGI-Motive sind durch
einen Rahmen speziell hervorgehoben. BP: B. pertussis; BH: B. holmesii; BA: B. avium Bpi: B. petrii

3.1.2.2 Analyse putativer Bindedomanen und anderer Proteindomanen bei FhaBgy

Wie in der Einleitung unter 2.1 beschrieben, besitzt das FHA der ,klassischen” Bordetella-
Arten mindestens drei unterschiedliche Bindeeigenschaften, die fur die Anheftung der
Bakterien an eukaryotische Wirtszellen verantwortlich sind (Arico et al., 1993).

Die sogenannte Kohlenhydrat-Bindedomane (CRD) ermdglicht die Adhésion der Bordetellen
an das Zilienepithel des oberen Respirationstrakts (Prasad et al., 1993). Bel den Mitgliedern
des B. bronchiseptica-Clusters erstreckt sich die Kohlenhydrat-Bindedoméane tber die
Aminosaure-Positionen  1141-1279. Anhand von BESTFIT-Analysen und CLUSTAL-
Alignments der FhaB-Sequenzen aus B. pertussisund B. holmesii konnte im FhaB aus B.
holmesii kein Bereich identifiziert werden, der Ahnlichkeiten mit der CRD aus FhaBgp
aufwelst.

Uber die Heparin-Bindedoméne (HBD; Positionen 442-862) kénnen sich die , klassischen®
Bordetella-Arten an Epithelzellen ohne Zilien und an die extrazellulére Matrix anlagern (Sato
et al., 1981; Hannah et al., 1994). Die Heparin-Bindedoméne besteht aus einem sich
mehrmals wiederholenden Sequenzmotiv von 19 Aminosduren mit der Konsensussequenz

L XV XAIGG/XGIXAXVILXLAXXLIAXSAXGIX X (Colombi et al., 2004).
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Die Wiederholungssequenzen innerhalb der HBD von FhaBgp entsprechen bis auf einige
Ausnahmen dieser Konsensussequenz. Die FhaB-Sequenz aus B. holmesii wurde auf das
angegebene Sequenzmotiv untersucht. Jedoch konnte kein Bereich identifiziert werden, der
Wiederholungen dieses Sequenzmotivs oder Varianten davon enthélt. Die Motivsuche Uber
die PROSITE-Datenbank (http://expasy.org/prosite) lieferte ebenso keine Hinweise auf das
Vorhandensein einer Heparin-Bindedoméne bzw. einer Kohlenhydrat-Bindedoméne im FhaB
aus B. holmesii.

Die dritte Bindeeigenschaft des FHA der , klassischen” Bordetella-Arten kommt durch das
Sequenzmotiv Arg-Gly-Asp (RGD) zustande. Uber dieses RGD-Motiv sind die Bakterien in
der Lage, an CR3-Integrine zu binden, die sich beispielsweise auf Makrophagen befinden
(Relman et al., 1990). Das RGD-Motiv (Position 1097-1099) konnte in dieser Form nicht in
der FhaB-Sequenz aus B. holmesii gefunden werden. Sattdessen kommen hier jedoch an
Position 742-744 die Aminosduren LysinGlycin-Asparaginsaure (KGD) vor. Lysin gehort
wie Arginin zur Kategorie stark hydrophiler Aminosduren mit basischen Seitenketten. Aus
der Literatur ist bekannt, dass Proteine auch KGD-Motive anstelle von RGD-Motiven enthal-
ten kénnen und diese ebenfalls 33-1ntegrine erkennen (Johansson, 1999; Mc Lane et al., 1994;
Nykvist et al., 2001; Gorski et al., 2003;).

An Position 2165 befindet sich im FhaB aus B. pertussis die Stelle, an der das FhaB-Protein
prozessiert und somit zum reifen 220 kDa groRen FHA-Protein umgewandelt wird. Uber das
Vorhandensein und die Position einer moglichen Schnittstelle im entsprechenden Bereich des
FhaB-Proteins aus B. holmesii kénnen keine Aussagen getroffen werden. Am G-terminalen
Ende von FhaBgp tauchen Prolin-reiche Wiederholungssequenzen auf, deren Bedeutung noch
unbekannt ist. Im Allgemeinen wird Prolin-reichen Sequenzen eine Rolle bel der
Verankerung von Proteinen in der Zellwand zugeschrieben (z. B. M-Protein aus Strepto-
coccus, TonB aus E. coli; Domenighini et al., 1990). Die in diesem Bereich bel FhaBgp
auftretende (Prolin-Lysin)s-Sequenz kommt in der FhaBgnw-Sequenz nicht vor, alerdings
enthdlt auch das Protein aus B. holmesii C-terminale Prolin-reiche Wiederholungssequenzen.
In Abbildung 14 sind die FHA-Proteine aus B. pertussis und B. holmesii mit ihren Struktur-
und Bindedomanen schematisch dargestellt.

FhaB aus B. pertussis:

LT [ I I |

SP SS HBD RGD CRD PR

FhaB aus B. holmesii:

SP SS KGD PR

Abb. 14: Schematische Darstellung von FhaB ausB. pertussisund B. holmesii mit wichtigen Struktur- und
Bindedoméanen

Beide FhaB-Proteine enthalten ein Signalpeptid (SP) und die NPNL- und NPNGI -Signal sequenzen (SS). Die im
FhaB aus B. pertussis enthaltene Heparin-Bindedoméane (HBD) und die Kohlenhydrat-Bindedomane (CDR)
konnten bei B. holmesii nicht identifiziert werden. Anstelle des RGD -Motivs enthélt FhaB aus B. holmesii ein
KGD-Motiv. Der Pfeil kennzeichnet bei FhaB aus B. pertussis die Stelle an der die Gterminale Prozessierung
stattfindet. Am C-terminalen Ende treten bei FhaB aus B. pertussis und bei FhaB aus B. holmesii Prolin-reiche
Repeats (PR) auf.
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3.2 Untersuchungen zur Regulation desfhaB-Gens ausB. holmesii

Das Filamenttse Hamagglutinin gehdrt bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters zu
den vag-Genen, deren Transkription unter nicht-modulierenden Bedingungen durch das
BvgAS-System aktiviert wird. Durch die folgenden Experimente sollte untersucht werden, ob
auch in B. holmesii das BvgAS-System (BvgASgy) fir die fhaB-Expression eine Rolle spielt.
Zudem sollte die Art und Weise einer moglichen fhaBgy-Regulation durch BvgASgy néher
charakterisiert werden.

3.2.1 Untersuchung des Einflusses von BvgASgy auf diefhaBgy-Transkription

Durch die folgenden Versuche sollte festgestellt werden, ob in B. holmesii unter den tblichen
Wachstumsbedingungen eine fhaB-Transkription stattfindet und ob eine mdgliche fhaB-
Transkription BvgA Sgy-abhéangig ist.

Da B. holmesii schlecht in Flussigkulturen wéchst, wurden die beiden Stémme B. holmesii
G7702 und B. holmesii G7702 bvgA::kan grundsétzlich auf jeweils 4-5 BG-Blutplatten fir 3
Tage bel 37 °C angezogen. Anschlief?end wurden die Bakterien geerntet, in 1 x PBS
resuspendiert und 10 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Aus beiden Stdmmen wurde jewells
die Gesamt-RNA isoliert und die restlichen Spuren von chromosomaler DNA durch
mehrmaligen DNase-Verdau entfernt. Mittels Kontroll-PCR unter Verwendung der
Oligonukleotide BvgStest1l und BvgStest2 wurde die Abwesenheit von DNA bei allen RNA-
Proben sichergestellt. Die RNA wurde anschlief3end fur Slotblot-Experimente eingesetzt.
Diese ermdglichen die Identifizierung spezifischer RNA-Transkripte durch Hybridisierung
mit einer entsprechenden markierten DNA-Sonde. Hierfir wurden je 20 ug der isolierten
RNA der Stamme B. holmesii G7702, B. holmesii G8431, B. holmesii G7702 bvgA::kan, der
kein funktionsféhiges BvgA produziert und B. avium 1852 (Kontrolle) auf eine Nylon
membran aufgetragen und mit einer 430 bp groRen fhaBsy-Sonde hybridisiert. Die fhaBgy-
Sonde wurde durch PCR-Amplifikation mit Hilfe der Oligonukleotide fhaSlot1l und fhaSlot2
aus chromosomaler B. holmesii G7702-DNA erhalten. Die Transkriptionsstarke konnte
anhand der detektierten Signale analysiert und verglichen werden. Im Anschluss wurde
dieselbe Membran mit einer 16S-Sonde behandelt, um zu kontrollieren, ob vergleichbare
RNA-Mengen eingesetzt wurden.

- ea» oo fhaB-Sonde

- cae e o 16S-Sonde

Abb. 15: Slotblot-Experiment zur Uberpriifung der fhaBgy-Transkription in B. holmesii G7702 und B.
holmesii G7702 bvgA::kan

Je 20 pg der RNA aus B. holmesii G7702 (Spur 1), B. holmesii G8341 (Spur 2), B. holmesii G7702 bvgA::kan
(Spur 3) und B. avium 1852 (Spur 4) wurden auf eine Nylonmembran aufgetragen und mit einer fhaBgy-
spezifischen Sonde bzw. einer 16S-Sonde hybridisiert.
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Wie der Abbildung 15 zu entnehmen ist, konnten bel beiden wildtypischen B. holmesii-
Isolaten starke Signale detektiert werden, wahrend das Signal bel der BvgA-Mutante von B.
holmesii deutlich schwécher ausfiel. Der Kontrollstamm B. avium 1852 zeigte - wie erwartet -
kein Signal. Bei Hybridisierung der RNA-Proben mit der 16S-Sonde unterschieden sich die
Signalstérken bel den einzelnen Stdmmen nicht, so dass hiermit der Einsatz gleicher RNA-
Mengen nachgewiesen werden konnte. Somit wurde gezeigt, dass fhaB in B. holmesii unter
den Ublichen Wachstumsbedingungen (bei 37 °C auf BG-Blutplatten) transkribiert wird. Das
im Vergleich zu den beiden B. holmesii-Wildtypen schwache Hybridisierungssignal der
BvgA-Mutante weist zudem auf eine niedrige Transkriptionsrate des fhaBgy-Gens in
Abwesenheit von BvgAgn hin. Eine Aktivierung der fhaBgy-Transkription durch das
BVQA Sgy- System kann somit angenommen werden.

3.2.2 Untersuchungder in vitro-DNA-Bindeeigenschaften des Response Regulators
BvgAgH an diefhaBgy-upstream-Region

3.2.2.1 Gédretardations-Experimente

Die Slotblot-Ergebnisse (siehe 3.2.1) lassen eine Aktivierung der fhaBgy-Transkription durch
BvgASgy vermuten. Das BvgA-Protein der , klassischen“ Bordetella-Arten ist ein DNA-
Bindeprotein, das sich in seiner phosphorylierten Form Uber ein Helix- Turn-Helix-Motiv an
bvg-abhangige Promotoren anlagert (Arico et al., 1989; Boucher et al., 1994; Marques und
Carbonetti, 1997).

Durch folgende Gelretardations-Experimente sollte deshalb die Bindefahigkeit des BvgAgk-
Proteins an die fhaBgy-upstream-Region sowie die Abhangigkeit einer moglichen Bindung
vom Phosphorylierungsstatus des Proteins untersucht werden. Hierfir wurde zunéchst mit
Hilfe der Oligonukleotide fhaBamHI/gfpl und fhaXball ein 277 bp grof3es DNA-Fragment
von chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 amplifiziert, welches die fhaBgy-upstream
Region enthdt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde anschlief3end radioaktiv markiert. Der von
Gabriele Gerlach gereinigte Response Regulator BvgAgn aus B. holmesii (Hiss-BvgAgh)
wurde in geeigneten Verdinnungen eingesetzt. Ein Ansatz wurde vor Zugabe der Sonde
jeweils mit 50 mM Acetylphosphat versetzt, wahrend parallel dazu ein weiterer Ansatz ohne
Acetyl-phosphat mit der Sonde inkubiert wurde. Die Ansétze wurden anschlief3end tber ein
natives Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und dieses schliefdlich autoradio-
grafisch ausgewertet.

Wie auf Abbildung 16 zu erkennen ist, konnte fir die nicht-phosphorylierte Form von
BvgAgy kein Rotein-DNA-Komplex nachgewiesen werden. Die phosphorylierte Form des
Response Regulators aus B. holmesii scheint jedoch in der Lage zu sein, an die fhaBgy-
upstream- Region zu binden, denn bei einer Konzentration von 650 ng an phosphoryliertem
BvgAgH (Spur 8) ist eine Protein-DNA-K omplexbildung deutlich zu erkennen.
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Abb. 16: Geretardations-Experiment zur Uberpriifung der DNA-Bindeeigenschaft des Response
Regulators BvgA ausB. holmesii an die fhaBgy-upstr eam-Region

15.000 cpm der Sonden-DNA (Spur 9) wurden jeweils mit 150, 350, 500 und 650 ng Hisg-BvgAgH in
Abwesenheit von Acetylphosphat (Spuren 1-4) und in Anwesenheit von Acetylphosphat (Spuren 5-8) jeweils 20
min bei Raumtemperatur inkubiert und auf ein 4%iges natives Polyacrylamidgel aufgetragen. Dieses wurde nach
der Elektrophorese autoradiographisch ausgewertet. Der Pfeil kennzeichnet den Protein-DNA -Komplex.

Durch Kompetitions-Experimente konnte gezeigt werden, dass die Bindung von BvgAgy an
den fhaBgy-upstream Bereich spezifisch erfolgt. Als spezifischer Kompetitor wurde das
unmarkierte 277 bp grof3e fhaBgy-upstream Fragment eingesetzt, welches mit den Oligonuk-
leotiden fhaBamHI/gfpl und fhaXball aus chromosomaler DNA von B. holmesii G7702
amplifiziert wurde. Mit Hilfe der Oligonukleotide Unspez.3 und Unspez.4 wurde aus dem 3'-
Bereich des fhaBgy-Gens ein 183 bp grofRes DNA-Fragment amplifiziert. Dieses stellte den
unspezifischen Kompetitor dar. In den Bindeansdtzen wurden je 700 ng phosphoryliertes
BvgAgy mit einem jeweils zunehmerden Uberschuss an entweder spezifischer oder
unspezifischer Kompetitor-DNA inkubiert. Wie auf Abbildung 17 zu erkennen i, fuhrt die
Inkubation mit dem spezifischen Kompetitor in steigender Konzentration zu einer Abnahme
der Bandenintensitét. Bereits bei einer Konzentration von 20 x mehr unmarkierter Sonde
(Spur 4) nimmt die Signalintensitét der Protein- DNA-Bindung deutlich ab. Wurde 100 x mehr
unmarkierte Sonde eingesetzt (Spur 6), so ist keine Komplexbildung zwischen BvgAgy und
markierter fhaBg-upstream-Sonde mehr erkennbar. Im Gegensatz dazu ist selbst bei 300-
fachem Uberschuss an unspezifischem Kompetitor (Spur 12) kaum eine Verdrangung von
BvgAgH aus dem Protein-DNA-Komplex zu beobachten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12

Wedaas dddn

Abb. 17: Kompetitions-Experiment mit spezifischem und unspezifischem Kompetitor im Uber schuss zur
Uberprifung der Spezifitat der BvgAgw-Bindung an den fhaBgy-upstream-Bereich

15.000 cpm der Sonden-DNA (Spur 1) wurden mit je 700 ng BvgAg-Protein in Anwesenheit von 0x, 5x, 20X,
50x, 100x und 200x mehr (Spur 2-7) spezifischem unmarkiertem Kompetitor und in Anwesenheit von 0x, 20X,
100x, 200x und 300x mehr (Spur 812) unspezifischem Kompetitor fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Elektrophorese der Ansédtze in einem 4%igen nativen Polyacrylamidgel wurde dieses autoradio-
graphisch ausgewertet. Der Pfeil kennzeichnet den Protein-DNA -Komplex.




Ergebnisse 75

3.2.2.2 DNasel-Footprint-Experimente

Die Bindeeigerschaft des Response Regulators BvgAgy an die fhaBgy-upstream Region sollte
mittels der Methode des DNasel-Footprints bestétigt werden. Zudem sollte durch diese
Versuche der Bereich der BvgAgn-Bindung innerhalb der fhaBgy-upstream-Region lokalisiert
werden.

Als Sonde fur den DNasel-Footprint wurde ein 312 bp grof’es DNA-Fragment gewahlt,
welches mit den beiden Oligonukleotiden FP1/BamHI und FP2/Hindlll von chromosomaler
DNA aus B. holmesii G7702 amplifiziert wurde. Der amplifizierte DNA-Bereich erstreckt
sich von +29 his -283 bezliglich des fhaBgy- Trandationsstarts und enthdlt somit 283 bp der
346 bp umfassenden fhaBgy-upstream-Region (siehe Abb. 18). Uber die PCR-Reaktion wurde
an das 5'-Ende des DNA-Fragments eine BamHI-Schnittstelle und an das 3'-Ende eine
HindllI-Schnittstelle angeftigt. Das PCR-Fragment wurde nach einem Doppelverdau in das
Plasmid pSK kloniert, wodurch das Plasmid pSK-FP entstand. Zur Sondenmarkierung wurde
das Plasmid pSK-FP zundchst Uber einen BamHI-Verdau linearisiert und anschlief3end
dephosphoryliert. Nach radioaktiver Markierung des freien 5'-Endes des DNA-Fragments
wurde dieses durch einen HindllI-Verdau von der Vektor-DNA freigesetzt.

Unterschiedliche Mengen des gereinigten, mit Acetylphosphat phosphorylierten Response-
Regulators BvgA aus B. holmesii (BvgAgn-P) wurden mit der radioaktiv markierten fhaBgy-
upstream-Sonde inkubiert. Anschlief3end wurde ein 1-minitiger DNasel-Verdau der Proben
durchgefuihrt und diese nach Phenol/ChloroformFéllung auf ein 4%iges Polyacrylamidgel
aufgetragen. Als Langenstandard fur die Gelelektrophorese wurde eine G+A-Sequenzie-
rungsreaktion nach Maxam und Gilbert (1977) mit aufgetragen. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel autoradiographisch ausgewertet.

Wie in Abbildung 19 zu sehen i, tritt ab der Zugabe von 2000 ng BvgAgn-P (Spur 6) en
veréndertes Bandenmuster auf. Ein etwa 200 bp grof3er DNA-Abschnitt, der in etwa den
Bereich von -40 bis -243 relativ zum fhaBgy- Trand ationsstart umfasst, scheint hier vor dem
DNasel-Verdau geschiitzt zu sein. Das verdnderte Bandenmuster erscheint recht abrupt, denn
bei der Zugabe von 1000 ng BvgAgn-P (Spur 5) ist noch keine Musteranderung zu erkennen.
Interessanterweise treten innerhalb dieser geschitzten Region in regelméfdigen Abstanden
hypersensitive Banden auf. Auffélig ist auch, dass im Bereich von ca -40 bis ca -120
beziiglich des fhaBgy- Trandationsstartpunktes die Absténde zwischen den Banden kleiner
werden, verglichen mit den Bandenabsténden im Bereich -120 bis -243. Der vor dem DNase-
Verdau geschiitzte Sequenzbereich innerhalb der fhaBgy-upstream Region wird schematisch
in Abbildung 18 und detailliert in Abbildung 25 unter 3.2.5 dargestellt.

orfMP | 346 bp | fhaBg,
<_/J§b —EEE
FP-Sonde: |—— —
-283 -243 -40 +29

Abb. 18: Schematische Darstellung der fur die DNasel-Footprint-Experimente eingesetzte DNA-Sonde
ausder fhaBgy-upstream-Region

Die fettgedruckten Zahlen geben die Begrenzungen der Footprint-Sonde (FP-Sonde) beziiglich des fhaBgy-
Startcodons an. Der hellgraue Bereich innerhalb der FP-Sonde kennzeichnet den vor dem DNasel-Verdau
geschitzen Bereich, die Zahlen geben die ungefahren Begrenzungen des geschuitzten Bereichs an.
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Abb. 19: DNasel -Footprint von BvgAgy-P diefhaBgy-upstream-Region

Ein 312 bp grofes BamHI/Hindlll-Fragment, das 283 bp der fhaBgy-upstream-Region beinhaltet, wurde mit
verschiedenen Mengen an phosphoryliertem BvgAgy fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. In den Proben
der Spuren 3-10 wurden 0, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 6000 und 8000 ng BvgAgH-P zugegeben. Die Zahlen
auf der linken Seite geben die Nukleotidposition bezliglich des fhaBgy-Translationsstartpunktes an. Der
schwarze Balken auf der rechten Seite kennzeichnet den etwa 200 bp umfassenden geschitzen DNA -Bereich
innerhalb der fhaBgy-upstream-Region. Der graue Balken zeigt den DNA-Bereich mit den verhdtnismafig
grofien Abstanden zwischen den hypersensitiven Banden. In Spur 1 und 2 wurde jeweils eine G+A -Sequenzie-
rungsreaktion nach Maxam und Gilbert (1977) aufgetragen.

3.2.3 Analyseder fhaBgny-Expression durch Konstruktion einer fhaBgy-Promotor-
Reportergenfusion

Mittels Gelretardations- und DNasel-Footprint- Experimenten konnte die Bindefahigkeit von
BvgAgH an den fhaB-upstream-Bereich aus B. holmesii nachgewiesen werden. Eine fhaBgy-
Promotor-Reportergenfusion eignet sich, um die in vivo-Relevanz der BvgAgy-Bindung zu
analysieren. Zudem sollte die BvgA Sgy-abhangige Expression von fhaBgy auf Proteinebene
bestdtigt werden. Da hierfir kein FHAgw-spezifischer Antikorper zur Verfigung stand, sollte
das ,, green fluorescent protein® (GFP) als Marker fur die fhaBgy-Expression dienen.

Das promotorlose gfp-Gen wurde Uber einen Xbal/HindllI-Verdau aus dem Plasmid pKEN
isoliert. Ein 277 bp grof3es DNA-Fragment, das die fhaBgy-Promotor-Region (fhaPgy) enthélt,
wurde mit den Primern fhaBamHI/gfpl und fhaXball durch eine PCR von chromosomaler
DNA aus B. holmesii G7702 amplifiziert. Uber die Oligonukleotide wurde am 5'-Ende des
PCR-Produkts eine BamHI-Schnittstelle und am 3'-Ende eine Xbal-Schnittstelle eingefgt.
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Nach einem Doppelverdau mit diesen beiden Enzymen wurde das DNA-Fragment (265 bp)
zusammen mit dem gfp-Gen in den BamHI/Hindlll-geschnittenen Vektor pSK ligiert,
wodurch das Plasmid pSK-fhaPgy-gfp entstand. In pSK-fhaPgy-gfp befindet sich die
Reportergenfusion in gleicher Orientierung wie der vektoreigene lac-Promotor, weshalb das
Konstrukt in E. coli zu einer starken GFP-Expression fiihrt (siehe Abb. 21 Spur 4). Uber einen
BamHI/Hindlll-Verdau wurde nun die Reportergenfusion in den pMMB208-Vektor in
inverser Orientierung zu dem vektoreigenen tac-Promotor umkloniert, wodurch das Plasmid
pMMB208-fhaPgn-gfp entstand (siehe Abb. 20). Der fhaB-Promotor aus Bordetella kann von
der RNA-Polymerase aus E. coli in Abwesenheit des bvg-L ocus nicht aktiviert werden (Miller
et al., 1989), weshalb dieses Konstrukt in E. oli zu keiner GFP-Expression fihrt. Der
entsprechende Stamm wurde als Negativkontrolle fir die nachfolgenden Experimente
eingesetzt (siehe Abb. 21 Spur 3). Der pMMB208-Vektor ist ein , broad-hostrange®-V ektor,
der im Gegensatz zu dem pSK-Vektor auch in Bordetellen replizieren kann. Mit Hilfe des
Donorstammes E. coli SM10 wurde das Plasmid pMMB208-fhaPgy-gfp in die Stdmme B.
holmesii G7702 und B. holmesii G7702 bvgAgy: :kan konjugiert.

Abb. 20: Schematische Dar stellung des Konstruktes

pM M B208-fhaPgy-gfp

Gezeigt ist die Fusion des fhaBgy-Promotors (fhaPgy) mit dem
Reportergen gfp innerhalb des pMMB208-V ektors. Der schwarze
Pfeil gibt die Orientierung des vektoreigenen tac-Promotors an;
cat bezeichnet das Chloramphenicol-Resistenzgen des V ektors

Um das Ausmal’ der GFP-Expression bei den einzelnen Stdmmen bestimmen zu konnen,
wurden Westernbl ot- Experimente durchgefihrt. Hierfir wurden die aus den Konjugationen
hervorgegangenen Stdmme zunéchst auf BG-Blutplatten mit Streptomycin und Chloramphe-
nicol €at) ausgestrichen und 48 Stunden bel 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden die
Bakterien geerntet, in 1 x PBS resuspendiert und jeweils auf eine Zelzahl von 1,4 x 10°
eingestellt. Die daraus hergestellten Proteinlysate wurden Uber ein 12%iges Polyacrylamidgel
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem polyklonaen GFP-
Antikorper inkubiert.

Wie auf Abbildung 21 zu sehen i, zeigt die BvgA-Mutante von B. holmesii eine im
Gegensatz zum Wildtyp verminderte GFP-Expression. Dieses Ergebnis lasst darauf schlief3en,
dass es im Wildtyp aufgrund der Bindung von BvgAgn an den fhaBgy-Promotor zu einer
verstéarkten Transkription und Expression des fhaBgy-Gens kommit.

Abb. 21: Wester nblot-Experiment zum Nachweis der GFP -

1 2 3 4 Expression

SDS-PAGE-Proben der einzelnen B. holmesii-Lysate wurden auf eine

Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem GFP-spezifischen
Antiserum inkubiert. Die sichtbaren Banden entsprechen dem GFP-

. Protein. B. holmesii G7702 (pMM B208-fhaPgy-gfp; Spur 1), B.hol-
mesii G7702 bvgAg: : kan (pMMB208-fthaPgn-gfp; Spur 2), E.coli

(PMM B208-fhaPgn-gfp; Spur 3), E. coli (pSK -fhaPgy-gfp; Spur 4)
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3.24 Kartierungvon Transkriptionsstartpunkteninnerhalb der fhaBgy-
Promotorregion

Die fhaB-Transkription erfolgt bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters von dem
bvg-abhéngigen Promotor PfhaB, dessen Transkriptionsstartpunkt 70 bp vor dem fhaB-
Startcodon lokalisiert ist. Zusétzlich konnte in B. pertussis in vitro ein bvg-unabhangiger
fhaB-Promotor identifiziert werden, dessen Startpunkt sich 130 bp vor dem fhaB- Startcodon
befindet. Es ist jedoch bisang nicht bekannt, ob dieser Promotor in vivo existiert bzw. eine
Rolle spielt (Boucher et al., 1997).

Um Transkriptionsstartpunkte innerhalb der fhaBg-Promotorregion zu identifizieren, wurden
Primerextension-Experimente durchgefuihrt. Hierfir wurde Gesamt-RNA aus den beiden
unter 3.2.3 beschriebenen Stammen B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgy-gfp) und B.
holmesii G7702 bvgAgn::kan (pMMB208-fhaPg4-gfp) isoliert. Die Stamme wurden zun&chst
auf mehrere BG-Blutagarplatten mit Streptomycin und Chloramphenicol ausgestrichen und
48 Stunden bel 37 °C inkubiert. Das Bakterienmaterial wurde anschlief3end von den Platten
geerntet, in 1 x PBS resuspendiert und abzentrifugiert. Als Oligonukleotid fir die Primer-
extension-Experimente wurde gfp.PE eingesetzt, das an RNA des gfp-Gens hybridisieren
kann. Fur die Sequenzierreaktion wurde das K onstrukt pSK -fhaPgy-gfp verwendet.
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Abb. 22: Primerextension-Experiment zur Kartierung von Transkriptionsstartpunkten innerhalb der
fhaBgn-Promotorregion

Gesamt-RNA wurde von B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgy-gfp; Spur 1) und B. holmesii G7702
bvgAgy::kan (pPMMB208-fhaPgy-gfp; Spur 2 isoliert und je 30 ug der RNA mit dem radioaktiv markierten
Oligonukleotid gfp.PE hybridisiert. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen die drei Transkriptionsstartpunkte P1, P2
und P3, die in der fhaBgy-Promotorregion detektiert wurden. Fir die Sequenzierungsreaktion wurde das
Oligonukleotid gfp.PE und das Plasmid pSK-fhaPgn-gfp benutzt. Die Positionen der Transkriptionsstartpunkte
innerhalb der fhaBgy-upstream-Sequenz sind in Abbildung 23 angegeben.

Wie der Abbildung 22 zu entnehmen ist, konnten fur beide B. holmesi-Stamme zwel
Transkriptionsstartpunkte, P1 und P2, identifiziert werden. Diese befinden sich 58 bzw. 71
Nukleotide vor dem fhaBgy-Startcodon. Zusétzlich konnte beim wildtypischen Stamm von B.
holmesii G7702 ein dritter Transkripitonsstartpunkt, P3, nachgewiesen werden. Dieser 88 bp
vor dem fhaBgy-Startcodon lokalisierte Promotor P3 konnte bei B. holmesii G7702
bvgAsH::kan, aso in Abwesenheit von BvgAgn, nicht detektiert werden. Das Ergebnis deutet
darauf hin, dass es sich bei P1 und P2 um konstitutiv aktive Promotoren handelt, wahrend P3
vermutlich BvgA Sgn-abhéngig aktiviert wird. In Abbildung 23 sind die Positionen der mittels
Primerextension-Experimente identifizierten Transkriptionsstartpunkte innerhalb der fhaBgy-
Promotorregion dargestellt.
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fhaBgy-Promotorregion:
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TCTCTGCATCATCTGCTTAATTTTTTGATCCT GGT CCGCAACCAGCCCTCCEOCCAGCEG
--------- e

AGAGACGTAGT AGACGAAT TAAAAAACT AGGACCAGECGT TGGT CEEGAGECEEGTCAECC

GCGCATCACGEECAGCGCCGATAACAAT CGT TEGECAGAGATACACCGT GAACGCCTCTCT
--------- e

CGCGTAGIGCCCGT CECECCTATTGT TAGCAACCGT CTCTATGTGECACT TGCGRAGAGA
VvV NA S L -
FhaBBH

Abb. 23: Darstellung der Transkriptionsstartpunkte P1, P2 und P3innerhalb der fhaBgy-Promotorregion

Die Transkripitonsstartpunkte des fhaBgy-Gens wurden durch Primerextension-Experimente (siehe Abb. 22)
ermittelt und befinden sich 58 (P1), 71 (P2) und 88 (P3) Basenpaare vor dem fhaBgy-Startcodon (blau
hervorgehoben und unterstrichen). P1 und P2 sind konstitutiv aktiv, wahrend P3 vermutlich durch BvgA Ssy
aktiviert wird. Gezeigt ist zudem die potentielle Shine-Dalgarno-Sequenz, welche kursiv dargestellt ist.

3.25 Insilico-Analyseder fhaBgy-upstream-Region aus B. holmesii

Anhand von Geretardations- und DNasel-Footprint-Experimenten konnte nachgewiesen
werden, dass der Response Regulator BvgAgn in der Lage ist, an die Promotorregion des
fhaB-Gens aus B. holmesii zu binden. Zudem konnte mittels Primerextension-Experimenten
ein bvg-abhangiger Transkriptionsstart innerhalb der fhaBgn-Promotorregion identifiziert
werden. Bel den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters enthalten die bvg-abhangigen
Promotoren der Virulenzgene bestimmte Sequenzmotive, die als BvgA-Bindestellen dienen.
Die Konsensussequenz einer BvgA-Bindestelle lautet 5- T/A T T C C/T T A -3. Diese
Sequenzen oder Varianten davon sind entweder als , direct-repeat”- oder , inverted-repeat”-
Strukturen mit unterschiedlichen Abstanden zwischen den beiden Halbseiten angeordnet (Roy
und Falkow, 1991; Karimova und Uhlmann, 1997; Marques und Carbonetti, 1997).

Durch in silico-Analysen sollte die fhaBgy-upstream-Region auf das Vorhandensein solcher
Sequenzmotive untersucht werden. Hierbei konnten mehrere DNA-Bereiche identifiziert
werden, die Ubereingtimmungen mit der BvgA-K onsensussequenz aufweisen (siehe Abb. 24).
Zum einen wurde ein Sequenzmotiv mit Ahnlichkeit zu einer ,direct-repeat“-Struktur
gefunden (BS1), wobei pro Halbseite flnf bzw. sechs Nukleotide mit der Konsensussequenz
Ubereinstimmen. Zwischen den beiden Halbseiten befindet sich ein aus drei Nukleotiden
bestehender Abstand. Zusétzlich wurden drei moégliche BvgAgy-Bindestellen identifiziert
(BS2-4), die jeweils Ubereinstimmungen zur ,inverted-repeat‘-Struktur der BvgA-
Konsensussequenz aufweisen. Die Halbseiten dieser Sequenzmotive enthalten jewells
zwischen drei und finf Nukleotide, die mit der Konsensussequenz Ubereinstimmen.
Vergleicht man die Positionen dieser moglichen BvgAgn-Bindestellen mit den Postitionen der
BvgA-Bindestellen innerhalb der fhaB-Promotorregion aus B. pertussis, so lassen sich auch
hier gewisse Ubereinstimmungen feststellen. Innerhalb der fhaB-Promotor-Region aus B.
pertussis erstrecken sich die beiden sekundéaren BvgA-Bindestellen Uber die Positionen -35
bis -80 relativ zum Transkriptionsstartpunkt (siehe Abb. 5).
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Wie der Abbildung 24 zu entnehmen ist, befinden sich innerhalb der fhaBgy-upstreamRegion
zwei potentielle BvgAgy-Bindestellen an den Positionen -41 bis -72 relativ zum in 3.2.4
ermittelten bvg-abhangigen Transkriptionsstartpunkt P3.

A)
fhaBy,,-upstream-Region:

BS1
5. CTGATAACGC TTGGTTA ATT AGTCCTA TCCAAAAGGC GCTGCACGGG GCAAGGA -
3 GACTATTGCG AACCAAT TAA TCAGGAT AGGTTTTCCG CGACGTGCCC CGTTCCT-
-169 -153
-CGAGGATG T GGTCCTA G TTGGTTCGAG AGAGGGTGCG ACTATCCTGA CACATT GAGGAGT GATCCTA-
-GCT CCTAC A CCAGGAT C AACCAAGCTC TCTCCCACG C TGATAGGACT GTGTAA CTCC TCA CTAGGAT-
¥ 110 72 59
124 - - -

P3

BHA
-CATG TAAGTAG GGCCCTG TG AAGTGTTGCG CTGAGTAGTG TCTCTGCATC ATCTGCTTAATTT -3
-GTAC ATT CATC CCGGGAC AC TTCACAACGC GACTCATCAC AGAGACGTAG TAGACGAATTAAA -5'

-54 -41

B)
BVgA-K onsensussequenz: 5-T/ATTCCITTA-3

IRfhaB,up:  5'- TAAGAAA TTTCCTA -3

BSL- 5-TTGGTTA-
ATT AGTCCTA -3

BS2: 5-GAGGATG T GGTCCTA -3*
BS3: 5-GAGGAGT GATCCTA-3
BS4: 5- TAAGTAG GGCCCTG-3'

Abb. 24: Darstellung der moglichen BvgAgw-Bindestellen innerhalb der fhaBgy-upstream-Region

A) Die in die geiche Richtung orientierten Pfeile kennzeichnen eine mégliche BvgAgy-Bindestelle (BS1), die
Ahnlichkeiten zu einer ,direct-repeat”-Struktur aufweist. Die drei anderen potentiellen BvgAgy-Bindestellen
(BS2-4) zeigen Ubereinstimmungen mit der BvgA-Konsensussequenz, die als ,inverted-repeat”-Struktur
angeordnet ist. Diese werden deshalb durch die in die entgegengesetzte Richtung orientierten Pfeile dargestellt.
Die in hell- bzw. dunkelblau markierten Buchstaben kennzeichnen jeweils die mit der Konsensussequenz
Ubereinstim-menden Nukleotide. Die Zahlen geben die jeweilige Position der mdglichen BvgAgy-Bindestelle
relativ zum bvg-abhiangigen Transkriptionsstartpunkt P3 an. B) Ubersicht der potentiellen BvgAgy-Bindestellen
BS1-4 aus der fhaBgy-upstream-Region im Vergleich zur priméren BvgA-Bindestelle aus der fhaB-upstream-
Region von B. pertussis (IRfhaBgpup). Die mit der Konsensussequenz (ibereinstimmenden Nukleotide sind auch
hier blau markiert.
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--- L GARAOQO QM

+— OfM
GAGTCTCTCCTGAGGT CGOGGGT GTAGGGGEOGT GCANACGCCGGT CATCATACGCCCTCG
CTCAGAGAGGACT CCAGCGCCCACAT CCOCGCACGTNT GCGGCCAGTAGT AT GOGGGAGC

BS1
GACAATCCCCTCCATCGAGCTGATAACGCT TGGT TAATTAGTI CCTATCCAAAAGCCECTG

CTGI TAGGGGAGGTAGCT CGACT AT TGCGAACCAAT TAATCAGCGATIAGGT TTTCCGCGAC

CACGGGEECAAGGATGAGGATGT GGTCCTAGT TGGT TCGAGAGAGEGT GCGACTATCCTGA

GIGCCCCGT TCCTECT CCTACACCAGGAT CAACCAAGCTCTCTCCCACGCTGATAGGACT

BS3 BS4
CACATT{ZAGGAGT GATCCTACATGTAAGTAGGECCCTGI GAAGTGI T
------ e

GTGTAALCTCCTCACTAGGATGTACATTCATCCCGCGACACT TCACAA

P3 P2 P1

™ >

ACGGGCAGCGCGGATAACAAT CGT TGGCAGAGAT ACACCGT GAACGCCTCTCT
;TGCCCGT CGCGCCTATTGT TAGCAACCGT CTCTATGI GGCACT TGCGGAGAGA
vV N A S L -

FhaBBH

Abb. 25: Zusammenfassung der Ergebnisse tiber diein silico- und in vitro-Analysen der fhaBgy-upstream-
Region

Gezeigt ist die fhaBgy-upstream-Region. Der in vitro durch die BvgAgy-Bindung vor einem DNasel-Verdau
geschiitzte DNA-Bereich wird durch die dunkel- und hellgriin geférbten Nukleotide dargestellt. Die hellgrin
geféarbten Nukleotide stellen den DNA-Bereich dar, welcher im DNasel-Footprint-Experiment ein gegeniiber
dem dunkelgriinen DNA -Bereich verandertes Bandenmuster aufweist (siehe 3.2.2.2). Die dunkelgriin markierte
Region enthélt drei (BS2-4) der durch in silico-Analysen identifizierten potentiellen BvgAgy-Bindestellen (siehe
3.2.5), welche jeweils in einem Rechteck eingefasst sind. Zudem sind die Positionen der in 3.2.4 ermittelten
Transkriptionsstartpunkte P1-P3 angegeben. OrfMP bezeichnet den Leserahmen fir ein konserviertes
Membranprotein (siehe 2). Dieses wird in entgegengesetzte Richtung zum fhaBgy transkribiert. Die potentielle
Shine-Dalgarno-Sequenz ist kursiv hervorgehoben und unterstrichen.
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3.2.6 Charakterisierung putativer BvgAgy-Bindestellen innerhalb der fhaBgy-
upstream-Region

Durch in silico-Analysen konnten innerhalb der fhaBgn-upstreamRegion vier potentielle
BvgAgn-Bindestellen identifiziert werden, die Ubereinstimmungen zu der Konsensussequenz
fir BvgA-Bindung aufweisen (siehe 3.2.5). Bel den Mitgliedern des B. bronchiseptica-
Clusters besitzen die BvgA-Bindestellen, die innerhalb der upstream Region eines
Virulenzgens liegen, unterschiedliche Funktionen. So enthélt die fhaB-upstream-Region aus
B. pertussis beispielsweise funf BvgA-Bindestellen, von denen jedoch nur drel fur die
Aktivierung der fhaB-Transkription eine Rolle spielen. Diese drel BvgA-Bindestellen werden
wiederum in ene primare Bindestelle mit hoher Affinitét fir BvgA und zwei sekundére
Bindestellen mit niedrigerer BvgA-Affinitéat unterteilt (Boucher et al., 2001a; Kinnear et al.,
1999). Durch die nachfolgenden Experimente sollte die Bedeutung der einzelnen potentiellen
BvgAgsH-Bindemotive fir die Aktivierung der fhaBgy-Expression in B. holmesii untersucht
werden.

3.2.6.1 Bindestudien zur Charakterisierung moglicher BvgAgn-Bindestellen

Um die Bedeutung der einzelnen maoglichen BvgAgn-Bindestellen innerhalb der fhaBgy-
upstream-Region zu Uberprifen, wurde zunéchst die Bindeeffizienz von BvgAgy an diese
DNA-Bereiche mittels Gelretardations- Experimenten untersucht. Hierfir wurden verschiede-
ne DNA-Sonden aus dem fhaBg-upstream Bereich amplifiziert (siehe Abb. 26), radioaktiv
markiert und anschlief3end jeweils mit ansteigenden Mengen des phosphorylierten Hisg-
BvgAgw-Proteins inkubiert. Die Ansdtze wurden anschlief3end Uber ein natives Polyacryl-
amidgel elektrophoretisch aufgetrennt und dieses schliefdlich autoradiografisch ausgewertet.

fhaB g,,-upstr eam-Bereich:
P3
BS1 BS2 BS3 B4 ™
| [ N 2 N I [
-169  -153 -124  -110 72 59 -54 41 +1 +73
DNA-Sonden fiir Gelretardationsexperimente:
| BS1 BS2 BS3 B4
.  ee— e— ) >
-204 +73
BS2 BS3 BS4
—_———TT T — >
I -151 +73
i BS3 B4
—— >
-0 +73
B34
|V e >
-62 +73
YA >
-38 +73

Abb. 26: Schematische Dar stellung des fhaBgy-upstream-Ber eichs mit Positionen der mdéglichen BvgAgH-
Bindestellen und Prasentation der fir die Gelretardations-Experimente verwendeten DNA-Sonden.

Die potentiellen BvgAgy-Bindestellen werden als BS1-4 bezeichnet. Die rdmischen Zahlen -V benennen die
fUnf unterschiedlichen DNA -Sonden, welche mittels PCR aus dem fhaBgy-upstream-Bereich amplifiziert und fir
die Gelretardations-Experimente eingesetzt wurden. Die Zahlen am Anfang und am Ende der schematisch
dargestellten DNA -Sonden geben jeweils die Grolze des umfassten DNA -Bereichs an.
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Die Uber eine PCR-Reaktion mit Hilfe der Oligonukleotide fhaBamHI/gfpl und fha/Xbal 1
hergestellte Sonde | enthélt ale vier potentiellen BvgAgn-Bindestellen und entspricht der in
3.2.2.1 eingesetzten DNA-Sonde. Wie auf Abbildung 27 zu sehen ist, konnte ein Protein-
DNA-Komplex bei einer Konzentration von 500 ng BvgAgy-P detektiert werden (Spur 5).
Auch die mit den Primern fhaBamHI/gfp3 und fhaXball erzeugte Sonde Il, der das erste
potentielle Bindemotiv BS1 fehlt, fuhrte zur Ausbildung des ProteinrDNA-Komplexes bei
einer Konzentration von 500 ng BvgAgn-P (Spur 10). Dagegen konnte bei Verwendung von
Sonde 111 (Amplifikation mit Oligonukleotiden fhaBSNEU und fhaXball) ein Protein- DNA-
Komplex erst ab einer Konzentration von 700 ng BvgAgn-P nachgewiesen werden (Spur 14).
Die Sonde 11l enthdlt nur die beiden , inverted-repeat”-ahnlichen Strukturen BS3 und B34.
Bei Verwendung von Sonde IV (PCR-Amplifikation Uber fhaB6NEU und fhaXball) konnte
ebenso wie bel Sonde V (PCR-Amplifikation Uber fhaBamHI/gfp6 und fhaXball) kein
Protein-DNA-Komplex detektiert werden, obwohl bis zu 800 ng BvgAgnw-P eingesetzt
wurden.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der phosphorylierte Response Regulator BvgAgy mit
der grofdten Effizienz an BS2 bindet, wahrend BS3 bereits mit geringerer Effizienz von
BvgAgsH gebunden wird, da hier eine grofiere BvgAgn-P-Menge zur Komplexbildung benétigt
wird. FUr die Sonde IV, die nur BS4 enthdlt, konnte im Gel zwar ein Schmier, aber kein klarer
Protein-DNA-Komplex detektiert werden. BS4 scheint somit nicht oder nur mit einer sehr
geringen Effizienz von BvgAgy gebunden zu werden Auf eine mdgliche BvgAgn-Bindung
von BS1 lieferten diese Versuche keinen Hinwels.

1 2 3 45 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abb. 27: Gelretardations-Experimente zur Untersuchung der Bindeeffizienz von BvgAgy an die innerhalb
der fhaBgy-upstream-Region lokalisierten potentiellen BvgAsy-Bindestellen BS1-4

15.000 cpm der DNA-Sonde | (Spur 1), 111 (Spur 12), 1V (Spur 16) und V (Spur 20) wurden mit 150 ng (Spur 2
und 7), 300 ng (Spur 3 und 8), 400 ng (Spur 4 und 9), 500 ng (Spur 5, 10, 13, 17 und 21), 600 ng (Spur 22), 700
ng (Spur 6, 11, 14, 18 und 23) und 800 ng (Spur 15, 19 und 24) BvgAgy inkubiert. Die Proben wurden in einem
4%igen nativen Polyacyrlamidgel aufgetrennt und das Gel anschlief3end autoradiographisch ausgewertet. Der
Pfeil kennzeichnet die entsprechenden Protein-DNA -Komplexe.

3.2.6.2 Charakterisierung der potentiellen BvgAsH-Bindestellen mit Hilfe von
ver schiedenen fhaBgy-Promotor-Reporter genfusionen

Die Bedeutung der potentiellen BvgAgn-Bindestellen innerhalb der fhaBgy-upstream Region
sollte mittels fhaBgn- Transkriptions und Expressionsstudien untersucht werden. Durch die
nachfolgenden Experimente, welche Karin Schmitt im Rahmen ihrer Diplomarbeit
durchgefthrt hat, sollte gepriift werden, welche Auswirkungen die Abwesenheit einzelner
potentieller BvgAgn-Bindemotive auf die Transkription bzw. Expression von fhaBgy hat.
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Hierfir wurden mittels PCR verschieden grofRe DNA-Bereiche aus der fhaBgy-upstreamt
Region amplifiziert, die jewells eine unterschiedliche Anzahl der mdglichen BvgAgy-
Bindestellen enthalten und somit den unter Abbildung 26 dargestellten Sonden [-V
entsprechen. Die PCR-Produkte wurden jeweils an den durch die entsprechenden Primer
eingefuhrten BamHI- und Xbal-Schnittstellen verdaut und, wie unter 3.2.3 beschrieben,
zusammen mit dem gfp-Gen zunédchst in pSK und letztendlich in pMMB208 kloniert,
wodurch die Konstrukte pMMB208-fhaPgy-gfpl-6 entstanden. Die hierfir verwendeten
Oligonukleotidpaare sowie die Grofde der fhaBgy-Promotorfragmente (haPgyl-6) und die
jeweils enthaltenen potentiellen BvgAgn-Bindestellen sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tab. 7. Charakterisierung der fir die Reportergenfusionen eingesetzten fhaBgy-Promotorfragmente
fhaP1-6 (modifiziert nach K. Schmitt)

fhaPgy- Primer Primer GroiefhaP | potentielle BvgAgy- Konstrukt
Fragment foward reverse (bp) nach Bindemotive
BamHI-Xbal-
Ver dau
fhaP1 fhaBamHI/gfp2  fhaXball 426 BS1, BS2, BS3, B4 pMMB208fhaP-gfpl
fhaP2 fhaBamHI/gfp3  fhaxXball 212 BS2,BS3, B4  pMMB208fhaP-gfp2
fhaP3 fhaBamHI/gfp4  fhaXball 156 BS3,BS4 pMMB208fhaP-gfp3
fhaP4 fhaBamHI/gfp5 fhaXball 134 BS4 pMMB208fhaP-gfp4
fhaP5 fhaBamHI/gfpl fhaXbal2 198 BS1, BS2, BS3, B4  pMMB208fhaP-gfp5
fhaP6 fhaBamHI/gfp6  fhaXball 9 pMM B208fhaP-gfp6

Das Promotorfragment fhaP5 wurde so gewahlt, dass von den drei Transkriptionsstartpunkten
P1, P2 und P3 nur der bvg-abhangige Promotor P3 enthalten sein sollte. Die Konstrukte
pMMB208-fhaP-gfp1-6 wurden durch Konjugation aus E. coli SM10 in B. holmesii G7702
eingebracht. Zusdtzlich wurde pMMB208-fhaP-gfp5 in B. holmesii G7702 bvgA::kan
eingebracht, um die Auswirkungen der BvgA gx-Abwesenheit speziell anhand des bvg-abhan
gigen Promotors P3 untersuchen zu kdnnen.

Anhand von Primerextension Experimenten sollte die Auswirkung der Abwesenheit einzelner
moglicher BvgAgn-Bindestellen auf die fhaBgy-Transkription untersucht werden. Wie in
3.2.4 gezeigt, sind drel verschiedene Promotoren P1-P3 fur die Transkription von fhaB in B.
holmesii verantwortlich, wobel P3 bvg-abhangig aktiviert wird. Fur die Primerextension
Analysen wurde Gesamt-RNA aus den Stdmmen B. holmesii G7702 (pMM B208-thaP-gfp2),
B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp3), B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp4), B.
holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp6) sowie aus den beiden unter 3.2.3 beschriebenen
Stdmmen B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgn-gfp) und B. holmesii G7702 bvgAgy::kan
(PMMB208-fhaPgn-gfp) isoliert. Die beiden unter 3.2.3 beschriebenen Stdmme wurden im
Abschnitt 3.2.4 zur Identifizierung der Transkriptionsstartpunkte eingesetzt und sollten hier
as Positivkontrollen dienen. Als Oligonukleotid wurde gfp.PE, fur die Sequenzierreaktion
das Konstrukt pSK-fhaPgn-gfp (Sehe 3.2.3) verwendet.
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Abb. 28: Primerextension-Experiment zur Charakterisierung der fhaBgy-upstream-Region (modifiziert
nach K. Schmitt)

Gesamt-RNA wurde von B. holmesii G7702 (pMM B208-fhaPgy-gfp; Spur 1), B. holmesii G7702 bvgAgy::kan
(PMMB208-fhaPgy-gfp; Spur 2), B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp3; Spur 3), B. holmesii G7702
(PMMB208-fhaP-gfp4; Spur 4) und B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp6; Spur 5) isoliert und je 30 pg der
RNA mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid gfp.PE hybridisiert. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen die
drei Transkriptionsstartpunkte P1, P2 und P3. Fir die Sequenzierungsreaktion wurde das Oligonukleotid gfp.PE
und das Plasmid pSK-fhaPgn-gfp benutzt. Die Positionen der Transkriptionsstartpunkte innerhalb der fhaBgy-
upstream-Region sind in Abbildung 23 angegeben.

Wie auf Abbildung 28 zu erkennen ist, konnte die Anwesenheit der drei Transkriptions-
startpunkte P1-3 in der fhaBgy-upstream Region beim Kortrollstamm B. holmesii G7702
(PMMB208-thaPgn-gfp; Spur 1) und die Abwesenheit von P3 bel B. holmesii G7702 bvg::kan
(PMMB208-thaPgn-gfp; Spur 2) bestétigt werden. Die Positionen der Transkriptionsstart-
punkte innerhalb der fhaBgy-upstream Region sind in Abbildung 23 dargestellt. Weiterhin
konnte fur B. holmesii G7702 (pMMB208-thaP-gfp3; Spur 3) sowie fur B. holmesii G7702
(PMMB208-thaP-gfp2; nicht gezeigt) ein deutliches Signal fur ale drei Startpunkte erhalten
werden. Das Promotorfragment fhaP3 aus dem Konstrukt pMMB208-fhaP-gfp3 enthélt nur
die potentiellen BvgAgn-Bindestellen BS3 und BS4 und entspricht somit Sonde 11l in
Abbildung 26. Das starke P3-Signal bel diesem Stamm zeigt, dass die Anwesenheit von BS3
und BSA fiur eine BvgAgn-Aktivierung der fhaBgy-Transkription ausreichend ist. Im
Gegensatz dazu wurden sowohl fur B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp4; Spur 4) ds
auch fur B. holmesii G7702 (pMM B208-thaP-gfp6; Spur 5) ausschliefdlich die beiden P1- und
P2-Signale detektiert. Die Anwesenheit von BS4 alleine ist also fur eine Aktivierung der
fhaBgy-Transkription durch BvgAgy nicht mehr ausreichend. Die Abwesenheit aller vier
moglichen BvgAgn-Bindestellen in pMMB208-fhaP-gfp6 flhrte erwartungsgemal zum
Ausbleiben des P3-Signals.

Um die Auswirkung der Abwesenheit einzelner moglicher BvgAgn-Bindestellen auf die
fhaBgy-Expression auf Proteinebene zu untersuchen, wurden Westernblot-Experimente mit
den B. holmesii G7702-Stdmmen, die die Konstrukte pMMB208-fhaP-gfpl-6 enthalten,
durchgefuihrt. Zusétzlich sollte anhand der Stémme B. holmesii G7702 und B. holmesii G7702
bvgA::kan, die beide das Konstrukt pMMB208-fhaP-gfp5 mit alen vier moglichen BvgAgy-
Bindestellen enthalten, die BvgASgn-Aktivierung der fhaBgy-Expression bestdtigt werden.
Die Bakterien wurden jeweils auf eine Zellzahl von 1,4 x 10 eingestellt, die Proteinlysate
Uber ein 12%iges Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet
und mit einem polyklonalen GFP-Antikdrper inkubiert.



Ergebnisse 86

Abb. 29: Wester nblot-Experiment zum Nachweisder GFP-Expression (modifiziert nach K. Schmitt)
SDS-PAGE-Proben der einzelnen B. holmesii-Lysate wurden auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit
einem GFP-spezifischen Antiserum inkubiert. Die sichtbaren Banden entsprechen dem GFP-Protein. Spurl: B.
holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfpl); Spur 2: B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp5); Spur 3: B. holmesii
G7702 bvgA::kan (pMMB208-thaP-gfp5); Spur 4: B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp2); Spur 5: B.
holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp3); Spur 6: B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp4); Spur 7: B. holmesii
G7702 (pMMB208-fhaP-gfp6); Spur 8: E. coli (pSK-fhaPgy-gfp; Positivkontrolle); Spur 9: E. coli (pMMB208-
fhaPgy-gfp; Negativkontrolle)

Die Abbildung 29 zeigt, dass sowohl bei B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfpl; Spur 1)
asauch bel B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp5; Spur 2), die beide ale vier moglichen
BvgAgn-Bindemotive beinhalten, ein starkes GFP-Signal detektiert werden konnte. Im
Gegensatz dazu zeigt B. holmesii G7702 bvgA::kan (pMMB208-fhaP-gfp5; Spur 3) eine sehr
schwache GFP-Expression. Die BvgA Sgn-Abhéngigkeit der FhaBg-Expression konnte somit
bestdtigt werden, allerdings zeigt das schwache GFP-Signal, dass in diesem Stamm eine
BVgA Sg-unabhangige GFP-Expression stattfindet. Dies lasst darauf schlief3en, dass bel der
Konstruktion von pMMB208-fhaP-gfp5 die beiden konstitutiven Promotoren P1 und P2 nicht
vollstandig ausgegrenzt werden konnten.

Die einigermalien starken GFP-Signale bei B. holmesii G7702 (pMM B208-fthaP-gfp2; Spur 4)
und B. holmesii G7702 (pMMBZ208-thaP-gfp3; Spur 5) deuten darauf hin, dass die
Abwesenheit von BS1 bzw. von BS1 und BS2 keinen Einfluss auf die bvg-abhéngige
Aktivierung der FhaBgn-Expression hat. Die Anwesenheit von BS3 und BS4 scheint hierfur
also ausreichend zu sein. Ist jedoch nur noch BS4 vorhanden, so kann offensichtlich keine
effiziente BvgAgn-Aktivierung der FhaBgn-Expression mehr stettfinden, wie durch das
schwache GFP-Signal bei B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp4; Spur 6) zu erkennen ist.
Das Promotorfragment fhaP6 enthalt keine der vier moéglichen BvgA gy-Bindestellen. Der
entsprechende Stamm B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaP-gfp6; Spur 7) zeigt eine kaum
detektierbare GFP-Expression, die vermutlich auf die konstitutive Aktivierung von P1 und P2
zuriickzufUhren ist.

Sowohl durch die Primerextension as auch durch die Westernblot-Experimente konnte
gezeigt werden, dass die Anwesenheit der beiden potentiellen BvgAgy-Bindestellen BS3 und
B34 fur die BvgASgn-abhangige Aktivierung der fhaBgy-Expression erforderlich und
ausreichend ist. Die aleinige Anwesenheit von B34 fihrte zu keiner effizienten Aktivierung
der gfp-Expression. Die unter 3.2.6.1 beschriebenen Gelretardations- Experimente bestatigen
diese Ergebnisse insofern, als dass die alleinige Anwesenheit von B4 (Sonde V) nicht zur
Ausbildung eines DNA-Protein-Komplexes fuhrte, wahrend bel Anwesenheit von BS3 und
BS4 eine Bindung von BvgAgn an die entsprechende Sonde (111) festgestellt wurde. Eine
besondere Bedeutung der mdoglichen BvgAgn-Bindestelle BS2, die laut Gelretardations
Experimente am effizientesten von BvgAgn gebunden wird, konnte durch die hier beschrie-
benen Versuche nicht herausgestellt werden.
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3.3 Untersuchungen zur Regulation von fhaBgy in B. pertussis

Durch in silico-Analysen der fhaBgy-upstreamRegion konnten vier Sequenzmotive identifi-
ziert werden, die Ahnlichkeiten zur BvgA-Konsensussequenz der , klassischen* Bordetella-
Arten aufweisen (siehe 3.2.5). Durch Binde- und Expressionsstudien (siehe 3.2.2 und 3.2.3)
konnte gezeigt werden, dass BvgAgy an die fhaBgy-upstream Region binden und die
Expression von fhaBgy aktivieren kann. Durch die folgenden Experimente sollte untersucht
werden, ob auch das BvgAS-System aus B. pertussis (BvgASgp) in der Lage ist, die fhaBgy-
Expression zu aktivieren.

3.3.1 Analyseder fhaBgy-Expression mittels der fhaBgn-Promotor-Reporter genfusion

Zur Untersuchung der fhaBgy-Expression in B. pertussis wurde das in 3.2.3 beschriebene
Plasmid pMMB208-fhaPgn-gfp verwendet, welches eine Fusion zwischen der fhaBg-
Promotorregion und dem promotorlosen gfp-Gen besitzt. Mit Hilfe des Donorstammes E. coli
SM10 wurde dieses Plasmid in den B. pertussisWildtyp-Stamm BP Tl und in den
phasenvarianten Stamm BP 359 konjugiert. Der Stamm BP 359 besitzt eine Transposort
insertion im bvgA-Gen und kann somit kein funktionsfahiges BvgA-Protein synthetisieren.
Die aus der Konjugation hervorgegangenen Stémme BP T1 (pMMB208-fhaPgn-gfp) und BP
359 (pMMB208-fhaPgn-gfp) wurden in Flussigkulturen bis zu einer OD von 0,8 angezogen.
Daraus hergestellte Proteinlysate wurden Uber ein 12%iges Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem polyklonalen GFP-Antikorper inkubiert.
Auf Abbildung 30 ist zu sehen, dass es im Stamm BP Tl (pMMB208-thaPgn-gfp; Spur 3) zu
einer starken GFP-Expression kommt, wahrend bel Abwesenheit von BvgAgp im Stamm BP
359 (pPMMB208-fhaPgn-gfp; Spur 4) nur sehr wenig GFP-Protein detektiert werden konnte.
Das Ergebnis zeigt, dass die fhaBgn-Expression auch durch das BvgAS-System aus B.
pertussis aktiviert werden kann. Interessanterweise scheint in B. pertussis nur eine sehr
schwache bvgsp-unabhéngige fhaBgy-Expression stattzufinden, wie in Spur 4 des Western-
blots zu erkennen ist.

Abb. 30: Westernblot-Experiment zum Nachweis der GFP-

1 2 3 4 Expression
SDS-PAGE-Proben der einzelnen B. pertussis-Lysate wurden auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit einem GFP-spezifi-
‘ . schen Antiserum inkubiert. Die sichtbaren Banden entsprechen

dem GFP-Protein. E. coli (pSK -fhaPgn-gfp; Spur 1), E. coli
(PMM B208-fhaPgy-gfp; Spur 2), B. pertussisBP TI (pMMB208-
fhagy-gfp; Spur 3), B. pertussis BP 359 (pM M B208-fhaPgy-gfp;
Spur 4)

3.3.2 Kartierungvon fhaBgy-Transkriptionsstartpunktenin B. pertussis

Anhand von fhaBg-Expressionsstudien in B. pertussis BP Tl (pMMB208-fhaPg4-gfp) und
BP 359 (pMMB208-fhaPgy-gfp) konnte eine BvgASgp-abhéngige fhaBgn-Expression bel
diesen Stdmmen nachgewiesen werden (siehe 3.3.1). Mittels Primerextension-Experimenten
sollte untersucht werden, ob die fir die fhaBgy-Promotorregion in B. holmesii beschriebenen
Transkriptionsstartpunkte (siehe 3.2.4) auch in B. pertussis auftreten. Hierfir wurde zunéchst
Gesamt-RNA aus den B. pertussis-Stammen isoliert, bel denen Uber die Westernblot-
Experimente eine starke (BP TI (pMMB208-fhaPgy-gfp)) bzw. sehr schwache (BP 359
(PMMB208-thaPgn-gfp)) GFP-Expression nachgewiesen werden konnte. Als Oligonukleotid
far die PrimerextensionExperimente wurde gfp.PE eingesetzt und fur die Sequenzierreaktion
wurde pSK-fhaPgy-gfp verwendet.
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In Abbildung 31 ist zu erkennen, dass fur den Stamm BP TI (pMMBZ208-fhaPgy-gfp) zwei
Transkriptionsstartpunkte innerhalb der fhaBgy-Promotorregion detektiert werden konnten.
Diese befinden sich an den gleichen Positionen wie die beiden Promotoren P1 und P3 (58 bp
und 88 bp vor dem fhaBgy- Startcodon), die auch fur B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgy-
gfp) nachgewiesen wurden. Interessanterweise fehlt hier sowie auch in BP 359 (pMMB208-
fhaPgy-gfp) das Signal fur den konstitutiv aktiven Promotor P2. Fir den Stamm BP 359
(PMMB208-thaPgn-gfp) konnte nur das P1-Signal erhalten werden. Demnach findet die
fhaBgy- Transkription in B. pertussis sowohl in An- als auch in Abwesenheit von BvgAgp Uber
nur einen konstitutiven Promotor (P1) statt, wdhrend im B. pertussis-Wildtyp die fhaBgy-
Transkription zusdtzlich durch BvgAgp aktiviert wird (P3). Das durch die Westernblot-
Experimente unter 3.3.1 erhaltene Ergebnis konnte dadurch bestétigt werden.

P3fhaBer

PlfhaBer

OOOOO—OOOOFOOFZ>OOOO—IOO—O0—>O———+1—1—1>>—-0

Abb. 31: Primerextension-Experiment zur Kartierung von Transkriptionsstartpunkten innerhalb der
fhaBgw-Promotorregion in B. pertussis

Gesamt-RNA wurde von BP Tl (pMMB208-fhaPgy-gfp; Spur 1) und BP 359 (pMMB208-fhaPgy-gfp; Spur 2
isoliert und je 20 pg der RNA mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid gfp.PE hybridisiert. Die schwarzen
Pfeile kennzeichnen die zwei Transkriptionsstartpunkte P1 und P3, die in der fhaBgy-Promotorregion detektiert
wurden. Fur die Sequenzierungsreaktion wurde das Oligonukleotid gfp.PE und das Plasmid pSK -fhaPgy-gfp
benutzt. Ein Teil der fhaBgy-Promotorsequenz ist links in der Abbildung dargestellt, wobei die Positionen der
Transkriptionsstartpunkte P1 und P3 jeweils durch einen schwarzen Pfeil angegeben sind.
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34 Funktionelle Analyse von FHAg,

3.4.1 Konstruktion einer fhaBgy-Dédetionsmutantevon B. holmesii G7702

Um die biologische Bedeutung der FHA-Expression fur B. holmesii ndher charakterisieren zu
koénnen, wurde eine fhaBgy-Deletionsmutante des Stammes B. holmesii G7702 hergestellt.
Hierbei sollten 4650 bp des fhaBgy-Gens aus dem Chromosom deletiert werden. Zunéachst
wurde das Plasmid pSORTP1-fhaBgn1/2 konstruiert. Hierflr wurden zwei fhaBgy-Fragmente
von chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 amplifiziert. Mit den Oligonukleotiden
fhaM/EcoRI und fhaM/Pstl1 wurde ein 351 bp grof3es Fragment hergestellt (PCR-Produkt 1),
waéhrend die Oligonuklectide fhaM/Pstl2 und fhaM/BamHI fur die Amplifikation eines 342
bp grofl3en Fragments (PCR-Produkt 2) eingesetzt wurden. PCR-Produkt 1 wurde anschlie-
fend mit den beiden Restriktionsenzymen EcoRl und Pstl, PCR-Produkt 2 mit Pstl und
BamHI verdaut. Danach wurden beide DNA-Fragmente in den mit EcoRl und BamHI
geschnittenen pSK-Vektor kloniert, wodurch das Plasmid pSK-fhaBgy1/2 entstand. Das 693
bp grole fhaBgyl/2-Fragment wurde Uber einen EcoRI/BamHI-Doppelverdau in den
pSORTP1-Vektor umkloniert, wodurch das Plasmid pSORTP1-fhaBgn1/2 entstand. Dieses
Plasmid wurde dann mit Hilfe des Donorstammes E. coli SM10 in B. holmesii G7702
konjugiert. Die Rekombinationsereignisse sind in Abbildung 33 schematisch dargestel|t.

Die Selektion der B. holmesii-Konjuganden erfolgte auf BG-Blutplatten mit Spectinomycin
und Gentamycin. Sieben Klone wurden anschlief3end daraufhin Gberprift, ob eine Integration
des Plasmids in das Chromosom stattgefunden hatte. Hierfir wurde mit Hilfe der
Oligonuklectide fha/Chr.1 und pSORT/2 eine PCR-Analyse durchgefihrt. Fir die Klone, bei
denen en ,single-cross-over* (sco) nach Moglichkeit 1 stattgefunden hat, war ein 860 bp
grol3es PCR-Fragment zu erwarten. Bei Klonen, die das Plasmid nach Moglichkeit 2 integriert
haben, sollte dagegen unter gleichen PCR-Bedingungen kein Produkt entstehen. Wie in
Abbildung 32 zu sehen ist, zeigten drei Klone die fir die Integration des Plasmids nach
Moglichkeit 1 erwartete Bande von 860 bp, wahrend bei den anderen vier Klonen kein PCR-
Fragment nachgewiesen werden konnte.

M 12 345 6 7 8

1000 22 . - -
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Abb. 32: PCR-Analyse der B. holmesii-K onjuganden mit den Oligonukleotiden fha/Chr.1 und pSORT/2
zur Uberpriifung des , single-cr oss-over“ -Er eignisses

Die PCR-Ansétze der Konjuganden 1-7 wurden in Spur 1-7 eines 1%igen Agarosegels aufgetragen. Bei Klon 2,
5 und 7 (entspricht Spur 2, 5 und 7) weist das PCR-Produkt von 860 bp auf eine Integration von pSORTP1-
fhaBgn1/2 nach Méglichkeit 1 hin. Spur 8 stellt die Negativkontrolle ohne Template dar.

Klon 2 (Spur 2in Abb. 32) und Klon 3 (Spur 3), fir den die Integration von pSORTP1-
fhaBgn1/2 nach Mdoglichkeit 2 nachgewiesen worden war (nicht gezeigt), wurden fir das
Ereignis des , double-cross-over* (dco) weiterkultiviert. Hierfir wurden Klon 2 und 3
mehrmals auf frische BG-Blutplatten ohne Antibiotikum Uberstrichen und durch anschlief3en
de PCR-Reaktion auf das zweite Rekombinationsereignis getestet.
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Chromosom B. holmesii
G7702 WT:
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fha/Chr.1 fhaChr.2

Abb. 33: Schematische Darstellung der Rekombinationser eignisse

Das Plasmid pSORTPI-fhaBgn1/2 wurde in B. holmesii G7702 konjugiert und durch das 1. Rekombinations-
ereignis (,single-cross-over*) ins Chromosom integriert. Da die Rekombination entweder Uber das 1. oder das 2.
Homologiefragment stattfinden kann - die Rekombinationsorte sind durch Uberkreuzte Striche gekennzeichnet -
gibt es zwei verschiedenen Mdglichkeiten der Plasmidintegration. Durch das zweite Rekombinationsereignis
(,double-cross-over*) kommt es zum Verlust des Plasmids und der 4650 bp grofen fhaBgy-Sequenz. Die
beschrifteten Pfeile stellen die zur Uberpriifung der Rekombinationsereignisse verwendeten Oligonukleotide dar.

Fir Klone, bei denen das Plasmid durch ein ,, double-cross-over“-Ereignis bereits wieder aus
dem Chromosom elimiert und somit auch die 4650 bp grof3e fhaBgy- Sequenz deletiert worden
war, erwartete man unter Verwendung der Oligonukleotide fha/Chr.1 und fha/Chr.2 ein 840
bp groRRes PCR-Produkt. Zudem sollten solche Klone keine Gentamycin-Resistenz mehr
aufweisen. Klone, bei denen noch kein zweites Rekombinationsereignis stattgefunden hatte,
sollten dagegen kein PCR-Produkt zeigen. Solche Klone sind aul3erdem in der Lage weiterhin
auf Gentamycin-haltigen BG-Platten zu wachsen.
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Wie in Abbildung 34 zu erkennen ist, konnte bel zwei der sechs untersuchten Klone das nach
einem , double-cross-over” erwartete PCR-Produkt von 840 bp nachgewiesen werden. Diese
PCR-Anayse wurde mit Einzelkolonien der entsprechenden ,sco-Klone* 2 und 3
durchgefuihrt, nachdem diese zum siebten Ma auf BG-Blutplatten Uberstrichen worden
waren. Die Klone waren zudem Gentamycin-sensitiv. Der mutierte fhaBgy-Locus der beiden
positiven ,,dco-Klone* 2 und 6 wurde zur Bestétigung der fhaBgy-Deletion sequenziert. Klon
6, der im Folgenden as B. holmesii G7702 fhaB bezeichnet wird, wurde fir weitere
Experimente eingesetzt.

1 2 34 5 6 7

M

1000
750 - -

Abb. 34: PCR-Analyse der ,sco-Klong* nach mehrmaliger Subkultivierung zur Uberpriifung des
» double-cr oss-over” -Er eignisses

Die PCR-Ansétze der sco-Klone 1-6 wurden in Spur 1-6 eines 1%igen Agarosegels aufgetragen. Spur 2 und 6
(entspricht Klon 2 und 6) zeigen ein PCR-Produkt von 840 bp, welches erwartet wird, wenn die 2. Rekombina-
tion und somit der Verlust von Plasmid- und fhaBgy-Sequenz aus dem Chromosom stattgefunden hat. Spur 7
stellt die Negativkontrolle unter Verwendung von chromosomaler DNA aus B. holmesii G7702 dar.

3.4.2 Vergleichende Charakterisierungvon B. holmesii G7702, B. holmesii G7702 fhaB®
und B. holmesii G7702 bvgA::kan

Um vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen B. holmesii-Stammen durchfihren zu
konnen, ist es wichtig, Unterschiede in der Auspragung phanotypischer Merkmale bei den
einzelnen Stdmmen zu kennen. Vor allem die Grof3e einer Bakterienzelle ist von Bedeutung,
wenn es darum geht, die gleiche Anzahl von Bakterien verschiedener Stamme fir
vergleichende Analysen einzusetzen.

Aus diesem Grund wurden die drei Stémme B. holmesii G7702, B. holmesii G7702 bvgA::kan
und B. holmesii G7702 fhaB aus Glycerinkulturen auf entsprechende BG-Blutplatten
ausgestrichen, fir 48 h inkubiert, geerntet, in 1 x PBS resu§pendiert und jeweils auf eine OD
von 0,36 eingestellt. Einzelne Verdiinnungsstufen (10°, 107, 108, 10°°) aus zwel unterschied-
lichen Verdunnungsreihen der jeweiligen Bakterien-PBS-Suspensionen wurden ausplattiert
und die Einzelkolonien nach 4 Tagen analysiert und ausgezéhlt. Dabel fiel auf, dass die
beiden Stémme B. holmesii G7702 bvgA::kan und B. holmesii G7702 fhaB pro BG-Platte
jeweils mehr Kolonien ausbildeten, als der wildtypische B. holmesii G7702-Stamm. Zudem
waren die Kolonien der beiden MutantenStdmme deutlich kleiner als die des wildtypischen
B. holmesii-Stammes. Aufgrund dieser Beobachtung wurde festgestellt, dass die beiden
Stdmme B. holmesii G7702 bvgA::kan und B. holmesii G7702 fhaB kleinere Einzelzellen
aushilden als der Wildtyp. Dies konnte mittels mikroskopischer Analysen bestétigt werden.
Die Bestimmung der Lebendzellzahlen zeigte, dass eine OD von 0,36 bei B. holmesii G7702
einer Bakterienzahl von 7 x 10’ entspricht, wahrend die Stamme B. holmesii G7702
bvgA::kan und B. holmesii G7702 fhaB bei gleicher OD jeweils 4,8 x 10° Bakterienzellen
enthalten. Diese Beobachtung wurde in allen Untersuchungen berticksichtigt.
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3.4.3 Untersuchungen zur Adhasion von B. holmesii G7702, B. holmesii G7702 fhaB"
und B. holmesii G7702 bvgA::kan an A549-Zellen

Molekulare Analysen der fhaBgy-Sequenz (siehe 3.1) sowie Untersuchungen zur Regulation
des fhaBgy-Gens (siehe 3.2) lieferten wichtige Ergebnisse zur Charakterisierung des fhaB-
homologen Gens aus B. holmesii. Die bisherigen Versuche lassen jedoch keine Aussagen
bezuglich der Funktion des FHA-Proteins in B. holmesii zu. Bei den Mitgliedern des B.
bronchiseptica-Clusters stellt das FHA den wichtigsten Adh&sionsfaktor der Bakterien dar.

Durch Adhasionsstudien unter Verwendung von menschlichen Lungenepithelzellen (A549)
sollte zunéchst das Adhésionsverhalten des wildtypischen B. holmesii-Stammes G7702
untersucht werden, denn bislang sind keine Daten Uber das Verhalten von B. holmesii in
Zelkultur-Experimenten bekannt. Durch den Vergleich des Wildtyps mit der fhaBgy-
Deletionsmutante von B. holmesii sollte die Bedeutung von FHAgH als Adh&sin untersucht
werden. Weiterhin sollte durch den Einsatz des Stammes B. holmesii G7702 bvgA::kan
gepruft werden, welche Auswirkungen die Abwesenheit von BvgAgy auf das Adhérenz-
verhalten von B. holmesii hat. Als Positivkontrolle wurde der wildtypische B. bronchiseptica-
Stamm 7865 eingesetzt, welcher bekanntermalien an eukaryontische Epithelzellen adhériert
(Savelkoul et al., 1993; Schipper et al., 1994; Cotter et al., 1998). Als Negativkontrollen
sollten sowohl der B. bronchiseptica-Stamm BB 7866, der eine Mutation im bvgS-Locus tragt,
alsauch E. coli K12 dienen.
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Abb. 35: Darstellung der relativen Adhasionsraten an A549-Zellen bei den Stdmmen B. bronchiseptica BB
7865 (Positivkontrolle), BB 7866 (Negativkontrolle), bei den B. holmesii-Stammen BH G7702, BH G7702
bvgA::kanund BH G7702fhaB” sowie E. coli K12 (Negativk ontrolle)

In Adhéasionsassays wurden semikonfluente A549-Zellen mit den entsprechenden Bakterien
Stdmmen (MOI = 50) jeweils 1 h inkubiert und die Zellen danach zweimal gewaschen um
nicht-adhéarente Bakterien zu entfernen. Nach Lyse der Zellen durch Ultraschellbehandlung
wurden Verdinnungen der BakterienZellsuspensionen auf entsprechenden Selektionsplatten
ausplattiert und nach etwa 4 Tagen die Lebendzellzahlen der Bakterien bestimmt. Insgesamt
wurden vier voneinander unabhangige Adhasionsexperimente unter jeweils gleichen Bedin
gungen durchgefhrt.
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In jedem dieser Adhasionsexperimente wurde jeder BakterienStamm in drel einzelnen
Assays untersucht und die Werte gemittelt. Die relative Adhdsionsrate der einzelnen Stdmme
konnte innerhalb der vier Adh&sionsexperimente tendenziell reproduziert werden. Die
Abbildung 35 zeigt daher das reprasentative Ergebnis eines Adhasi onsexperiments.

Die Adhasionsrate des B. bronchiseptica-Stammes BB 7865 wurde auf 100 % gesetzt. Der
wildtypische B. holmesii-Stamm BH G7702 zeigte mit 60,3 % eine signifikant niedrigere
Adhasionsrate as B. bronchiseptica 7865. Die beiden mutierten B. holmesii-Stdmme wiesen
stark verringerte Adhésionsraten von 16,2 % (BH G7702 bvgA: :kan) bzw. 24,2 % (BH G7702
fhaB’) auf. Beide weichen signifikant von BH G7702 ab. Die Negativkontrollen BB 7866 und
E. coli K12 zeigten Adhésionsraten von 24 % bzw. 10,7 %. Eine Erklérung fur die - wenn
auch geringen — Adhésionsraten der Negativkontroll-Stdmme konnte sein, dass durch den
Waschvorgang nach der Adhasion nicht ale nicht-adhérenten Bakterien aus den Né&pfen
entfernt wurden.

Durch die Adhéasi onsexperimente konnte erstmals gezeigt werden, dass B. holmesii in vitro an
eukaryontische Zellen adharieren kann. Das Ergebnis l&sst weiterhin darauf schlief3en, dass
FHA aus B. holmesii als Adhasionsfaktor fungiert, denn seine Abwesenheit fuhrt zu einer
verminderten Adhasionsfahigkeit der Bakterien. Fehlt das Regulatorprotein BvgAgy, kommt
es zu einer stark verminderten Adhdsion von B. holmesii, was auf die Existenz weiterer
Adhéasionsfaktoren und deren Aktivierung durch das BvgASgn-System in B. holmesii G7702
hindeutet.
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VI Diskussion

1 I dentifizierung putativer Virulenzfaktoren in B. holmesii

B. holmesii wurde 1995 von Weyant et al. beschrieben und zahlt zu den sogenannten ,, neuen®
Bordetella-Arten. Im Gegensatz zu den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters, B.
pertussis, B. parapertussis und B. bronchiseptica, sind die ,,neuen” Bordetella-Arten bislang
kaum charakterisiert. B. holmesii wurde zundchst aus Blutkulturen von Sepsispatienten
isoliert und gewann mit den Jahren zunehmend an Bedeutung als humanpathogener Keim, der
den Respirationstrakt des Menschen besiedeln und Pertussis-dhnliche Erkrankungen
hervorrufen kann (Lindquist et al., 1995; Tang et al., 1998; Yhi et al., 1999). Um die
Infektionsstrategie von B. holmesii zu erforschen und Mal3nahmen zur Préavention bzw.
Bekadmpfung der Krankheit zu entwickeln, ist es wichtig, putative Virulenzfaktoren in B.
holmesii zu identifizieren und zu charakterisieren. Bislang konnten tber Southernblot- und
Westernblot-Experimente in B. holmesii keine fur das B. bronchiseptica-Cluster bekannten
Virulenzfaktoren nachgewiesen werden (Njamkepo et al., 2000). Mit Hilfe von degenerierten
Oligonukleotiden, die aus der BvgA-Aminosauresequenz von B. pertussis abgeleitet wurden,
gelang vor kurzem die Identifizierung eines bvgAS-homologen Locus in B. holmesii (Gerlach
et al., 2004). Das BvgAS-Zweikomponentent System ist bel den , klassischen“ Bordetella-
Arten fur die Regulation der Virulenzgenexpression verantwortlich. Das Vorkommen eines
BvgAS-Systems in B. holmesii sowie die Fahigkeit des Bakteriums, Pertussis-éhnliche
Erkrankungen im Menschen zu erzeugen, legt die Vermutung nahe, dass in dieser Art weitere
fur das B. bronchiseptica- Cluster bekannte Virulenzfaktoren vorkommen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein fir das Filamentose Hamagglutinin kodierender Faktor
in B. holmesii identifiziert werden. Das Filamentdse Hamagglutinin ist der wichtigste
Adhésionsfaktor der ,klassischen” Bordetella-Arten und fur die erfolgreiche Kolonisierung
des respiratorischen Trakts des Wirtes unbedingt erforderlich (Cotter et al., 1998). Der
Nachweis eines fhaB-homologen Gens in B. holmesii gelang alerdings nicht Uber
degenerierte Oligonukleotide, die aus konservierten FhaB-Aminosduresequenzen von B.
pertussis und B. avium abgeleitet wurden. Stattdessen fuhrten Oligonukleotide, die aus
konservierten Nukleotidbereichen der fhaB-Gene aus B. pertussisund B. avium ausgewahlt
wurden, zur PCR-Amplifikation eines Teilbereichs des fhaB-Homologs. Dies ist erstaunlich,
denn laut Gerlach et al. zeigen die bvgAS-homologen Gene aus B. holmesii und B. pertussis
auf Proteinebene eine groflere Konservierung as auf DNA-Ebene, woraufhin diese
Begebenheit auch fur andere Virulenzgen-Homologe angenommen wurde. Méglicherweise
waren die mittels des UPAC-Codes synthetisierten degenerierten Primerpaare zu
unspezifisch, um an die entsprechenden Bereiche des fhaB-Gens aus B. holmesii zu binden.
Fir diese Hypothese spricht, dass die degenerierten Oligonukleotide zum Tell Basentripletts
enthielten, die fir die Aminosduren Valin, Alanin, Glycin und Arginin kodieren, denn diese
Codons konnen an ihrer dritten Position jewells ale der vier moglichen Nukleotide enthalten.

PCR-Analysen mit Hilfe des Primerpaars fhapertl0/11, das bel B. holmesii G7702 zur
Identifizierung des fhaB-Homologs flhrte, zeigten, dass ein fhaB-homologes Gen auch bel
den Isolaten B. holmesii G8341, B. holmesii ATCC51541 und B. holmesii Nol vorkommt und
somit innerhalb der Art verbreitet ist. Das Vorkommen eines FHA-homol ogen Faktors scheint
also durchaus fur B. holmesii von Bedeutung zu sein und I&sst auf eine wichtige Funktion des
FHA-Homologs in dieser Art schlief3en.
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Um Homologe fir die Virulenzgene fhaC, fimA, fimD, prn und dnt in B. holmesii zu
identifizieren, wurden Oligonukleotide aus konservierten DNA-Bereichen dieser Gene aus B.
pertussis und B. avium fir PCR-Anaysen eingesetzt. Zusétzlich wurden zur Identifikation
von fhaC und dnt Southernblot- Experimente mit aus den entsprechenden Genen von B. avium
abgeleiteten DNA-Sonden durchgeftihrt. Die Sonden wurden deshalb von chromosomaler
DNA aus B. avium amplifiziert, weil der zuerst identifizierte Teilbereich von fhaB aus B.
holmesii die grolte Ubereinstimmung zum Homolog aus B. avium aufwies und deshalb
angenommen wurde, dass auch weitere Virulenzfaktoren aus B. holmesii eine starke
Homologie zu den entsprechenden B. avium-Genen aufweisen. Allerdings konnten keine
weiteren Virulenzfaktoren in B. holmesii nachgewiesen werden. Die Ursache hierfir kénnte
eine mangelnde Ubereinstimmung der DNA-Bereiche an den entsprechenden Stellen im
Genom von B. avium und B. holmesii sein. M 6glicherweise kommen jedoch einige der oben
erwahnten Virulenzgene im Genom von B. holmesii nicht vor. Allerdings kann zumindest die
Anwesenheit eines fhaC-homologen Gens vermutet werden, denn das FhaC-Protein bildet bei
den , klassischen” Bordetellen eine Pore in der &ulReren Membran und wird somit fir die
Trandokation von FHA an die Bakterienoberflache benttigt. Die Bemiihungen von Karin
Schmitt, im Rahmen ihrer Diplomarbeit Uber PCR-Analysen ein fhaC-homologes Gen in B.
holmesii zu identifizieren, scheiterten ebenfalls (personliche Mitteilung). Die Frage Uber das
Vorkommen weiterer Homologe zu den Virulenzfaktoren der , klassischen“ Bordetella-Arten
in B. holmesii bleibt somit zundchst offen.

2 Der fhaB-Locusin B. holmesi

Uber die Methode des ,Genome Wak“ konnte die fhaB-Sequenz aus B. holmesii
vervollstandigt und ein Tell des stromaufwarts lokalisierten Leserahmens identifiziert werden.
Dieser a's OrfMP bezeichnete Leserahmen wird in die zum fhaBgy entgegengesetzte Richtung
transkribiert und weist eine 56%ige ldentitét zu einem konservierten Membranprotein aus B.
bronchiseptica und B. parapertussis auf. Karin Schmitt gelang im Rahmen ihrer Diplomarbeit
die Identifizierung des stromabwérts an fhaBgy angrenzenden DNA-Bereichs. Uberraschen
derweise schlieft sich in dieser Richtung nach einer intergenischen Region von nur 54 bp ein
| S1001-&hnliches | S-Element an.

Damit unterscheidet sich der fhaB-Locus aus B. holmesii ganzlich von den entsprechenden
Loci anderer Bordetella-Arten (siehe Abb. 11). Beim B. bronchiseptica-Cluster befindet sich
stromaufwarts vom fhaB das bvgAS Operon und stromabwaérts sind Gene lokalisiert, die fur
die Fimbrien und FhaC kodieren. Diese kdnnen zusammen mit fhaB in eine polycistronische
RNA transkribiert werden (Locht et al., 1993). In B. avium ist stromaufwarts vom fhaB der
Leserahmen fir en ATP-bindendes ABC-Transporterprotein lokalisiert, wahrend sich
stromabwarts ans fhaB auch hier die fim/fhaC-Gene anschlief3en (Spears et al., 2003). In B.
petrii, einem weiteren Vertreter der ,neuen” Bordetella-Arten und zudem einzigen
Umweltisolat der Gattung, findet sich eine ganz neue Organisation des fhaB-Locus. Hier ist
das fhaC-Gen unmittelbar vor dem fhaB gelegen und wird in die gleiche Richtung wie fhaB
transkribiert, wie Sequenzierung und Annotation des B. petrii-Genoms kirzlich zeigten
(https://www.cebitec.uni-biel efeld.de/groups/brf/software/gendb). Eine gemeinsame Trans
kription von fhaB und fhaC ware auch hier denkbar, ist aber noch nicht erwiesen. Vom in 3'-
Richtung angrenzenden DNA-Bereich wird in B. petrii ein hypothetisches Protein kodiert, das
zu 60 % mit einem Homolog aus Yersinia pseudotuberculosis identisch ist. Die Anwesenheit
eines fhaB-Homologs bei den human und tierpathogenen Bordetella-Arten sowie im
Umweltisolat B. petrii lasst vermuten dass dieser Faktor in alen von desen Organismen
besetzten 6kologischen Nischen von Bedeutung ist.
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Obwonhl sich die Struktur des fhaB-Locus der , klassischen“ Bordetellen von der der , neuen®
Arten unterscheidet, falt dennoch auf, dass das fhaC-Gen immer in der Ndhe von fhaB
lokalisiert st und vermutlich mit diesem zusammen transkribiert wird. Die Organisation ihrer
Gene in einem Operon wird als typische Eigenschaft fir die beiden Partner eines TPS-
Systems beschieben (Jacob-Dubuisson et al., 2001). Beim Zwei-Partner- Sekretionsweg wird
das Sekretionsprotein (TpsA) mit Hilfe seines Transportproteins (TpsB), das eine Pore in der
aueren Membran bildet, an die Bakterienoberflache gebracht (Jacob-Dubuisson et al., 2001,
2004). Fur die Funktion von FHA as Adhéasinsfaktor ist sein Transport an die Bakterien
oberflache und somit die Anwesenheit von FhaC bzw. eines spezifischen Transporterproteins
unbedingt erforderlich. Es kann somit angenommen werden, dass auch in B. holmesii ein
fhaC-homologes Gen vorkommt, welches vermutlich in der Nahe des fhaB-Gens lokalisiert
ist. Denkbar wére, dass in B. holmesii ein mogliches fhaB/fhaC-Operon durch die Insertion
des |S-Elements IS1001 unterbrochen worden ist.

3 Funktionelle Char akterisierung des Filamentésen Hamagglutinins
aus B. holmesii

Die Funktion des FHA-Homologsin B. holmesii wurde anhand von Zellkultur-Experimenten
untersucht. In Adhé&sionsstudien konnte erstmals gezeigt werden, dass der wildtypische
Stamm B. holmesii G7702 in der Lage ist, an eukaryontische Zellen zu adhérieren. Die
Fahigkeit, Wirtsgewebe besiedeln zu konnen, ist eine wichtige Vorraussetzung fur die
erfolgreiche Etablierung einer Infektion. Die Adhésionsrate von B. holmesii G7702 an die hier
verwendeten menschlichen Lungenepithelzellen (A549) fiel jedoch im Vergleich zu B.
bronchiseptica 7865 signifikant niedriger aus (sehe Abb. 35). Dennoch zeigte der
wildtypische B. holmesii-Stamm eine im Vergleich zu den beiden Mutanten B. holmesii
G7702 fhaB und B. holmesii G7702 bvgA::kan signifikant hohere Adh&sionsrate. Daraus
lasst sich schlief3en, dass FHA in B. holmesii eine Rolle bei der Adhasion an eukaryontische
Wirtszellen spielt. Es scheinen jedoch weitere Adhasionsfaktoren beteiligt zu sein, denn auch
in Abwesenheit von FHA waren knapp 30 % von B. holmesii G7702 fhaB in der Lage, an die
AB49-Zellen zu adhérieren. Fir eine fhaB-Mutante von B. pertussis konnte im Vergleich zum
Wildtyp nur eine 3%ige Adhasion an CHO-Zellen und eine 5,8%ige Adhasion an respirato-
rische Epithelzellen mit Zilien aus dem Kaninchen gezeigt werden (Relman et al., 1989). Die
im Vergleich dazu relativ hohe Adhésionsrate des Stammes B. holmesii G7702 fhaB spricht
fur eine Betelligung weiterer Adhasionsfaktoren an der Wirtszelladhésion in B. holmesii. Die
Beobachtung, dass in Abwesenheit des BvgAgu-Proteins die Adhésionsrate des
entsprechenden Stammes niedriger ausfiel, as fur B. holmesii G7702 fhaB gezeigt wurde,
bekréftigt die Vermutung, dass in B. holmesii neben dem FHA weitere Faktoren bei der
Adhérenz eine Rolle spielen. Scheinbar werden diese zusétzlichen Adh&sionsfaktoren, bel
denen es sich um Homologe zu Pertaktin oder den Fimbrien handeln konnte, durch das
BVQA Sg- System aktiviert.

Bei den Adhéasionsexperimenten fiel auf, dass auch der al's Negativkontrolle dienende nicht-
adhérente E. coli-Stamm K12 in allen Experimenten eine geringe Adhé&sionsrate an A549-
Zellen zeigte. Diese Beobachtung konnte darauf zurlickzufihren sein, dass nach der
Inkubation der A549-Zellen mit den Bakterienstdmmen jewells nur zwei Waschgange mit 1x
PBS durchgefuihrt wurden, um nicht-adhérente Bakterien zu entfernen. Moglicherweise
reichte dies nicht aus, um wirklich ale nicht- oder nur lose anhaftenden Bakterien zu
entfernen. Zusétzliche Waschgange wurden jedoch nicht durchgefiihrt, um zu vermeiden, dass
bereits Zdll-adhérierte Bakterien weggewaschen werden. Die gleiche Behandlung aller
Adhasionsansétze gewdhrleistet, dass dennoch vergleichende Aussagen Uber die Adhasions-
raten der einzelnen Stdmme getroffen werden kénnen.
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Aufgrund der Ergebnisse der Adhdsionsstudien in Zelkultur-Experimenten kann dem
Filamentdsen Hamagglutinin aus B. holmesii eine Funktion als Adhasin zugesprochen
werden. Ahnlich wie bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters, konnte das FHA aus
B. holmesii eine wichtige Rolle fir die Pathogenitdt dieses Organismus spielen. Zur
Erforschung der Bedeutung und Wirkungsweise dieses Proteins im Zuge einer B. holmesii-
Infektion sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig. Derzeit wird die Virulenz der
Stamme B. holmesii G7702, B. holmesii G7702 fhaB und B. holmesii G7702 bvgA::kan im
Mausmodel untersucht (C. Locht, Pasteur Institut, Lille). Die bald zu erwartenden Ergebnisse
liefern sicher interessante Einblicke in die Bedeutung des Filamenttsen Hamagglutinins fur
die Pathogenitét von B. holmesii in vivo.

4 Molekulare Analyse des FilamentGsen Hamagglutinins aus B. holmesii
auf DNA- und Proteinebene

Das fhaB-Gen aus B. holmesii wurde beziiglich seiner Groéf3e mit den entsprechenden Genen
des B. bronchiseptica-Clusters sowie mit den fhaB-Homologen aus B. avium und B. petrii
verglichen. Dabel wurde festgestellt, dass B. holmesii mit 8.793 bp ein kleineres fhaB-
Homolog besitzt as B. petrii (9.120 bp) und die Mitglieder des B. bronchiseptica-Clusters
(10.770-10.902 bp). Im Gegensatz dazu enthélt B. avium ein fhaB-Homolog mit 7.911 bp,
welches demnach kleiner als fhaB aus B. holmesii ist. Die Bedeutung dieser GrofRenunter-
schiede ist alerdings ungewiss. Denkbar wére, dass die verschiedenen Grélien der fhaB-
homologen Gene mit der Auspragung unterschiedlicher Eigenschaften der FHA-Proteine
zusammenhangen und somit auf die spezifische Funktion der einzelnen Proteine zuriick-
zuftihren sind.

Aligments der fhaB-Sequenzen aus B. holmesii, B. pertussis, B. avium und B. petrii zeigten,
dass fhaB aus B. holmesii sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene die grofte Ahnlichkeit
mit dem Homolog aus B. avium aufweist. Wéahrend die FhaB-Aminosauresequenzen aus B.
holmesii und B. avium zu 47 % Ubereinstimmen, zeigten die BESTFIT- und GAP-Analysen
nur eine 32%ige ldentitét der FhaB-Aminosduren aus B. holmesii und B. pertussis Mit dem
B. petrii-FhaB stimmt das Homolog aus B. holmesii sogar nur zu 27 % Uberein. Eine hohe
Ubereinstimmung von Gen bzw. Proteinsequenzen aus B. holmesii und B. avium konnte
bereits fur das Membranprotein OmpA sowie fir das BvgA S-System beider Arten beobachtet
werden (Gerlach et al., 2004). Weiterhin wurde schon 1995 von Weyant et al. festgestellt,
dass die Zusammensetzung der Membranlipide von B. holmesii im Wesentlichen mit dem
CFA (cdlular fatty acid)-Profil von B. avium Ubereinstimmt. B. holmesii scheint sich also
phylogenetisch eher im Umfeld der ,neuen® Arten anzusiedeln. Allerdings sprechen die 16S
DNA-Daten eher fur eine verwandtschaftliche Beziehung von B. holmesii zu B. pertussis.
Neueste Untersuchungen lassen jedoch vermuten, dass B. holmesii seine 16S rRNA-Gene
durch horizontalen Gentransfer aus B. pertussis erhalten hat und der Erwerb von DNA aus B.
pertussis generell wahrscheinlich eine wichtige Rolle fiur die Entstehung und Wirtsadapation
von B. holmesii spielte (Diavatopoulos et al., 2006).

Die niedrige Ubereinstimmung von FhaB aus B. holmesii zum Homolog aus B. petrii kénnte
dadurch erklart werden, dass es sich bei B. petrii um einen Umweltkeim handelt, wahrend B.
holmesii Menschen infizieren kann. B. petrii konnte zwar kirzlich auch aus dem Menschen
isoliert werden (Fry et al., 2005), sein pathogenes Potential bleibt aber fragwirdig. Im
Umweltisolat von B. petrii spielt das FHA-Protein moglicherweise eine Rolle bei der
Anheftung der Bakterien an Umweltbestandteile.
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Durch Seguenzanalysen konnten einige fur das FhaB der ,klassischen“ Arten typische
Sequenzmotive im FhaB von B. holmesii gefunden werden. Ebenso wie FhaB aus B. pertussis
und viele andere Sekretionsproteine, enthdt das FhaBgy-Protein ein N-terminales
Signalpeptid. Dieses spielt bei Erkennung und Transport des Proteins durch das Sec-System
eine entscheidende Rolle (Lambert-Buisine et al., 1998). Das FhaB-Protein aus B. holmesii
scheint also mit Hilfe des Sec-abhéngigen Sekretionssystems durch die innere Membran
transportiert zu werden. Das N-terminale Signalpeptid besteht sowohl bei B. pertussis als
auch bei B. holmesii aus rund 70 Aminosduren, die jeweils in einen ungewohnlichen N
terminalen Anhang sowie eine positiv geladene Region und ein hydrophobes Segment
gegliedert sind (siehe Abb. 12; Jacob-Dubuisson et al., 2004). 15 von 25 Aminosauren des N-
terminalen Anhangs sind bei den FhaB-Proteinen aus B. pertussis und B. holmesii identisch.
Die positiv geladene Region kommt bel beiden Arten vorwiegend durch die Verwendung von
Arginin zustande. Das jeweilige hydrophobe Segment enthdt Aminosduren wie Leucin,
Alanin und Vain. Diese Art erweitertes Signalpeptid mit konserviertem N-terminalen
Anhang kommt bei einigen TpsA-Proteinen vor, z. B. bei den beiden Adhédsinen HMW1 und
HMW2 aus Haemophilus influenzae oder bei LspAl, einem Adhasin aus Haemophilus
ducreyi. Auch bel Autotransporter-Proteinen, wie z. B. SepA aus Shigella flexneri, taucht
diese N-terminale Verlangerung des Signalpeptids auf (Jacob-Dubuisson et al., 2004). Das
Signalpeptid des FhaB-Proteins aus B. avium enthélt ebenfalls einen N-terminalen Anhang
(Spears et al., 2003) und zeigt eine besonders hohe Ubereinstimmung zum Signalpeptid des
FhaB-Proteins aus B. holmesii. Uber die Bedeutung dieser Ahnlichkeit kann noch keine
Aussage getroffen werden, da tber Entgehung, Transport und Funktion des FHA in B. avium
noch sehr wenig bekannt ist. Man kann jedoch vermuten, dass die FhaB-Proteine aus B.
holmesii und B. avium, dhnlich wie das Protein aus B. pertussis Sec-abhangig Uber die
Cytoplasmamembran transportiert werden. Die Funktion des N-terminalen Anhangs ist hoch
unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dass dieser an der Steuerung der Geschwindigkeit der
Proteintrandokation Uber die innere Membran beteiligt ist und somit die Exportrate des
Proteins beeinflusst (Chevalier et al., 2004). Dies wiederum konnte der zeitlichen
Koordination des Transports grof3er Proteine Uber zwei Membranen dienen. Bel B. pertussis
wird das Signalpeptid beim Transport durch die innere Membran abgespaten. Die
Schnittstelle fur die Typl-Signalpeptidase befindet sich nach der Aminosdure Alanin an
Position 71 (Jacob-Dubuisson et al., 2004). Im Signalpeptid des FhaBgn-Proteins befindet
sich an Position 71 auch ein Alanin. Diese Aminosaure ist zudem Bestandtell eines , Ala-X-
Ala‘'-Motivs, welches haufig as Konsensussequenz fur die Signalpeptidase dient (Carlos et
al., 2000). Es kann deshalb angenommen werden, dass auch im FhaB aus B. holmesii nach
Ala-71 eine Spaltung durch die Signal peptidase stattfindet.

Zusétzlich zur N-terminalen Signal peptiddomane konnte innerhalb der FhaB-Sequenz aus B.
holmesii eine ca. 250 Aminosauren umfassende Region identifiziert werden, die Homologien
zur sogenannten TPS-Domane aufweist. Die TPS-Doméne ist im N-terminalen Bereich von
vielen TpsA-Proteinen lokalisiert und ermdglicht Uber die Interaktion mit dem dazugehdrigen
Transporterprotein die Proteintranslokation durch die duRere Membran (Jacob-Dubuisson et
al., 2004; Hodak et al., 2006). Sequenzalignments der TPS-Doméanen reprasentativer TpsA-
Proteine sowie der FhaB-Proteine aus verschiedenen Bordetella-Arten zeigten, dass auch B.
holmesii und die beiden anderen ,neuen* Arten B. avium und B. petrii innerhab dieser
Region stark konservierte Bereiche aufweisen (siehe Abb. 13). Neben dem ersten Asparagin
Rest des NPNL-Motivs (Asn66) sind einige weitere konservierte Reste fur die FHA-
Sekretion unentbehrlich. So konnte gezeigt werden, dass fur die FHA-Sekretion in B.
pertussis die Aminosauren Ser-32, Asn49, Ser-86, Glu-93, Asn-118 und Met-225 essentiell
sind (Jacob-Dubuisson et al., 1997; Hodak et al., 2006).
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Da al diese Aminosauren auch in der TPS-Doméne des FhaB-Proteins aus B. holmesii
vorhanden sind, liegt die Vermutung nahe, dass dieses Protein, dhnlich wie das FhaB der
»Klassischen* Bordetellen, durch die duRere Membran transportiert wird. Es kann zudem
angenommen werden, dass auch in B. holmesii ein am FhaB-Transport beteiligtes Protein
existiert, welches mt der TPS-Domane interagiert. Hierbei kdnnte es sich um ein FhaC-
homol oges Protein handeln.

Die in slico-Anayse der FhaBgy-Sequenz fihrte weiterhin zur Entdeckung eines KGD-
Motivs, welches aus den Aminosduren Lysin-Glycin-Asparaginsdure besteht und sch an
Position 742-744 befindet. Das sogenannte RGD-Motiv (Arginin Glycin-Asparaginsaure,
Position 1097-1099) ist bei den , klassischen Bordetella-Arten fur die spezifische Erkennung
von Rezeptoren, den CR3-Integrinen, zusténdig. Durch diese Eigenschaft des FHA-Proteins
kénnen die Bakterien beispielsweise in Makrophagen aufgenommen werden (Locht et al.,
1993). Die Aminosduren Arginin und Lysin sind in die gleiche Kategorie stark hydrophiler
Aminosduren mit basischen Seitenketten einzuordnen. Zudem ist aus der Literatur bekannt,
dass KGD-Moative in Proteinen existieren und diese ebenfalls 33-1ntegrine erkennen kdnnen
(Johansson, 1999; Nykvist et al., 2001; Gorski et al., 2003; Mc Laneet al., 1994). Das KGD-
Motiv im von B. holmesii konnte also moglicherweise die Funktion des RGD-Maotivs im
FhaB der ,klassischen“ Bordetellen Gbernehmen und eine Rolle bei der Rezeptorerkennung
spielen.

Eine Heparin-Bindedoméne (HBD) konnte im FhaB von B. holmesii nicht identifiziert
werden. Die HBD ist bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters an der Adh&sion der
Bakterien an Epithelzellen ohne Zilien und an die extrazellulére Matrix beteiligt (Hannah et
al., 1994; Menozzi et al., 1990; Sato et al., 1981; Urisu et al., 1986). Sie setzt sich aus einem
sich mehrmas wiederholenden Sequenzmotiv von 19 Aminosduren zusammen, deren
Konsensussequenz sehr variabel ist (siehe 3.1.2.2; Colombi et al., 2004). Eine hohe
Variabilitét in der Konsensussequenz trifft auch fur die Kohlenhydrat-Bindedomane (CRD;
Prasad et al., 1993; Liu et al., 1997) zu, welche ebenfalls nicht in der FhaBsu-Sequenz
identifiziert wurde. Eine Suche nach diesen beiden Motiven Uber die PROSITE-Datenbank
(http://expasy.org/prosite) blieb ebenfalls erfolglos. Die starke Variabilitét der Konsensus-
sequenzen erschwert alerdings die ldentifizierung von Bindedoméanen durch in silico-
Anaysen. Die Existenz einer HBD sowie einer CRD im FHA von B. holmesii kann somit
nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Es besteht aber die Moglichkeit, dass eine oder
beide dieser Bindedoménen im FHA von B. holmesii fehlen und dieses Protein somit eine
geringere Anzahl an Bindeaktivitéten aufweist als das FHA der klassischen Bordetella-Arten.
Fur diese Hypothese spricht, dass der wildtypische B. holmesii-Stamm in den Zellkultur-
Experimenten jewells eine im Vergleich zum B. bronchiseptica-Wildtyp signifikant
schwéchere Adhasionsrate zeigte. Ebenso konnte die durch B. holmesii erzeugte schwache
Form des Keuchhustens beim Menschen sowie das relativ seltene Auftreten der durch B.
holmesii verursachten Erkrankung zumindest teilweise dadurch erklart werden, dass B.
holmesii durch das Fehlen wichtiger Bindedoménen im Hauptadhdsionsfaktor FHA den
Wirtsorganismus weniger gut besiedeln kann und somit eine Infektion seltener erfolgreich
etabliert wird. Der abgeschwéchte Krankheitsverlauf konnte jedoch auch durch die
Abwesenheit bestimmter Virulenzfaktoren in B. holmesii erklart werden.

Denn es muss angenommen werden, dass FHA aus B. holmesii Bindedoméanen enthalt, durch
die das Bakterium in der Lage ist, sich an eukaryontische Wirtszellen anzuheften, da eine
signifikant hthere Adhasionsrate des B. holmesii-Wildtyps im Vergleich zur fhaB-Mutante
von B. holmesii an A549-Zellen gezeigt werden konnte. Denkbar wére auch, dass im FHA aus
B. holmesii Bindedomanen vorkommen, die im FHA der ,klassischen* Bordetella-Arten nicht
enthalten sind bzw. bislang nicht beschrieben wurden.
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Im FHA-Protein aus B. avium konnte das RGD-Motiv und eine Kohlenhydrat-Bindedomane,
aber keine Heparin-Bindedoméne identifiziert werden (Spears et al., 2003). Eine mdgliche
Bedeutung oder Folge der HBD-Abwesenheit kann jedoch nicht abgeleitet werden, da Uber
die Rolle und Wirkungsweise des FHA as Adhasionsfaktor in B. avium noch zu wenig
bekannt ist. Dennoch scheint das FHA-Protein aus B. avium — auch ohne Heparin-Binde-
domaéne — effektiv an der Pathogenitét des Bakteriums beteiligt zu sein, da B. avium-Mutanten
mit Insertionen im fhaB-Gen virulenzattenuiert sind (Spears et al., 2003). Um Aufschliisse
Uber relevante Bindeaktivitéten des FhaBgy zu erhalten, misste eine biochemische Charak-
terisierung des Proteins durchgefiihrt werden.

5 Die Regulation des Filamentdsen Hamagglutinins aus B. holmesii

Bei den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters erfolgt die fhaB-Transkription durch
einen bvg-abhéangigen Promotor, dessen Startpunkt sich 70 bp stromaufwarts des fhaB-
Startcodons befindet. Die fhaB-upstream-Region in B. pertussis enthdt finf BvgA-
Bindestellen, von denen jedoch nur die drei am weitesten stromabwarts gelegenen
Bindestellen an der Aktivierung der fhaB-Transkription durch den Response Regulator
beteiligt sind (Boucher et al., 2003). Das BvgA-Protein bindet in phosphorylierter Form und
als Dimer zunéchst an die primére Bindestelle, die aus einer hochaffinen ,,inverted-repeat*-
Struktur besteht (5'- TTTCTTA-3 auf dem kodierenden und 5- TTTCCTA -3 auf dem
nicht-kodierenden Strang) und deren Zentrum sich an Position -88,5 relativ zum Transkrip-
tionsstartpunkt befindet (siehe Abb. 38; Roy und Falkow, 1991). Durch kooperative Protein-
Protein-Interaktionen kommt es zur Besetzung der sekundéren Binderegion - diese erstreckt
sich bis zur -35-Region des fhaB-Promotors - durch zwei weitere BvgA-Dimere (Boucher et
al., 2003). Dies ist wichtig, um das Regulatorprotein in die Nahe der Promotorelemente zu
bringen, damit es mit der RNA-Polymerase interagieren kann (Boucher et al., 1997). Die
beiden sekundéren BvgA-Bindestellen besitzen eine niedrige Affinitdt zu BvgA. Innerhalb
der DNA-Sequenz dieser Region findet man kaum Bereiche, die Ubereinstimmungen zur
BvgA-Konsensussequenz 5'- T/A T T C C/T T A -3 aufweisen. Stattdessen scheint die
Bindung der BvgA-Dimere an die sekundéren Bindestellen durch kooperative Interaktionen
mit der RNA-Polymerase stabilisiert zu werden (Boucher et al., 1997; 2001). Laut Boucher et
al. (1997) enthélt die fhaB-Promotorregion von B. pertussis einen weiteren Transkriptions-
startpunkt, der sich 130 bp stromaufwérts des fhaB-Startcodons befindet (siehe Abb. 38).
Dieser befindet sich innerhalb der sekunddren BvgA-Binderegion und fiuhrt in vitro in
Abwesenheit von BvgA bzw. in Anwesenheit von unphosphoryliertem BvgA zu einer
kongtitutiven fhaB-Transkription. Uber die Existenz bzw. Bedeutung dieses fhaB-Promotors
in vivo ist jedoch nichts bekannt. Es wird in Erwéagung gezogen, dass es in vivo durch die
Anwesenheit von phosphoryliertem BvgA zu einer Umpositionierung der RNA-Polymerase
an den weiter stromabwaérts lokalisierten bvg-abhangigen Promotor kommt (Boucher et al.,
1997).

51 Analyseder fhaBgy-Regulation durch Transkriptions- und Expressionsstudien

Um Aufschliisse Uber die Regulation der fhaB-Expression in B. holmesii zu erhalten, wurde
die fhaBgy-Expression sowohl auf RNA- as auch auf Proteinebene untersucht. Der
Schwerpunkt lag dabei auf dem Nachwels einer mdglichen Regulation der fhaBgy-Expression
durch das BvgASgn-System. Einen ersten Hinwels auf die Beteiligung des BvgAgy-Proteins
an der fhaBgy-Transkription lieferten die Slotblot-Experimente (siehe Abb. 15). Hier konnte
gezeigt werden, dass fhaBgy unter den Ublichen Wachstumsbedingungen (auf BG- Blutplatten
bei 37 °C) transkribiert wird.
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Ein weitaus schwacheres fhaBgy-spezifisches Signal bel B. holmesii G7702 bvgA::kan im
Vergleich zu den beiden Wildtypen B. holmesii G7702 und B. holmesii G8341 deutete bereits
auf eine BvgASgh-Abhéngigkeit der fhaBgy-Transkription hin. Gleich starke Signale der
verwendeten Stdmme bel einer zweiten Hybridisierung des Blots mit einer 16S-DNA-Sonde
zeigten, dass von jedem Stamm die gleiche RNA-Menge auf den Blot aufgetragen wurde.
Somit kann angenommen werden, dass das schwéchere fhaBgy-spezifische Signal bei der
BvgAgn-Mutante von B. holmesii auf eine geringere Transkriptionsrate des fhaBgy-Gens in
diesem Stamm zurtickzufihren ist und somit die fhaBgy-Transkription in B. holmesii
zumindest tellweise durch das BvgAgy-Protein aktiviert wird.

Interessanterweise konnte keine Hybridisierung der RNA aus B. avium mit der fhaBgy-
spezifischen DNA-Sonde festgestellt werden. Die Ubereinstimmung des fhaB-Gens aus B.
holmesii mit dem Homolog aus B. avium auf DNA-Ebene betrégt 58 % und ist damit hoher
als die Ubereingtimmung der fhaB-Gene aus B. holmesii und den , klassischen® Bordetella-
Arten. Dennoch scheint die Homologie der beiden fhaB-Gene aus B. holmesii und B. avium
weder fur éne DNA-RNA-Hybridisierung noch fir eine DNA-DNA-Hybridisierung (siehe
Abb. 9) ausreichend zu sein. Dies erklért wiederum, weshalb fhaB in B. holmesii nicht mittels
Southernblot-Experimenten unter Verwendung fhaB-spezifischer DNA-Sonden aus anderen
Bordetdla-Arten identifiziert werden konnte (Niamkepo et al., 2000).

Expressionsstudien mit B. holmesii-Stammen, die eine Fusion des fhaBgy-Promotors (fhaPgy)
mit dem gfp-Reportergen enthalten, bestétigen die BvgASgh-Abhéngigkeit der fhaBgy-
Expression auf Proteinebene. So konnte Uber Westernbl ot- Experimente gezeigt werden, dass
der Stamm B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgn-gfp) eine deutlich grofRere Menge an GFP
produziert, als B. holmesii G7702 bvgA::kan (pMMB208-thaPg4-gfp). Die unterschiedlichen
GFP-Mengen der beiden Stdmme sind durchaus repréasentativ fur eine starke (bei B. holmesii
G7702) bzw. schwache (bel B. holmesii G7702 bvgA::kan) Aktivierung des fhaBgu-
Promotors in vivo, da jewells gleiche Zellzahlen der Bakterienstdmme zur Herstellung der
Proteinlysate verwendet und exakt gleiche Mengen der Proteinlysate auf das SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetragen wurden.

Uber PrimerextensionExperimente konnten fur B. holmesii G7702 drei Transkriptionsstart-
punkte innerhalb der fhaBgy-upstream: Region identifiziert werden (siehe Abb. 22, 23). Der
Startpunkt P1 befindet sich 58 bp, der Startpunkt P2 71 bp und der Startpunkt P3 88 bp vor
dem fhaBgy-Startcodon. Nur P1 und P2 wurden auch bei dem Stamm B. holmesii G7702
bvgA::kan, also in Abwesenheit von BvgAgn, detektiert. Da fur die RNA-Isolierung die
beiden B. holmesi-Stamme mit der gleichen Zelldichte verwendet und fir die
PrimerextensionExperimente jeweils gleiche RNA-Mengen eingesetzt wurden, kann eine
vergleichende Aussage Uber die Transkripte getroffen werden. Die fhaBgy-Transkription
ausgehend von P3 findet demnach bvg-abhangig statt. Bel P1 und P2 scheint es sich dagegen
um konstitutive und somit bvg-unabhangige Promotoren zu handeln, die sowohl in An as
auch in Abwesenheit von BvgA g gleich stark aktiviert werden Die Méglichkeit, dass es sich
bei dem P1-Transkript um en in vivo-Abbauprodukt des P2-Transkripts handelt, kann
aufgrund der Tatsache, dass dieser P1 aus B. holmesi in B. pertussis enen
Transkriptionsstartpunkt darstellt (siehe Abb. 31 und Diskussion unter 5.2.4), as
unwahrscheinlich betrachtet werden.

Die P1-, P2- und P3-upstream: Bereiche wurden hinsichtlich putativer -10- und -35-Regionen
analysiert. Die Konsensussequenzen fur die RNA-Polymerase- Erkennungselemente starker
Promotoren aus E. coli lauten TATAAT (-10-Box) und TTGACA (-35-Region) (Hawley und
McClure, 1983). Ublicherweise weichen die -10- und -35-Sequenzen bvg-abhangiger Promo-
toren aus Bordetella deutlich von diesen K onsensussequenzen ab.
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Laut Goyard et al. (1995) tragen die beiden Cytosine an der jewells ersten Postion der -10-
und -35-Region des fhaB-Promotors aus B. pertussis dazu bei, dass es sich hier um einen
schwachen Promotor handelt, der fur seine Aktivierung die Hilfe des Regulatorproteins BvgA
benttigt. Der Ausstausch dieses Cytosins durch ein Thymin in entweder der -10- oder der -
35-Region fuhrte jewells zu einem konstitutiv aktiven fhaB-Promotor. Durch die C-T-
Substitution kann vermutlich die RNA-Polymerase alleine die fhaB-Transkription initiieren.
Wahrscheinlich wird durch die Erhdhung des AT-Gehalts in diesem Bereich die zur
Transkriptionsinitiation benétigte Trennung der DNA-Strange erleichtert.

In Abbildung 36 werden mogliche -10- und -35-Bereiche fir die Transkriptionsstartpunkte
P1-3 der fhaBgy-upstream: Region angegeben. Die Bestimmung dieser putativen -10- und -35-
Sequenzen erfolgte unter Berticksichtigung der Konsensussequenzen aus E. coli. Zudem
diente die Zusammensetzung der entsprechenden Regionen innerhalb des fhaB-Promotors aus
B. pertussis als Vorlage fur die in silico-Anaysen. Fur P1 wird eine putative -10-Box und
zwel maogliche -35-Regionen angegeben, die zu 2 bzw. 3 bp mit der Konsensussequenz
Ubereinstimmen. Fir P2 werden zwel mdgliche -10- und zwei mégliche -35-Bereiche
angegeben. Die beiden moglichen -10-Boxen von P2 zeigen eine groRere Ubereinstimmung
mit der Konsensussequenz als die putative -10-Box des P1-Promotors. Zudem werden beim
P2-Promotor innerhalb der mdglichen -10- und -35-Regionen die von der jewelligen
Konsensussequenz abweichenden Basen meist durch die entsprechend komplementéaren
Basen ersetzt. Die-10-Box von P2 ist in jedem Fall besonders T-reich, was die Bildung eines
offenen Transkriptionskomplexes erleichtern wirde. Die Moglichkeit, dass zwischen der -10-
und der -35-Region der fir starke Promotoren optimale Abstand von 17 bp liegt (Hawley und
McClure, 1983), besteht sowohl fur P2 as auch fur P1. Zusammenfassend deuten die fur P1
und P2 getétigten in silico-Analysen darauf hin, dass es sich bei P2 um einen starkeren
Promotor handelt as bei P1. Die PrimerextensionExperimente zeigen aber, dass die beiden
kongtitutiv aktiven fhaBgy-Promotoren P1 und P2 etwa gleich stark aktiviert werden. Dies
zeigt, dass fur E. coli geltende Regeln beziiglich starker und schwacher Promotoren nicht
ohne weiteres auf B. holmesii angewendet werden kdnnen.

Die als mogliche Promotorelemente angegebenen Sequenzen bel P3 stimmen zum Tell mit
den -10- und -35-Regionen des fhaB-Promotors aus B. pertussis Uberein. An den Anfangs-
positionen konnte auch hier Guanin bzw. Cytosin anstelle von Thymin vorkommen, so dass
auch dieser Promotor fur seine Aktivierung die Hilfe eines Regulatorproteins bendtigt. Die
BvgAgn-Abhangigkeit von P3 wurde durch die PrimerextensionExperimente eindeutig
nachgewiesen. Um eine Aussage treffen zu konnen, ob es sich bei den fur P1, P2 und P3
angegebenen putativen -10- und -35-Regionen tatsachlich um Bindestellen fir die RNA-
Polymerase handelt, muissten DNasel-Footprint-Experimente unter Verwendung der
gereinigten B. holmesii-eigenen RNA-Polymerase, fur P3 eventuell in Kombination mit dem
BvgAgw-Protein durchgefihrt werden.
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Abb. 36: Darstellung putativer -10- und -35-Regionen der fhaBgy-Promotoren P1, P2 und P3im Vergleich
zum Konsensus-Promotor aus E. coli und zum bvg-abhangigen fhaB-Promotor aus B. pertussis (PfhaBgp)
Mdogliche -10- und -35-Elemente innerhalb der P1-, P2- und P3-Regionen sind jeweils eingerahmt. Fir die -35-
Region des fhaB-Promotors aus B. pertussis sind auch zwei verschiedene Bereiche mdglich, die jeweils
eingerahmt sind (Boucher et al., 2001, 2003; Goyard et al., 1995).

52  Charakterisierung putativer BvgAgH-Bindestellen der fhaBg-upstream-Region

Durch in silico-Analysen konnten in der fhaBgp-upstreamRegion vier DNA-Bereiche
identifiziert werden (siehe Abb. 38), die Ubereinstimmungen zu der beschriebenen BvgA-
Konsensussequenz 5- TTA TTCC/T T A -3 aufweisen (Boucher et al., 2001; Karimova et
al., 1996; Marques und Carbonetti, 1997; Roy und Falkow, 1991). Diese putativen BvgAgn-
Bindestellen zeigen Ahnlichkeiten zu ,direct- bzw. ,inverted-repeat“-Anordnungen der
K onsensussequenz. Uber die Positionen -169 bis -153 relativ zum bvg-abhangigen Transkrip-
tionsstart P3 erstreckt sich das am weitesten stromaufwérts gelegene Sequenzmotiv BS1, das
Ahnlichkeiten zu einer , direct-repeat‘-Stuktur zeigt. Die beiden Halbseiten von BS1
enthalten 5 bzw. 6 mit der Konsensussequenz tbereinstimmende Nukleotide und sind durch 3
Nukleotide voneinander getrennt. Innerhalb der weiter stromabwarts lokalisierten ,inverted-
repeat“-ahnlichen Motive BS2 und BS3 stimmen jewells 9 bp von 14 bp mit der
Konsensussequenz fir ,,inverted-repeat“-Stukturen Uberein. Die beiden Halbseiten von BS2
werden durch ein Basenpaar voneinander getrennt. Am weitesten stromabwaérts befindet sich
die putative BvgAgn-Bindestelle B4, in deren beiden ,,inverted-repeat”-&hnlichen Halbseiten
jedoch insgesamt nur 8 bp mit der Konsensussequenz Ubereinstimmen. Berlicksichtigt man
neben der Ubereinstimmenden Anzahl der ,, Konsensus-Nukleotide® zudem die Beobachtung,
dass die Nukleotide Thymin an Position 3, Cytosin an Position 4 und Adenin an Position 7 fir
die BvgA-Bindung an den fhaB-Promotor besonders wichtig sind (Boucher et al., 2001), so
scheinen die beiden Sequenzmotive BS2 und BS3 am ehesten as BvgAgy-Bindestellen
geeignet zu sain.

5.2.1 Invitro-Bindung von BvgAgy an diefhaBgy-upstream-Region

Durch in vitro-Bindestudien konnte gezeigt werden, dass ein DNA-Fragment aus der fhaBgy-
upstream- Region, welches die beschriebenen Sequenzmotive BS1-4 enthdlt, spezifisch durch
den phosphorylierten Response Regulator BvgA gy gebunden wird. In vitro-DNasel - Footprint-
Experimente zeigten, dass innerhalb der fhaBgy-upstream Region ein DNA-Bereich von etwa
-155 bis +48 relativ zum bvg-abhangigen Transkriptionsstart P3 vor dem DNasel-Verdau
geschiitzt bzw. von der BvgAgn-P-Bindung betroffen ist (siehe Abb. 38).
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Diese grofe Region enthdt sowohl die putativen BvgAgy-Bindestellen BS2-4 als auch die
Transkriptionsstartpunkte P1-P3. Ob auch BSL1 innerhalb der geschitzten Region liegt, geht
aus den Footprint-Experimenten nicht hervor. Durch diese Methode kénnen jeweils nur etwa
200 bp grof3e DNA-Regionen auf Proteinbindung untersucht werden. Der BS1-Bereich wurde
durch diese Untersuchungen nicht erfasst. Man muisste weitere Footprint-Experimente unter
Verwendung eines fhaBgy-upstream-Bereichs, in dem das radioaktiv markierte Ende der
Sonde weiter stromaufwérts vom BS1-Bereich lokalisiert ist, durchfiihren. Bel den DNasel-
Footprint-Experimenten fiel auf, dass das durch BvgAgn-Bindung verdnderte Bandenmuster
sehr abrupt erschien. Der abrupte Beginn einer Protektion wurde allerdings auch wahrend in
vitro-DNasel - Footprint-Analysen mit BvgA aus B. pertussis und der ptx-Promotorregion
beschrieben (Zu et al., 1996).

Geht man aufgrund der durch die Footprint-Analysen erhaltenen Ergebnisse davon aus, dass
in vivo der gesamte Bereich von -155 bis +48 der fhaBgy-upstream- Region durch die Bindung
von BvgAgH besetzt wird, so wéaren die putativen -10- und -35-Bereiche der Promotoren P1-
P3 durch BvgAgy-Bindung blockiert und es koénnte keine Erkennung durch die RNA-
Polymerase und somit keine Transkription des fhaBgy-Gens stattfinden. Die Regulations-
studien zeigen aber, dass in B. holmesii sowohl eine bvg-abhangige als auch eine konstitutive
fhaBgy-Transkription stattfindet. Zudem fallt auf, dass sich im Footprint der DNA-Bereich
von ca. -31 bis ca. +48, welcher die Promotoren P1-P3 enthdlt, bezliglich seines Banden
musters vom stromaufwaérts liegenden Bereich (etwa -155 bis -30), der die putativen BvgAgn-
Bindestellen BS2-4 enthdlt, unterscheidet. Im BS2-4-Bereich treten hypersensitive Banden in
regelmaldigen Abstanden von 10 bis 11 Nukleotiden auf. Hypersensitive Banden, die mit einer
Periodizitdt von 10,5 Nukleotiden auftauchen, konnten auch bei Footprint-Experimenten mit
BvgA aus B. pertussis und der ptx-und fhaB-Promotorregion sowie mit BvgAgy und der
bvgASsw-Promotorregion beobachtet werden (Boucher et al., 1995, 1997; Gerlach et al.,
2004). Die erhohte Sensitivitét gegenuber der DNasel-Behandlung ist vermutlich darauf
zuriickzufhren, dass die DNA innerhalb dieser Bereiche um den Proteinkomplex gewickelt
ist (Boucher et al., 1997). Im Bereich von etwa -20 bis +48 scheinen sich die Abstéande
zwischen den auftretenden hypersensitiven Banden auf 5-10 Nukleotide zu verringern.
Allerdings sind die Banden der G+A-Sequenzierungsreaktion (Maxam und Gilbert, 1977) des
DNasel-Footprints im oberen Gelbereich schlecht auftrennbar, weshalb einzelne Banden auf
dem Rontgenfilm schwer zu identifizieren sind. Es besteht deshalb die M6glichkeit, dass auch
im Bereich -20 bis +48 die hypersensitiven Banden in Abstdnden von 10-11 Nukleotiden
auftreten.

Die mogliche Musteranderung der hypersensitiven Banden im P1-P3-Bereich gegentiber dem
BS2-4-Bereich der fhaBgy-upstream-Region kdnnte bedeuten, dass im P1-P3-Bereich keine
BvgAgn-Bindung stattfindet. Stattdessen konnte das verdnderte Bandenmuster in diesem
Bereich eine Folge der BvgAgn-Bindung an den stromaufwaérts angrenzenden Bereich sein,
der die putativen BvgAgn-Bindestellen enthdlt. Mdglicherweise verdndert in vitro die
BvgAgn-Bindung an seine Zielsequenzen innerhab des kurzen, linearen fhaBgy-Promotor-
fragments die DNA-Struktur dahingehend, dass auch ohne BvgAgn-Besetzung der P1-P3-
Region mehrere kurze Sequenzbereiche vor dem DNasel-Verdau geschitzt werden, wahrend
andere Stellen besonders empfindlich gegentiber einem DNasel-Verdau werden. Geht man
davon aus, dass die hypersensitiven Banden Uber den gesamten DNA-Bereich von -155 bis
+48 in regelméddigen Absténden von 10 bis 11 Nukleotiden auftreten, so wére folgende
Erklarung denkbar. In vitro konnte durch den Uberschuss an phosphoryliertem Response
Regulator der ganze DNA-Bereich durch Protein-Protein-Interaktionen mit BvgAgy-P-
Molekilen besetzt werden, obwohl die gebundenen Sequenzen innerhalb der -10- und -35-
Regionen von P1-P3 keine Affinidt zu BvgAgy haben.
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In vivo konnte dies durch eine begrenzte Anzahl an BvgAgy-P-Molekilen sowie die
Anwesenheit der RNA-Polymerase verhindert werden, die anstelle des BvgAgy-Proteins an
ihre Promotorelemente bindet. Moglicherweise wirde die Durchfihrung weiterer DNasel-
Footprint-Experimente in Kombination mit der RNA-Polymerase aus B. holmesii zur
Aufklarung der Bindevorgange im fhaBgy-upstream: Bereich beitragen.

5.2.2 Charakterisierung der Bedeutung der einzelnen putativen BvgAgn-Bindestellen

Anhand von in vitro-Bindestudien und in vivo-Expressionsanalysen wurden die einzelnen
putativen BvgAgn-Bindestellen ndher charakterisiert. Die , direct-repeat”-&hnliche Bindestelle
BS1, welche am weltesten stromaufwarts vom bvg-abhangigen Transkriptionsstartpunkt P3
lokalisiert ist (-153 bis -169), scheint fur die BvgAgn-Bindung nicht von Bedeutung zu sein.
In den Gelretardations-Experimenten konnte durch die alleinige Abwesenheit von BS1 die
Bindeeffizienz von BvgAgn an die fhaBgy-upstream-Region nicht beeinflusst werden (siehe
Abb. 27). In den von Karin Schmitt durchgefthrten Transkriptionsstudien unter Verwendung
von fhaBgy-Promotor-Reportergenfusionen wurde bei BS1-Abwesenheit eine unverandert
starke fhaBgn-Transkription vom bvg-abhangigen Startpunkt P3 beobachtet (personliche
Mitteilung). Zudem konnte auf Proteinebene kein Einfluss der BS1-Deletion auf die GFP-
Expression des entsprechenden B. holmesii- Stammes festgestellt werden (siehe Abb. 29). Im
Allgemeinen spielen , direct-repeat”-Strukturen bel der BvgA-Bindung eher eine untergeord-
nete Rolle, wahrend primére BvgA-Bindestellen mit hoher Affinitdt meist als invertierte,
direkt benachbarte Wiederholungssequenzen angeordnet sind (Karimova und Ullmann, 1997).
Um eine Betelligung von BS1 an der BvgAgn-Bindung jedoch ganzlich auszuschlief3en,
musste gezeigt werden, dass ein DNA-Fragment, welches ausschliefdlich BS1 enthdlt, in vitro
nicht von BvgAgn-P gebunden wird.

Die am weitesten stromaufwaérts gelegene , inverted-repeat”- Struktur BS2 erstreckt sich tber
die Nukleotide -110 bis -124 relativ zu P3. Die in vitro-Bindestudien lassen vermuten, dass
BS2 mit einer relativ starken Effizienz von BvgAgn-P gebunden wird. So wird bei
Abwesenheit von BS2 im fhaBgy-upstreamBereich eine weitaus grofere Menge an BvgAgy-
P zur Bildung eines deutlichen ProteinrDNA-Komplexes bendtigt als bei BS2-Anwesenheit
(siehe Abb. 27). Dies wirde bedeuten, dass die nach BS2-Deletion verbliebenen putativen
BvgAgn-Bindestellen BS3 und BS4 mit einer geringeren Effizienz von BvgAgn-P gebunden
werden als BS2. Allerdings scheint die Anwesenheit von BS3 und B34 fir die Aktivierung
der bvg-abhéangigen fhaBgy- Transkription ausreichend zu sein, wie die Detektion eines relativ
starken P3-Signals im Primerextension-Experiment zeigte. Im Vergleich zur bvg-abhéngigen
fhaBgy-Transkription bei Anwesenheit aller vier putativen BvgAgy-Bindestellen bzw. bel
Anwesenheit von BS2, BS3 und B zeigt der B. holmesii-Stamm mit der BS2-Deletion
jedoch ein leicht abgeschwéchtes P3-Signal (siehe Abb. 28). In den Westernblot-
Experimenten konnte jeweils eine starke GFP-Expression bel alleiniger Anwesenheit von BS3
und B$4 detektiert werden (siehe Abb. 29). Obwohl nicht festgestellt werden kann, wie hoch
dabei der GFP-Anteil aus der konstitutiven fhaBgy-Expression ist, so zeigen die erhaltenen
Daten dennoch, dass das BvgAgn-Protein die fhaBgy- Transkription unabhéngig von BS2
aktivieren kann.

Fehlte zusétzlich zu BS1 und BS2 auch die , inverted-repeat-ahnliche BS3-Sequenz (-59 his -
72), s0 hatte dies erhebliche Auswirkungen sowohl auf die BvgAgn-DNA-Bindung in vitro
als auch auf die bvg-abhangige fhaBgy-Expression in vivo. In Gelretardations- Experimenten
wurde selbst bel grof3en Mengen an BvgAgy-P (800 ng) kein detektierbarer Komplex
zwischen dem Protein und dem fhaBgy-Promotorfragment, welches nur noch BS4 enthielt,
gebildet (siehe Abb. 27).
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Zudem konnte im Primerextension-Experiment bei aleiniger BS4-Anwesenheit kein bvg-
abhangiges P3-Signal detektiert werden (siehe Abb. 28). Auf Proteinebene wurde eine
deutliche Reduktion der GFP-Expression festgestellt (siehe Abb. 29). Die verbleibende GFP-
Menge ist vermutlich auf die kongtitutive fhaBgy-Promotoraktivierung zuriickzufihren. Der
B3A-Bereich alleine (41 bis -54) reicht dso fur eine Aktivierung der fhaBgy- Transkription
durch BvgAgn nicht aus. Dennoch kann eine Beteiligung der BS4-Region an der bvg-
abhangigen fhaBgy-Expression nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Vergleicht man das in
vitro-Bindeverhaten von BvgAgy-P an das BS4-enthaltende DNA-Fragment (Sonde 1V) mit
dem an DNA-Sonde V (siehe Abb. 26), die keine der vier moglichen BvgAgn-Bindestellen
enthdlt, so kann ein klarer Unterschied zwischen den beiden Ansétzen festgestellt werden. So
konnte in den Proben, die die BS4-Sonde enthielten, zwar kein ProteinrDNA-Komplex, aber
dennoch ein Schmier detektiert werden, der fir eine schwache Affinitat dieser Region zu
BvgAgn spricht. Dagegen tritt die Sonde V, welche keine der vier putativen BvgAgh-
Bindestellen enthélt, in den in vitro-Bindestudien jeweils ausschliefdich frei und somit in
Form einer klaren Bande auf (siehe Abb. 27). B$4 kdnnte demnach durchaus eine Rolle als
niedrigaffine BvgAgH-Bindestelle spielen.

Die Deletion aller putativen BvgAgn-Bindestellen fuhrte zu @ner schwachen konstitutiven
fhaBgy-Transkription von P1 und P2 und einer sehr schwachen GFP-Expression des entspre-
chenden B. holmesii-Stammes. Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass durch die Entfernung
aler putativen BvgAgn-Bindestellen auch die Erkennungselemente des P2-Promotors beein-
trachtigt wurden. Die putative -35-Region von P2 ist zwar noch im entsprechenden DNA-
Fragment (haP6) enthalten, aber moglicherweise ist hier die Erkennung durch die RNA-
Polymerase erschwert, so dass keine effiziente konstitutive fhaBgy-Expression stattfinden
kann.

5.2.3 Darstellung einesModéllsfir die BvgAgn-Bindung an diefhaBgy-upstream-
Region

Basierend auf den in vitro- und in vivo-Ergebnissen wird ein Modell fir die BvgAgn-Bindung
des thaBgy-Promotors vorgeschlagen (siehe Abb. 37). Wie fir den bvg-abhéngigen fhabB-
Promotor aus B. pertussis beschrieben, konnte sich auch in B. holmesii ein phosphoryliertes
BvgAgn-Dimer zunéchst an eine primére Bindestelle innerhalb der fhaBgy-upstream-Region
anlagern. Die primére BvgAgn-Bindestelle mit der hochsten Affinitét zu BvgAgy-P kdnnte
die ,inverted-repeat“-ghnliche BS2-Struktur darstellen, da diese in vitro mit der grofdten
Effizienz von BvgAgn-P gebunden wird. Die Bindung von BvgAgn-P als Dimer kann fir den
fhaBgy-Promotor angenommen werden. Die Beschaffenheit der putativen BvgAgu-Binde-
stellen aus der fhaBgp-upstream-Region spricht fur diese Art der BvgA-Bindung, denn es
handelt sich jeweils um zwei Halbseiten mit Ubereinstimmungen zur K onsensussequenz.

Auf die primére BS2-Besetzung durch ein BvgAgn-P-Dimer konnte die Bindung eines
weiteren BvgAgw-P-Dimers an BS3 erfolgen, denn BS3 wird in vitro mit der zwelitgrofdten
Effizienz von BvgAgH-P gebunden. BS3 kann deshab als ,, sekundare” BvgAgn-Bindestelle
betrachtet werden. Die BvgAgn-Bindung an BS3 kann jedoch vermutlich unabhéngig von
einem an BS2 gebundenen BvgAgy-P-Dimer stattfinden, denn die Anwesenheit von BS2 war
nicht erforderlich, um in vitro eine BvgAgn-P-Bindung an BS3 zu beobachten bzw. in vivo
die bvg-abhangige fhaBgn-Transkription zu aktivieren. Allerdings kann aufgrund der im
Vergleich zu BS2 niedrigeren BvgAgn-P-Affinitdt von BS3 vermutet werden, dass
kooperative Protein-Protein-Interaktionen fir die Stabiliserung des an BS3 gebundenen
BvgAgn-P-Dimers erforderlich sind. Der aufféllig grof3e Bereich von 37 bp zwischen BS2
und BS3 kdnnte dabei eine Rolle spielen.
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Obwohl diese Region keine typischen mit der BvgA-Konsensussequenz tbereinstimmenden
Bereiche aufweist, wére die Anlagerung von BvgAgn-Dimeren in diesem Bereich denkbar. Es
waére vorstellbar, dass der 37 bp grof3e DNA-Bereich zwischen BS2 und BS3 Platz fur zwei
weitere BvgAgn-P-Dimere bietet. Die Bindung von BvgA-Dimeren an unspezifische DNA-
Sequenzen wurde auch fur die sekundére Binderegion des fhaB-Promotors aus B. pertussis
beschrieben, die etwa 45 bp enthélt und von zwei BvgA-Dimeren gebunden wird (Boucher et
al., 2003). Fir eine lickenlose BvgAgy-P-Bindung des fhaBgy-upstream Bereichs zwischen
BS2 und BS3 spricht auch das im DNasel-Footprint-Experiment beobachtete regelmaliige
Auftreten von hypersensitiven Banden in diesem Bereich.

Es wére also denkbar, dass nach Besetzung von BS2 und BS3 eine unspezifische Anlagerung
von zwei weiteren BvgAgn-Dimeren an den DNA-Abschnitt zwischen BS2 und BS3 erfolgt,
wobel die Bndung dieser BvgAgn-Molekile hauptsachlich auf kooperative Protein-Protein
Interaktionen zurlckzufihren wére. Die nun an BS2-, BS3- und den Zwischenbereich
gebundenen BvgAgn-P-Dimere konnten sich gegenseitig stabiliseren. Das Modell sieht
weiterhin vor, dass BS4 von einem BvgAgn-P-Dimer besetzt wird. Diese Bindung hangt
vermutlich auch von Protein-Protein-Wechselwirkungen ab und erfordert wahrscheinlich die
Anwesenheit des BS3-Dimers. Die DNA-Region, die BS3 und B34 enthdlt, wird in diesem
Modell asdie , sekundare” Binderegion bezeichnet. Die BS4-Bindestelle Uberlappt mit der -
35-Region des bvg-abhéngigen Promotors P3. Wie auch fur den fhaB-Promotor aus B.
pertussis vermutet, konnte das am weitesten stromabwarts lokalisierte BvgAgn-P-Dimer die
Bindung der RNA-Polymerase beguinstigen, wodurch die Transkriptionsinitiation ermdglicht
wird.

RNA-P i
[
BS2 BS3 B4 .35
, Primére* ~unspezifischer" » Sekundare”
Bindestelle  Bindebereich Binderegion

Abb. 37: Schematische Dar stellung eines Modells zur BvgAgn-Bindung im fhaBgy-upstream-Ber eich

Ein Kugelpaar stellt jeweils ein an die DNA gebundenes BvgAgy-P-Dimer dar. Das BvgAgy-P-Dimer, welches
an die primédre BvgAgn-Bindestelle BS2 bindet, ist schwarz eingeférbt. Das an BS3 innerhalb der sekundéren
Binderegion anheftende BvgAgy-P-Dimer ist dunkelgrau gefarbt. In hellgrau sind die BvgAgy-P-Dimere
dargestellt, deren DNA-Bindung vermutlich hauptsachlich durch kooperative Protein-Protein-Interaktionen
zustande kommt. P3 bezeichnet den bvg-abhangigen fhaBgy-Promotor, dessen putative -35-Region mit BS4
Uberlappt. RNA -P steht fur die RNA -Polymerase, die vermutlich mit dem an BS4 gebundenen BvgAgy-P-Dimer
interagiert, was zur Initiation der bvg-abhéngigen fhaBgy-Transkription flhrt.

5.2.4 Regulation von fhaBgy in B. pertussis

Um zu erforschen, ob in B. pertussis eine Expression des fhaBgy-Gens stattfinden kann und
wie die Regulation einer mdglichen fhaBgy-Transkription in B. pertussis erfolgt, wurde
wiederum die Reportergenfusion fhaPgn-gfp verwendet, die sowohl im wildtypischen B.
pertusss-Stamm BP Tl as auch in der BvgA-Mutante BP 359 in trans vorliegt.
Interessanterweise konnten in BP Tl (pMMB208-fhaPgh-gfp) die beiden Transkriptions-
startpunkte P1 und P3 detektiert werden, die beziiglich ihrer Positionen den Promotoren P1
und P3 aus B. holmesii G7702 (pMMB208-fhaPgn-gfp) entsprechen (siehe Abb. 31).
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Bel Abwesenheit von BvgA, aso im Stamm BP 359 (pMMB208-fhaPgy-gfp), tritt dagegen
ausschliefdlich der Transkriptionsstartpunkt P1 auf. Sowohl im Wildtyp als auch in der BvgA-
Mutante von B. pertussis konnte der in B. holmesii auftretende konstitutiv aktive P2-Promotor
nicht detektiert werden. Eine konstitutive, bvg-unabhangige fhaBgy-Transkription findet also
in B. pertussis ausschliefdich Uber P1 statt. Die Westernblot- Experimente mit den beschrie-
benen B. pertussis-Stammen bestétigten die Beobachtung einer starken, bvg-abhangigen
fhaBgy-Expression und einer im Vergleich zu B. holmesii relativ schwachen konstitutiven
fhaBgy- Expression anhand der jeweils detektierten GFP-Mengen.

Das Auftreten des bvg-abhangigen fhaBgy-Promotors P3 im wildtypischen B. pertussis
Stamm wnd seine Abwesenheit in der BvgA-Mutante zeigt, dass eine bvg-abhangige fhaBgy-
Transkription auch in B. pertussis stattfindet und dort am gleichen Startpunkt (P3) initiiert
wird, wie in B. holmesii. Das bedeutet, dass BvgA aus B. pertussisin der Lage sein muss, den
fhaBgn-upstreamBereich  zu binden und die fhaBgy-Transkription zu aktivieren.
Moglicherweise bindet der Response Regulator aus B. pertussis dabei an die in der fhaBgy-
upstream Region identifizierten putativen BvgAgy-Bindestellen BS2, BS3 und BS4. Da die
identifizierten , inverted-repeat“-Stukturen BS2-4 zum Teil hohe Ubereinstimmungen zu der
beschriebenen Konsensussequenz aufweisen, ist eine Bindung derer durch BvgAgp nahe
liegend. Die Abweichungen innerhalb der fhaBgy-upstreamRegion bezlglich der
Zusammensetzung und Anordnung der putativen BvgAgn-Bindesstellen scheinen von dem
Response Regulator aus B. pertussis toleriert zu werden. Erstaunlich ist jedoch die Tatsache,
dass im umgekehrten Fall BvgAgy aus B. holmesii nicht in der Lage ist, an den fhaB-
Promotorbereich aus B. pertussis zu binden, wie durch in vitro-Bindestudien gezeigt wurde
(Gerlach et al., 2004). Neueste Untersuchungen zeigen, dass das unterschiedliche
Bindeverhalten der beiden Proteine vermutlich auf Sequenzunterschiede innerhalb der
Outputdomane zurtickzufthren ist (Aleksandra Horvat, personliche Mitteilung). Zudem waére
denkbar, dass die spezifische Bindung von BvgAgy an den fhaBgy-Promotor auch von der
Architektur dieses Promotors abhangt, wobel Symmetrie und Anordnung der BvgAgw-
Bindestellen eine Rolle spielen konnten.

Das Fehlen des P2-Signadsin B. pertussis konnte durch mdgliche Unterschiede in der RNA-
Polymerase aus B. pertussis und B. holmesii erklart werden. Demnach kénnten die
Promotoren P1 und P2 aus B. holmesii aufgrund der Zusammensetzung bzw. Anordnung ihrer
Promotorelemente eine unterschiedliche Affinitdét zur RNA-Polymerase aus B. pertussis
aufweisen. So konnte die RNA-Polymerase aus B. pertussis die -10- und -35-Region des P1-
Promotors erkennen, wahrend die entsprechenden Sequenzen des P2-Promotors aufgrund
spezieller Abweichungen nicht gebunden werden. Mdglicherweise adhneln die PI1-
Erkennungssequenzen eher den in B. pertussis nattrlicherweise vorkommenden Promotor-
elementen. Diese Vermutung triff zumindest fir die mogliche -10-Region des P1-Promotors
aus B. holmesii zu, die, wie die des fhaBgp-Promotors, vorwiegend die Nukleotide C und A
enthalt, wahrend die putative - 10-Box des P2-Promotors sehr T-reich ist (sehe Abb. 36).

Aus der Beobachtung, dass P1 in B. pertussis als konstitutv aktiver Promotor erkannt und
aktiviert wird, kann zudem geschlossen werden, dass es sich bei P1 in B. holmesii ebenso um
einen Promotor handelt und dass das P1-Transkript nicht durch einen in vivo-Abbau des P2-
Transkripts entsteht.
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5.2.5 DieBedeutung der fhaBgy-Promotorstruktur

Interessanterweise unterscheidet sich der fhaB-Promotor aus B. holmesii bezlglich der
Symmetrie und Anordnung seiner putativen BvgAgn-Bindestellen deutlich vom bvgAS
Promotor dieser Bordetella-Art (Gerlach et al., 2004). Im bvgASgn-upstream: Bereich konnten
vier ,inverted-repeat“-ahnliche Strukturen identifiziert werden, von denen aber jeweils nur
eine Halbseite Ubereinstimmungen zur Konsensussequenz aufweist. Es wird vermutet, dass es
sich bel den beiden an weitesten stromabwarts lokalisierten Bindestellen, die die hochste
Ahnlichkeit zur Konsensussequenz aufweisen, um primare BvgAgn-Bindestellen handelt,
waéhrend die beiden stromaufwarts gelegenen , inverted-repeat”-Strukturen die sekundéren
Bindestellen darstellen. Eine @nliche Symmetrie und Anordnung der BvgA-Bindestellen
wurde auch fur den bvg-abhangigen und dennoch starken bvgR-Promotor aus B. pertussis
beschrieben (Merkel et al., 2003). Auch bei dem bvgAS-Promotor aus B. holmesii scheint es
sich um einen im Vergleich zum fhaBgy-Promotor stéarkeren Promotor mit einer hdheren
Affinitdt zu BvgAgn zu handeln, denn in den in vitro-Experimenten waren deutlich geringere
Mengen an BvgAgy-P fir eine Bindung an die bvgASsh-upstream Region notwendig.
Moglicherweise enthédt B. holmesii, wie auch die , klassischen” Bordetella-Arten, mehrere
unterschiedlich gestaltete Promotoren, die individuell durch BvgA Sgn reguliert werden.

Die Anordnung der putativen BvgAgn-Bindestellen im fhaB-Promotor aus B. holmesii wurde
vorwiegend mit der des fhaB-Promotors aus B. pertussis verglichen (siehe Abb. 38). Beim
fhaB-Promotor aus B. pertussisist das Zentrum der primédren BvgA-Bindestelle an Position -
88,5 lokalisiert. Zur Initiation der bvg-abhangigen fhaB- Transkription ist die Bindung von
insgesamt drel BvgA-Dimeren noétig (Boucher et al., 2003). Der fhaBgp-Promotor wird also
schon bei relativ geringen Mengen an phosphoryliertem BvgA aktiviert und zudem mit hoher
Affinid von diesem gebunden (Boucher et al., 1997; 2001; Cotter und Jores, 2003).
Vermutlich aus diesen Grinden wird die fhaB- Transkription sehr schnell nach einem BvgA S-
aktivierenden Signal initiiert (Kinnear et al., 1999, 2001). Im Gegensatz dazu erfordern
andere bvg-abhéangige Promotoren, wie z. B. der ptx-Promotor, gro3e Mengen an phos
phoryliertem BvgA, um ihre ausgedehnten, niedrigaffinen Promotorbereiche mit BvgA-
Dimeren besetzen zu konnen. Demnach werden solche Gene erst spdt nach einer BvgAS-
Induktion transkribiert (Boucher und Stibitz, 1995; Kinnear et al., 2001; Jones et al., 2005).

Das Zentrum der vermutlich primédren BvgAgn-Bindestelle BS2 im fhaBgy-upstream: Bereich
befindet sich an Position -117 und somit relativ weit stromaufwarts vom bvg-abhangigen
fhaBgy-Promotor P3 (siehe Abb. 38). Zudem wurden in den in vitro-Bindestudien bei B.
holmesii weitaus grofere Mengen an BvgAgn-P bendtigt, um eine Bindung an den fhaBgn-
upstream-Bereich zu erzielen, als das bei Verwendung von BvgA-P und dem fhaB-Promotor
aus B. pertussis der Fall ist (siehe Abb. 16 und Gerlach et al., 2004). Mdglicherweise spielen
hier unterschiedliche Phosphorylierungseigenschaften der beiden Response Regulatoren aus
B. holmesii und B. pertussis eine Rolle. So kdnnte BvgAgp in vitro effizienter phosphoryliert
werden as BvgAgh. Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass die vermutlich primére
BvgAgn-Bindestelle BS2 aus B. holmesii eine im Vergleich zur priméaren BvgA-Bindestelle
des B. pertussis-fhaB-Promotors geringere BvgA-Affinitét aufweist. So weichen in BS2 finf
von insgesamt vierzehn Nukleotiden von der Konsensussequenz ab. Zudem werden beide
Halbseiten von BS2 durch ein Basenpaar voneinander getrennt, wahrend die primére BvgA-
Bindestelle des fhaBgp-Promotors eine perfekte ,inverted-repeat”-Struktur mit direkt
benachbarten Halbseiten darstellt.
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Der grol3e Abstand zwischen BS2 und dem fhaBgy-Promotor P3 l&sst vermuten, dass an der
Aktivierung der fhaB-Expression in B. holmesii wahrscheinlich mehr als drei BvgAgn-Dimere
beteiligt sind. Der bvg-abhangige fhaBg-Promotor wird vermutlich erst aktiviert, wenn eine
ausreichende Menge an BvgAgn-P zur Verfigung steht, damit die vielen, vergleichsweise
niedrigaffinen BvgAgn-Bindestellen besetzt werden kénnen (siehe Modell unter 5.2.3). In B.
holmesii konnte deshalb auch die konstitutive fhaBgn-Expression eine wichtige Rolle spielen.
Bel den Mitgliedern des B. bronchiseptica-Clusters wird nach einem BvgAS-stimulierenden
Signal der Adhasionsfaktor FHA schnell produziert und kann seine wichtige Funktion,
beispielsweise bel der Kolonisierung eines neuen Wirtes awsiiben. In B. holmesii kdnnte diese
erste wichtige Adhdrenz an Wirtsgewebe durch die kongtitutive fhaBgy-Expression
gewdhrleistet werden. Vermutlich wird die konstitutive fhaBgsy-Expression nach einem
BvgA Sgy-stimulierenden Signal durch die bvg-abhéngige fhaBgy-Expression unterstiitzt, was
eine erfolgreiche Infektion des Wirtes gewahrleisten konnte. Auch fur B. pertussis ist nicht
auszuschlief3en, dass eine konstitutive fhaB-Expression eine Rolle spielt, denn tber in vitro-
Transkriptionsstudien konnte ein konstitutiv aktiver fhaB-Promotor bei Abwesenheit von
BvgA-P detektiert werden (siehe Abb. 38), dessen in vivo-Relevanz noch nicht gekléart ist
(Boucher et al., 1997).

Verglichen mit dem fhaBgy-Promotor scheint der bvgAS-Promotor aus B. holmesii durch
geringere Mengen an BvgAgy-P aktiviert zu werden (Gerlach et al., 2004). Dies erscheint
snnvoll, wenn man in Erwdgung zieht, dass in B. holmesii neben bvgAS und fhaB
wahrscheinlich weitere Virulenzfaktoren durch das BvgAS-System aktiviert werden und
hierfir mehr oder weniger hohe Konzentrationen an phosphoryliertem BvgAgH notig sind.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit kann angenommen werden, dass die Virulenz-
genexpression bei dem humanpathogenen Keim B. holmesii, ebenso wie bel B. pertussis,
durch das BvgA S-System gesteuert wird. Dennoch scheint es Unterschiede in der Regulation
einzelner Promotoren der beiden Arten zu geben. Diese konnten zum einen aus der
unterschiedlichen Architektur dieser Promotoren resultieren, zum anderen konnten unter-
schiedliche Bindeeigenschaften der beiden Response Regulatoren eine Rolle spielen.
Mdogliche Unterschiede in den pathogenen Eigenschaften von B. pertussis und B. holmesi
konnten dieser differentiellen Genregulation zu Grunde liegen. So verursacht B. holmesii
bekanntermal3en eine mildere Form des Keuchhustens beim Menschen als B. pertussis. In
Zukunft wird es von Interesse sein, mehr Uber die pathogenen Eigenschaften von B. holmesii
zu erfahren. Hierfir mussten weitere Virulenzgene identifiziert und ihre Bedeutung anhand
von Zelkultur-Experimenten sowie im Tiermodell untersucht werden. Moglicherweise
kénnen dadurch weitere Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Expression und
Regulation von Virulenzgenen bei B. holmesii und B. pertussis aufgedeckt werden.
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fhaB-upstream-Region aus B. holmesii:

BS1
5'- CTGATAACGC TTGGTTAATT AGTCCTA TCCAAAAGGC GCTGCACGGG GCAAGGA-
3'- GACTATTGCG AACCAAT TAA TCAGGAT AGGTTTTCCG CGACGTGCCC CGTTCCT-
-169 o 153
S S S I = BN

-CGAGGATG T GGTCCTA G TTGGTTCGAG AGAGGGTGCG ACTATCCTGA CACATT GAGGAGT GATCCTA-
-GCT CCTAC A CCAGGAT C AACCAAGCTC TCTCCCACG C TGATAGGACT GTGTAA gTCC TCA CTAGGAlV'-

-124 -110 -72 -59

P3

B4 . -35 -10

-CATG TAAGTAG GGCCCTIG TG AAGITGTTGCG CTGAGTAGTG TC [CTGCATIC ATCTGCTTAATTT -3
-GTAC ATT CATC CCGGGAC AC TTCACAACGC GACTCATCAC AGAGACGTAG TAGACGAATTAAA -5°

-54 -41

fhaB-upstream-Region ausB. pertussis
P*
35 < IR > -10 |->
5'- GTGCCGGACA GGGTTTGATG GTITIGAC TTAAGAAA TTTCCTA CAAGTCTTGI[TATAAAITATC CATTGATGGAA
3- CACGGCCTGT CCCAAACTAC CAAACTG ATTCTTT AAAGGAT GTTCAGAAC ATATTTATAG GTAACTACCT-

-95 -82 -79

P
sekundére BS -35 -10 Buga
CGGGATCATT AETG&ETE \C GPAGTGCTGA GGTTTATCCA GACTATGGCA CTGGATTTCAAAA -3
LGCCCTAGTAA TGACTGACTTG CTTCACGACT CCAAATAGGT CTGATACCGT GACCTAAAGTTTT -5
-35

Abb. 38: Darstellung der fhaB-upstream-Regionen ausB. holmesii und B. pertussis

In der fhaBgn-upstream-Region werden die putativen BvgAgy-Bindestellen BS1-4 dargestellt (fett gedruckt). Die
Pfeile kennzeichnen dabei die Anordnung von BS1-4 entweder als , direct-repeat”- (gleiche Orientierung) oder
as ,inverted-repeat”-dhnliche Struktur (entgegengesetzte Orientierung). Die mit der Konsensussequenz fir
BvgA-Bindung Ubereinstimmenden Nukleotide sind blau eingeférbt. Der graue Balken kennzeichnet in etwa die
DNA-Region, diein vitro durch BvgAgy-Bindung vor einem DNasel-Verdau geschiitzt wird (siehe auch Abb. 19
und 25). Der gestrichelte Pfeil bezeichnet die Region, in der mdglicherweise eine ,unspezifische® BvgAgy-
Bindung stattfindet. Dargestellt ist zudem der bvg-abhéngige Transkriptionsstartpunkt P3; putative -10- und -35-
Sequenzen sind eingerahmt. In der fhaB-upstream-Region aus B. pertussis ist die ,inverted-repeat”-Sequenz
(IR), die die primdre BvgA-Bindestelle darstellt, blau hervorgehoben. Der violett eingefarbte Bereich
kennzeichnet die sekundére Binderegion. Zudem ist der bvg-abhéngige Promotor (Payga) mit dazugehorigen -10-
und -35-Elementen dargestellt. P* bezeichnet den durch in vitro-Transkriptionsstudien identifizierten konstitutiv
aktiven fhaB-Promotor; seine putativen -10- und -35- Bereiche werden ebenfalls angegeben (Boucher et al.,
1997; 2003). Die Zahlen geben jeweils die Nukleotidposition relativ zum bvg-abhéngigen Transkriptions-
startpunkt an.
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FHAB. B. PERTUSSI S Nvdls...... ..........
FHAB. B. HOLMESI | N
FHAB. B. AVI UM FAWN. . ... ... ... .
FHAB. B. PETRI | LGTTKDNEVA GGATKEHGTS
FHAB. B. PERTUSSI S TK. . DPARL[ v
FHAB. B. HOLMES! | K AS. . H..
FHAB.B.AVIUM  ROARBHVESH B NVVINE. ... ... ..
FHAB. B. PETRI | RD EAGQQALT
3601 3650
FHAB. B. PERTUSSI S ,!. \Ig GKSL . .R v ETPTPD. . W
FHAB. B. HOLMESI | .. NNTREEYY ACGEE. . SANS WALK. . . ... . PA L . VE
FHAB.B.AVIULM .. NNTREEY AGEE. . SVBIS WFPTS. ... .. PKFL P..SP
FHAB. B. PETRI | RQ.GQFLTNR AIEI MSKAE
3651 3700
FHAB. B. PERTUSSI S SRP. .. ....TTBPAS SVAT RPKVE
FHAB. B. HOLMESI | VVKTKV VNTQTATI TP DP WK KTETAT
FHAB. B. AVI UM PPBBPPP. .. .... PPEPPP BK. DPPPRPPPPK PPPP
FHAB. B. PETRI | RDQAGAEAER LRL aGS IVI\/G AASG\VT GAT QAAVUN
3701 3750
FHAB. B. PERTUSSI S TGSAASAS. . AGGA P . BrvE
FHAB. B. HOLMESI | VSSTPKVOYA | WKIAE TA . IKV
FHAB. B. AVI UM PPPPPKVK. . PPPPP PPP PPPPPPP .BPPP
FHAB. B. PETRI | YLQGLAATEV KREADGMGSG ANAEAARABL GAA GGGASOAGA
3800
FHAB. B. PERTUSSI S RP WAE l TIKVETV ETTKPLPK [BL L
FHAB. B. HOLMES! | HPAP TVTTTP CEVD .
FHAB. B. AVI UM PPPPPPP PPKV P PPPPPPPP PPPPP PPR. . ..
FHAB. B. PETRI | GAASSVLA THLBsVAGDE LBAGEK | VAGT ATGBANVDAAT
3801
FHAB. B. PERTUSSI S . VTKAPPPWW ETAQPL . PﬂC\T/PG . I/ KATVT
FHAB. B. HOLMVES | .TKVI KTEK. ATLT .. H N. . PAVSTPVS.
FHAB. B. AVI UM . VKKVIDPPP. PPPPP .. KVDPPP. . PPPP. . PPKVKKVB. P
FHAB. B. PETRI | SASSAATELA NNAL SL SFAABASTCR ALGTCOBlQ KYRDL SVENE
3851 3900
FHAB. B. PERTUSSI S S. .. APPKPA .. KAERP LS
FHAB. B. HOLMES! | P... PKLVAP ﬁw NI
FHAB. B. AVI UM P. .. PPPPPP . BPkPKA BP. . RPSBST
FHAB. B. PETRI | EKM ALCAQD GD FVE EL DABFGL DI Al
3901
FHAB. B. PERTUSSI S LT
FHAB. B. HOLMESI |
FHAB. B. AVI UM I
FHAB. B. PETRI | YLEQH G ALNTEI KYGLTSE AAA AA AAVG\/T
3951
FHAB. B. PERTUSSI S
FHAB. B. HOLMESI |
FHAB. B. AVI UM L
FHAB. B. PETRI | NLGGTLK
4050
FHAB. B. PERTUSSI S LE L RIBED ..  .......... GV EinE-——--
FHAB. B. HOLMESI | i L ~—~—
FHAB. B. AVI UM RBRRDE ... ..........  CEONMRYTY RSV~~~
FHAB. B. PETRI | Y GF SPGTKQFE

Abb. 39: Alignment der FhaB -Aminosiur esequenzen ver schiedener Bordetella-Arten. Die FhaB-Sequenzen
von B. pertussis und B. aviumbeziehen sich auf den in den Datenbanken veroffentlichten Daten. (B. pertussis:
M60351, B. avium AY 155576); B. petrii: https://www.uni-bielefeld.de/groups brf/software/gendb. Die FhaB-
Sequenz von B. holmesii wurde im Rahmen dieser Arbeit ermittelt.
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Abb. 40:
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541

601

DNA- und Proteinsequenz des fhaB-Gens aus B. holmesii

GIGAACGCCTCTCTCTATCGT TTGATCTTCAGCAAAGT ACTGGGGATGTATGT CCCGGTA
CACTTGCGGAGAGAGATAGCAAACTAGAAGT CGT TTCATGACCCCTACATACAGGGECCAT
vV NASLYRLI FSKVL GMY VPV
TCCGAACT CAAGACGGECGEGT CGCCGCAAGGECCEECGAGCGECGCACCGEEECAGECEEG
AGGCTTGAGT TCTGCCGCCCAGCGECGT TCCCEECCECT CACGCGT GECCCCGT CCGCCC
S EL KTAGRRIKU GRRARTGAGG
CCATATCGCTTACGTATGCTCTCTTGCGCGCTCTGECTGECCT TTGECCT GT CCGEECCT
GGTATAGCGAAT GCATACGAGAGAACGCGCGAGACCGACCGGAAACCGGACAGGECCCGEGEA
P YRLRMLSCALWLAFGL S GP
GCAGGCGCGCAGGT CACGCCCGCT GCCGECECCCGCCACAACGACACATACGT CCGCCAAT
CGT CCCCAECGT CCAGT GCGEECGACEECCECEECEET GT TGCTGT GTATGCAGGECGGT TA
AAG A QVTWPAAGAATTTMHTS AN
GGCGTGCCAGT GATTAACAT CGCT GCACCCGAT GCCCACGGECCTGT CGCACAACAAATTC
CCGCACGGT CACTAATTGT AGCGACGT GGGCTACGGGT GCCGGACAGCGTGT TGT TTAAG
GV PVI NI A APDAHG GL S HNKF
CAGCAGT TCAACAT CGT GECGECCEEECAECEET GT TCAACAACAGCAAGCAGAACGGT CGA
GTCGT CAAGT TGTAGCACCGCGGECCCGCGCCACAAGT TGT TGTCGT TCGT CTTGCCAGCT
Q QF NI VAP GAV FNNSIKQNGHR
TCGCAGAT CGCCGGACAGAT CAGCCGCAAT CCCAACCT GACCGGECGCGCTGECCTCAACC
AGCGT CTAGCGGECCT GTCTAGT CGGCGT TAGGGT TGGACT GGCCGCGCGACCCGAGT TGG
S QI A GQI S RNPNLTGALAST
ATTCTGT CCGAAGT GACCGGT CCCGECGCCAGCAGCCT CAACGGAACGCTGGAAGT CCAC
TAAGACAGCCT TCACT GECCAGGECCGCGEGET CGT CGGAGT TGCCT TGCGACCT TCAGGT G
Il L S EVTGPSGASSILNGTILEVH
GGCGGAACCGCCAACCT CATCATCGCCAAT CCCAATGGCATCAGCGT CGATGGECCTTACC
CCGCCTTGECGGT TGGAGTAGT AGCGGT TAGGEGT TACCGT AGT CGCAGCTACCGGAAT GG
GGTANLI I ANPNGI SV DGLT
ACCCTCAACACGCACAGCCT GACGCT GT CGACGEGECGT GCCGAGCGT GCGAGACGECGT C
TGGGAGT TGT GCGT GT CGGACT GCGACAGCT GCCCGCACGGECT CGCACGCT CTGCCGCAG
T L NTHSLTLSTGVZPSVIRDGYV
GI'CTCGCTGEGECGT CACCCAGGEGET CAGCT CACCGT GGECAGCAGT GGCGT CAATACCGAT
CAGAGCGACCCGCAGT GEGT CCCAGT CGAGT GBCACCCGT CGTCACCGCAGT TATGCGCTA

vV S L GV TQGQLTVGS S GV NTD
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661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

GGTI'TTGCAGACCT TCGACAT GGT GGCCAAGCT CAT CCAGAT CGGCGEGEECCATTGECGEEC
CCAAACGT CTGGAAGCT GTACCACCGGT TCGAGT AGGT CTAGCCGCCCCGGTAACCGCCG
G L QTFDMVAKILI QI GGAI GG
ACGCAAGGCAACCAGGCCGATAT CAAGGCGCTAGCGEECAGCAGCAACT TCATCACCGCT
TGCGTTCCGT TGGTCCCGECTATAGT TCCGCGAT CGCCCGT CGT CGT TGAAGT AGT GGCGA
T Q GNQADI KAL AGSSNZFI TA
ACAAGGT CCGCAGCGCCGGT GCGECECAAGCGCGECCGCCGAGECAGECTCGEELCTATGCC
TGT TCCAGGCGT CGCGECCACGCCACGT TCGCGCGEECEECT CCGT CCGAGCCCGATACGS
T RSAAPVIRRIKRAAEAGSGY A
ATCGACGCCCAGCGCCGCEEECECCAT GCACGGCAAGCCCATCACCCTGATATCCACCGAT
TAGCT GCCGT CGCGECECCCECGGTACGT GCCGT TCCGGTAGT GGGACTATAGGT GGCTA
I DGSAAGAMHGKAI TL I S TD
GCGEGECCT GEEEGTACGCCAGCCGEECACGCTCGTATCTGCCGGAGACATCAGTATCGAC
CGCCCGGACCCCCAT GCGGT CEECCCGT GCGAGCATAGACGCECCTCTGTAGT CATAGCTG
AAGL GVRQPGTULV S AGDI S 1 D
GCCCGCGECAACGT CGAGGT CGGCAGT GCCAAAGCCAGGGATCTGECCT TGCGT GCCGEC
CGGGECGCCGT TGCAGCT CCAGCCGT CACGGT TTCGGT CCCTAGACCGGAACGCACGECCG
AR GNVEVGSAKARIDLALRASG
GCGGACGT CAAGGCCGGECACCGT TCAAACCGCT GGCAAACT CACCGCCAGCGCTGECCEC
CGCCTGCAGI TCCGGECCGT GGCAAGT TTGECGACCGT TTGAGT GECGGT CGCGACCGECG
ADVKAGTVQTAGKTULTASAG GHR
AACCT GECGGT CGATACGAT GGT GGCAGGCCAGGEGCGCCAGCATCACTACGGACT CCGEC
TTGGACCGCCAGCTATGCTACCACCGT CCGGT CCCGCGGT CGTAGT GATGCCTGAGGCCG
NL AVDTMVAGOQGASI TTDSG
GACAT CACGCT GGGACCGECCEECAAGGCCGAAAGCGCCGCCT CCGAGCT CACCGGCAAT
CTGTAGT GCGACCCT GGCCGECCGT TCCAECT TTCECGECCGAGECT CGAGT GGCCGT TA
bl T L GP AGKAESAASTEULTGN
GI'CGAACT CACCGCGCGCAACGGCAGCAT CATCCT GT CGCGT GACAT CAAGGCCGATAGT
CAGCTTGAGT GECGCGCGT TGCCGT CGTAGT AGGACAGCGCACTGTAGT TCCGGCTATCA
V EL T ARNSGSI1T I L S RDI KADS
TTCAAGGT CAGCGGCAAGAAGCT GGGT AT TCCGCAAT GCCGT GGT CGAGGCCAGCGGECAAG
AAGTTCCAGT CCCGT TCTTCGACCCATAAGGCGT TACGGCACCAGCTCCGGTCGECCGITC

F K VRARSWYVZFIRNAVYVEASGHK
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960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

AGCGGCGCGCCCAACAGCGT AGAT GT GGAGGT CAGCGAT CGCAT CGT GCTGGT CGECGCC

TCGCCGCGCGEGT TGTCGCATCTACACCT CCAGT CGCTAGCGT AGCACGACCAGCCECGG

S GA PNSVDVEVYVSDWRI VL V GA
CTGCATGGT GTTGACGGCGCAGGCAATCCCATCACCAATTCGGTGGTCAAGATGGTGGAC
--------- e

GACGTACCACAACT GCCGCGT CCGT TAGGGTAGT GGT TAAGCCACCAGT TCTACCACCT G
L HGVDGAGNWPI TNSVV KMVD
GGACGT CCCGT GGT GCACGAAGCGT CCTCCGGECAAAGCT CTCCCAGAT GCGACCGT GEEC
CCTGCAGGGECACCACGT GCTTCGCAGGAGGECCGT TTCGAGAGGGT CTACGCT GGCACCCG
GRPVV HEASSG GKALUPDATVG
TCCAGCGT CGGT GT GCGT GCCCTCAAGGGCAATATCCTGT TAAAGGGTAGI TCGCTCGAC
AGGTCGCAGCCACACGCACGGGAGT TCCCGT TATAGGACAATTTCCCATCAAGCGAGCT G
S S VGVRALIKGNI L L KGS S LD
AATCAAAGCAGCGT CATCACCGCACT TGACGGCGATACCACGCT GAGCT TCACCGGCAAT
TTAGTTTCGT CGCAGT AGT GGCGT GAACT GCCGCTATGGT GCGACT CGAAGT GGCCGTTA
NQSSVI TALDGDTTUL S F T GN
ATCGAGAACCAGGCECGT GATTCAGAGCAAGAAGCGECTCACGGT TACAGCAAAGGACATA
TAGCTCTTGGTCCCGCACTAAGT CTCGT TCTTCGCCGAGT GCCAATGT CGT TTCCTGTAT
I ENQGVI QS KKRLTVTAIKD.I
AAAAATACCCTGCTGT TCGATTCCGATACCAATATCGAACT CACCGCTAGCGGAAAAATT
TTTTTATGCGACGACAAGCTAAGGCTATGGT TATAGCT TGAGTGGCGATCCCCTTTTTAA
K NT L L FDSDTNI EL TASGK
GAGAACACT GGCGAGATCTCATCGCTGGACAAGATAAACAAACGCGCCGT GCGCAATGT A
CTCTTGTGACCGCTCTAGAGTAGCGACCTGT TCTATTTGI TTGCGCGGCACGCGT TACAT
E NT GE Il S S L DI KI NKRAVRNYV
CTTCTGCATGCGGGT GAAAAACT GACCAACAGCGGGT TTCTGEGEECATCCCGAAAACT G
GAAGACGTACGCCCACTTTTTGACTGGT TGT CGCCCAAAGACCCCCGTAGGCCTTTTGAC
L LHAGEIKLTNSGFLGASSGTI KL
ACCATCGAGGGT AAT GT CGCCCAAGAT GGT GCAAAAACGCGT CCAGATGT GATCAATGAT
TGGTAGCTCCCATTACAGCGGEGT TCTACCACGT TTTTGCGCAGGT CTACACTAGI TACTA
T 1 E GNV A QDG GAKTRUPDV I ND
GCTCAGGGEGECGAGT CGACGT AGAGGAACT GTCCT TAACCGGAAACCGT TTTGACAACAAA
CGAGTCCCCGCTCAGCTGCATCTCCTTGACAGGAATTGECCTTTGECAAAACTGTTGTTT
AAQ GRV DV EEL SLTGNRTFDNK
GGCAGTTTTGI TGT GCGAGGAAGCGGAGCGACCGCCGACGT GACACAGATGT TCCGCACG
CCGTCAAAACAACACGCT CCTTCGCCT CECT GECGECTGCACTGT GTCTACAAGGECGT GC

GSFVVRGSGATADVTQMFRT

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



Anhang

140

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

ACAGGAAGCT TCGAAGT GT CCTCCCAGAAT GGGT TAGACGT ACGAGCCGGCGACGT GTAT
TGTCCTTCGAAGCT TCACAGGAGGGT CTTACCCAAT CTGCATGCTCGGCCGCTGCACATA

T GSF EVSSQNGLDVRAGTDWVY
GCAGACGGAAAGCT TACGGT GAAGGGCCGGEGECTAAGCT GGATGCT CGCGCCAATGCGCAG

CGTCTGCCT TTOGAAT GOCACT TCCCGGOCCGAT TCGACCT ACGAGCGCGGT TACGOGTC
A DGKLTVEKGRAIKTLTUDARANADQ
TTCGOGGECT AACGCCAAGGT TCAGGT AAACACGCT CGAGGT TAAGGCGCAAGATCTCATC
AAGCGOCGAT TGOGGT TCCAAGT CCAT TTGT GCGAGCT CCAATTCOGCGT TCTAGAGTAG
FAANAIKVYOQQVNTLEVEKAGO QDL I
AATAAGGGTGACGT CACCTCTACCGGCCAGGT AAACGT TCAGGCACAGCAGAGCATCGTC
TTATTCOCACT GCAGT GGAGAT GGCCGGT CCAT TTGCAAGT CCGTGTCGTCTCGTAGCAG
NKGDVTSTGQVNVYQAQQSI V
AAT CACGGCAAACT CCAGGGACACGAAAT CACGCT TGCOGCACAGAGAGAT GTGOGCAAC
TTAGTGOCGT TTGAGGTCCCT GTGCT T TAGT GCGAACGGOGT GTCTCTCTACACGCOGT TG
NHGHKLI QGHTETITLAAQRTUDVTR RN
GAGGGOGT AGOGGT GCTGAT CCAGGCGAGACAAGCACT TTCGGT GACT ACCACT GGAAGC
CTCCOGCATCGOCACGACT AGGTCCGCTCT GTTOGT GAAAGCCACT GATGGTGACCTTCG
EGVAVLI QAROQQALSVTTTGS
GT GACGAAT GGOGGCACACT GOGAGGT AGAACGGT GACACT ACAGACCGACGAGGCTGCT
CACTGCTTACCGCCGT GTGACGCT CCATCTTGOCACT GTGAT GTCTGGCTGCT COGACGA
VT NGGTLRGRTVTLO QTUDTEAA
AATGAGCOGAGGT GOGAT GAT T GT CGOGT CGCAGT CAGGCGACT TCAAGGT GAGGAAAAGC
TTACTCGCTCCACGCTACTAACAGCGCAGCGT CAGT COGCTGAAGT TCCACTCCTTTTCG
NERGAMI VASQSGDTFTZKVRZK S
CTTCGCAAT GAGGGGACGAT CAGT ACCAAGCGAACGGATAT CCAGGCGGCAGAGCTTCAC
GAAGCGTTACTCCCCTGCTAGT CATGGT TCGCT TGCCTATAGGT CCGCCGTCTCGAAGTG
L RNEGTI STKRTDI QAATETL H
AACAT GGOGGGT GBCAGT CTGT CAGCCACGT CGGOCAAGAT TACGGT CTCGCAGGGCCTG
TTGT ACCGCCCACCGT CAGACAGT CGGT GCAGCCGGT TCTAAT GCCAGAGOGT CCOGGAC
NMAGGS STLSATS SAKI TV SOQG.L
ACTAACAGCGGAGAGAT CAAGGT CAGCGGCAT GCT CGACGGOCGT GOGGCCACGT TGAGC
TGATTGTCGCCTCTCTAGT TCCAGT CGOOGT ACGAGCT GOOGGCACGCCGGTGCAACTCG
T NSGEI KV SGMLUDGRAATTL S
AACCAGGOCGGT GCACAGCT GAGCGOCGCGCAAGCCAAGCT CAACGT CCAAGGCGATCTG
TTGGTCOGGCCACGT GTCGACT CGCGGOGCGT TOGGT TCGAGT TGCAGGT TCCGCTAGAC

NQAGAG QLS SAAQAKTLNVYVYGO QGTDIL

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



Anhang

141

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

TCTAACGCGGGGEGACAT CAAGACCCAGCAACT CACACT CGCGGCGAAAGGCTTGCACAAT
AGATTGCGCCCCCTGTAGT TCTGGGT CGT TGAGT GTGAGCGCCGCTTTCCGAACGTGTTA

S NAGDI KTQQUL TL AAKGLHN
CAGCCAGGCGCCT TGCT TCAGGCGGACAGCGCCCAACT TACGGT TCAGGAAGACATCGAC

GT CGGTCCGOGGAACGAAGT COGCCT GTCGCGOGT TGAATGCCAAGT CCTTCTGTAGCTG
QP GALLO QADS SAQLTVOQETDI D
AACGCCGGOGAGGT CAAAGCAAAAAAACT GACGCT TGGCGOCCGAAAACT GCATAACAAG
TTGOGGCOGCTCCAGTTTCGT TTTTTTGACT GCGAACCGCGGGCT TTTGACGTATTGTTC
NAGEVIEKAEKTZKLTLGARTKTLUHNK
GCAACGGGCAAGAT CCAGGCT GACAACGCCACCCT CAGGGT GCAAT CGCTGGATAACGCG
CGTTGOCCGT TCTAGGT CCGACT GTTGOGGT GGGAGT CCCACGT TAGCGACCTATTGOGC
AT GKI QADNATLTZ RVYOQSTLTUDNA
GGOGT GROGCAGGCCAGOCACGACAT GT CCAT AAT GACGACGGACT ATGCCAAT GOOGGT
CCGCACCGCGT CCGGT OGGT GCTGTACAGGT AT TACT GCTGCCTGATACGGT TACGGCCA
GVAQASHDMSI MTTDYANAG
CAACT GAGGGCAGGGCACGAT CTGACCT TGAACTACAACAACAT TGCT GGOCT GACGATA
GTTGACTCCOGTCCCGTGCTAGACT GGAACT TGATGT TGTTGTAACGACCGGACTGCTAT
QLRAGHUDTLTLNYNNIAGTLT.I
GACGCCAAGOGT CAGT CCCCOCT CGCCAAT GGCACGT TGACCCT GCAAGCCAAGTATCTG
CTGCGGTTCGCAGT CAGGGGGGAGCGGT TACCGT GCAACT GGGACGT TCGGTTCATAGAC
DAKRQQSPLANGTLTLG QATZKY.L
ACGGT ACGT ACCGGCAT CGAGAACCCAGGCAACGT CGT CTTGACGGCCAGCACGGGTGRC
TGCCATGCATGGOCGTAGCT CTTGGGT COGT TGCAGCAGAACT GCOGGT CGTGCCCACCG
TVRTGI ENPGNVVLTASTGSG
ATCACCAACT ACAGCCAGAT CGCCACGCCOGGCGOGT TGACGT TGACGGCCAAAGGTOGEC
TAGTGGTTGATGTCGGT CTAGCGGT GCGGGECCGOGCAACT GCAACT GCCGGT TTCOGOCG
Il TNY SQI ATPGALTLTATEKGSG
ATCACCAATAGCCCT GGCT OGCT GAT CT GGGCGGGCAAGGACGT CACT GCCTCGGGCCAC
TAGTGGTTAT CGGGACCGAGCGACT AGACCCGCCOGT TCCTGCAGT GACGGAGCCCGGT G
Il TNSPGSTLI WAGIKTDVTASGH
ACCAT CGACAAT CAGCGCGAT GCCTGGCT GAT GTCGCAAAACGGCAAGGT CACTCTTGCC
TGGTAGCTGT TAGT CGOGCT ACGGACCGACT ACAGOGT TTTGCCGT TCCAGT GAGAACGG
TI DNQRUDAWLMSO QNG GIKVTLA
GCCTOGCAAAAGCT GOGCAAT GAGGCGGGCCGT AT CGAGGCT GGOGGCAAGCT GTCCATC
CGGAGOGTTTTCGACGOGT TACT CCGOCCGGCAT AGCT COGACCGCCGT TCGACAGGTAG

A°S QK L RNEAGRI EAGGIKIL s I

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



Anhang

142

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

GATACCCCAAACCT CGAGAACCT CTCCGAACT GCAAGGCGATGT CCGCGTACAGCGCTCC
CTATGGGGT TTGGAGCT CTTGGAGAGGCT TGACGT TCCGCTACAGGCGCAT GT CGCGAGG

DT PNWLENLSIELQGDVRYV QR S
CAGAAAGAAACGGT GAACAT CTCCCAGGAT CAGGGGT TCTGGAGCACCGEECGTI TCEGTG

GTCTTTCTTTGOCACT TGTAGAGGGT CCTAGT CCCCAAGACCT CGT GGCCCGCAACCCAC
QKETVNI SQDQGFWSTGRWV
CGAACCAAAATCCACAGT TTTTCGGT GAGT ACGOCCGT CAGT ACCCT GAAGGT CAAGCAA
GCTTGGTTTTAGGT GT CAAAAAGCCACT CATGOGGGCAGT CATGGGACT TCCAGTTCGTT
RTKI HSFSVSTPVSTLTZ KYVEKTQOQ
GGGGGCAT ACGGEGCCGGT GGOGAT ATCGACAT AAACCAGCAGCAGCACAAAGGCAAGAAA
CCCCOGTATGOOCGGOCACCGCTATAGCTGTATTTGGTCGTCGTCGTGTTTCCGTTCTTT
G GI RAGGDI DI NQQQHTEKGK K
GCACGOGT CTACAACGAGGGCGOCAT CGT GRCCGECGCGCAGCT GOGGGT CGAT GGCAAC
CGTGOGCAGAT GT TGCTCCCGOGGT AGCACCGGOCGCGOGT CGACGCCCAGCTACCGTTG
ARVYNEGAI VAGAQLTU RVYDGN
GTCGAAAACCGT TCCAAGGGGAAGT CGCTCAGT GT CATGGACTATTTGOGCCAGAACACG
CAGCTTTTGGCAAGGT TCCCCT TCAGCGAGT CACAGT ACCT GATAAACGOGGTCTTGTGC
VENRSIKGIKS SLSVMDYTLZ RGO QNT
GGCGGCTTTTCAACCCGCGT CGAAGAGGT GGCACT TCCT TCGGGT GBGCACGAT GGOCGC
CCGCCGAAAAGT T GGGOGCAGCT TCTCCACCGT GAAGGAAGCCCACCCGT GCTACCGGCG
G GFSTRVETEVALTPSGGHTDGTR
TTCACGTCCCTCTACGACAT GCTGGAT TTCAT GCTCAACAACAGCOGCT CATCGCGTCTCG
AAGT GCAGGGAGAT GCTGTACGACCT AAAGTACGAGT TGTTGT CGCGAGTAGCGCAGAGC
FTSLYDMLUDFMLNINNSAHTRYVS
CTAGGOGGCTTTTATTCCTACTCGCCTACCT ACAACCT GTTTCOGGT GCTGECCGRGEECT
GATCOGCCGAAAAT AAGGAT GAGCGGAT GGATGT T GGACAAAGGCCACGACCGGOCCCGG
L GGFYSYSPTYNLTEFPVLAGA
GACCT GAGCAAAGCCCOCGAGCT GCAGAAGAT GCT GRCOGCT GOGCT GAGTGCGGACT GG
CTGGACTCGTTTCGGGGEGCT CGACGT CTTCTACGACCGGOGACGOGACCCACGCCTGACC
DLSKAPELG QIKMMLAAALTGATDW
CGCGGOCT TACCGCAGT GCAGOGT GAAGAGCGT TGGCGAGAGT TCAAAAAT GGCCGGOGC
GCGCOGGAAT GGECGT CACGT CGCACT TCTCGCAACCGCTCTCAAGT TTTTACCGGOCGCG
RGLTAVQRTETETRMWRTETFTKNGTR RR
GGTGGCACGGT GGACTACT ACCCT CT TGAGCAAACGGT TTTGGCT GGAAAAGCCGGOGTC
CCACCGT GCCACCT GATGAT GGGAGAACT CGTTTGCCAAAACCGACCT TTTCGGOCGCAG

GGTVDYYPLEOQTUVLAGIKAG GV

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



Anhang

143

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

ACGCACACGGGT GGCACCAT GCTCGT CGGT GGCAACAGCACGCAAAACGCCGCAGCGECC
TGCGT G GCCCACCGT GGTACGAGCAGCCACCGT TGTCGTGCGT TTTGCGECGT CGCCGG

T HT GGT ML V GGNZSTOQNAAAA
AGCTTGCAGGCCCACCAGCGCCAGCAGGCACAGATCGGTAAAGT TCAGGTGCCCATACTG

TCGAACGT CCGGGT GGTCGRCGGT OGT COGTGT CTAGCCATTTCAAGT CCACGGGTATGAC
SLQAHQRQQAOQI GKVQVPI L
GCAGGGACGCT GGATGCAACCT TCAAGCT CGACGAGCCGCAACT CGAGGACAT CGATCTT
CGTCOCT GCGACCT ACGT TGGAAGT TCGAGCT GCT CGGOGT TGAGCT CCTGTAGCTAGAA
A GTLDATTFI KLUDEPOQLTETDI DL
GATTTTCCGGATCCGGTGCT CGAT GAGT TGCT GECAAACCGCT TCGT GTTCCGGOCGGTG
CTAAAAGGCCTAGGCCACGAGCTACT CAACGACCGT TTGGCGAAGCACAAGGCCGGOCAC
DFPDPVLDELTLANRTFVFETRPYV
TCOGCCGACGAT CAGT ACT GCAGCCAT CAAGGCGOCCGGCAAGCAGACCT TGOCACGOCCC
AGOGGCTGCTAGT CATGACGT CGGTAGT TCCGCGGECCGT TCGTCT GGAACGGT GCGGGEG
S PTI STAAI KAPGIKTO QTTLTPRTP
TATTTCGAGACGOGGCT CAACTACAT CGATCAGT CGCAATTCTACGGCTCAGGCTATTTC
ATAAAGCT CTGOGCCGAGT TGATGTAGCTAGT CAGOGT TAAGAT GCCGAGT CCGATAAAG
YFETRLNYI!I DQSQFYGSGYF
TTCCAGAAACT GGGCT AT CAACCGCAGCAGGGT GOGCGOGT TAGCGGCGACAACTATTTC
AAGGT CTTTGACCCGATAGT TGGOGT CGT CCCACGOGCGCAATCGCOGCT GTTGATAAAG
F QKL GYQPQQGARVYVYSGDNYF
GATACGCAATGGATATTGCGT GAGCGT GCCCGOCT GCTGRGT GCTGCAGGGGCGOGEATG
CTATGCGTTACCT ATAACGCACT CGCACGGGECGGACGACCCACGACGT CCCOGCGOCTAC
DTQWI LRERARLTLGAAGATRM
GGCAGT GGCGACGCT COGACOGT CAAACAGCT GAT GGACAACGGCAGTGAACAGGCCTCT
CCGTCACCGCT GCGAGGCT GGCAGT TTGTCGACTACCTGT TGCOGT CACT TGTCOGGAGA
GSGDAPTVEK QLMDNINGSTET QA S
CGTCTTGGCTTGCAGGT CGECCAGRCGT TGAGCGCT GACCAGGT GBCCAAACT GGACAAG
GCAGAACCGAACGT CCAGCCGGT CCGCAACT CGOGACT GGTCCACCGGT TTGACCTGTTC
RLGLQVGQALSADG VA ATKTLTDK
GATACGGT CTGGTATGT CT GGACGCGGATAAACGGECACGCAGGT CTTGATGOCGOGOGTC
CTATGOCAGACCAT ACAGACCT GCGCCTAT T TGOCGT GOGT CCAGAACTACGGCGOGCAG
DTVWYVWTRI NGTO QVLMPTR RYV
TACCT GECCCGOGCCT CCAGGCAGGCCGOCGACGACGT GOGCAAGCAAGGGGGGGCCGTC
ATGGACCGGGECGCGGAGGT COGT CCGGOGGCT GCTGCACGOGT TCGT TCCCOOOOGGCAG

Y L ARASRQAADUDVRIKQGGAYV

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



Anhang

144

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

GT GGCATCGGCGGEGECGATAT CAAT GT CGACACGGECGGAGGGGAT GT CACCGT GGCCAAT
CACCGTAGCCGCCCGCTATAGT TACAGCT GTGCCCGCCTCCCCTACAGT GGCACCGGT TA

VvV AS AGDI NVDTUGGGDVTV AN
GGGGCTCTGGT GGECGCGAAGGT GT CGAT TGACACGCGCAGCGCCGT GGCCAAGCAGGAG

(CCCCGAGACCACCCGOGCT TCCACAGCTAACT GTGCGOGT CGCGGCACCGGTTCGTCCTC
GALVYVGAKVYSI DTRSAVATZKRQE
GCCGOCCAACGOGACGOCAT GCTCGCCOGET TGEGEGRCAGGAGCT CGECACGCCCCTGAAC
(CGGCGGGT TGOGRCT GOGGT ACGAGCGGGECCAACCCCGT CCT CGAGCCGT GOGGGGACT TG
AAQRDAMLARLGOQETLTGTUPTLN
AGOGCCAT CGACACGCT TGOCCAGGOGCACCAGACACAGT TGCAGCAAGCGGOGGGCAAG
TOGCGGTAGCT GTGCGAACGGGT CCGCGT GGT CTGT GTCAACGT CGTTCGOOGCCOGTTC
S Al DTLAQAHOQTO QLG QOQAAGHK
GT CATGGCGT TGGRCGGGAGCGRCGT TGGOCAAAGCGCCAGACGGCAAGGT CACCT TGGAC
CAGTACCGCAACCGCCCT CGOOGCAACCGGT TTOGCGGT CTGOOGT TCCAGT GGAACCTG
VMALAGAALAIKAPDGEKVTTLD
GTCTCCAAGCT CGATACCACGCAGT TGGOGCGT CTGCAGT CCTCTGCCCAGGACTTCTAC
CAGAGGTTCGAGCTATGGT GOGT CAACCGCGCAGACGT CAGGAGACGGGT CCTGAAGATG
VSKLDTTOQLARLG QST SAQDTF Y
TGGAACAGCCAGCT CAACGCCACCGACCT GCT GGAGCT GGGCCGOGCCT COGTGGGCCTG
ACCTTGTCGGT CGAGT TGOGGT GGCT GGACGACCT CGACCCGGECGOGGAGGCACCCGGAC
WNSQLNATODTLTLTETLTGRASVG.L
GATGCAAGCGGCACCAGCGT CGOGGCOGECGROCT GAACGCCGAT GCGGCTCGAGGCATG
CTACGT TCGCCGT GGT CGCAGCGCCGEOCGCOAGACT TGOGRCTACGCCGAGCT COGTAC
DASGTS SVAAGGLNADAARGM
TTGGCGGAGCGT GCCGGGEECCT GRCGGCAGAAGCACGAT AAAGGT CAGGOGCT GACACAT
AACCGCCT CGCACGRCCCOGGACCGCCGT CTTCGTGCTATTTCCAGT CCGOGACTGTGTA
L AERAGAWRG QKU HDT KGO QATLTH
AAGCAGT TGCT GGAT GT GCTGCAGOGCGT CTCCGAGROGT CGACAGGCAAACTGGCTGTG
TTCGTCAACGACCT ACACGACGT CGCGCAGAGGCT CCGCAGCT GTCCGT TTGACCGACAC
K QLLDVL QRVYVSEA ASTGEKTLAYV
ACCAAACCT ACGGCT GCGGOCGT TACCAAAGCGGOGCAGCGGECT GGCCGAAAGCGAAATG
TGGTTTGGAT GOCGACGOCGGCAAT GGT TTCGOOGCGT CGCCGACCGGCTTTCGCTTTAC
TKPTAAAVTIKAAQRTLATESEM
CGCGOCAAGGGCAGCT ATGOCAT CAAGGCCGOCAT CGAGCAGGCCAACT TCAGCAGCACG
GCGCGGTTCOOGT CGATACGGTAGT TCOGGCGGTAGCCOGT CCGGTTGAAGTCGTCGTGC

R AKGSYAI KAAI GQANTFSST

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



Anhang

145

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

GGCGGT GT CCGGEGECCGEGEGEAT CTCCGGECCAAGAGAGT GTGACCGT CAGAGCAGGCGACAGC

CCGCCACAGGCCCGGECCCTAGAGGECCGGT TCTCTCACACTGGCAGT CTCGT CCGCTGTCG

GGV RAGI S GQESVTVRAGTD S
CAGAT TGCGGGECGCGCAACT GCAGGGECAAGACGGT CGACCT CCAGACCGAGGGECAGECTG
--------- e

GTCTAACGCCCOGCGCGT TGACGT CCCGT TCT GOCAGCT GGAGGT CTGGCTCOCGTCOGAC
QI AGA QL QGKTVDLG QTETGTRIL
CGCACCATTGT CGGGAT GCGGTACGACGAGAAGGGGCACT TGCTCGCT CGOGATGATCAA
GCGTGGTAACAGCCCTACGOCATGCT GCTCT TCCCOGT GAACGAGCGAGOGCTACTAGTT
RTI VGMRYDEZKGHTLTLARDTDQ
TCTCAGAT CCAGGGCAGCGAT TCGGT CAAGAT CGCCGCAACCGACT ACGOGAGCGAAGGC
AGAGTCTAGGT COOGT CGCTAAGCCAGT TCTAGCGGOGT TGGCTGATGOGCTCGCTTCCG
S QI Q GSDSVEKIAATIDYASTEG
GGCATCGT GGOCT CGGOCGROGAGGT CGOGCT CAAGACGT CCACGAT CAAACT CGGTACG
CCGTAGCACCGGAGCCGGECCGCT CCAGOGCGAGT TCTGCAGGT GCTAGT TTGAGCCATGC
Gl VA SAGEVALIZ KT STI KL GT
GTCAAAGAGGT GBGGT CBCACT AT GCCTCCCACGT CACT CACGOGCT GGGOGAGGCGCTT
CAGTTTCTCCACCCCAGOGT GATACGGAGGGT GCAGT GAGT GCGOGACCCOGCT COGCGAA
VKEVGSHYASHVYTHALGTEAIL
GCCGOGCT GTCOCAGACCAT CAAGACCGAGCAGT CTGOCAGCGOGACCGACGTCGGCAGT
CGGCGOGACAGGGT CTGGTAGT TCTGGCT CGTCAGACGGT CGOGCT GGCTGCAGCCGTCG
A AL SQTI KTEG QSASATUDVG S
ACCATTACCGCCAAAAAACT GAT CGT CGACAACAGT GGCGACGT GTCGGT GACTGGGGEC
TGGTAATGGCGGTTTTTTGACTAGCAGCT GTTGT CACCGCT GCACAGCCACT GACCCOCG
TI TAKIKLI VDNSGDVSVTGG
ACGAT CGACGCGAACAAGAGCGAAAT CGATAT CGGOGGCAAT CTTCAGCT CAAGGCGGGT
TGCTAGCTGCGCTTGT TCTCGCT TTAGCTATAGCCGCCGT TAGAAGT CGAGT TCCGCCCA
TI DANKSTETI DI GGNLI QLTI KAG
GAAAACCACTACT ACGGT TACAGCCGOGAAGACCGT CGCGAGT TGGCCCTTGGOGCGECA
CTTTTGGT GATGAT GOCAAT GTCGGCGCT TCT GGCAGCGCT CAACCGGGAACCGCGOCGT
ENHYYGY SREDRRTETLALGAA
GT GGGGEECAGEOGECT ACGAGGOCGCOGOCT CGCT GRGT AGCGAAACCGGOGGCTCGRCT
CACCCCCGT COGCCGAT GCT COGGRCGGOGGAGOGACCCAT CGCT TTGGCCGCCGAGCCGG
VGAGGYTEAAASLTGSTETG GG GSA
CACGCCGGACGOGGCAAAACAGOGGGECGCCCGRCT GACGECGEGT TTCTCGRCGTCCTCT
GTGCGGCCT GOGCCGT TTT GTCGCCCGOGGGCCGACT GCOGCCCAAAGAGCCGCAGGAGA

HAGRGKTAGARLTAGTEFSAS S

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360



Anhang

146

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

GAAGAAAGCACCATACAGGCCAAGACCCACCGT AATGCACAGT TCAACGT GGGCGAGEEC
CTTCTTTCGTGGTATGT CCGGT TCTGGGT GGCAT TACGT GT CAAGT TGCACCCGCTCCCG

EESTI QAKTHRNAOQFNYVGTE G
AAGGT AAACGT GCGT GGCACGGECT GAT CT GGECGECGCCGACAT CAACCGCGATCTGECC

TTCCATTTGCACGCACCGT GCCGACT AGACCCGCCGCGCCT GTAGT TGGCGCTAGACCGG
K VNVRGTADIL GG GADI NRUDILA
AAGT CTCAGGCAGCGGT TGGT GCCGCAGGGECT GAGCAT CGAGGCCGGECAACATTGCCAGC
TTCAGAGT CCGT CGCCAACCACGGECGT CCCGACT CGTAGCTCCGGCCGT TGTAACGGT CG
K S QA AV GAAGL SI EAGNI AS
ACCAAAGCGGT GGACGACATCCACACGCAAACT TCGTACACCCGCTATACGT TGGGTGCG
TGGTTTCGCCACCTGCTGTAGGT GTGCGT TTGAAGCAT GTGGGCGATATGCAACCCACGC
T K AV DDI HTOQTSY TRYTL GA
GAGGCCAATGCCGGATCTTCAGT GGCGACGACGECGACCCGCT TCGGAGACATGATCGCG
CTCCGGTTACGECCTAGAAGT CACCGCT GCT GCCGCT GEECGAAGCCTCTGTACTAGCGEC
E ANAGSSVATTATIREFGDWMI A
CAGACGGT GGACGACCCCAAGCGCAAGAT CGACCCGGECGECT GGCCGCGECCATGECGECA
GI'CTGCCACCT GCTGEGEGT TCGECGT TCTAGCT GGGECCGCGACCGECECCEGET ACCGCCGT
Q T VvV DDWPIKRKI DPALAAAMAA
ACAGAGACCACGCAATTGT TGT TGGGCGACACCGGECT CACT GACCGGTACCGCTAAGECC
TGTCTCTGGTGCGT TAACAACAACCCGCT GT GECCGAGT GACT GGCCATGGCGATTCCGG
T ETT QL L L GDTGSLTGTAKA
GGECGCTGAGT GGEGT CACCAAACCAGCACCGAAACCCGGGAGAGCACACAGACCT TCGGT
CCGCGACTCACCCCAGTGGT TTGGT CGTGECT TTGGEGECCCT CTCGT GT GT CTGGAAGCCA
GA EWGHOQTSTETRESTOQTF G
GGCAATATCTCGT TGECGECCAACAAAGGCGACAT CACT CTGGCCGGTACGCAGT TCAAA
CCGTTATAGAGCAACCGCCGGT TGT TTCCGCT GTAGT GAGACCGGCCATGCGTCAAGTTT
GNI S L A ANKGDI TLAGTQF K
GGCGECGAT CGCGT CACGCTCGATGCCAAAGGT GATGT GT CGCTCAGGGECTGCGCAGT CC
CCGCCGCTAGCGCAGT GCGAGCTACGGT TTCCACTACACAGCGAGT CCCGACGCGT CAGG
GGDRYVY TLDAKSGDVSLRAANQ QS
CGTACGGT CAGT CATGGCGAAGATCATGGT TTGACGCT TTCGGCGT CGATCAACGECGEC
GCATGCCAGT CAGTACCGCT TCTAGTACCAAACT GCGAAAGCCGCAGCTAGI TGCCGCCG
R TV SHGEUDMHGLTULSASI NGSG
GTCAACGCCGCCCT CAEEECEECCEGAGCCEECGT GTCCGCTACCT TGTCGEGT TCGCAC
CAGT TGCGECECGAGCCCCECCGECCT CAECCGCACAGGCGAT GGAACAGCCCAAGCGT G

V NA AL GAAGAGY SATL S G SH

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080



Anhang

147

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

ACCGT CAGT ACGGAAAACAGCACCCGT TACCAGAAT GCCAACAT AGCGGCGEGECGAGGTC
TGGCAGTCATGCCTTTTGT CGTGGGCAATGGT CTTACGGT TGTATCGCCGCCCGCTCCAG

T VSTIENSTRYQNANI A AGTEV
AGTATTCGAACCGCGGGECGACCT CGCGCT GTCAGGCGCACGGATAACCGT GCAGGATAAA

TCATAAGCT TGECGCCCGCT GGAGCGCGACAGT CCGCGTGCCTATTGECACGT CCTATTT
SI RTAGDLA AL SGARI TV QDK
GCCAAGATTGAT GT CGGCGECAACACGCGCAT CACCAGCGT GCAGGACGACATTCAACGC
CGGTTCTAACTACAGCCGCCGT TGT GCGCGTAGT GGT CGCACGT CCTGCTGTAAGT TGCG
A K1l DVGGNTWRI TSV QDU DI QR
AAGCAGGAGGECGEECACT TEGACGECCEEEECEET GGCAGGEEGT CAACACCAAGACCATC
TTCGTCCTCCCGCCGT GAACCT GCCGECCCCGCCACCGT CCCCAGT TGTGGT TCTGGTAG
K Q EGGTWTAGAYVAGVNT KT
GGI'TCGGCCT CGGT CACGGT AGGCCT GACCGGT GAGGAGCATCACGACAATGCCAAGGTC
CCAAGCCGGAGCCAGT GCCATCCGGACTGECCACTCCTCGTAGTGCTGT TACGGT TCCAG
G S ASV TV GLTGEEHMHUDNATKYV
GTTCGAGAACAGGCCGGCATACAAGCAGGECAAGAGCCT GACGCTCACT TCGGEGEGEGEECAAC
CAAGCTCTTGT CCGECCGTATGI TCGT CCGT TCTCGGACT GCCGAGT GAAGCCCCCCGT TG
V RE QAGI QA GKSL TULTSGGN
CTGGATGT CACGGGCGCCCATCTGGT CAGT GCGGAT GGCCGCGT CAACGCCGGT GGCAAG
GACCTACAGT GCCCECGEGET AGACCAGT CACGCCTACCGECGCAGT TGCGECCACCGTTC
L bDbVv T GAHLV SADU GRVNAGGK
ATCAACGCCAGCCAGCT CAAGGACAAAAT AGACAAAGAT GGT GGCAAGGCTGGTGGATCG
TAGT TGCGGTCGGTCGAGT TCCTGT TTTATCTGT TTCTACCACCGT TCCGACCACCTAGC
I NA S QL K DK 1 DKDU GG GIKAG GG S
GGTGCCATCAACCCGACGACCGGECT TACCTATGGT GACCATCGAGT AT GGGCGCGATGCA
CCACGGTAGI TGGEECT GCT GGCCGAAT GGATACCACT GGTAGCTCATACCCGCGCTACGT
GAI NP TTSGLUPMVTI EY GRDA
CGAGACCAT GT GGAGGCGACCAACAACGCTACGAT TGCT GT GGGCAAGGCGT CCCATGTC
GCTCTGGTACACCTCCGCTGGT TGT TGCGATGCTAACGACACCCGT TCCGCAGGGTACAG
R DHV EATNNATI AV GKASHYV
GCGECGGECCCAGGGTATTGCGEEGECAT CTCAAT ACCGACGT CGEECAGCAGCGCGI TGTC
CGCCGCCGEEGT CCCATAACGCCCCGTAGAGT TAT GECT GCAGCCCGT CGT CGCGCAACAG
AAAQGI A GHLNTIDVGOQQRVYV
ACGCGGGAAGAGT ACT ACGCCGECGEEGAGT CCECGCTGT CTGT CGCACT GAAGCCGEECG
TGCGCCCTTCTCATGAT GCGECCGECCCCT CAGGCGCGACAGACAGCGT GACT TCGECCEL

T REEYYAGGESAL SV AL KUPA

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800



Anhang

148

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

GTAGAAAAACT GCGT GACAAGCT GAACAAGCAGGACGT GGTCGAACATGCTCCGCCAGT G
CATCTTTTTGACGCACTGT TCGACTTGT TCGT CCTGCACCAGCT TGTACGAGGCGGTCAC

V E KL RDKULNIKOQDVVEWHAPUPYV
GT GAAAACCAAAGT CGT CAATACCCAAACGGCGACCAT CACGCCGCCCCGTGACGTCCAC

CACTTTTGGI TTCAGCAGT TATGGGT TTGCCGCT GGTAGT GCCGGCGECGCACTGCAGGT G
vV K T KV VNTQTATI TPWPRDVH
CACGCCAAGGT GGTCGACCCTGGT CATCCTGCTCCGGT GGT CAAGACCAAGGT CATCAAG
GTGCGGT TCCACCAGCT GGGACCAGT AGGACGAGGCCACCAGT TCTGGT TCCAGTAGT TC
HAKVYVDWPGHPAPYVYVKTIKV I K
ACGGAGACCGCGACGGT TAGCT CGACCCCCAAGGT TCAGT ACGCGCAGCGEGTCGACCCC
TGCCTCTGECGCT GCCAAT CGAGCT GGEGEGT TCCAAGT CATGCGCGT CGCCCAGCTGEGEG
T ETATV SSTWPIKYV QY AQRVDFP
GGACATCCCGCCCCGAT GGT CAAGGCCAAGGT CATCAAGACCGAAACCGCGACGGT CACC
CCTGTAGGECGEEECTACCAGT TCCGGT TCCAGTAGT TCTGECTTTGECGCTGCCAGT GG
GHPAPMVKAKYVI KTETATVT
ACGACCCCCAAGGT TCAATACGCGCAGCGEGT CGACCCCGEGACAT CCGECECCEETGGTC
TGCTGGEGEEGT TCCAAGT TATGCGCGT CGCCCAGCT GEEGECCT GTAGGCCGCGGECCACCAG
T T P KV QY AQRVYVYDWPGHUPAPVYV
AAGACCAAGGT CGT CAAGACCGAAACCGCGACGGT TACCACGACCCCCAAGGT TCAGTAT
TTCTGGTTCCAGCAGI TCTGGCT T TGGCGCTGCCAATGGT GCTGGEGEGEGT TCCAAGT CATA
K T KV YV KTETATVTTTWPIKVQY
GCGCAACGGEGT CGACCCCGGACAT CCGECGCCGGET GGT CAAGACCAAGGTAATCAAGACC
CGCGT TGCCCAGCT GEEECCT GTAGGCCGCGECCACCAGI TCTGGT TCCATTAGI TCTGG
AQRYV DWPGHPAPVYV KTIK KWV I KT
GAAAAGGCGACT CTCACGACGACT CCCAAGGT TCAGCAT GCCAAAGT GGTGAATCCGGAG
CTTTTCCGCTGAGAGT GCTGCTGAGGEGT TCCAAGT CGTACGGT TTCACCACTTAGECCTC
EKATLTTTWPIKYV QHAIKYVVNPE
CCGGAGGT GCCTGCGGT GT CCACCCCGGT GT CGCAGCCGCCGAAAT TGGTGECGCCTCCC
GGCCTCCACGGACGCCACAGGT GGEECCACAGCGT CGECGECT TTAACCACCGCCGAGEG
P EVPAV STWPVSQPUPIKLVAWPFP
GTAGCGGACCAGGT TGATGCCGGT CCCAAACCT GCGCCAAAGGT CGATCCTAAGCCCAAG
CATCGCCTGGT CCAACTACGGCCAGGGT TTGGACGCGGT TTCCAGCTAGGATTCGGGTTC
VvV ADQVDAGPIKZPAPIKYVDZPK P K
GCCAAAGCGGECCECEECCCGACCAAAT AT CAAGCCT CAACCGCAAGGCGECCGGTATGCC
CGGTTTCGCCECCGECCGEECTGGET TTATAGT TCGGAGT TGECGT TCCGCCGECCATACGS

AAK AAAARPNI KPQPQGGRYA

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520



Anhang

149

8521

8581

8641

8701

8761

GTCCAGGAGCAGGT CAAGGT CGCACAGAAGCAGGT GT CCGAGAT CAACCT CATGAAGGAT
CAGGT CCTCGT CCAGT TCCAGCGT GTCTTCGT CCACAGGCTCTAGT TGGAGTACTTCCTA

VQEQVKVYVYAQKT QVSEI NLMEKTD
GTAGGAGGCAAGCT T GCCAAACCCGT CACGCT GACGT TTACCGGACCCAATGGACCTGAA

CATCCTCCGTTCGAACGGT TTGGGCAGT GCGACT GCAAAT GGCCT GGGT TACCT GGACTT
VGGKLAKPVTLTTEFTGPNGTPE
ACCGT CACCAT CACGCGGOGCGAGCAACT GAT GAAGCT CGACGGCAAGCT CTTGACGAGC
TGGCAGT GGTAGT GCGCOGCGCT OGT TGACT ACT TCGAGCT GCCGT TCGAGAACTGCTCG
TVTI TRREQLMEKTLTUDGEKTLTLTS
AAGCCT GOCCAAGGGGCGGAGCAGAAGT TCCT T CTCAAGGT CGAGGACGT CGGOGGCAAG
T TOOOACGOGT T C000GCCT COTCT T CAAGGAAGAGT TOCAGCT CCTGRAGCOGEOGT T
K PAQGAEG QKTFTLTLTZEKVETDVSGGK
AACTACCGTATCTCCTATAGGACAGCGAAGTAG

--------- bomeeeedeo--eoo--4--- 8793
TTGATGGCATAGAGGATATCCTGTCGCTTCATC

NY RI S YRTAK* -

8580

8640

8700

8760



