Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Charakteriserung des RcsAB-DNA-K omplexesam Ew. amylovora amsG-
Promotor

Die Affinitét des RcsAB-Heterodimers fur das Fragment PamsGygs (Tab. 5) wurde mittels
EMSA-Analyse abgeschétzt.

Tabelle 5: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation von PamsGi g3

Fragment PamsGag;

Hinprimer PamsGgs-up
Ruckprimer PamsGg-1ow

Templat 2 pl 1:10 verd. pEA131-DNA
MgCl, -

Formamid -

Thermocycler-Programm:

2 min Denaturierung bel 95 °C

30 Zyklen von

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 30
Annealing 45 30
Polymerisation 72 30

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

Dazu wurde das radioaktiv markierte Fragment PamsGg; mit steigenden Konzentrationen
einer gguimolaren Lésung von RcsA und ResB inkubiert und mittels EMSA analysiert. Eine
grafische Auftragung des Quotienten gebundene DNA/gesamte DNA vs. RcsAB-
Konzentration ergab eine hyperbolische Kurve, an deren Halbséttigungshthe die apparente
Bindungskonstante K von ca. 100 nM abgel esen werden konnte (Abb. 11).
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Abb. 11: Bestimmung der apparenten Bindungskonstante Kp des RcsAB-Heterodimers
am Fragment PamsG;gs.

Zur genauren Ablesung des Kp-Wertes ist zusdtzlich ein ein vergrof3erter Ausschnitt
dargestellt.

Der gleiche Wert wurde auch erhalten, wenn konstante RcsB-Konzentrationen von 30 nM
bzw. 2,5 uM mit steigenden RcsA-Konzentrationen von 19 nM bis his zu 1,5 uM fir die
EMSA-Anaysen eingesetzt wurden. Die Benutzung verschiedener Proteinverhdtnisse hatte
keinen Einfluf auf die DNA-Bindungskinetik des RcsAB-Heterodimers.

Ein wichtiger Faktor fur die Effizienz der Bindung des RcsAB-Heterodimers an DNA ist die
Lange des DNA-Fragments. Es wurden verschieden lange DNA-Fragmente, die alle die
vorher beschriebene 23 bp lange RcsAB-Bindungsstelle im amsG-Promotor, gelegen
zwischen den Nukleotidpostionen -555 und -533 relativ zu trandationalen Start von amsG,
enhielten auf ene Bindung des RcsAB-heterodimers in EMSAs getestet. Dazu wurden
7,6 UM RcsA und 1,6 pM RcsB eingesetzt. Diese relativ hohen Proteinkonzentrationen waren
nétig um auch bel kleinen Fragmenten noch eine detektierbare Retardationsbande zu erhalten
(Tab. 6).
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Tabelle 6: Einflul3 der Lange des DNA-Fragments auf die RcsAB-Bindung

Fragment Entstanden aus Retardation (%)
PamsGg; PCR (s. 0.) 52+ 6
PamsGys Hybridisierung von PamsGys-up und PamsGog-low 14+9
PamsGy; Hybridisierung von PamsG,s-up und PamsGys-low 10+5

Diese Ergebnisse zeigen, dald zusétzliche, nichtspezifische Nukleotide moglicherweise zur
Stabilisierung der Protein/DNA-Interaktion beitragen.

Da die Stahilitét des RcsAB/DNA-Komplexes einen entscheidenden Faktor fur die Induktion
des EPS-Synthese darstellen dirfte wurde die Halbwertszeit des RcsAB/PamsGigs-
Komplexes bestimmt. Dazu wurde ein EMSA-Kompetitionsexperiment mit dem radioaktiv
markierten PamsGg-Fragment, 30 nM RcsB und 550 nM RcsA  durchgefiihrt. Diese
Bedingungen erwiesen sich als ideal fir die Retardation von PamsG,g. Die Bindungsanséiize
wurden zuerst zehn Minuten lang unter Standardbedingungen inkubiert, um das
Gleichgewicht zwischen RcsAB/DNA-Komplex und den frelen Liganden enzustellen.
Anschlief?end wurde den Ansdtzen in Zeitintervallen zwischen zwel Sekunden und einer
Stunde ein 30-facher UberschuR an nichtmarkierter PamsG;ss-DNA  zugegeben und die
Proben einem EMSA unterzogen. Eine grafische Auftragung des Quotienten gebundene
markierte DNA/freie markierte DNA vs. Inkubationszeit mit dem Kompetitor ergab die
Halbwertszeit von 42 s (Abb. 12).
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Abb. 12: Bestimmung der Halbwertszeit des RcsAB/PamsG,g3-K omplexes.
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Verglichen mit den Halbwertszeiten bekannter Komplexe von transkriptionellen Repressoren
und ihren DNA-Zielen ist die Stabilitét des RcsAB/DNA-Komplexes verhdtnismaliig gering.
Dieser Befund ist allerdings fur einen transkriptionellen Aktivator nicht unerwartet, da die
EPS-Synthese durch Umweltsignale gesteuert wird und eine geringe Stabilitét des Komplexes
eine schnellere Umstellung auf wechselnde Bedingungen ermdglichen kann.

4.2. Bestimmung eines RcsA/RcsB Bindungsmotivsim amsG-Promotor

Die Sequenz der identifizierten 23bp-Bindungsregion im amsG-Promotor zeigt vereinzelt
palindromische Elemente (Tab. 8). Palindromische DNA-Sequenzen spielen haufig eine
wichtige Rolle in der DNA-Erkennung durch ProteinrHomodimere, fur die Bindung eines
Protein-Heterodimers sollten sie jedoch von geringerer Bedeutung sein, da beide Partner
hochstwahrscheinlich nicht die selben Sequenzen erkennen. Um digenigen Basen zu
identifizieren, die fir die spezifische Erkennung durch das RcsA/RcsB-Heterodimer
verantwortlich sind, wurde daher eine invitro Selektion der 23bp langen Bindungsregion
durchgeftihrt. In der Sequenz wurden 3 bis 4 bp lange Stiicke durch zufdlige Nukleotide
ersetzt und so systematisch das gesamte Motiv permutiert. Die dabel entstandenen sechs
Pools von Oligonukleotiden enthielten jeweils ein Gemisch von 64 bzw. 256 DNA-
Fragmenten, die einer in vito Selektion mit 1,89 uM RcsA und 0,17 uM RcsB wie unter 3.30.
beschrieben zugefiihrt wurden. Die nach der dritten Selektionsrunde retardierte DNA wurde
im EMSA mit den unselektieren Gemischen auf ihre Affinitdt der RcsA/RcsB-Bindung
verglichen und quantifiziert. Die Bindung aller DNA Mixturen war nach der Selektion um
mindestens 200 % gesteigert (Tab. 7).

Tabelle 7: 1n vitro Selektion der randomisierten DNA-Fragmente

selektierte Region ? Retardation (%) Retar dation nach Selektion
(%)
NNNNTTGAGAATAATCTTAATTT 139+1.2 35.6+15
TATANNNNGAATAATCTTAATTT 3.9+0.7 16.3+3.1
TATATTGANNNTAATCTTAATTT 09+0.1 23.0+6.5
TATATTGAGAANNNNCTTAATTT 16+0.3 109+ 2.6
TATATTGAGAATAATNNNNATTT 3.6+0.6 142 +2.8
TATATTGAGAATAATCTTANNNN 96+16 37.7+19

#Nur die Sequenz des oberen Stranges von Fragment PamsGist dargestellt, die
randomisierten Positionen sind fett markiert
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Die Sequenz der Nukleotidpositionen 9 bis 11 in der 23bp-Region erwies sich as die
wichtigste fur die RcsA/RcsB Bindung. Fast keine Bindung war mit der unselektierten
Mischung zu beobachten. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen aus vorherigen
Mutationsanaysen und ist dartberhinaus konsistent mit UV-crosdinking-Studien der Rcs-
Proteine mit dieser DNA-Region. Im Gegensatz dazu waren die Sequenzen der terminaen
Nucleotidpositionen nur von geringer Bedeutung, schon die unselektierten Pools zeigten eine
relativ hohe Bindungsaffinitét im EM SA.

Die sdektierten DNA-Fragmente wurden in das Plasmid pBluescript KS™ kloniert und
mindestens 27 verschiedene Klone jedes Pools wurden sequenziert (Tab. 8).

Tabelle 8: Bestimmung des RcsA/RcsB Erkennungsmotivsim amsG-Promotor?
WT(EA: TATATTGAGAATAATCTTAATTT

Konsensus NNNBDTRMGAAWAWT SYGRGRNN

A: 86 63717 8121191121117 43 9107 7 4 8
C 9810734612- - 62 3 3313103736128
G 57 4712-167288 - 3253 8314818139 6
T: 6 7811724- 2 - - 414411172111 2 2 4 5 8

@ Die degenerierten Positionen wurden gemal? der IUPAC-Nomenklatur benannt.. Die am
haufigsten aufgetretenen Basen in den andyseten Sequenzen sind fett dargestellt.
Palindromische Elemente in der Wildtyp-Sequenz sind unterstrichen.

Eine besonders stringente Selektion war wiederum an den Positionen 9 bis 11 zu beobachten,
wobel Purine an den Stellen 10 und 11 unbedingt vorhanden sein mussten. Nur 5 der 64
moglichen Codons wuden nach der Selektion der randomisierten Postionen 9 bis 11 gefunden,
wobel die Wildtyp-Sequenz GAA klar bevorzugt wurde. Weitere konservierte Basen waren
ein Thymin an Position 6 und die Sequenz WAWT an den Basen 12 bis 15. Das die Basen 6
bis 15 umfassende Zentrum der RcsA/RcsB Bindungsregion zeigte einen hohen A/T-Gehalt
von ca. 80%.

Die Ergebnisse der in-vitro-Selektion wurden durch zwe verschiedene EMSA-Ansédtze
Uberpruft. Zuerst wurde die Retardation reprasentativer, aus der Selektion erhaltener DNA
Sequenzen quantifiziert (Tab. 9). Die selektierten Fragmente (SF) waren 72 bp lang und
enthielten das Fragment PamsG,; des amsG Promotors mit den jeweiligen Mutationen
gegentber der Wildtyp-Sequenz. Wie erwartet zeigten die Nucleotide an beiden Enden des
Fragments PamsGy keine hohe Sequenz-Spezifitdt in der invitro-Selektion. Allerdings
deutete die gesteigerte Retardation des optimierten Fragments SF (C,C,CsT*) auf die Existenz
einer geringen Selektivitét in dieser Region hin. Austausche von Thymin und Adenin durch
Guanin und Cytosin in Fragment SF (GCg) steigerten dessen Retardation durch das
RcsA/RcsB-Heterodimer auf das Doppelte. Der Vergleich der Fragmente SF (GsA,Csg) und
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SF (GsC/Cg) demonstrierte, dal3 an Postion 7 ein Purin fir die Bindung bendtigt wird.
Darliber hinaus zeigte das Verhaten von Fragment SF (GAC;Cg), dal3 die Anwsenheit des
Thymins an der 6. Stelle essentiell ist. Die Basen 9 bis 16 waren schon in der Wildtyp-
Sequenz optimal. An den Positionen 9 und 10 wurden ausschliefdich Purine toleriert. Zur
effektiven Retardation wurde an der Stelle 9 praktisch ausschliefdich Guanin bendtigt, ein
Adenin an der Position 10 steigerte die Bindung um das Doppelte. Das Adenin an Position 11
konnte durch Purine nur unter Verlust der Retardationseffizienz ausgetauscht werden. Der
Austausch des Thymins an Position 16 durch Cytosin bewirkte eine Verringerung der
Bindung auf ca. 25 %. Anders als es von der in-vitro-Selektion zu erwarten war, steigerte der
Ersatz des Thymins an Position 18 durch Guanin die Retardation des Fragments SF (Gyg)
nicht. Die Fragmente SF (C;7/Gig) und SF (A17Gig) liel3en erkennen, dald ein Pyrimidin an
Position 17 vorhanden sein mul3, da ein Adenin an dieser Stelle die Bindung stark verringerte.
Position 19 kénnte eine Spezifitét fur Purine zeigen, da der Austausch von Adenin durch
Thymin im Fragment SF (GysT10) dessen Retardation auf ca. 25 % reduzierte.

Tabelle9 Retardation selektierter DNA- Fragmente mit mutierter RcsA/RcsB-
Bindungsstelle®

Fragment Sequenz® Retar dation (%)
wt TATATTGAGAATAATCTTAATTT 24.7+7.6
SF (C'C’C’TY) CCCTTTGAGAATAATCTTAATTT 415+18
SF (G°CY) TATAGTGCGAATAATCTTAATTT 55.2 + 4.0
SF (GA'CH TATAGTACGAATAATCTTAATTT 20.5+0.7
SF (G°C'C) TATAGTCCGAATAATCTTAATTT 6.4+18
SF (G°A°C'CY) TATAGACCGAATAATCTTAATTT 3.3+09
SF (GY) TATATTGAGGATAATCTTAATTT 12.6 + 0.6
SF (CY TATATTGAGACTAATCTTAATTT 11.0+ 1.1
SF (T TATATTGAGATTAATCTTAATTT 19.2+0.3
SF (A°CH TATATTGAAACTAATCTTAATTT 23+0.2
SF (T*) TATATTGAGAATATTCTTAATTT 16.2+ 1.0
SF (THCb) TATATTGAGAATATCCTTAATTT 53+13
SF (T™T%) TATATTGAGAATTTTCTTAATTT 13.1+0.2
SF (AYG™) TATATTGAGAATAATCAGAATTT 35+0.9
SF (G") TATATTGAGAATAATCTGAATTT 22.6+25
SF (G"G") TATATTGAGAATAATGTGAATTT 146+ 1.9
SF (C"G"Y) TATATTGAGAATAATCCGAATTT 36.3+0.21
SF (G*®T™) TATATTGAGAATAATCTGTATTT 6.8+0.8
SF (G*G#G?) TATATTGAGAATAATCTTAGGGT 16.5+55
& DNA-Fragmente von 72 bp Lange wurden in EMSAs mit 33 nM RcsB und 1.89 nM RcsA
analysiert

»,down“-Mutationen im Vergleich zum Wildtyp-Fragment sind unterstrichen, ,up“-
Mutationen doppelt unterstrichen.
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Ein zweiter Ansatz zur Uberpriifung der Selektions-Ergebnisse bestand in der EMSA-Analyse
von 23 bp DNA-Fragmenten, die durch Rekongtitution geeigneter enzelstrangiger
Oligonukleotide erhalten wurden (Tab. 10). Das Fragment PamsGy (A1C,T4GsCg) enthielt
gemdld dem Konsensus-Motiv (Tab. 8) optimierte Positionen am 5-Ende. Die Retardation
dieses Fragments war um das Doppelte verstérkt. Dieses Ergebnis ist koharent mit den
Eigenschaften der Fragmente SF (C,C,CsT4) und SF (GsCyg). Die Optimierung der Positionen
20 bis 23 im Fragment PamsGy (GxGiCrAzs) bewirkte eine vierfache Verstarkung der
Bindung. Interessanterweise erhdhte der Austausch des in der Wildtyp-Sequenz enthaltenen
Tymins an Postion 18 durch Guanin im Fragment PamsG,; (Gyg) die Reatardation um das
Vierfache, wogegen die gleiche Mutation in dem 72-bp-Fragment SF (G,g) keinen Effekt
zeigte. Der Austausch des Thymins durch Adenin an Position 17 resultierte in der kompl etten
Unterdriickung der Retardation von Fragment RamsGys (A17Gyg). Dieses Ergebnis stimmt gut
mit der drastisch reduzierten Bindung des Fragments SF (A;Gyg) Uberein. Das Fragment
PamsGy (Konsensus) enthielt adle optimierten Positionen, die vorher in den Fragmenten
PamsGy (A1CT4GsCg), PamsGy (GxGriCrA») und PamsGy (Gig) analysiert wurden.
Interessanterweise erwies sich die Reatardation dieses Fagments gegeniber der Wildtyp-
Sequenz nicht als erhoht, sondern um ca. 50 % vermindert. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dal} die Erkennung der einzelnen Nukleotid-Positionen nicht unabhénging vone nander
stattfindet. Dartiberhinaus konnten Sekundarstrukturen des DNA-Stranges fur die spezifische
Bindung durch das RcsA/RcsB-Heterodimer wichtig sein.

Tabelle 10: Optimierung von RcsAga/RcsBea Bindungsstellen aus Ew. amylovora @

Fragment Sequenz® Retar dation (%)
Ew. amylovora:

PamsG,; (wt) TATATTGAGAATAATCTTAATTT 48+1.1
PamsGys (A1C,T4G:sCe)  ACTTGTGOGAATAATCTTAATTT 9.6+ 10
PamsG;3 (G20G21CA 2) TATATTGAGAATAATCTTAGGECA 176 +0.8
PamsG,3 (Gig) TATATTGAGAATAATCTGAATTT 146+25
PamsG,; (A17Gis) TATATTGAGAATAATCAGAATTT 0

PamsG,; (Konsensus) ACTTGT GCGAATAATCTGAGGCA 24+12

% Die oberen Strange der DNA-Fragmente sind dargestellt. Gegenliber der Wildtyp-Sequenz
verdnderte Basen sind enfach (,down”-Mutationen) oder doppelt (,up®-Mutationen)
unterstrichen.

4.3. Identifikation einer RcsA/RcsB-Bindungsstelleim P. stewartii cpsA-Promotor

Das cps-Operon fur die Stewartan-Biosynthese in P. stewartii ist homolog zum ams-Operon
von Ew. amylovora. Beide werden durch Rcs-Proteine reguliert. Die Sequenz einer ungefahr
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600 bp grofien Region, die den Promotor von cpsA, dem ersten Leserahmen des cps-Operons,
enthdlt, wurde der Sequenz des amsG-Promotor angepaldt (Abb. 13).

PamsG - CGCACTTAACTGTATCGCT TAAAGGGAAACGGGGCGEGATTTTGAAGAAA - 558
| | |1 | |

PcpsA - TCACTACACTCGCCATTCAGAGGTATTTCTTATGCGATTAATCCTGGTGL - 544

PamsG - AATATATIENCVAYYN[oRy T TTTGAGTAGCTAAAACGAGGGGTAGGT - 508

PcpsA - CAACA- - e YNVYINIee’N TTTTTTCTTCCCTGGCACCCAAAATGAG - 494
PamsG - GGTAACCGCGCAACATGAAAGTAGTCTTATTGGTAAAAGGGGCAGCACGG - 458
PcpsA - |G|GCTT|CAATA|CTTAT|TACTG|G|T,|A|G|TlclTlTTlTchclT,lA,lA,lA,lATAleTlcclesTGAT - 444
PamsG - GCAGTGAGACTCTTGTAAAGAGACCATTTATAACTAGTATAGCAACATAT - 408
Popsh - COCGTOCACTTGTAMGAGUCAGTARTAACTAGTATAGCAROCAGT - 394
PamsG - rﬁ;rrﬁATFAﬂFﬁ;rGEAG;TTGTATTﬁleFAﬁ&AGFﬁ%]A&A - 358
PcpsA - TAGITAACGCCTGCGIG ---------- TGAACCTGTAATTTGCGCAATC - 351
PamsG - ATGATAAATATTGTGAGGCAGCACACAATCCACTGATAAATGITAACGCC - 308
PopsA - ATOCSTCACGETAACCACCGAAT GTARACECATTCECAAGRATCCET - 301
PamsG - TGRCGT.........ccvviiiiinnnnn.. AAAATTAAGAGCTAATT ATG b amsG
P cpsA - |T|GTG(:G ......................... LLLLITALLQAI(;TITLLAIT ATG b CpsA

Abb. 13: Sequenz-Anpassung des P. stewartii cpsA-Promotors mit dem Ew. amylovora
amsG-Promotor.

Konservierte Nukleotide werden durch senkrechte Striche angezeigt, RcsAB-Bindungsstellen
sind blau hinterlegt.

Die Nukleotid-Positionen -538 bis -516 entsprechen der RcsA/RcsB-Heterodimer-
Bindungstelle im amsG-Promotor und sie wurden als ein 28-bp grof3es DNA-Fragment in
EMSAs andysiert. Dazu kamen die RcsA-Proteine von Ew. amylovora (RcsAga) und P.
stewartii (RcsAps) sowie das RcsB-Protein von Ew. amylovora (RcsBga) zum Einsatz. Das
Fragment wurde von beiden Kombinationen klar retardiert (Abb. 14). Dieses Ergebnis deutet
an, dal3 moglicherweise die Bindung eines RcsA/RcsB-Heterodimers an eine Region von
ungefdr -510 bis -540 bp stromaufwarts des trandationellen Starts des Operons ein
allgemeines Prinzip in der Regulation der EPS-Synthesein Erwinia darstellt. Die Retardation
des Fragments Fys des cpsA-Promotors scheint etwas starker mit RcsAps als mit RCSAg zu
sein, umgekehrt scheint das RcsAaeProtein etwas effizienter bel der Retardation des
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PamsGys-Fragmentes zu wirken als RcsAps, Dies ist ein Anhaltspunkt fir die Beteiligung der
RcsA-Proteine an der spezifischen DNA-Erkennung.

A B

ResAg, ResAgps ResAp, ResAgg
ResBgy ResBgy

Abb. 14: Bindungsaktivitéten der RcsA-Proteinevon E. amylovora und P.stewartii an

den Promotoren von amsG und cpsA

Ein 23-bp-Fragment von -555 bis -533 des amsG-Promotors (A) und ein 28-bp-Fragment von
-538 bis -516 des cpsA-Promotors (B) wurden unter Standardbedingungen mittels EMSAS
analysiert. Die Rcs-Proteine wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: RcsB: 1,7 pM;
RCSAga: 5,7 UM; RcSAps 5,7 UM

Im Vergleich zum Konsensus-Motiv des amsG-Promotors (Tab. 8) ist die RcsA/RcsB-
Bindungsstelle des cpsA-Promotors an zwel essentiellen Stellen degeneriert (Tab. 11) und
nicht palindromisch. Der Austausch des degenerierten Adenins durch das konservierte Guanin
in Fragment RepsA (G°) bewirkte eine fiinffach verstérkte Retardation im EMSA. Obwohl es
an vershiedenen Positionen degenerierte Basen enthielt, war die Bindung des betrachteten 28-
bp-Fragmentes vergleichbar zu der des Fragments Fx aus aus dem amsG-Promotor. Die
Degeneration konnte aso durch optimierte Basen an anderen Stellen des cpsA-
Bindungsmotivs kompensiert werden.
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Tabelle 11: Die RcsAB-Bindungsstelleim P. stewartii cpsA-Promotor

Fragment Sequenz Retardation [%]
Konsensus: NNNBDTRMGAAWAWT SYGRGRNN

FcpsA (wt) AACATGGAATAAATCTGATTTTTCTCTT  4.7+0.5
FcpsA (Gg) CAACATGGECGATAAATCTGATTTTT 26.1+0.1

4.4. Lokaliserungeiner RcsA/RcsB-Bindungsstelleim E. coli wza-Promotor

Das 485-bp-Fragment Pwzaugs, welches den vermutlichen Promotor und die ersten neun
Codons des wza-Gens, dem ersten Leserahmen des Colansiure-Biosynthese-Oprons in E.
coli, enhielt, wurde durch das RcsA/RcsB-heterodimer gebunden, was durch EMSASs gezeigt
werden konnte. Sukzessive Deletionen des 5'- und 3'-Endes zeigten, dal3 das 55-bp-Fragment
Pwzags ausreichend fur die Retardation durch das RcsA/RcsB-Heterodimer war. Es umfasste
die Basen der Positionen -119 bis -65 relativ zum transkriptionellen Start von wza (Abb. 15).
Die Retardation war verringert mit dem 41-bp-Fragment Pwza,; (Basen -119 bis -79),
praktisch keine Bindung konnte mit dem 27-bp-Fragment Pwza,; (Basen -106 bis -80) und
dem 38-bp-Fragment Pwzags (Basen -119 bis -82) beobachtet werden. Diese Ergebnisse
lief?en den Schlul® a1, dal? die 28-bp lange Region der Nukleotide -106 bis -79 relativ zum
trankriptionellen Start des wza-Gens notwendig, aber nicht hinreichend fur fur eine effiziente
RcsA/RcsB-Heterodimer-Bindung ist (Abb. 16).

Eine Verlangerung des 3'-Endes des 55-bp-Fragments trug nicht zur Verbesserung der
Bindung durch RcsABgc bei, das Ausmal? der Retardation des Fragments Rvzaz, (Nukleotide
-119 bis -48) war vergleichbar zu der des Fragments Pwzass. Die Bindung des RcsAB-
Heterodimers ist alerdings temperatursensitiv. Bne Inkubation der EMSA-Ansétze bei 28 °C
vor der Elektrophorese steigerte die Retardation gegentiber einer Inkubation bei 37 °C um das
Dreifache.

Das Alignment des 55-bp-Fragments mit der RcsAB-Bindungsstelle im Ew. amylovora
amsG-Promotor wies mehrere Nucleotide in der Region -115 bis -96 relativ. zum
transkriptionellen Start des wza-Gens a's mogliche Interaktionspartner mit RcsAB aus. Diese
Positionen wurden ndher durch Einfihrung moglicher ,,up“- und ,down”-Mutationen gemal3
dem RcsABa-Konsensus-Motiv. mittels EMSAs andysiert. Der Austausch  des
degenerierten Adenins an Position -109 durch ein konserviertes Guanin in den Fragmenten
Pwzay, (G.i0) Und Pwzay, (G.isA.106) bewirkte eine Steigerung der Retardation durch RcsAB
(Tabelle 12). Dagegen war die Bindung des Fragments Pwzay, (G.11,) nach dem Austausch
des hochkonservierten Thymins an Position -112 durch ein Guanin stark reduziert. Das
Fragment Pwzaz, (C.110T 108C.106), Welches Mutationen an drei konservierten Positionen trug,
zeigte keinerlei Retardation mehr in EMSAS. Eine verringerte Bindung war auf3erdem beim
Austausch zweier weniger konservierter Adenine durch Cytosine im Fragment Pwza;, (Cgg
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Co) zu beobachten. Interessanterweise verringerten auch zwel zum vermuteten RCSAB-
Konsensus-Motiv lediglich benachbart liegende Mutationen im Fragment Pwza;, (G.g;C.o)

die Retardation durch das RcsAB-Heterodimer. Diese Beobachtung ist ein Hinwels auf

mogliche  weitere  DNA-Protein-Interaktionen in  der direkten Umgebung des

Erkennungsmotivs.
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PWZB.38
-119 () -82
PWZ&27
-106 - -80
Pwzayg
-95 - -48
Pwza,,
-119 + -79
Pwzags
-119 ++ -65
P\Nza72
-119 ++ -48
CCGGA  C70Ge0GesA67
GC G.01C.q0
ccC C.08C.06
GA G.100A.108
G G.109
CTC C.110T-108C-106
G CTIC G.112C.109 T -108C 107
G G
-35
GTCAACCTAAAGAAACT CCTAAAAACCATATTGAATGACACTTAATATAATTCTTAAAAATAGCCAATTACCGAATTGTTATCTTGCCTGCTA
-10 +1 wza ®
TTCCGTTAGCTGTAACACTTCCTCCTGCATTATTGG - Nggp - ATGATG. . .

Abb. 15: Analyse der RcsAB-Bindungstelleim E. coli wza-Promotor.
Die RcsAB Box ist doppelt unterstrichen und mdgliche Promotor-Konsensussequenzen sind einfach unterstrichen. Zahlen zeigen die Nukleotid-
Positionen relativ zum transkriptionellen Start des wza-Gens an. Die auf RcsAB-Bindung getesteten Fragmente sind as Linien représentiert und wie
im Text benannt. Gebundene Fragmente sind mit ,+* markiert, nichtretardiert Fragmente mit ,-“. Durch Mutagenese analysierte Basen sind Uber die
Sequenz gestellt, ,, up“-Mutationen sind fett, ,,down" -Mutationen kursiv.
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4.4.1. Charakterisierung des RcsAB/DNA-Komplexesim E.coli wza-Promotor

Um zu Uberprifen, ob der wza-Promotor Praferenzen fur die Erkennung der homologen
RcsABec-Proteine zeigt, wurde das 55-bp-Fragment Pwzags in EMSAs mit verschiedenen
Kombinationen der Proteine RCSAga, RCSAgc, RCSAps, RCSBega und RcsBec analysiert
(Abb. 16).

Pwzass Pwzay, Pwzasg Pwza,, Pwza g
1 2 3 4

> e el -

II)—..I-.. .

Abb. 16: Retardation von wza-Promotor-Fragmenten durch RcsAB.

Die Fragmente Pwzay,, Pwzag, Pwzay und Pwzagg wurden ink EMSAs  unter
Standardbedingungen analysiert. Die Retardation des Fragments Rwvzags wurde dartiberhinaus
mit heterologen RcsAB-Proteinen untersucht: RCSAg/RCSBec (Spur 1), RCSAg/RCSBga
(Spur 2), RcsAga/RcsBea (Spur 3) und RcsApdRCsBea (Spur 4). Die Proteine wurden in
folgenden Konzentrationen eingesetzt: 1,7 UM RCSBgc und RcSBga, 5,7 UM RCSAgc, RCSAE
und RcsAps, |: retardierte DNA-Fragmente; 11: ungebundene DNA

Der wza-Promotor wurde von allen getesteten Protein-Kombinationen erkannt und es waren
keine sgnifikanten Unterschiede in der Retardation zu erkennen. Die Bindung von RCSAgc
oder RcsBec in Konzentrationen bis zu 4,5 uM alleine sowohl and Pwzags al's auch an das den
gesamten cpsA-Promotor enthaltende 485-bp-Fragment konnte nicht beobachtet werden.
Dagegen reichte eine Konzentration von ungeféhr 0,2 uM einer Mischung beider Proteine
aus, um die DNA-Fragmente im EMSA nachweisbar zu binden. Das die Nukleotide -95 bis -
48 umfassende und eine paindromische Sequenz beinhatende Fragment Rvzay,s wurde weder
von RcsAgc noch von RcsBec retardiert. Aullerdem zeigte die Mutation von vier Basen im
Palindrom keinen Effekt auf die Retardation des Fragments Pwzaz, (C70G.eG.ssAs7) durch
RCsSABgc (Tabelle 12).
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Tabelle 12 : In-vitro-Analyse der RcsAB Bindungsstelleim E. coli wza-Promaotor

Fragment 2 wza-Promoter-Sequenz ° Retardation (%) ©
Pwzay,: TAAAGAAACTCCTAAAA 25.2+3.4

Pwzay, (G™): GAAAGAAACTCCTAAAA 36+0.1

Pwzay, (CMT%C%): TACATACACTCCTAAAA 0

Pwza,, (G'%): TAAGGAAACTCCTAAAA 33612

Pwzay, (G'PA1%): TAAGAAAACTCCTAAAA 30.3+2.2

Pwzay, (C*C®): TAAAGAAACTCCTACAC 8.6+14

Pwzay, (GT2C'®T1%C1%):  GAACTCAACTCCTAAAA 0

Pwza, (GC%): TAAAGAAACTCCTAAAA- N,- GC 14.3+2.1

Pwza, (CPGPG®A®):  TAAAGAAACTCCTAAAA- Nys- CGGA 22.2+1.8

@ DNA-Fragmente von 72 bp Lange wurden fir die EM SAs eingesetzt.

P\/on Position -112 bis -96 relativ zum transkriptionellen Start des wza-Gens und weiter 3
gelegene Nucleotide Durch Mutagenense analysierte Stellen sind unterstrichen..

¢ Die Protein-K onzentration fur die EM SAs betrug 2 uM RcSABgc.

Die kinetischen Charakteristika der RcsABed/Pwzagz-Interaktion wurden mit der Surface-
Plasmon-Resonance-Technik untersucht (Abb. 17).
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Abb. 17: SPR-Analyse der RcsAB-Bindungseigenschaften.

Die SPR Messungen wurden mit den immobiliserten DNA-Fragmenten Pwza;,
(durchgezogene Linie) und Pwzazy(G.115C.100T-106C.107) (gestrichelte Linie) durchgefihrt. Als
Kontrolloberflache diente ein zufélliges 72-bp-DNA-Fragment. Der Injektionsbeginn wurde
als t=0 s definiert. Die Proteinkonzentrationen betrugen fur RcsB 750 nM und fur RcsA
3,75 UM.
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Zur Bestimmung der Assoziations-, Dissoziations- und Gleichgewichtskonstante wurden
RcsAB-Proteingemische in einem Konzentrationsbreich von 47 nM his 7,5 uM sukzessive
injiziert und die resultierenden Sensorgramme aufgezeichnet. Die Glechgewichtskonstante
Kp wurde nach dem Langmuir-Modell zu 77 + 28 nM berechnet. Der Kp von RcsABgc am E.
coli wza-Promotor stimmt gut mit der zuvor in 4.1. mit der EMSA-Technik bestimmten Ky
von RcsABg4 am E. amylovora amsG-Promotor Uberein.

Dartiber hinaus wurde das Fragment Rvzaz, (G.112C.109T-106C.107) Mit vier Punktmutationen in
hochkonservierten Positionen analysiert. Im EMSA konnte keine Retardation mit RcsAB
beobachtet werden (Tabelle 12). Seine Gleichgewichtskonstante Kp im SPR-Experiment
betrug 50 £ 30 uM, ein ca. 1000-fach héherer Wert gegentiber der Wildtyp-Sequenz, der die
schlechtere Bindung klar widerspiegelt.

4.4.2. Kongruktion der Plasmide pMW29, pMW 31 und pMWD zur Mutagenese durch
homologe Rekombination

Zur Rekombination wurden grofkere Fragmente von mehreren kbp benutzt, da so die
Ortsspezifitdt gesteigert werden konnte. Sie wurden so gewéhlt, dal3 die zu mutierende
Sequenz direkt am 5'-Ende lag. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dal3 alle
Rekombinanten die gewlinschte Mutationen am definierten Platz enthielten. Diese Fragmente
wurden durch PCR gewonnen. Tabelle. 13 fal%t die PCR-Bedingungen fur die drei Fragmente
zusammen.

Tabelle 13: PCR-Bedingungen zur Amplifikation der Fragmente Pywze, Pumws: und

I:)MWD

Fragment Prvwzo Pywat Pmwp
Hinprimer PMW29-up PMW31-up PMWD-up
Ruckprimer Pwzarek-low Pwzarek-low Pwzarek-low
Templat 2 pl 1:5 verd. C600 chromomale DNA

MgCl, -

Formamid ul
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Thermocycler-Programm:

2 min Denaturierung bei 95 °C

30 Zyklen von

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 60
Annealing 45 60
Polymerisation 72 210

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

Die PCR-Produkte und das Plasmid pfdA8 wurden mit den Restriktionsendonukleasen Pstl
und Bglll verdaut und die drei Fragmente in den Vektor ligiert.

4.4.3. In-Vivo-Analyseder E. coli wza-RcsAB Bindungsstelle durch M utagenese

Die chromosomaen Merodiploiden MW29, MW31 und MWD des E. coli Stamms C600
wurden durch die Integration der Plasmide pMW29, pMW31 und pMWD durch homologe
Rekombination erhalten (Abb. 18).

RcsAB
chromosomale DNA
mutierte X
. . RcsAB
Integrationsplasmide zur Box
homologen Rekombination
pMW 31
pMW 29
pMW D
Km'
mutierte
RcsAB RcsAB
Box Box
— BTN - — R EECEE

Abb. 18: Schema der homologen Rekombination fir die in-vivo-Analyse der RcsAB
Box.
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Die mutmaldichen Mutanten wurden mittels Southern Blots auf korrekte Insertion der
Plasmide getestet. Dazu wurde die chromosomale DNA der Stdmme isoliert und mit vier
verschiedenen Kombinationen von Restriktionsenzymen verdaut (Abb. 19). Als Sonde wurde
ein den letzten 34 Basen des Kanamycin-Resstenz-Gens komplementéres einzelstrangiges
Oligonukleotid eingesetzt. Klone mit dem richtigen Bandenmuster wurden fir weitere
Experimente eingesetzt.

A

wza PWZa mut
wza wzb wzc* Km" |:> wza wzb wzc wcaA

Ncol
(2891)

£98) £85)

I ¥

[ d
GO0 by —
000 b  J—
2500 bp  Je—
2000 bp p

1300 by J— - . .

Abb. 19: Restriktionsanalyse der merodiploiden M utanten.
A: benutzte Schnittstellen, B: Southern Blot von pMW29 als reprasentative Darstellung 1:
Plamid pfdA8, 2: Sall/Bglll, 3: Ncol/Bglll, 4: Bglll, 5: Agel/Bglll
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Der wza-Promotor des Stammes MW31 war direkt stromaufwérts der RcsAB-Box
abgeschnitten, der Stamm MW29 enthielt zusdtzlich vier Punktmutationen in essentiellen
Basen innerhab der identifizierten RcsAB-Bindungsstele. Im Stamm MWD wurde die
gesamte RcsAB-Box deletiert. (Abb. 20).

Wildtyp (C600):

TATTGICAACCTAAAGAAACT CCTAAAAACC

MW31 (Kontroll-Mutante):

ATCTGICAACOTAAAGAAACT CCTAAAAACC

MW29 (,down”“ Mutante):

ATCTGTCAACHBAABIBAACT CCTAAAAACC

MWD (Null-Mutante)

ATCT-------- - m o oo oo oo oo - ACC

Abb. 20: Vergleich der wza-Promotor-Sequenzen in E.coli C600, MW29, MW31 und

MWD.
Die RcsAB-Boxen snd grau unterlegt, Punktmutationen im Bindungsmotiv rot markiert.
Griun hinterlegt sind Sequenzen aus dem Plasmid pfdAS8.

Die Phéanotypen der drei Mutanten wurden nach Einfihrung des Plasmids pEA101 getestet.
Dieses Plasmid enthielt das Ew. amylovora rcsA-Gen und bewirkteim E. coli Wildtyp-Stamm
C 600 eine Induktion der Colansdure-Biosynthese durch Aktivierung des wza-Promotors.

Die EPS-Produktion und der Phénotyp der Kontroll-Mutante MW31 x pEA101 war
vergleichbar zum Wildtyp-Stamm C600 x pEA 101 (Tabelle 14). Dieses Ergebnis zeigte, dal3
das ca. 450 bp lange Fragment stromaufwérts des wza-Gens ausreichend ist, um die volle
Promotor-Aktivitdt sicherzustellen.

Im Gegensatz dazu war die EPS-Produktion im Mutantenstamm MW29 x pEA101 drastisch
reduziert, die Kolonien hatten ein trockenes Erscheinungsbild (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Phanotypen der mutierten RcsAB Boxen in E. coli

Stamm? Plasmid K olonietyp ° EPS-Production ©
(Genotyp) (mg Glucose/10® Zellen)
C600 - B -
(wt) PEA101 F 58+ 0.6
MwW31 - B -

pEA101 F 6.0+04
MW?29 - B -

pEA101 B 03+0.1

@ Relevanter Genotyp

® Der Kolonietyp wurde nach 24 h Wachstum auf LB-Agar bei 37 °C bestimmt

¢ Nach 24 h Wachstum auf LB-Agar bei 37°C und durch den Anthon-Tets abgeschétzt. Zahlen
représentieren Mittelwerte aus drel Bestimmungen. Minus: nicht bestimmt

Diese Experimente demonstrieren die Wichtigkleit der identifizierten RcsAB Bindungsstelle
fur die Colansdure-Biosynthese und lassen darauf schlief3en, dal3 das RcsAB-Heterodimer
auch in vivo an diese DNA-Region gebunden wird.

45. RcsA und RcsB binden an diercsA-Promotoren von E. coli, K. pneumoniae, S.
typhi und Ew. amylovora.

Die Autoregulation des E. coli rcsA-Gens wurde kirzlich gezeigt (Ebel und Trempy, 1999).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Aktivierung von rcsA-Promotoren durch
Bindung eines RcsAB-Heterodimers an RcsAB-Box-8hnliche DNA-Regionen abl &uift.

Ein 277 bp langes PCR-Fragment R cSAec.77, Welches die intergenische Region zwischen den
E. coli Genen fliR und rcsA einschliefdlich des rcsA Start-Codons enthielt, wurde im EMSA
klar durch das RcsABgc-Heterodimer retardiert (Abb. 21). Eine mdgliche RcsAB-
Bindungsstelle konnte zwischen den Nukleotid-Positionen -264 bis -251 redtiv zum
trandationellen Start von rcsAgc identifiziert werden (Abb. 23). Das rekonstituierte 34 bp
lange Fragment R csAecy, das die Basen -274 bis -241 umfasste, wurde ebenfalls an RcsAB
gebunden, wie im EMSA deutlich gezeigt werden konnte (Abb 21). Unter den wichtigsten
Positionen, die essentiell fur die RcsAB-Bindung sind, befanden sich drei konservierte Purine,
die am wahrscheinlichsten durch die Sequenz GGA an den Positionen -261 bis -259 im rcsA-
Promotor représentiert wurden. Eine Mutation dieser Purine zur Sequenz TTC im 277 bp
langen Fragment PrcsAecy bewirkte die vdllige Unterdriickung der Retardation durch
RcsABgc (Abb. 21). Die vorgeschlagene Sequenz war aso essentiell fur die in-vitro-Bindung
der Rcs-Proteine an den rcsAec-Promotor. Die rcsA-Autoregulation schien auf3erdem von der
Anwesenheit beider Proteine abhédngig zu sein, da weder RcsA noch RcsB dlein in
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Konzentrationen bis zu 4,5 uM nicht in der Lage waren, das 277 bp lange Fragment des
rcsAec-Promotorsim EMSA zu retardieren.

PresAgcar PresAgey PresAges,

w | ]
l).

n» & -

Abb. 21: Das RcsAB-Heterodimer bindet an den E. coli rcsA-Promotor

EMSA-Analyse des E. coli rcsA-Promotors. PrcsAgcor, PresAecy und PrcsAgcs, wurden
designt wie im Text beschrieben. . 1 = kein Protein, 2 = 2 uM RcSABgc. | = retardierte DNA-
Fragmente, |1 = ungebundene DNA

Falls die Autoregulation der rcsA-Expression ein konservierter Mechanismus ist, sollte eine
RcsAB-Bindungsstelle auch in den rcsA-Promotoren anderer Spezies vorhanden sein.
Mehrere mdgliche RcsAB-Bindungsstellen konnten in den rcsA-Promotorregionen von E.
amylovora, K. pneumoniae und S. typhi identifiziert werden. Alle lagen zwischen -321 bis -
244 relativ zum trandationellen Start der jeweiligen rcsA-Gene (Abb. 23). Um mogliche
RcsAB/DNA-Interaktionen mit den gefundenen Motiven zu testen, wurden drel DNA-
Fragmente rekonstituiert. Das 29 bp lange Fragment RrcsAga umspannte die Basen -331 bis -
302 des Ew. amylovora rcsA, das 29 bp lange Fragment PrcsAgp enthielt die Nukleotid-
Positionen -239 bis -267 des K. pneumoniae rcsA und das 29 bp lange Fragment R csAgr
umfasste die Basen -275 bis -247 des S. typhi rcsA. Alle drel Framente wurden in EMSAS
deutlich retardiert (Abb. 22).
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PresAgp PresAg, PresAgy
1. 2.3 I. 23 12 3

l’ * - e - -

am s ]
> i G o

Abb. 22: Analyse der RcsAB Bindungsstellen in den rcsA-Promotoren von Ew.
amylovora, K. pneumoniae und S. typhi.

EMSA-Anayse von rcsA-Promotoren verschiedener Enterobakterien. A csAxp, PrcsAga und
PrcsAsr wurden wie im Text beschrieben hergestellt. 1 = kein Protein, 2 = 2 UM RCSABkc.
| = retardierte DNA-Fragmente, |1 = ungebundene DNA

Eine Sequenzanpassung der rcsA-Promotoren der drel eng verwandten Spezies E. coli, S
typhi und K. pneumoniae lief3 mehrere identische, weiter stromabwaérts liegende Regionen
erkennen, die mdgliche Promotor Konsensussequenzen représentieren konnten (Abb. 23). In
diessr Anordnung sind die RcsAB-Bindungstellen ungeféhr 100 bp stromaufwérts der
vermutlichen transkriptionellen Starts der jeweiligen rcsA-Gene lokalisiert.
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G TTC
PrcsAgc  GCG- ATTAATATAATTCCOG TAACGTT- - TATCATGITATCCTAAGGATTATCCGA  -251
PrcsAsr  GCOGATAAATAATAACCCA- TAATTTT- - TATCCTGITTTACTAAGGTTTATCCGA  -252
PrcsAgp GCGAGCAAGCCAGCCAACCGCTAACGT(XI;TTTCATTTGAAGTAAGGAAATTCTGA -244
* % * * * * * % *kk k% ** *%
PrcsAgc  AAAATAATACCTAC- GAACA- TCTTCCAGGATACTCCTGCAGCGAAATATTTGTTT  -197
PrcsAsr  AAATAAATTTTAAA- AAACA- TTCACCAGGATATATCCACTGCCCCTTATTTGTTT — -198
PrcsAgp AAGTAAAAGAATACTGGGCGCGTAACCA— - TAGCATCTATGGGCACTT TTTGITT  -191
-35
PrcsAgc  TAAGCTCACTCACA- TATCGCAACATTTACTTTACTTTAAGACAATTCCAGGCAAA  -142
PrcsAsr  TTACTTCACTCACA- TAACGCAACATTCACTTTACTTTAAGATGATTCCTGGCAAA  -143
PrcsAgp TTAATTCGGTCACACTACCGGTTC— TTGACTTTACTTTAAGAGTTTTCCTGGCAAA  -136
-10
PrcsAgc  TTATACAACACT TTACGGGATAGTAAGTCCGCCTGAAAAATCGCGAGAGTGGOGCA — -86
PrcsAsr  TTATATGTAACTTTACGGGATAGTAAGT TCGCCTGAAAAACCGCGTAAGCGTTGTC  -87
PrcsAxp  TTATATGCATAGATGCGGAATAGTT---- - - - - TAATGGAGCTAATGGGTTCTTTC -8
*kk k% * k*k*k%* *kkkk*%x * * * *
PrcsAgc  TTAGGTGACCCATGITGIT- - COGTTTAGTCATGATGAAATATTCAGGTAAGGGCA  -32
PrcsAsr  TAAGGTGACTATTCGIGIT- - COGTCTGATTATGGTGAGT TATTCAGGTAAGGGGA  -33
PrcsAgp TAAACCTACTATTATTATOGOOOGCAAGGACT GCTTOGCACAGOCAGTGOGAAGTG -32
RBS
PrcsAgc  ATTATCGTTACGCATTGAGTGAGGG TATGCCATG  +3
PrcsAsr  ATTATCGTTACGCATTGAGTGAGGGGTATGCCATG  +3
PrcsAcp  TATATCGTTACGTGITGATTGAGGA- TGGGTCATG  +3
Abb. 23: Sequenzanpassung der rcsA-Promotoren aus E. coli, K. pneumoniae und S.
typhi.

Die in EMSAs andysierte essentielle Region des rcsAec-Promotors ist dargestellt. Die
Identitdt der drei Promotoren zueinander betrégt 42,7 %. Identische Positionen sind durch

Sterne  markiert,

rcsA-Startcodons, vermutliche Ribosomen-Bindungstellen (RBS) sowie

wahrscheinliche Promotor-Konsensus-Sequenzen sind unterstrichen. Die RcsAB-Boxen sind
fett dargestellt. Die Uber die Sequenzen gestellten kursiv geschriebenen Basen zeigen die
Mutationen im Plasmid prcsA-M4.

45.1. DieRcsAB-Box ist essentiell fur diercsA-Autoregulation in E. coli.

Zur in-vivo-Untersuchung der Bedeutung RcsAB-Box im rcsAgc-Promotor wurden die beiden
Plasmide prcsA-WT und prcsA-M4 konstruiert.
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451.1. Kongruktion der Plasmide prcsA-WT und prcsA-M4.

Zunéchst wurde durch PCR en ca. 1 kb langes Fragment von der chromosomalen DNA des
E. coli-Satmmes XL1 amplifiziert, welches das rcsA-Gen und eine stromaufwarts gelegene,
ca. 300 bp lange Sequenz, die die RcsAB-Box einschlof3, umfaldte (Tab. 15).

Tab. 15: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation des prcsA-WT-Inserts

Primer PrcsAwr-up
PrcsApr-low
Templat 2 pl 1:5 verd. C600 chromosomale DNA
MgClI2 -
Formamid -

Thermozykler-Programm (30 Zyklen)

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 60
Annealing 45 60
Polymerisation 72 90

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

Das PCR-Produkt wurde agarosegelelektrophoretisch aufgereinigt und mit  den
Restriktionsendonukleasen BamHI und Hindlll verdaut. Mit den gleichen Enzymen wurde
auRerdem das Plasmid pBluescript KS™ verdaut. Das PCR-Fragment wurde anschlie3end in
das geschnittene Plasmid ligiert und der Ansatz in DH5a transformiert. Die Plasmid-DNA
Amicillin-resistenter, mucoider Kolonien wurde isoliert und analysiert. Das korrekte Plasmid
prcsA-WT wurde im praparativen Malstab isoliert und diente als Templat fur die
Konstruktion des Plasmides prcsA-M4, in dem Punktmutationen in die RcsAB-Box
eingefuhrt werden sollten. Dazu wurde eine weitere PCR mit Primern, die die gewlinschten
Mutationen in der RcsAB-Box bewirkten (PrcsAy 4-up und-low) durchgeftihrt.

45.1.2. I n-vivo-Analyse der Plasmide prcsA-WT und prcsA-M4

Die Plasmide prcsA-WT, welches das rcsAgc-Gen zusammen mit einer stromaufwérts
gelegenen 300 bp langen, die RcsAB-Box enthatdenden Region trug, und prcsA-M4, das
zusétzlich vier Punktmutationen in hoch konservierten Positionen der RcsAB-Box enhielt,
wurden in den E. coli Stamm DH5a transformiert. Anschlief3end wurden die Bakterien auf
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den resultierenden Phanotyp getestet. Das Plasmid prcsA-WT mit dem Wildtyp-rcsA-
Promotor steigerte die EPS-Produktion und brachte fluide Kolonien hervor. Diese Effekte
wurden offenbar durch eine erhthte Kopienzahl der RcsA-Proteine erzeugt (Tabelle 16). Im
Gegensatz dazu blieben die Kolonien der mit dem Plasmid prcsA-M4 transformierten
Bakterienzellen trocken, die EPS-Produktion war gegentiber dem Stamm DH5a % prcsA-WT
drastisch reduziert. Diese Beobachtungen belegen, dal3 die RcsAB-Box neben ihrer
Betelligung an der Regulation der EPS-Biosynthese-Operons zusétzlich essentiell fir die E.
coli-rcsA Autoregulation in-vivo ist.

Wurde dagegen das Plasmid prcsA-M4 in den lon’-Stamm SG1087 transformi ert, zeigten die
resultierenenden Kolonien einen fluiden Phanotyp, d. h. eine gesteigerte EPS-Produktion
(Tab. 16). In Ubereinstimmung zu diesem Befund wurde die Expression einer cpsB::lacZ-
Fusion im lon-Stamm JB3034 durch die Einfihrung des Plasmids prcsA-M4 klar erhoht,
blieb aber geringer zu der cps::lacZ-Expression im Stamm JB3034 x prcsA-WT. Das Fehlen
der Lon-Protease fUhrt zur einem Anstieg der Habwertszeit des RcsA-Proteins. Die
Hintergrunds-Expression von rcsA vom Plasmid prcsA-M4 genlgte dann offenbar  zur
Aktivierung des Colansiure Biosynthsese-Operons.

Tabelle 16 : Phénotypen der mutierten RcsAB-Boxen im rcsA-Promotor von E. coli

Stamm 2 Plasmid Kolonietyp® EPS-Produktion®  cpsB-Expression ®

(Genotyp) (mg Glucose/10° Zellen) (L acZ-Einheiten)

DH5a - B - -

(WT) prcsA-WT F 152+0.3 -
prcsA-M4 B 0.3+0.1 -

SG1087 - B - -

(rcsA, lon) prcsA-M4 F 9.9+0.6 -

JB3034 - - - 2+0.1

(rcsA, lon, prcsA-WT - - 382+ 84

cpsB::lacz) prcsA-M4 - - 67+ 38

% relevanter Genotyp

P nach 24 Stunden Wachstum bei 37 °C auf LB-Agar

¢ nach 24 Stunden Wachstum bei 37 °C auf LB-Agar und mit dem Anthron-Assay bestimmt.
Mittelwerte aus drel Bestimmungen; -: nicht ermittelt

4 B-Galactosidase-Einheiten nach Miller (1972). Mittelwerte aus drei Bestimmungen.
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4.6. ldentifikation einer RcsAB-Box in den Gen-Clugtern fur die K2-Antigen-
Expresson in K. pneumoniae und fur die Vi-Anitgen-Expressionin S. typhi.

Die Gene rcsA und rcsB wurden auferdem in den Enterobakterien S typhi und K.
pneumoniae identifiziert. Falls die jeweiligen Kapsel-Biosynthese Cluster ebenfalls durch
RcsAB reguliert werden, sollte in deren Hauptpromotoren eine RcsAB-Box vorhanden sein.
Der erste ORF des S typhi Vi-Antigen Clusters codiert das Regulatorprotein TviA (VipR)
(Hashimoto et al., 1996). Eine mdgliche RcsAB-Box befand sich zwischen den Positionen -
322 his -309 relativ zum trandationellen Start von tviA (Tabelle 17). Um zu testen, ob diese
Region vom RcsAB-Heterodimer erkannt wird, wurde das 60 bp lange Fragment PtviA
erstellt, welches die Basen -347 bis -288 umfasste. Im EM SA wurde dieses Fragment klar von
RcsAB retardiert (Abb. 23).

16 ORFs werden dem K. pneumoniae K2-Antigen Biosynthese-Cluster zugeordnet (Arakawa
et al., 1995). Eine ungefhr 900 bp lange, einen s >*-abhangigen Promotor enthaltende Region
geht dem orf3-Gen voraus. Eine RcsAB-Box konnte dort nicht gefunden werden. Stattdessen
liegt eine RcsAB-Box an den Positionen -181 bis -168 relativ zum trandationellen Start von
orfl, einem Gen, das ein GalF-homologes Protein kodiert (Tabelle 17). Die Retardation des
59 bp langen Fragments RyalF, das die Basen -202 bis -144 relativ zu trandationellen Start
von galF enthielt, durch das RcsAB-Heterodimer lieferte Hinweise darauf, dal3 die Region
stromaufwarts von galF (orfl) einen Rcs-abhangigen Promotor enthalten konnte.

Pgalf PtviA
1] 2 3 1 2 3

1> we -

o a0 M

Abb. 24: Retardation der RcsAB-Boxen aus den Promotoren PgalF aus K. pneumoniae
und PtviA aus S. typhi.

Das 59 bp lange Fragment Pgal F und das 60 bp lange Fragment Ptviawurden in EMSAs bel
Standardbedingungen fiir RcsABec-Bindung analysiert. Die Proteine wurden in
Konzentrationen von 2 uM zugegeben. I: retardierte DNA-Fragmente; 11: ungebundene DNA
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4.7. DasRcsAB-Heterodimer und BvgA, ein transkriptiondler Regulator aus
Bordetella pertussis, erkennen gleiche DNA-Sequenzen.

Aus alen bisher identifizierten RcsAB-Boxen wurde mit Hilfe des Programmes MAST
(Bailey und Gribskov, 1998) ein Motiv berechnet, das zur Suche weiterer dhnlicher Regionen
in GenBank mittels der MEME-Software (Bailey und Elkan, 1994) eingesetzt werden konnte.
Es wurden zwel potentielle RcsAB-Boxen innerhab der regulatorischen Regionen von bvgA
aus Bordetella pertussis und aus B. parapertussis sowie fha aus B. parapertussis (Scarlato et
al., 1990) gefunden (Tabelle 17). Beide Promotoren werden durch BvgA, enem
transkriptionellen Regulator aus der LuxR-Familie mit einer zu RcsA und RcsB homologen
DNA-bindenden Doméne , aktiviert. Um zu testen, ob Kreuzspezifitdten in der DNA-Bindung
zwischen den Rcs-Proteinen und BvgA existieren, wurde zunéchst das BvgA -Protein kloniert
und Isoliert um esin EM SAs einzusetzen.

4.7.1. Aufreinigung des BvgA-Proteins

Das BvgA-Protein wurde, wie unter 3.19. beschrieben, als Maltosebindungsprotein-Fusion
vom Plasmid pMBvgA (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Frank Bernhard)
exprimiert und Uber eine Dextrinsdule affinitdtschromatographisch gereinigt. Die DNA-
Bindungsaktivitdt des aufgereinigten Proteins wurde durch in-vitro-Phosphorylierung kurz
vor den Gelshiftassays optimiert.

4.7.2. EMSA-Analyse der bvgA- und fha-Promotoren

Die beiden 50 bp langen DNA-Fragmente PbvgAsr und PbvgAga, die die vermutlichen
RcsAB-Boxen der B. pertussis und B. parapertussis bvgA-Promotoren enthielten, sowie das
50 bp lange Fragment Pfha, das die vermutliche RcsAB-Box aus dem fha-Promotor aus B.
pertussis enthielt, wurden in EMSAs durch das RcsAB-Heterodimer retardiert (Abb. 24).
Darlber hinaus wurde das Fragment Pfha auch vom aufgereinigten BvgA -Protein gebunden
(Abb. 24). Dies deutet darauf hin, dal3 die Homologie der DNA-bindenden Domanen von
RcsAB und BvgA ausreicht, um vergleichbare DNA-Sequenzen zu erkennen. Die luxl-Box,
eine potentielle Bindungsstelle des LuxR-Proteins zeigt kaum Ahnlichkeiten zur RcsAB-Box
und wurde auch nicht vom RcsAB-Heterodimer im EMSA gebunden.
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PbvgAgp PbvgAg, Pfha  Pfha
123 123 1231 23

- .'(I

II)". --“

Abb. 24: Retardation identischer DNA-Fragmente durch RcsABgc und B. pertussis
BvgA.

EMSAs mit den Fragmenten FovgAgp, PovgAsa und Frha wurden unter Standardbedingungen
ohne Protein (Spuren 1) und mit 2 uM RcsABgc (Spuren 2 und 3) durchgefihrt. Ffha wurde
sowohl vom RcsABgc-Heterodimer (linkes Bild), as auch von phosphoryliertem BvgA
(rechtes Bild; Spur 1 ohne Protein, Spure 2 mit 1,2 uM BvgA, Spur 3 mit 6,1 uM BvgA)
retardiert. |: retardierte DNA, 11: ungebundene DNA

4.7.3. Formulierung einer DNA-K onsensussequenz fur die RcsAB-Bindung (RcsAB-
Box)

Die Zusammenstellung der RcsAB Bindungsstellen der vier rcsA- sowie der wza-, amsG-,
cpsA-, bvgA- und fha-Promotoren (Tabelle 17) lield verschiedene hoch konservierte Basen
innerhab einer 14 bp langen Kernsequenz, der RcsAB-Box, erkennen.
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Tabdle 17: Zusammenfassung aller RcsAB-Bindungsstellen und Defifiniton der RcsAB-

Box

Gen: Spezies. Sequenz’ L age”
wza E. coli K12 aacc faaagaa: actccta |aaaa -452 | -438
galF (orfl) K. pneumoniae K2 aaaa [faagatt:attctcalcttc -181/-168
tviA (orfl) S typhi cgat ftaggaat:attcttaltttt -321/-308
amsG E. amylovora atat [fgagaat:aatcttal|attt -550/-537
CpsA P. stewartii aaca [fggaata: aatctga|tttt -537/-524
rcsA E. coli K12 atcc faaggat:tatccga [aaaa -263/-250
rcsA S typhi ttac taaggtt:tatccga |aaat -264 / -251
rcsA K. pneumoniae gaag faaggaa: attctga |aagt -256 / -243
rcsA E. amylovora aatt faagaat:agtccta |tcat -318/-305
bvgA B. parapertussis gaat [fcagaat:tttcctaltttt -175/-162
bvgA B. pertussis gaat [fcagact:tttcctaltttt -176/ -163
fha B. pertussis tgac taagaaa:tttccta|caag -165/-152
RcsAB box® aaa. . ttt

RCSAB s TRVGAAW AWTSYGR

" Die Sequenz nur eines DNA-Stranges ist gezeigt, , die RcsAB Box fett und farblich

unterlegt,

palindromische Elemente innerhab der RcsAB Box unterstrichen, der
Doppelpunkt zeigt das Symmetriezemtrum an.
* relativ zum trangationellen Start.

8 Konsensus der 12 angegebenen Sequenzen: GroRbuchstaben 3 70 %, Kleinbuchstaben 3 50

%, Punkt < 50 % Konservierung.

4.8. Identifikation von RcsAB-Bindungsstellen an inter genische Regionen innerhalb

des wza-Operons zur Colansiure-Biosynthesevon E. coli

Der E. coli wca Gencluster besteht aus 21 Open Reading Frames (ORFs), die Enzyme
kodieren, welche an Transport, Polymerisation und Modifikation von Colansdure beteiligt
sind. Der in dieser Arbeit ndher untersuchte wza-Promotor (Pwza) stellt mit grof3er
Wahrscheinlichkeit den Hauptpromotoer des wca-Operons dar, jedoch |&3 die Anordnung der
Gene innerhab des Clusters die Vermutung zu, dad diese in verschiedene funktionell

verwandte  Komplementationsgruppen

unterteilt

werden  kOnnen.  Zur

differentiellen

Regulation des Operons wére es moglich, dal3 weitere, in den intergenischen Regionen
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liegende Rcs-regulierte Promotoren existieren. Um dies zu untersuchen, wurden die geeignet
groflien intergenischen Regionen des wca-Operons mittels EMSA auf eine mogliche
Interaktion mit dem RcsAB-Heterodimer getestet.

Tab. 18: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation intergenischer Regionen des E. coli

wca-Clusters

Fragment PwcaA PmanB PwcaK
Hinprimer PwcaA -up PmanB -up PwcaK -up
Ruckprimer PwcaA -low PmanB -low PwcaK -low
Templat 2 ul 1.5 verd. C600 chromomale DNA

MgCl, -

Formamid -

Thermocycler-Programm:

2 min Denaturierung bei 95 °C

30 Zyklen von

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 60
Annealing 45 60
Polymerisation 72 60

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

Mit dem 273 bp langen Fragment zwischen wzx und wcaK (PwcaK) konnte keine Bindung
beobachtet werden (Abb 25). Dagegen zeigten sowohl das 91 bp lange, zwischen wzc und
wcaA (PwcaA) gelegene , as auch das 104 bp lange, zwischen manC und manB (PmanB)
gelegene Fragment eine deutliche Retardation durch RcsAB (Abb.25). Dieser Effekt war nicht
nur auf die Rcs-Proteine aus E. coli beschrankt, sondern konnte mit denen aus Ew. amylovora
reproduziert werden.
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chaA PmauB chaK
123 123 123

I).. = .#. s.

I1 >

Abb. 25: EM SA-Analyseinter genischer Regionen desE. coli wza-Operons.

Die Fragmente PwcaA, PmanB und PwcaK wurden mit einem Gelshiftassay unter
Standardbedingungen auf RcsAB-Bindung getestet. 1: kein Protein, 2 und 3: je 2 UM RcsAB,
|: gebundene DNA; |: ungebundene DNA

Zur Abschdtzung der Starke der Interaktion wurden Kompetitions-Gelshiftexperimente
durchgeftihrt. Dazu wurden zu dem Gemisch aus radioaktiv markierter Rvza-DNA und Rcs
Proteinen steigende Konzentrationen entsprechender ,kalter; nicht radioaktiver DNA-
Fragmente as Kompetitor gegeben und nach 10 Minuten Inkubationszeit in Ublicher Weise
der nativen Gelektrophorese unterworfen.Anschliefiend wurden die Anteile an gebundener
radioaktiv markierter DNA bestimmt und grafisch aufgetragen. Diese Experimente zeigten
allgemein eine verringerte Affinitét der intergenischen Regionen gegeniber dem Pwza-
Promotorfragment (Abb. 26).
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Abb. 26: EMSA-Kompetitionsanalyse der Fragmente Pwza, PmanB und PwcaA.
Steigende Konzentrationen von nichtradioaktiven DNA-Fragmenten wurden EM SA-Ansdizen
mit radioaktiv markiertem Pwza und 2 uM RcsAB unter Standardbedingungen zugesetzt und
der Anteil der gegundenen radioakti ven DNA bestimmt. [I: Pwza, [1: PmanB, [1: PwcaA

Dabel war die Starke der Interaktion im Falle von PmanB um das Doppelte, bei PwcaA sogar
um das Vierfache herabgesetzt. Beim Vergleich der mdglichen RcsAB-Bindungsstellen der
intergenischen Regionen mit dem Konsensusmotiv der RcsAB-Box zeigt sich, dal? diese an
einigen Stellen degenerierte Basen aufweisen, die die verringerte Affinitét dieser Sequenzen
zum RcsAB-Heterodimer erklaren konnten (Tab. 19).
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Tabdle 19: Vergleich der moglichen RcsAB Bindungssiellen der intergenischen
Regionen im wza-Operon mit dem RcsAB-Box-K onsensus

Promotor RcsAB Bindungsstelle Lage
wcaA: GTAGCCGGATAAGGCGITCA -48 / -67
manB: CGGTGTAAATAACGACAAAA -55/-74
Rcs AB- Box aaa. TaAGaat at TCct A. ttt

4.9. ldentifikation von RcsAB-Bindungsstellen in inter genischen Regionen innerhalb
des ams-Operons zur Amylovor an-Biosynthese von Ew. amylovora

Zwischen dem ams-Operon aus Ew. amylovora und dem ersten Teil des wca-Operons aus E.
coli herrscht ein hoher Grad an Homologie. In friheren Untersuchungen konte gezeigt
werden, da3 verschiedene intergenische Regionen des ams-Operons Promotor-artige
Eigenschaften besitzen (Berhard et al., 1993; Bugert und Geider, 1995). Um zu kléren, ob die
Promotoraktivitdt dieser Sequenzen durch das Rcs-System reguliert wird, wurde ihre
Interaktion mit dem RcsAB-Heterodimer in EM SAs geprift.

Dazu wurden funf hinreichend grol3e intergenische Regionen aus dem ams-Cluster mittels
PCR amplifiziert: das 121 bp lange Fragment zwischen amsG und amsH (PamsH), das 88 bp
lange Fragment zwischen amsA und amsB (PamsB), das 156 bp lange Fragment zwischen
amsC und amsD (PamsD), das 86 bp lange Fragment zwischen amskE und amsF (PamsF)
sowie das 145 bp lange Fragment zwischen amsF und amsJ (Pams]) (Tab. 20).

Tabelle. 20: PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der intergenischen Regionen des

ams-Operons
Fragment PamsH PamsB PamsD PamsF PamsJ
Hinprimer: PamsH-up  PamsB-up PamsD-up PamsF-up PamsJ-up
Ruckprimer: PamsH-low PamsB-low PamsD-low  PamsF-low PamsJ-low
Templat 2 ul 1:10 verd. pEA131
MgCl, -
Formamid -
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Thermocycler-Programm:

2 min Denaturierung bei 95 °C

30 Zyklen von

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 60
Annealing 45 60
Polymerisation 72 30

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

Waéhrend fur die Fragmente RamsH, PamsB, PamsD und PamsF in EMSAs keine Interaktion
mit dem RcsABgs-Heterodimer bel Proteinkonzentrationen bis zu 7 uM fir RcsAga und 2 uM
fur RcsBea zu beobachten war, wurde PamsJ deutlich retardiert.

EMSA-Kompetitionsstudien mit PamsJ und dem Fragment PamsG,g; ergaben eine etwa
vierfach reduzierte Affinitdt des RcsABga-Heterodimers ams amsJ-Promotor im Vergleich
zur RcsAB-Bindungsstellein amsG-Promotor (Abb. 27).

0.20 -
0.18 -
0.16
0.14-|
0.12 1
0.10 4
0.08
0.06

0.04

gebundene DNA/gesamte DNA

0.02

0.00

T T T T T T T T T
10 20 30 40 50

o

Verhdtnis Kompetitor-/markierte DNA

Abb. 27: Kompetition zwischen PamsJ und PamsG g3

Einer konstanten Menge markierter DNA in EMSAs unter Standardbedingungen (RcsAB-
Konzentration 2uM) wurden steigende Mengen an Kompetitor-DNA zutitriert. [1: PamsGgs;
[J: Pams]
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Ein Vergleich des 145 bp langen PamsJ-Fragments mit der RcsAB-Box Konsensussequenz
zeigte eine mogliche RcsAB-Bindungsstelle, die ungefdhr in der Mitte dieser Region,
zwischen den Positionen -60 und -79 relativ zum trandationellen Start von amsJ lokalisiert ist
(Abb. 28).

® amd
. ... T- GACTGGCGGGATCATTCCCTGATGT TGT CGGGT ATATCAGCAATGCGT TACGCGCT

- + -57
-79 + ®
A -35 -10
GGCTCATCCGT TITTTCCGATAACT CCATGCAGCTATTGGT TTATTATCGCAAAAAATAATT

RBS ams) ®
TCTAAGATTACAAAAAACCGTGGGGTGIT- ATG. . .

Abb. 28: L okaliserung der mdglichen RcsAB-Bindungsstelleim Fragment PamsJ

Die intergenische Region zwischen amsl und amJ entdt eine RcsAB-Bindungsstelle (doppelt
unterstrichen). Fragmente, die im EMSA retardiert wurden, sind Uber der Sequenz dargestellt,
Mutationen ds fette (,up“) Buchstaben. Die -35 und -10-Regionen sowie die
Ribosomenbindungsstelle sind einfach unterstrichen.

Zur weiteren Charakterisierung der RcsAB-Bindungsstelle im amsJ-Promotor wurden durch

PCR zwei Unterfragmente konstruiert. Sie umfaliten die Positionen -1 bis -79 (PamsJL) und -
57 bis-145 (PamsJR) Beide wurden in EMSAsklar retadiert (Abb. 29)
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PL

amsJ

PR

ams.]J

1234 1234

Abb: 29: EM SA-Analyse der Framente PL 4, UNd PRamg
EMSAs wurden unter Standardbedingungen mit steigenden Proteinkonzentrationen von 1=
kein Protein bis 4=4uM RcsAB durchgefihrt.

Das 23 bp lange Fragment FamsJC, rekonstiuiert aus den Primern PamsJC-up und PamsJC-
low, welches die Positionen -57 bis -79 umfald¥e und somit die vermutliche RcsAB-
Bindungsstelle enthielt, wurde dagegen in eéinem EM SA nicht geshiftet.

All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 diese 23 bp lange Sequenz tatséchlich die RcsAB-
Erkennungstelle beinhaltet, dal3 aber moglicherweise zusétzliche Nukleotide vonnéten sind,
den DNA/RcsAB-Komplex hinreichend zu stabiliseren. Um den Einflul® dieser moglichen
RcsAB-Bindungsstelle néher zu untersuchen, wurde eine Mutationen in das 145 bp lange
PamsJ-Fragment eingefiihrt, die sich gema?3 dem RcsAB-Box Konsensus postiv (-71 T-A,
PamsJDauf dessen Retardation durch RcsABg, auswirken sollte. Hierbel wurden die
theoretischen Voraussagen durch das Experiment bestétigt (Abb. 30). Dies ist ein weiteres
Indiz fir die korrekte Zuordnung der RcsAB-Bindungstelle im PamsJ-Fragment.
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Abb. 30: EM SA-K ompetitionsanalyse der Fragmente PamsG; g3, PamsJ und PamsJD

Einer konstanten Menge markierter DNA in EMSAs unter Standardbedingungen (RcsAB-
Konzentration 2uM) wurden steigende Mengen an Kompetitor-DNA zutitriert. [1: PamsG183;
(1: PamsJ; [1:PamsID

4.10. Konstruktion dreler Mutanten-RcsB-Proteineim Phosphor ylierungsmotiv

Das RcsB-Protein besitzt an den Aminoséure-Positionen 10, 11 und 56 drel hochkonservierte
Asparaginsaurereste, die alle am vermuteten Phosphorylierungsmotiv beteiligt sind. Um den
Einflu3 der Phosphorylierung auf die Spezifitdt und Aktivitdt von RcsB zu untersuchen,
wurden mittels Mutagenese drel Plasmide konstruiert, in denen jewells eines der
Asparaginsaurecodons durch ein Codon fur Valin (prcsBip.y), Alanin (prcsBip.a) und
Glycin (prcsBggp.g) ersetzt war und die die Mutantenproteine RcsBipp.y, RCSBupa und
RcsBsgp. codierten.

99



Ergebnisse

Tabelle 21: PCR-Bedingungen fir die RcsB-M utagenese

Produkt prcsB10p.y prcsBllpa prcsB56p.
Hinprimer RcsBig-up RcsB3-up RcsBss-up
Ruckprimer RcsByg-low RcsBy;-low RcsBgs-low
Templat 2 Ul 1:10 verd. pQ-RcsBea DNA

MgCl, -

Formamid -

Thermocycler-Programm:

2 min Denaturierung bei 95 °C

30 Zyklen von

Schritt Temperatur [°C] Dauer [9]
Denaturierung 95 60
Annealing 45 60
Polymerisation 72 300

+ 5 min abschlief3ende Polymerisation

4.10.1. Phanotypen der RcsB-Phosphorylierungs-M utanten

Die Expression von rcsBypa im E. coli Stamm DH5a fihrte zu einer erhdhten EPS-
Produktion. Die Induktion der Kapselbiosynthese war RcsA-unabhdngig und konnte auch im
E.coli rcsA-Mutanten SG1087 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu hatte die Expression
von rcsByp.a iIm P. stewartii rcsA-Mutantenstamm MU14110 keinen Effekt. Dies |a3t darauf
schliefien, dald zwischen beiden Species gewisse Unterschiede im RcsB-abhangigen
Mechanismus der EPS-Regulation bestehen.

Der RcsA-Uberproduzierende Stamm DH5a x pEA101 besitzt einen hochgradig mucoiden
Phéanotyp aufgrund der gesteigerten EPS-Biosynthese. Wurden dlerdings die Plasmide
prcsBigpy und  presBsgpg in diesen Stamm  transformiert, so &nderte sich  dessen
Koloniemorphologie zur trockenen, nichtmucoiden Form. Damit Ubereinstimmend war die
Beobachtung, dal? das Plasmid prcsBigp.y im Ublicherweise EPS-produzierenden P. stewartii
Wildtyp-Stamm DC283 ebenfalls zur Unterdriickung der Kapselsynthese fihrte. Ein solcher
Effekt lief?e sich mit der Titration des Endogenen RcsA-Proteins durch die mutierten RcsB-
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Proteine erklaren. Beide Proteine konnten einen inaktiven Proteinkomplex bilden, der nicht
mehr zur Induktion der EPS-Biosynthese beféhigt war.

Die beiden Proteine RcsByiop.yy und RcsBiip.a) konnten in E. coli sehr gut in 16slicher Form
produziert werden. Das rcsBgsgp.c-Gen hingegen wurde nur schwach exprimiert und das
meiste gebildete RcsBsep.) Protein blieb unldslich. Das Unvermogen des Plasmids presBsgp.
¢ zur Unterdriickung der EPS-Biosynthese im P. Stewartii-Stamm DC283 konnte daher auf
die geringe Produktion bzw. die Instabilitét des RcsBysep.c)-Proteins zurlickzufiihren sein.

Um zu Uberprifen, ob der mucoide Phanptyp in E. coli erwartungsgemal? durch eine erhdhte
Expression des EPS-Biosyntheseclusters zustande kommt, wurden die Plasmide prcsB und
prcsBuip.a in den E. coli-Stamm JB3034 transformiert. Dieser Stamm trégt eine cpsB::lacZ-
Fusion und erlaubt so eine Messung der cpsB-Expression. Die Induktion der cpsB-Expression
durch das Plasmid prcsBiip.a War mit ca. 7 Miller-Einheiten relativ gering, die des Plasmids
prcsB nicht mef3bar. Die cpsB-Expression durch das Plamid prcsBypa wurde die
Coexpression der Chaperon-Systeme dnaKJ und groELS erheblich gesteigert (Abb. 31). Die
Tatsasche, dald beide Systeme die RcsBip.a-vermittelte Aktivierung der cpsB-Expression
forderten |al3t den SchluR zu, daf die Stabilitédt oder die korrekte Faltung des RcsBip.a)-
Proteinsin eine aktive Konformation von der Interaktion mit Chaperon-Komplexen abhangt.

80

JB3034 DnaKJ, GroELS DnaKJ,
GrpE GrpE,
GroELS

Abb. 31: Effekt der Chaperon-Koexpresson auf die RcsBip.a-aktivierte cpsB-
Expression

Alle relativen Werte wurden auf den Stamm JB3034 normiert, die cpsB-Expression mit Hilfe
des ONPG-Tests gemessen
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Die mutierten RcsB-Proteine wurden in EMSA’s auf ihre Fahigkeit, das RamsGigs- Fragment
zu binden getestet. Die Retardation mit dem RcsA/Bip.a)-Heterodimer war vergleichbar zu
der des RcsA/B-Wildtyp-Heterodimers (Abb 32). Eine Bindung des Fragments PamsGigz mit
RcsA/Buoa-vy) War nur sehr schwach sichtbar. Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dal3
die Aspartate an den Positionen 10 und mdglicherweise auch 56, jedoch nicht an 11, essentiell
fur die Bildung eines RcsAB/DNA-Komplexesin vivo sind.

1 2 3 4

I >
11 >

Abb. 32: Einflu3 der RcsB-Mutationen auf die Bindung des RcsAB-Heterodimers an
PamsG.

RcsAEA wurde mit den verschiedenen RcsB-Mutanten in &guimolarem Verhdtnis gemischt
und unter Standardbedingungenin eéinem EMSA auf Bindung an PamsG geprift. 1. DNA
ohne Protein; 2: +RcSAg/RCSBgs; 3: +RcSAg/RCSBip.ay, 4: +RCSAga/RCSBuopy) Die
Konzentrationen der RcsAB-Heterodimere betrugen jeweils 2 uM

4.10.2. RcsB interagiert mit RcsA in Ldsung

In allen bisherigen Arbeiten wurde gezeigt, dal3 RcsA und RcsB as Heterodimer an der
RcsAB-Box binden. Dartiberhinaus wurde eine Interaktion der beiden Proteine ohne ihr
DNA-Substrat postuliert, bisher jedoch noch nicht experimentell belegt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von RcsA und RcsB mit Hilfe der SPR-
Technik analysiert. Dazu wurden poly(His)s-markierte RcsB- oder RcsBip.a)-Proteine auf
einer Ni#-Nitriloessigsiure (NTA) Oberflache eines Bl Acore-Sensorchips immobilisiert. Als
unspezifische Referenzoberfléche diente ein poly(His)e-markiertes Fragment der Surfactin
Synthetase (freundlicherweise bereitgestellt von Hanka Symmank). Anschliefend wurde
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aufgereinigtes RcsA-Protein injiziert. Eine RcsAB-Bindung war deutlich nachweisbar
(Abb. 33).
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Abb. 33: Nachwels der RcsA/RcsB-Interaktion in Losung durch SPR

Sensorgramme der RcsA/RcsBwit-Interaktion (rot) und der RcsA/RcsB(11D-A)-Interkation in
Losung. Jewells identische Mengen an RcsB-Proteinen wurden auf den Chip immobilisiert
und anschlief3end eine RcsA-L 6sung der Konzentration 9 uM injiziert.

Die Auswertung der kinetischen Daten beider Wechselwirkungen zeigte folgendes Bild: Mit
dem RcsB-Wildtypprotein betrug die Gleichgewichtskonstante Ko = 3,8 + 0,1 x 10 M.. Ein
vergleichbarer Werte wurde auch fir das mutierte Protein RcsByiip.a) mit Kp = 2,6 + 0,5 x
10" M erhalten. Die Halbwertszeit beider Proteinkomplexeist groRRer al's zehn Minuten.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dal’ beide Proteine in Lésung miteinander in Abwesenheit
ihres DNA-Ziels interagieren konnen und dald der Aspartat-Rest an Position 11 des RcsB-
Proteins nicht essentiell fur die RcsAB-Wechselwirkung ist. Die kinetischen Paramenter der
Interaktion von RcsA mit RcsB und RcsBuip.ay Sind einander sehr &hnlich, wobei das
RcsBip-a) -Protein eine offenbar leicht bessere Bindung mit RcsA aufweist.
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4.10.3. RcsA stabilisiert die RcsB/DNA-I nter aktion

Mit der EMSA-Technik konnte in dieser Arbeit bisher nur eine schwache Bindung des RcsB-
Proteins am amsG-Promotor von Ew. amylovora beobachtet werden. Eine Interaktion des
RcsB1ip-a)-Proteins mit dem wza-Promotor konnte auf diese Weise jedoch nicht gezeigt
werden, so wie im Allgemeinen bisher keinerlei RcsB/E. coli-Promotor-Wechsalwirkungen
experimentell nachgewiesen wurden. Allerdings weist die RcsA-unabhdngige Aktivierung der
EPS-Biosynthese durch Mehrfachkopien von rcsB auf eine Mégliche RcsB/DNA-Interaktion
hin. Daher wurde die Wechsalwirkung von RcsB mit DNA mit Hilfe der sensitiveren SPR-
Technik untersucht.

Dabe konnte die Interaktion von RcsB mit ca. 100 bp langen Fragmenten aus den Promotoren
von E. coli wza (Pwza), E. amylovora amsG (PamsG), und P. stewartii cpsA (PcpsA)
nachgewiesen werden (Abb. 34A). Mit Hilfe des von der Software BIAEvauation 3.0
bereitgestellten steady state Modells und Sensorgrammen mit  RcsB-Konzentrationen
zwischen 0,4 nM bis 3 uM wurden die Kps der RcsB/DNA-Interaktionen fur Pwza zu 4,6 £ 3
x 10° M, fiir PamsG zu 2,2 x 10° M und fiir PamsG zu 5,4 x 10° M berechnet. Fir dle drei
RcsB/DNA-Wechselwirkungen charakteristisch war die fast augenblickliche Dissoziation des
Komplexes mit einer sehr kurzen Halbwertszeit von weniger as finf Sekunden. Diese geringe
Habwertszeit kdnnte auch fir das Scheitern eines Nachweises des RcsB/DNA-Komplexesim
EMSA verantwortlich sain.

Die kinetischen Charakteristika der Bindung énderten sich betréchtlich, sobald RcsA und
RcsB gemeinsam an die RcsAB-Box binden (Abb. 34B). Die Dissoziation der Proteine war
stark verlangsamt und die Stabilitée des Komplexes um eine Gréfenordnung erhoht.
Kinetische BIAcore-Mefreihen ergaben KD-Werte von 3,8 + 0,1 x 10 M firr Pwza, 2,8 + 0,8
x 10° M fiir PamsG und 1,5 + 0,3 x 107 M fiir RopsA. Die Halbwertszeit des RcsAB/DNA-
Komplexes mit dem Pwza-Fragment verldngerte sich auf 133 = 31 Sekunden. Die
Dissoziationskonstanten von funf Experimenten mit Proteinkonzentrationen zwischen 94 nM
bis 1,5 uM wurden zu kd = 3,1 + 1,7 x 10° s* berechnet. All diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dal} eine wichtige Rolle von RcsA bei der Aktivierung der EPS-Biosynthese darin
besteht, den RcsB/DNA-Komplex zu stabilisieren.
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Abb. 34: Die RcsB-Interaktion mit Pwza, PamsG und PcpsA in Ab- und Anwesenheit

von RcsA

Ca. 72 bp grof3e Fragmente von Rvza (grin) PamsG (rot) und RepsA (blau) wurden mittels
SPR durch Injektion von 750 nM RcsB (A) bzw 750 nM RcsAB (B) auf ihre Protein/DNA-
Interaktion anaysiert.
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4.10.4. Die 11D-A-Mutation ver starkt die Bindung von RcsB an den E. coli wza-
Promotor.

Die RcsA-unabhéngige EPS-Produktion durch RcsBpip.a) im E. coli-Stamm SG1087 kénnte
durch eine veranderte Interaktion des Proteins mit Promotorregionen zustande kommen.
Daher wurde die Bindungen von RcsB und RcsBpip.a) an identischen, mit jeweils den
Fragmenten Pwza, PcpsA und PamsG beladenen Sensorchips miteinander verglichen.

Das Ausmal’ der Bindung von RcsB1ip.a) am Pwvza-Fragment war gegentiber dem des RcsB-
Wildtyps ungeféhr vierfach vergrof3ert. An den Fragmenten PcpsA und PamsG hingegen
bestanden praktisch keine Unterschiede zwischen der Bindung von RcsB und RcsBip.a)
(Abb. 35).
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Abb. 35:Einflul3 der 11D-A-Mutation auf die Bindungsstarke von RcsB an ver schiedene
EPS-Hauptpromotoren
blau: RcsBi1p.-a), rot: RcsBys

Diese Befunde decken sich mit den Daten aus in-vivo-Experimenten, in denen alein
RcsBuip-a) in der Lage war, unabhangig von RcsA die Biosynthese grof3erer EPS-Mengen zu
induzieren. Die Kinetik der Bindung von RcsBuipay an DNA war der des RcsB-Wildtyps
sehr &hnlich. Auch die RcsByip.a/DNA-Komplexe dissoziierten sehr schnell und hatten
dementsprechend ebenfalls nur sehr geringe Halbwertszeiten von wenigen Sekunden.
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Die Kp-Werte der Bindung von RcsBuipa) an die drei DNA-Fragmente wurden abermals
mittels des steady-state-Modells, welches von der Software BIAeval 3.0 bereitgestellt wurde,
berechnet. Als Grundlage dienten Sensorgramme mit Proteinkonzentrationen von 0,4 nM bis
3 uM. Fir die Interaktion mit PFwza ergab sich ein Kp von 3,8 + 0,6 x 10 M, fiir PamsG ein
Ko von 3 x 10° M und fiir PcpsA ein Kp von 3,9 x 10° M. Hierbei wird deutlich, daR die
Bindung des RcsBuipa-Proteins an den E. coli wza-Promotor um ungefahr ene
GroRenordnung stérker als an die beiden anderen Promotoren und in ihrer Stérke vergleichbar
mit der des RcsA-RcsB-Wildtyp-Heterodimers an das selbe DNA-Fragment i<t.

Im Gegensatlz zum Wiltyp-RcsB-Protein verbesserte sich die Bindung des RcsBip.ay-
Proteins zum Pwza-Fragment im Zusammenspiel mit RcsA nicht. Der mit Hilfe der SPR-
Technik berechnete Kp-Wert des RcsAB(11p.a/ DNA-Komplexes betrug 2,6 + 0,5 x 10" M
und ist vergleichbar zum Kp-Wert des RcsAB/DNA-Komplexes.

4.10.5. Die RcsAB-Box wird fur die Bindung von RcsB an den E. coli wza-Promotor
bendtigt.

In dieser Arbeit wurde die RcsAB-Box as 14 bp lange konservierte Region in den wza-,
amsG- und cpsA-Promotoren identifiziert, die essentiell for die Bindung des RcsAB-
Heterodimers an die jewelligen Promotoren ist.

Die Fragmente Pwza, PamsG und PcpsA, die in der SPR fir die Untersuchung der
RcsB/DNA-Interaktion eingesetzt wurden, enthielten die RcsAB-Box und es wurde
untersucht, ob diese auch eine Rolle bei der Bindung von RcsB allein spielt. Die 14 bp lange
RcsAB-Box im Fragment Pwza wurde deletiert und die Bindung der beiden RcsB-Proteine
am resultierenden Fragment PwzaD mittels SPR gemessen (Abb. 36). Es konnte sowohl mit
Wildtyp-RcsB a's auch mit RcsBip.a) keinerlei Bindung beobachtet werden. Dieses Ergebnis
lieferte den ersten Hinweis auf eine Betelligung der RcsAB-Box an der RcsB/DNA-
I nteraktion.
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Abb. 36: Die RcsAB-Box ist essentiell fir die RcsB/DNA-Interaktion
Dargestellt sind die Sensogramme der Interaktionen von RcsBip.a) (blau) und ResB-Wildtyp
(rot) mit PwzaD

Um diesen Befund auch in-vivo nachzuprifen, wurden die E. coli-Stdmme C600, MW 29 und
MW 31 mit den Plasmiden presB und presBigp.a transformiert und die resultierende Menge
synthetisierten EPS' s mit Hilfe des Anthron-Tests gemessen (Tabelle 22).

Tabedle 22: Einflu3 der RcsAB-Box auf die Induktion der EPS-Biosynthese durch RcsB
und RCSB(]_]_D_A)

Stamm Plasmid Phanotyp EPS-Produktion
(my Glucose/10° Zellen)
28°C 37°C 28°C 37°C
C600 - B B - -
pBwt 25+7x10-3
pB11l 0.3+0.02
MW31 - B B - -
pBwt 0.17 +0.02
pB11l 1.78 + 0.02 1.01+0.06
MW29: - B B 0.06+0 -
pBwt 0.19+0.01
pB11l 1.45+0.13 0.5+0.05
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All diese Daten lassen den Schluss zu, dal3 sowohl RcsB als auch RcsBuip.a) die gleichen
DNA-Ziele bei der Bindung erkennen.

4.10.6. Die DNA-Bindungsaktivitat von RcsB wird durch Phosphorylierung reguliert.

Die hier untersuchten Asparaginsaurereste an den Positionen 10, 11 und 56 von RcsB sind
Teil eines konservierten Motivs in transkriptionellen Regulatoren, das wahrscheinlich an der
Phosphorylierung dieser Proteine beteiligt ist. Im Falle von RcsB wurde vermutet, dal3 durch
Phosphorylierung die Aktivitdt von RcsB moduliert wird.

Um diesen Vermutungen nachzugehen, wurde der Einflul3 der Phosphorylierung auf die
RcsB/DNA-Interaktion untersucht. Dazu wurde RcsB der konstanten Konzentration 750 nM
mit steigenden Acetylphosphat-Konzentrationen bis hin zu 20 pM vorinkubiert und
anschlieffend die Bindungsaktivitét der so behandelten Proteine mittels SPR untersucht. Mit
steigender Acetylphosphat-Konzentration war ein deutlicher Abfall des Ausmal’es an
RcsB/DNA-Bindung zu beobachten (Abb. 37). Es darf angenommen werden, dal3 RcsB duch
Acetylphosphat autophosphoryliert wird und das resultierende RcsB™ eine verringerte DNA-
Bindungsaktivitét aufweist. Im Gegensatz zum Wildtyp-RcsB-Protein wurde die RcsBiip-a)-
Mutante weit weniger stark durch Acetylphosphatzugabe negativ beinflusst (Abb. 37). Die
Mutation im vermutlichen Phosphorylierungsmotiv scheint also die Autophosphorylierung
von RcsB zu inhibieren oder zu destabilisieren.
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Abb. 37: Einfluf3 der Phosphorylierung auf die RcsB/P,,-I nteraktion

Konstante Protein-Konzentrationen wurden mit steigenden Acetylphosphat-Mengen versetzt
und mittels der SPR-Technik auf ihre Bindung an den wza-Promotor getestet. [1: RcsB-
Wildtyp; U: RcsBip-a)
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Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung auch einen Einfluss auf die RcsB/RcsA-
Bindung zeigt, wurde wiederum mittels der SPR-Technik die Interaktion von auf einer
Ni#*NTA-Oberflache immoblisiertem RcsB mit 9 pM RcsA und 20 pM  Acetylphosphat
untersucht. Der resultierende Ky-Wert von 4,7 + 1,7 x 107 M ist vergleichbar zu dem der
RcsB/RcsA-Interaktion in Abwesenheit von Acetylphosphat und liefert einen Hinweis darauf,
dal3 phosphoryliertes RcsB weiterhin mit RcsA wechselwirken kann. Dartber hinaus ergab
sich in den gemessenen Sensogrammen gegeniiber der Abb. 33 keinerlei Anderung.

4.11. Phosphorylierung steigert die DNA-Affinitat des RcsAB-Heterodimers.

Um zu Uberprifen, welchen Einfluf die Phosphorylierung von RcsB auf die Bindungsaktivitét
des RcsAB-Heterodimers besitzt, wurden abermals SPR-Messungen durchgefiihrt. Dazu
wurden kongstante Konzentrationen von RcsAB,: in  Anwesenheit immer grof3erer
Acetylphosphat-Mengen Uber immobiliserte Pwza-Fragmente injiziert und die dabe
beobachteten Bindungskurrven miteinander verglichen. Stellt man die relative Bindungsstérke
des RcsAB,-Heterodimers as Funktion der Acetylphosphatkonzentration dar (Abb. 38), so
erkennt man, dal3 sich ein steigender Grad an Phosophorylierung positiv auf die Protein/DNA-
I nteraktion auswirkt.
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Abb. 38: Einflul3 der Phosphorylierung auf die RcsAB,/Pwza-Inter aktion
Konstante RcsAB,-Konzentrationen wurden mit steigenden Acetylphosphat-Mengen versetzt
und mittels der SPR-Technik auf ihre Bindung an den wza-Promotor getestet.
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