Einleitung

1. Einletung

1.1. BakterielePolysaccharide

Die meisten Bakterien-Species bilden Kapseln aus hochpoylmeren Polysacchariden. Diese
Kapseln sind meistens die ulRerste Hille der Zelle und bestimmen somit zu einem grof3en
Tell die Interaktion der Zellen mit ihrer Umwelt.

Zu der Gruppe der bakteriellen Polysaccharide gehoren Lipopolysaccharide (LPS),
Lipooligosaccharide (LOS) und extrazellul&re Polysaccharide bzw. Exopolysaccharide (EPS).

LPS it in den mesten Gram-negativen Bakterien anzufinden und besteht aus dre
Komponenten, dem Lipid A, core Oligosaccharid und GAntigen. Der Lipid A-Baustein ist
aus Zuckern und Fettsduren aufgebaut und in der Zellmembran verankert. Der core besteht
aus Sacchariden und deren Derivaten wie z. B. 3-Deoxy-D-manno-octulosonséaure (KDO).
Das O-Antigen ist ein Polysaccharid, welches aus sich wiederholenden Oligosaccharid-
Untereinheiten von 3 bis 6 Monosacchariden Lange besteht und sich von der Zelloberfléche
in das umgebende Medium ausdehnt (Abb. 1)

EPS ist sowohl in Gramnegativen wie auch Gram-positiven Bakterien anzutreffen. Es ist
ebenfals aus sich wiederholenden Oligosaccharid-Untereinheiten aufgebaut, jedoch meist
nicht in der Zellmembran verankert. EPS wird vielmehr in Form eines sich abldsenden
»chleims® auf der Zelloberflache freigesetzt (Abb. 1).
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Abb. 1. Schematische Dar stellung der bakteriellen Polysaccharide

Links dargestellt ist eine Bakterienzelle mit aufderer Membran (braun), LPS (grin) und EPS
(blau). Auf der rechten Seite befindet sich eine AusschnittsvergrofRerung des LPS mit
Membran (braun), Lipid A (rot), core Polysaccharid (hellgriin) und O-Antigen (dunkelgriin).
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1.2.  Funktionen bakteridler Kapsaln

Wie schon erwéhnt, stellt die Kapsal die Schnittstelle des Bakteriums bel der Interaktion mit
seiner Umwelt dar. Die Rolle der Polysaccharid-Kapsel ist daher vielfdtig. Folgende
Funktionen wurden fur sie vorgeschlagen:

1.2.1. Schutz vor Austrocknung

LPS wie EPS sind hochgradig hydrierte Molekile mit eéinem Wasseranteil von Uber 95 %
(Costerton et al., 1981) und kénnen as solche die Zellen gegen Austrocknen schitzen.
Untersuchungen an mucoiden Stdmmen von Escherichia coli, Acinetobacter calcoaceticus
und Pantoea stewartii subsp. stewartii haben gezeigt, da3 diese gegen Austrocknung
widerstandsfahiger sind as isogene nichtmucoide Stamme (Ophir und Gutnick, 1994).
Dartberhinaus konnte demonstriert werden, dal3 in E. coli-Zellen unter trockenen
Bedingungen die Expression von Genen, die die an der Colansdure-Biosynthese beteiligten
Enzyme kodieren, gesteigert ist (Ophir und Gutnick, 1994).

1.2.2. Haftung an Oberflachen

Polysaccharid-Kapseln kénnen die Haftung von Bakterien sowohl an Oberfléchen as auch an
andere Bakterien fordern. Dies wiederum wirde die Bildung von Biofilmen und damit auch
die Koloniserung ansonsten schwierig erreichbarer Umgebungen erleichtern (Costerton et al.,
1987). Zusétzlich konnen Kolonien kapselbildender Bakterien als ,, Brickenkopf” fir andere
Species fungieren, die am schleimigen Polysaccharid haften bleilben und so Gelegenheit
bekommen, sich ihrerseits im neuen Lebensraum auszubreiten (K olenbrander, 1993).

1.2.3. Resistenz gegen Abwehr mechanismen des Wirts

Bei der Infektion eines geeigneten Wirtsorganismusses spielt die Kapsel eine grofe Rolle
beim Schutz der Zelle vor dessen Abwehrmechanismen. Grof3e Mengen des schleimigen
Exopolysaccharids kénnen sowohl die Permeabilitét der Zellmembran fir Antibiotika stark
herabsetzten as auch durch Maskierung von Zelloberflachenstrukturen Immunreaktionen wie
z. B. die Phagocytose oder den Angriff von Antikdrpern verhindern bzw. verlangsamen
(Horwitz und Silverstein, 1980; Moxon und Krall, 1990.).

1.2.4. DiegpezidleRolleder Kapsel bel Phytopathogenen

Bel vidlen Pflanzenkrankheiten ist die EPS-Biosynthese essentiell fUr die Virulenz des
bakteridlen Pathogens. Im Gegensatz zu human oder tierpathogenen Organismen ist die
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Rolle der Kapsal bel Phytopathogenen noch nicht vollsténdig verstanden. In manchen Falen,
wie z. B. ba Pseudomonas solanacearum, ist eine Produktion von Kapselpolysacchariden
nicht notwendig fir das Eindringen und Wachstum innerhalb der Pflanze; der Tod des
befalenen Wirtes kann jedoch nur unter Mitwirkung grofer Mengen von EPS erreicht
werden. Es wird spekuliert, dal3 diese dazu dienen, die Xylem-Gefél3e zu verstopfen und so
den Nahrstofftransport zu blockieren (Denny und Baek, 1991). Bei anderen Organismen, wie
z. B. Erwinia amylovora, dem Erreger des Feuerbrandes, ist das Vorhandensein einer Kapsel
fir das Wachstum und die Ausbreitung in planta essentiell (Bugert und Geider, 1995). Hier
kann die dicke Schicht an Oberflachen-Polysacchariden dazu dienen, auf der Zelloberfléche
gelegene Molekile einzuhillen und gegen sie gerichtete Abwehrmechanismen der Pflanze zu
behindern.

1.3. Dieindustrielle Nutzung bakterieller Exopolysaccharide
Aufgrund ihrer hohen strukturellen Variabilitét haben Exopolysaccharide auch sehr vielfétige
physikalische und chemische Eigenschaften. Dies macht sie zu interessanten Werkstoffen mit

neuartigen Charakteristika oder zu Additiven, die einem Produkt die gewlnschten
Eigenschaften verleihen (Tab. 1).

Tabelle 1: Bakterielle Polysaccharide und ihre Anwendungen

Polysaccharid Anwendung

Xanthan Emulgator
Stabilisator fur Schaume
Kristallisationsinhibitor
Kontrolle der Viskositét
Stabilisierung von Suspensionen

Gellan Geliermittel

Curdlan Geliermittel

Pullulan Forderung der Filmbildung bel der
Beschichtung von Lebensmitteln

Hyaluronsdure Wasserspeicher in Kosmetika

Einsatz in der Augen und Gelenkchirurgie

b-D-Glucane Antitumorwirkstoffe
Bakterielle Zellulose Faserverstarkung
Wundverbénde
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Das herausragenste, weil am langsten auf dem Markt etablierte Beispiel eines industriell
genutzen EPS it das Xanthan (Abb. 2 A). Es wird von Xanthomonas campestris pv.
campestris synthestisert und u. a in der Lebensmitteltechnologie as Emulgator oder
Schaumstabilisator eingesetzt. Aber auch auf¥erhalb des Lebensmittelbereiches findet Xanthan
Anwendung. Es wird beispielsweise zur Einstellung der Viskositét von Druckertinten benutzt.
Ein weiteres Kapselpolysaccharid, welches schon auf den USA- und EU-Mérkten eingefiihrt
wurde, ist das Gellan (vermarktet unter den Namen Kelogel® und Gelrite®). Hierbei handelt
es sch um das EPS des Organismus Sphingomonas paucimobilis, das in der Lage ist,
thermoreversible Gele zu bilden und dementsprechend in der Lebensmitteltechnologie als
Geliermittel und Stabilisator Verwendung findet (Abb. 2 B).
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Abb. 2: Strukturen der bakteriellen Polysaccharide Xanthan (A) und Gellan (B)

14. Typiserung von Kapsapolysacchariden

Fur die Klassifizierung von Kapselpolysacchariden kann E. coli as Modellorganismus
herangezogen werden. Erste Systeme zur Differenzierung von E. coli-St&mmen durch
Serotypierung wurden in den 1940-er Jahren von Kauffmann entwickelt und basierten auf der
Bestimmung der O (LPS)-, K (Kapsel poysaccharide)- und H (flagellare)-Antigene.

E. coli kann Uber 80 chemisch unterschiedliche Kapselpolysaccharide (K-Antigene)
produzieren (@rskov und @rskov, 1992), die auf der Grundlage ihrer biologischen und
chemischen Eigenschaften in verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Diese Enteilung gilt
dartiberhinaus auch fir die Kapsel polysaccharide anderer Gram-negativer Bakterien.
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1.4.1. Gruppel K-Antigene

Zur Gruppe | gehdrige K-Antigene haben ein htheres Molekulargewicht as die der Gruppe
II. Sie besitzen eine geringere Ladungsdichte, werden bel alen Wachstumstemperaturen
synthetisiert (Jann und Jann, 1990) und produzieren algemein dickere Kagpseln (Bayer und
Thurow, 1977). Als saure Komponente enthaten Gruppe-l-K-Antigene Hexuronsdure,
aul3erdem konnen Aminozucker vorhanden sein. Dies ist gleichzeitig das Kriterium fir eine
Unterteilung der Gruppe | (Jann und Jann, 1992).

K-Antigene der Gruppe IA enthaten Aminozucker. E. coli-Stamme, die Gruppe |A-Antigene
exprimieren, kdnnen nicht gleichzeitig Colansdure oder M-Antigen produzieren; anscheinend
sind die daran beteiligten Gene allelisch (Jayaratne et al., 1993).

Gruppe IB-Antigene enthalten dagegen keine Aminozucker. Sie sind mit der Zelloberflache,
ahnlich wie LPS, Uber einen Lipid A core verbunden und lassen eine Coexpression von
Colansdure zu (Jayaratne et al., 1993, Jann et al., 1992).

1.4.2. Gruppell K-Antigene

Gruppe Il K-Antigene weisen eine hohere Ladungsdichte as K-Antigene der Gruppe | auf
und werden nicht unterhalb einer Wachstumstemperatur von 20 °C synthetisiert (@rskov et
al., 1984) Als saure Komponente konnen sie Hexuronsdure, N-Acetyneuraminsaure
(NeuNAc) oder KDO enthaten (Jann und Jann, 1992).

1.4.3. Gruppelll K-Antigene

1995 wurden die Gene einer neuen, dritten Gruppe von E. coli Kapseln kloniert (Pearce und
Roberts, 1995). Typische Vertreter dieser Gruppe sind das K10 und K54-Antigen. Sie werden
von Genen kodiert, die in der selben Region wie Gruppe 11-Gene liegen, mit diesen aber so
gut wie keine Sequenzhomologien teilen. Es wird spekuliert, dal3 Gruppe Il Gene enen
anderen Ursprung als die der Gruppe Il haben, jedoch an der selben serA-Stelle ins E. coli-
Chromosom insertiert wurden.
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1.5. DieKapsan von Ew. amylovora, P. stewartii subsp. stewartii und E. coli.
1.5.1. Die Struktur von Amylovoran, Stewartan und Colansiure

Als drei Vertreter der Gruppe IA Kapseln sollen Amylovoran, Stewartan und Colansaure
naher betrachtet werden. Amylovoran ist das EPS von Ew. amylovora, einem Phytopathogen,
welches bei Apfeln, Birnen und Weidorn die Krankheit Feuerbrand ausésen kann (Abb. 3
A). Stewartan wird von P. stewartii subsp. stewartii, dem Erreger von , Stewarts wilt“ in
Mais, synthetisiert (Abb. 3 B). Colansdure ist eines aus der Vielzahl verschiedener K-
Antigene, die E. coli produzieren kann (Abb. 3 C).

wDPyrdcA: Galp pD-Gle
| 1
E} ]

[FD-(He g a-Dial p
1 1
) 1

| =31l ial g 1= 6B DCial gt 1—3)- -Gl i 1— |, [1-Gle pa
] 1
I 4
{B-T-Gle gl [= Y-m-D-al pi 1> 0)-B-T-Cle po[ 1= 30-F- Dol p-(1—],

&
1

Pp-D-Gle g

C e

203
= -4 T-Tue g =3 BTGle p( =3B Tus pt 1—

f-D-Dalp  Pyr

Abb. 3: Die Strukturen von Amylovoran, Stewartan und Colansaure
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1.5.2. DieGenetik von Amylovoran, Stewartan und Colansiure

Allen diesen drei EPS ist gemeinsam, dal3 ihre Strukturgene as Cluster vorliegen und als
Operons reguliert werden. Die an der Amylovoran-Biosynthese beteiligten Gene sind im
ams-, die von Stewartan im cps- und die der Colansdure im wza-Cluster organisiert. Am
Beispiel des ams-Clusters konnte gezeigt werden, dal? alle Gene in Form einer 15 kbp langen
polycistronischen mRNA transkribiert werden (Bugert und Geider , 1995) (Abb. 4).

l_lkb-l intergenische Regionen (in bp)
121 1512 88 30 142 12 86 j148 |4 170, +
> H—>m—>| > —>

amsG amsH | amsA amsBamsC amsD amsE  amsF ams] amsK  amsL amsM galE
(1431) (1131)(432)(2178)  (903) (1125) (1053)(798) (2229) (1245)(1221) (1164) (894) (1011)

P

ams Gene (in bp)

polycistronische mRNA (ca. 14.8kb)

Abb. 4: Der Ew. amylovora ams-Cluster

Funktionell wahrscheinlich verwandte Gene sind in denselben Fraben dargestellt, der
Hauptpromoter wird durch einen rot gefillten Kreis reprasentiert

Betrachtet man die Organisation der Cluster genauer, so féllt auf, dal? funktionell verwandte
Gene auch réumlich benachbart liegen und in Untergruppen angeordnet sind. Am Beispiel des
wza-Clusters aus E. coli wird dies deutlich (Tab. 2).

Tabdle2: Der E: coli wza-Cluster

Gen Funktion (teilw. ver mutet) Lange[bp] intergenische
Region [bp]

wza (cpsE) Lipoprotein der aufferen Membran(?) 379

wzb saure Phosphatase (?) 147 5

wzC Membran-assoziierte ATP-Hydrolase 720 2

wcaA Glycosyltransferase (?) 279 91

wcaB Acetyltransferase (?) 162 2

wcaC Glycosyltransferase (?) 405 -2

wcaD Colansaure-Polymerase (?) 401 -24

wcakE Glycosyltransferase (?) 243 10

wcaF Acetyltransferase (?) 160 16

gmd GDP-D-Mannose-Dehydratase 373 25

wcaG ?, Fucose-Synthetase 321 2

wcaH ? 160 -1

13
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Gen Funktion (teilw. ver mutet) Lange[bp] intergenische
Region [bp]

wecal Glycosyltransferase (?) 407 2

manC (cpsB) Mannose-1-P Guanosyltransferase 478 2

manB (cpsG) Phosphomannomutase 456 104

wcal UDP-Glucose lipid carrier Transferase (?) 464 54

W2zX Exportprotein (?) 492 1

wcaK amsJ-Homolg 422 273

wcal Glycosyltransferase (?), amsK-Homolog 407 1

wcaM ? 461 10

1.5.3. Regulation der EPS-Biosynthese-Cluster

15.3.1 Das JUM Pstart-Element

Eine Besonderheit der hier betrachteten ams-, cps- und wza- sowie weiterer EPS-Biosynthese-
Cluster verwandter Organismen wie z. B Klebsiella Spezies stellt die ungewdhnlich grof3e
essentielle regulatorische Region stromaufwérts der jeweiligen ersten offenen Leseraster
(open reading frames, ORF) dar. Im Falle des ams- und cps-Operons handelt es sich dabel um
ca. 700 bp lange Sequenzen, beim wza-Operon um eine etwa 450 bp lange Region. Die Rolle
dieser langen DNA-Abschnitte ist noch weitgehend unbekannt, man findet jedoch in allen das
hochkonservierte, 39 bp lange sog. JUMPsart-Element (fir ,just upstream of many
polysachharide starts‘) (Hobbs und Reeves, 1994). Dartberhinaus konnte das JUMPstart-
Element auch vor Genclustern, die in den Zusammenbau des FKonjugations Pilus sowie in
die Hamolysintoxin-Sekretion involviert sind, nachgewiesen werden (Bailey et al., 1997). Fur
das Hamolysin-Operon ist die Bedeutung der JUM Pstart-Sequenz am besten untersucht. Dort
kontrolliert sie die Operon-Polaritét (Bailey et al., 1997, Nieto et al., 1996), allerdings nur
solange sie im nascierenden Transkript vorhanden ist. Es wurde vorgeschlagen, dal3 das
JUMPstart-Element die Bildung verschiedener stemloop-Strukturen auf der mRNA wéhrend
der Transkriptelongation fordert (Marolda und Vavano, 1998). Eine Interaktion solcher
Regionen mit dem NusG-Homologen RfaH (Leeds und Welch, 1997) kann die Ausbildung
anderer stem-loops verhindern, die ansonsten eine vorzeitige Termination der Trandation
fordern wirden (Antitermination).

15.3.2. DasRcs-System

Eine Vielzahl der Gruppe IA K-Antigene wird durch das Rcs-System (fur regulator of
capsule synthesis) reguliert. Erstmals wurde es in E. coli identifiziert, wo es fur die
transkriptionelle Kontrolle des Colanséure-Clusters verantwortlich ist (Gottesman et al.,
1985), konnte jedoch spater auch in Klebsiella-, Salmonella- und Erwinia-Spezies
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nachgewiesen werden (Coleman et al., 1990; Gottesman, 1995; Stout et al., 1991; Poetter und
Coplin, 1991, Bereswill und Geider, 1997) (Tab. 3).

Tabelle 3: Res-regulierte Kapsalpolysaccharide

Spezies EPS und mégliche Funktion

Ew. amylovora Amylovoran, essentiell fir den Ausbruch von Feuerbrand
P. stewartii Stewartan, essentiell fur die Virulenz von Maiskrankheiten
Ew. ananas moglicher Virulenzfaktor in Pflanzenkrankheiten

E. herbicola noch uncharakterisiertes EPS

E. coli Colansaure (M-Antigen)

Gruppe-1-Antigene (z. B. K12, K30), Virulenzfaktoren fir Infektions-
krankheiten im Menschen

K. pneumoniae K-Antigene (z. B. K2, K12, K21, K36, K43), Virulenzfaktoren fur
Infektionskrankheiten im Menschen

S typhimurium K-Antigen, moglicher Virulenzfaktor

Das speziesiibergreifend konservierte Rcs-System besteht aus drei Proteinen: RcsA, ResB und
RcsC. Das zentrale Element dieses Regulationmechanismus bildet ein Zwei-Komponenten-
System aus ResC und ResB. ResC ist ein 104 kDa grofies, membranstandiges Protein. Der N-
Terminus von RcsC befindet sich im Cytoplasma. Eine hydrophobe Region Uberwindet die
cytoplasmatische Membran und geht in eine 270 Aminosauren lange periplasmatische
Domaéne Uber. Eine weitere hydrophobe Region fuhrt das Protein zurtick ins Cytoplasma, wo
sich eine 600 Aminsduren lange Gterminae cytoplasmatische Doméane anschliefdt. Innerhalb
dieser Domaéne, zwischen den Aminosduren 425 und 680, liegt eine konservierte Region, die
Protein-Kinase-Aktivitét besitzt und bei Sensor-Proteinen in Zwei-KomponentenSystemen
hoch konserviert ist (Stout und Gottesman, 1990). Mittels dieser Funktion konnen die
Aktivitdten der zugehtrigen Effektor-Proteine durch Phosphorylierung moduliert werden.
Dieser Vorgang wird Ublicherweise durch verschiedene Umwelteinflisse, die das
Sensorprotein wahrninmt, ausgelost. Im Falle von ResC sind diese Bedingungen noch
weitgehend unbekannt, es wurde bisher lediglich demonstriert, dal3 der osmotische Druck
einen Einflufd auf die Kapsel produktion austibt (Sledjeski und Gottesman, 1996)

Im RcsC-RcesB-Paar stellt ResB die Regulatorkomponente dar. Esist ein 23,6 kDa grof3es, im
Cytoplasma l6dliches Protein. Es ist charakterisiert durch eine N-terminal (Aminosduren 1 bis
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149) gelegene Effektor-Domane, die as Zie fur die sensorprotein-vermittelte
Phosphorylierung dient. In einer C-terminalen Domane von RcsB befindet sich darliberhinaus
auch ein DNA-bindendes HTH-Motiv (siehe Kap. 1.5.3.2.1.).

Das Rcs-System unterscheidet sich in einigen Punkten von anderen, , klassischen® Zwei-
Komponenten-Systemen. So werden rcsB und rcsC, anders as viele andere regulatorische
Paare, trotz raumlicher N&he auf dem Genom nicht gemeinsam as Teile des selben Operons
trankribiert, sondern vielmehr unabhangig voneinander, aufeinander zu (Stout und Gottesman,
1990). Darlberhinaus stellt RcsC unter den Sensorproteinen eine Ausnahme dar, da es neben
den fur diese Gruppe typischen Doménen auch eine Gterminae Effektor-Domane besitzt, die
eher den Regulatorproteinen zuzuordnen ist. Welche Bedeutung diese Doméne in vivo hat, ist
bisher unklar.

Die wichtigste Erweiterung des Rcs-Systems gegentber anderen Zwei-Komponenten-
Systemen stellt das RcsA-Protein dar. Das 24 kDa grofée Protein besitzt, in Analogie zu RcsB,
ein Gterminales HTH-DNA-Bindungsmotiv, nicht jedoch die N-terminale Effektor-Doméne.
Es wirkt wie RcsB ebenfalls as positiver Regulator der Kapselbiosynthese. Wahrend die
Abwesenheit von RcsA durch eine Uberproduktion von RcsB kompensiert werden kann, ist
die Anwesenheit von RcsB essentiell fur die Induktion der EPS-Biosynthese (Brill et al.,
1988; Keenleyside et al., 1992). Daneben stellt das RcsA-Protein ein Substrat der Lon-
Protease dar. Es hat in der Zelle eine Halbwertszeit von ca. 30 s und ist in uninduzierten
Bakterien nur in praktisch nicht nachweisbaren Konzentrationen vorhanden. Es stellt also den
limitierenden Faktor der EPS-Biosynthese dar (Triser und Gottesman, 1984; Torres-Cabassa
und Gottesman, 1987; Stout et al., 1991). Darlberhinaus wirkt das auch an der Regulation
verschiedener anderer bakterieller Gene betelligte histonartige Protein H-NS als Silencer der
Transkription von rcsA. Dessen Effekt wird durch eine kleine RNA, DsrA, die as HNS
Antisilencer wirkt , abgeschwacht. Vermutlich beeinflufd die DsrA-RNA direkt die Silencer-
Fahigkeit des H-NS-Proteins, entweder indem es durch Protein/RNA-Interaktion dessen
DNA-Bindungsaktivitét senkt oder durch Promotor-DNA/RNA-Interaktion die Bindung von
H-NS verhindert (Sledjeski und Gottesman, 1995).

153.2.1 Die LuxR-Familietranskriptioneller Regulatoren

Sowohl RcsA as auch RcsB sind in verschiedenen Spezies mit 51 % bzw. 93 % ldentitét
hoch konserviert (Abb. 5).
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Abb. 5: Sequenz-Anpassung der Rcs-Proteine verschiedener Spezies.
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Blau unterlegt sind konservierte Aminosduren, EC=E. coli, ST=S typhi, KP=K. pneumoniae, KA=K. aerogenes, EA=Ew. amylovora,
PS=P. stewartii subsp. stewartii.
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Beide Proteine besitzen in ihrer G-terminalen Domane ein DNA-bindendes Helix-Turn-Helix-
(HTH-) Motiv, welches charakteristisch fur die LuxR-Familie transkriptioneller Regulatoren
ist (Abb. 6).

[GDC]-x(2)-[NSTAVY]-x(2)-[IV]-[GSTA]-X(2)-
[LIVMFYWCT]-x-[LIVMFYWCR]-x(3)-[NST]-
[LIVM]-X(5)-[NRHSA]-[LIVMSTA]-x(2)-[KR]

Abb 6: Konsensus-Muster desHTH-Motivsder LuxR-Familie
[ ]:Satz der Aminsduren, die an dieser Stelle stehen dirfen; x (n) : n beliebige Aminoséuren

Der Namensgeber dieser Proteinfamilie, LuxR, ist der transkriptionelle Aktivator des
Biolumineszenz- (lux-) Operons in Vibrio fischeri. Weitere Mitglieder dieser Familie sind
neben RcsA, ResB und LUuxR BvgA (aus Bordetella pertussis, involviert in die Virulenz),
CarR (aus Erwinia carotovora, kontrolliert die Biosynthese von Carbapenem-Antibiotika),
ComA (aus Bacillus subtilis, reguliert die Expresson von Kompetenz-Genen), DctR (aus
Rhodobacter capsulatus, kontrolliert die Expression von C4-Dicarboxylat-Transportgenen),
DegU (aus Bacillus subtilis, aktiviert extrazellulére Protease-Gene), EVgA (ausE. coli), EchR
(aus Erwinia chrysanthemi), EsaR (aus Pantoea stewartii), ExpR (aus Erwinia carotovora,
Involviert in die Virulenz), FimZ (aus E. coli und Salmonella typhimurium), FixJ (aus
Rhizobiaceae, induziert die Expression von nifA und fixN), GerE (aus Bacillus subtilis,
reguliert die Sporenbildung), GacA (aus Pseudomonas fluorescens, an der Regulation des
Sekundarmetabolismus beteiligt), GIpR (aus Pseudomonas aeruginosa, aktiviert Gene des
Glycerinmetabolismus), LasR (aus Pseudomona aeruginosa, aktiviert das Elastase-Gen lasB),
MalT (aus E. coli, aktiviert das Matose-Operon), MoaR (aus Klebsiella aerogenes, aktiviert
das Monoamin-Regulon), NarL und NarP (aus E. coli, aktivieren das Nitratreduktase-
Operon), NodW (aus Rhizobiaceae, reguliert Gene, die an der Nodulation betelligt sind),
PhzR (aus Pseudomonas aureofaciens, Regulator der Phenazin-Antibiotika), RhiR (aus
Rhizobiaceae, aktiviert das rhiABC-Operon), RhIR (aus Pseudomonas aeruginosa, aktiviert
sowohl das rhlAB-Operon als auch das lasB-Gen), SdiA (aus E. coli, aktiviert das ftsQAZ-
Operon), TraR (aus Agrobacterium tumefaciens, betelligt an der Regulation des Ti-
Plasmidtransfers), UhpA (aus E. coli und Salmonella typhimurium, aktiviert das uhpT-gen),
UvrY (aus E. coli, hypothetisches Protein), YenR (aus Yersinia enterocolitica), YhiF (aus E.
coli, hypothetisches Protein) und Y hjB (aus E. coli, hypothetisches Protein).

Die Mehrzahl der Mitglieder dieser Gruppe besteht aus 190 bis 230 Aminosauren allerdings
existieren auch Vertreter mit lediglich 74 (GerE) bis hin zu 901 Aminoséuren (MalT). Die
Regulatoren der LuxR-Familie lassen sich auf der Basis ihres Aktivierungsmechanismus' in
zwel weitere Untergruppen einteilen. Die eine Gruppe setzt sich aus jenen Regulatoren
zusammen, die durch Phosphorylierung aktiviert werden und umfald® BvgA, ComA, DctR,
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DegU, EvgA, FimZ, FixJ, GacA, GIpR, NarL, NarP, NodW, RcsB und UhpA. Die andere
Gruppe beinhdtet Regulatoren, die duch Bindung an einen Autoinducer (héufig N-acetylierte
L-Homoserinlacton-Derivate) aktiviert werden und umfald CarR, EchR, EsaR, EXpR, LasR,
LuxR, PhzR, RhIR, TraR und YenR.

15.33. Der Mechanismus der RcsA/RcsB-ver mittelten Aktivierung der
K apselbiosynthese

An erster Stelle dieser regulatorischen Kette sollte die Wahrnehmung eines Umweltsignals
durch das RcsC-Protein stehen. Dies 10st die Aktivierung des RcsB-Proteins durch
Phosphorylierung oder Dephosphorylierung aus. Bel Beginn dieser Arbeit gab es noch keine
klaren experimentellen Hinweise auf die Rolle der Phosphorylierung bei der Regulation der
RcsB-Aktivitét.

Es konnte am Beispie des Ew. amylovora Rcs-Systems gezeigt werden, dal3 RcsA als
Koinduktor mit RcsB ein Heterodimer bildet, dessen DNA-Bindungsaktivitdt grol3er ist als
die der isolierten Proteine (Kelm et al., 1997). Das RcsAB-Heterodimer bindet an die
Promotor-Region des amsG-Genes, des ersten offenen Leserahmens des ams-Operons. DNA-
Bindungsstudien mit sukzessv vom 5- und 3'-Ende deletierten Fragmenten hafen, ene
Minimasequenz von 23 bp Lénge zu identifiziern, die gerade noch mit dem RcsAB-
Heterodimer interagiert. Sie umfald die Positionen -555 bis -533 stromaufwérts des
trandationellen Starts von amsG (Wehland et. al., 1999). Die RcsAB-Bindungstellen des cps-
und wza-Operons aus P. stewartii bzw. E. coli waren vor der Aufnahme deser Arbeit noch
nicht bekannt.

1.5.3.4. Die Kapselbiosynthese wird durch weiter e speziespezifische Faktoren
beeinfluf3t

Neben den drei Proteinen RcsA, RcsB und RcesC, die den Kern des Rcs-Systems bilden,
wurden in verschiedenen Spezies noch weitere die Kapselbiosynthese beeinflussende
Faktoren nachgewiesen.

1.534.1. RcsF

In E. coli K-12 wurde ein Gen gefunden, welches benachbart zu drpA in der 5,2-min-Region
des bakteridllen Chromosoms liegt und bei Uberexpression einen mucoiden Phanotyp
induziert sowie den Zdltellungs-Mutanten ftsZ84 supprimieren kann. Von der
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Nukleotidsequenz des rcsk genannten Gens kann abgeleitet werden, dald es in ein kleines
Protein von 133 Aminosauren mit einem berechneten pl von 10,8 und einem hohen Anteil an
Prolin-, Serin-, Alanin- und Cysteinbausteinen trandatiert wird. Es konnte gezeigt werden,
da3 die Induktion der Kapselbiosynthese durch RcsF RcsA-abhéngig ist und RcsF nicht
stimulierend auf die RcsB-Expression einwirkt. Es wird daher vermutet, dal3 RcsF seine
Wirkung Uber die Beeinflussung des RcsB-Proteins entfaltet, wahrscheinlich durch
Unterstiitzung der ResC-vermittelten Phosphorylierung (Gervais und Drapeau, 1992).

1.534.2. DjlA

Ein weiterer positiver Regulator der EPS-Syntheses ist das membranstandige DjlA-Protein
(fr ,DnaJ-like"). Hierbel handelt es sich um ein zu der Dnal-Familie gehoriges Chaperon. Es
ist in der Lage, die RcsABC-abhéngige Kapselbiosynthese zu aktivieren, bendtigt dazu aber
zusétzlich die Anwesenheit von DnaK und GrpE. Dnal und CbpA sind dagegen nicht
essentiell. Der Wirkmechnismus von DjlA ist bisher unbekannt, das Chaperon konnte
entweder auf RcsC einwirken und das Sensorprotein in eine aktivere Konformation bringen
und so die Gleichgewichtdage des Phosphorylierungsschrittes verschieben, oder RcsB in
einer aktiveren Form stabiliseren und so die RcsAB-Heterodimerbildung fordern, oder in
einer Kombination beider Schritte regulierend eingreifen (Kelley und Georgopoulos, 1997,
Clarkeet al., 1997).

1.534.3. Rcsv

Aus Ew. amylovora konnte das Gen rcsV isoliert werden, welches in verschieden Erwinia
Spezies eine Induktion der Kapselsynthese bewirkt. Das Gen codiert en 225 Aminosauren
langes Protein  mit ener  N-terminalen  Effektor-Doméne  inclusve  eines
Phosphorylierungsmotivs, sowie einer Gterminalen DNA-bindenden Doméne, die durch die
Prasenz eines HTH-Motivs charakterisiert ist. Insgesamt bestehen Ahnlichkeiten zu anderen
bekannten Regulatorproteinen. RcsV-Mutationen zeigen keine Anderungen im Phénotyp, eine
Uberexpression dieses Proteins ist alerding in der Lage, rcsA-Mutationen zu
komplementieren. Im Wildtyp-Kontext 183% sich RcsV in der Zelle praktisch nicht
nachweisen. Stromaufwarts des rcsV-Gens liegt eine lange AT-reiche regulatorische Sequenz.
Es wird angenommen, dal3 in Ew. amylovora die rcsV-Transkription durch einen oder
mehrere Faktoren streng reguliert wird und nur unter bestimmten Bedingungen wie z. B.
definierten Wachstumsphasen, Umweltbedingungen etc. eine Produktion des RcsV-Proteins
stattfindet (Aldridge et al., 1998).
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1.6. Aufgabengtellung

Uber den eigentlichen Mechanismus der Regulation der Biosynthese von Typ IA-Kapseln
durch das Rcs-System waren bisher nur wenige Einzelheiten bekannt. Die Existenz der Rcs-
Proteine in verschiedenen Organismen sowie deren Funktionen konnten ermittelt werden.
Uber den Regulationsmechanismus auf molekularer Ebene, d.h. Uber die Protein/DNA-
Interaktion oder die Rolle der Phosphorylierung des Aktivatorproteins RcsB durch RcsC
liegen nur wenige Daten vor. Erst kirzlich konnte durch Gelshiftexperimente belegt werden,
dal3 in Ew. amylovora ein Heterodimer aus RcsA und RcsB an eine 23 bp lange, ca. 550 bp
stromaufwérts des tranlationellen Starts des amsG-Gens gelegene DNA-Sequenz bindet und
so die Amylovoransyntheseinitiiert (Kelm et al., 1997).

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, die RcsAB-Heterodimer/Promotor-DNA-Wechsalwirkungr ndher
zu charakterisieren. Ein erster Schritt ist die Analyse der Bindungsstelle im Ew. amylovora
amsG-Promotor durch in vitro-Selektion. Die gewonnenen Daten sollen as Basis fur die
Identifikation welterer RcsAB-Bindungstellen in anderen Organismen dienen. Dabel ist es
interessant zu untersuchen, ob die zwischen den verschiedenen Spezies hoch konservierten
RcsA- und RcsB-Proteine auch die selben DNA-Ziele erkennen. Die durch in-vitro-
Experimente gewonnenen Erkenntnisse  sollen  anschlief?end noch  durch  in-vitro-
Untersuchungen verifiziert werden.

Ebel und Trempy (1999) beschreiben eine rcsA-Autoregulation und postulieren eine RcsA-
Bindugsstelle (die sog. RcsA-Box) im rcsA-Promotor von E. coli. Im Rahmen dieser Arbeit
soll diese Theorie mit dem RcsAB-Bindungsmodell verglichen werden.

Bidang konnte ene postulierte RcsA/RcsB-Interaktion in Lésung experimentell nicht
nachgewiesen werden. Messungen mit der sehr empfindlichen Surface Plasmon Resonance-
Technik sollen in dieser Arbeit weitere Aufschliisse Uber diese Frage geben.

Durch Sequenzvergleiche ist bekannt, dal3 RcsC zur Klasse der Sensorproteine und RcsB zur
Klasse der Aktivatorproteine von Zwei-Komponenten-Systemen gehdren. Typisch fur en
solches Regulationssystem ist die Modulation der Aktivatoraktivitét Uber eine
Phosphorylierung durch das Sensorprotein. Fir das Rcs-System liegen keine ndheren Daten
Uber die Rolle der Phosphorylierung vor.
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