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ZUSAMMENFASSUNG

Die Interaktionen von komplexen Kohlenhydraten und Proteinen sind ubiquitér.
Sie spielen wichtige Rollen in vielen physiologischen Prozessen wie Zelladhésion,
Signaltransduktion sowie bei viralen Infektionen. Die molekularen Grundlagen der
Interaktion sind noch nicht komplett verstanden. Ein Modellsystem fiir Kohlenhydrat-
Protein-Interaktionen besteht aus Adhésionsproteinen (Tailspikes) von Bakteriopha-
gen, die komplexe Kohlenhydrate auf bakteriellen Oberflachen (O-Antigen) erkennen.
Das Tailspike-Protein (TSP), das in dieser Arbeit betrachtet wurde, stammt aus dem
Bakteriophagen INA (INATSP). ONATSP weist eine hohe strukturelle Homologie
zum gut charakterisierten TSP des Phagen P22 (P22TSP) auf, bei einer niedriger se-
quenzieller Ahnlichkeit. Die Struktur der beiden Tailspikes ist bekannt, sodass sie ein
geeignetes System fiir vergleichende Bindungsstudien darstellen, um die strukturellen
Grundlagen fiir die Unterschiede der Spezifitdt zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der ELISA-like tailspike adsorption assay (ELITA)
etabliert, um Binderpaare aus TSPs und O-Antigen zu identifizieren. Dabei wurden
ONATSP und P22TSP als Sonden eingesetzt, deren Bindung an die intakten, an die
Mikrotiterplatte adsorbierten Bakterien getestet wurde. Beim Test einer Sammlung
aus 44 Salmonella-Stémmen wurden Stamme identifiziert, die bindendes O-Antigen
exprimieren. Gleichzeitig wurden Unterschiede in der Bindung der beiden TSPs an
Salmonella-Stamme mit gleichem O-Serotyp beobachtet. Die Ergebnisse der ELITA-
Messung wurden qualitativ durch eine FACS-basierte Bindungsmessung bestétigt.
Zusatzlich ermoglichte die FACS-Messung bei Stémmen, die teilweise modifizierte
O-Antigene herstellen, den Anteil an Zellen mit und ohne Modifikation zu erfassen.

Die Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-basierten Interaktionsmessungen wur-
den eingesetzt, um Bindungsaffinitdten fiir eine TSP-O-Antigen Kombination zu
quantifizieren. Dafiir wurden zwei Methoden getestet, um die Oligosaccharide auf
einem SPR-Chip zu immobilisieren. Zum einen wurden die enzymatisch hergestell-
ten O-Antigenfragmente mit einem bifunktionalen Oxaminadapter derivatisiert, der
eine priméare Aminogruppe fiir die Immobilisierung bereitstellt. Ein Versuch, diese
Oligosaccharidfragmente zu immobilisieren, war jedoch nicht erfolgreich. Dagegen
wurde das nicht derivatisierte Polysaccharid, bestehend aus repetitivem O-Antigen
und einem konservierten Kernsaccharid, erfolgreich auf einem SPR-Chip immo-
bilisiert. Die Immobilisierung wurde durch Interaktionsmessungen mit P22TSP
bestatigt. Durch die Immobilisierung des Polysaccharids sind somit quantitative
SPR-Bindungsmessungen mit einem polydispersen Interaktionspartner moglich.

Eine Auswahl von Salmonella-Stdmmen mit einer ausgepriagt unterschiedlichen
Bindung von 9NATSP und P22TSP im ELITA-Testsystem wurde hinsichtlich der
Zusammensetzung des O-Antigens mittels HPLC, Kapillargelelektrophorese und
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MALDI-MS analysiert. Dabei wurden nicht-stéchiometrische Modifikationen der
O-Antigene wie Acetylierung und Glucosylierung detektiert. Das Ausmafl der Gluco-
sylierung korrelierte negativ mit der Effizienz der Bindung und des Verdaus durch die
beiden TSPs, wobei der negative Effekt bei 9NATSP weniger stark ausgeprigt war
als bei P22TSP. Dies stimmt mit den Literaturdaten zu Infektivitdtsstudien mit 9NA
und P22 iiberein, die mit Std&mmen mit vergleichbaren O-Antigenvarianten durch-
gefithrt wurden. Die Korrelation zwischen der Glucosylierung und Bindungseffizienz
konnte strukturell interpretiert werden.

Auf Grundlage der O-Antigenanalysen sowie der Ergebnisse der ELITA- und FACS-
Bindungstests wurden die Salmonella-Stdmme Brancaster und Kalamu identifiziert,
die annahernd quantitativ glucosyliertes O-Antigen exprimieren. Damit eignen sich
diese Stamme fir weiterfithrende Studien, um die Zusammenhange zwischen der

Spezifitat und der Organisation der Bindestellen der beiden TSPs zu untersuchen.
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1 Einleitung

1.1 Membranaufbau der gramnegativen Bakterien

1.1.1 Bedeutung der gramnegativen Bakterien am Beispiel von Salmonella

Bakterien sind essentiell fiir Menschen (z. B. als Darmkommensalen), kénnen aber
auch pathologische Zustdnde verursachen. Nach dem Aufbau der bakteriellen Mem-
branen werden grampositive und gramnegative Bakterien unterschieden. Zu den
gramnegativen Bakterien gehort die Familie Enterobacteriaceae, zu der die sehr gut
charakterisierte Art Escherichia coli zéhlt sowie die Salmonella-Gattung. Dabei
handelt es sich um stdbchenformige, meist peritrich begeifielte, fakultativ anaerobe
Bakterien (Giannella, 1996). Die medizinisch bedeutendste Art, Salmonella enterica,
schliefit mehr als 2500 Subspezies ein (Grimont und Weill, 2007). Diese sind weltweit
fur tausende Félle von Salmonellose und Typhus abdominalis (typhoides Fieber) ver-
antwortlich, mit teilweise todlichem Ausgang. In Deutschland wurden nach Angaben
des Robert-Koch-Instituts im Jahr 2013 90 Félle des typhoiden Fiebers sowie etwa
2000 Salmonellose-Falle gemeldet (Robert-Koch-Institut, 2014).

1.1.2 Lipopolysaccharid

Die duflere Membran gramnegativer Bakterien ist doppelschichtig und asymmetrisch
aufgebaut. Wahrend die innere Schicht der &ufleren Membran durch Phospholipide
gebildet wird, besteht die &uere Schicht aus Lipopolysaccharid (LPS) (Rietschel
u.a., 1994). Das LPS kann seinerseits in drei Bestandteile unterteilt werden: Li-
pid A, Kernsaccharid und das O-Antigen (O-Ag), wobei das Kernsaccharid mit
dem gebundenen O-Ag in dieser Arbeit als Polysaccharid (PS) bezeichnet wird
(Abb. 1.1a). Der iiberwiegend hydrophobe Lipid A-Teil integriert das LPS in die
Membran. Lipid A ist aus zwei phosphorylierten Glucosaminresten (GleN) und
veresterten Fettsaureketten aufgebaut (Raetz und Whitfield, 2002). Die beiden
Phosphat-Gruppen an den GlecN-Resten kénnen zusétzlich durch Phosphoethano-
lamin oder 4-Amino-4-deoxy-L-arabinose modifiziert sein. Dariiber hinaus wurden
fir Salmonellen native Modifikationen der Fettsdureketten beschrieben (Trent u. a.,
2001; Gibbons u.a., 2000). Lipid A ist ein charakteristisches Merkmal gramnegativer
Bakterien und 16st bei der Freisetzung aus der Membran eine Immunantwort des
angeborenen Immunsystems aus (Morrison und Ryan, 1987). Die resultierenden
inflammatorischen Effekte fiihren schliefflich zum septischen Schock.

Am GlcN-Rest von Lipid A ist das strukturell konservierte Kernsaccharid gebun-

den, das unter anderem drei L-Glycero-D-Mannoheptose-Reste (Hep) sowie zwei
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Abbildung 1.1: (a) Schematischer Membranaufbau gramnegativer Bakterien, z. B. Salmonella. Das
O-Ag aus repetitiven Untereinheiten (blau), Kernsaccharid (braun) und Lipid A bilden die duBere Schicht
der duBeren Membran. Die Kreise reprasentieren nicht-stéchiometrische Modifikationen am O-Ag und am
Kernsaccharid. Eine detaillierte Zusammensetzung der biologischen repetitiven Untereinheiten des O-Ag
O4 ist als VergroBerung gezeigt. Darunter ist die Struktur des Hauptprodukts nach dem enzymatischen
Verdau mit P22TSP bzw. 9NATSP abgebildet. (b) O-Ag Varianten 02, 04, 04,5 und O9 mit den
jeweiligen Didesoxyseitenketten. (c) Struktur des Kernsaccharids (nach Raetz und Whitfield, 2002)
mit den optionalen nicht-stéchiometrischen Modifikationen durch Phosphoethanolamin. Ein Kdo-Rest
(grau) mitsamt der moglichen Modifikation wird bei der Préparation von Polysaccharid abgespalten.
Der modifizierte Hep-Rest verbleibt nach der Praparation und enthalt eine primare Aminogruppe.
(Abep = Abequose (3,6-Dideoxygalactopyranose), Manp = Mannopyranose, Rhap = Rhamnopyranose,
Galp = Galactopyranose, GIcNAc = N-Acetylglucosamin, Hep = L-Glycero-D-Mannoheptose, Kdo =
3-Desoxy-D-manno-octuronsiure)

3-Desoxy-D-manno-octuronséduren (Kdo) enthélt (Abb.1.1¢). Wéhrend die Koh-
lenhydratzusammensetzung des Kernsaccharids weitgehend konserviert ist, sind
nicht-stochiometrische Modifikationen, vor allem Substitutionen mit Ethanolamin
bzw. Phosphoethanolamin an Kdo und Hep, moglich (Raetz und Whitfield, 2002).

1.1.3 O-Antigen

Die duflere Schicht von LPS besteht aus O-Ag-Ketten. Dabei handelt es sich um
repetitive, oft verzweigte Polysaccharide, mit einer fiir den jeweiligen Stamm spezifi-
schen Zusammensetzung und Verkniipfung einzelner Kohlenhydratreste. Historisch

bedingt, wird das O-Ag zur Identifizierung bzw. Systematisierung der Salmonella-



1 Einleitung 1.1 Membranaufbau der gramnegativen Bakterien

Bakterien mittels des Kaufmann-White-Le Minor-Schemas herangezogen (Grimont
und Weill, 2007). Eine Infektion mit einem bakteriellen Stamm fiithrt normalerweise
zur Bildung von Antikoérpern bzw. Antiseren, die die O-Ag-Struktur des Stammes
erkennen. Somit erlauben die isolierten Antikorper eine Zuordnung der unbekannten
Stdmme einer Serogruppe, die so genannte Serotypisierung. So werden in dieser
Arbeit Salmonella-Stamme eingesetzt, die den Serogruppen 02, O4, 04,5 und O9
zuzuordnen sind. Die Identifizierung der Bakterien anhand des O-Ags ist nur in-
nerhalb einer Gattung sinnvoll, da ein bestimmtes O-Ag bei mehreren Gattungen
beobachtet werden kann (B. Liu u. a., 2013; Li u. a., 2011; Katzenellenbogen u. a.,
2009). Daher werden neben dem O-Ag weitere Oberflichenstrukturen wie Flagellen
(H1/H2-Antigen) sowie Kapselbestandteile (K-Antigen) fiir eine préazisere Charakte-
risierung benutzt. Eine zusétzliche Komplexitit kommt zustande, wenn Stdmme zwei
O-Ag produzieren. So wurden einige Salmonella-Stamme beschrieben, die neben dem
chromosomal-kodierten O-Ag verschiedene O-Ag produzieren, deren Biosynthese
auf einem Plasmid kodiert wird (Keenleyside u.a., 1994). Theoretisch ist sogar die
Expression von Hybrid-O-Ag mit Determinanten von O4 und O9 in einer O-Ag-Kette
moglich, wie es fiir kiinstlich hergestellte Salmonella-Stamme gezeigt wurde (Wein-
traub u.a., 1992). Ein weiteres Phédnomen, das fiir zusatzliche Variabilitdat des O-Ags
sorgt, ist die Phasenvariation (van der Woude und Baumler, 2004; Patterson u. a.,
2012). Damit wird das Vermégen von Bakterienzellen beschrieben, abhéngig von
auBeren Bedingungen aber auch scheinbar spontan und in hoher Frequenz (> 10°
pro Zelle und Generation) ihre Genexpression zu verdndern. Dies schliefit auch die
Moglichkeit mit ein, die Zusammensetzung des O-Ags zu verdndern (Broadbent,
Davies und Woude, 2010). Angesichts der Komplexitat gewinnen in letzter Zeit
molekularbiologische Methoden zur Identifizierung bzw. Zuordnung von Bakterien
wie Sequenzierung, Restriktionsfragmentléngenpolymorphismus, Chip/Mikroarray,
Oberflichenplasmonresonanz-basierte Methoden sowie Massenspektrometrie an Be-
deutung (Cox u. a., 2014; Mazumdar u. a., 2010; Seng u. a., 2009). In dieser Arbeit
wird fiir die Bezeichnung der Salmonella-Stdmme durchgehend die Nomenklatur von
Le Minor und Popoff in Kurzform verwendet, nach der die vollsténdige Bezeichnung
eines Stamms wie z. B. Salmonella enterica subspecies enterica Serovar Typhimurium

mit Salmonella Typhimurium angegeben wird (F. W. Brenner u. a., 2000).

Die Anzahl der repetitiven Untereinheiten (RU) in einer O-Ag-Kette ist von Stamm
zu Stamm unterschiedlich (Raetz und Whitfield, 2002). Es sind O-Ag-Langen von
1 RU bis zu 100 RU bekannt. Da die Lange der O-Ag-Ketten nicht restriktiv reguliert
wird, erhélt man bei der Isolierung von LPS bzw. PS immer ein polydisperses
Gemisch. Ahnlich wie die Zusammensetzung des O-Ags kann sich auch die Linge
der O-Ag-Ketten dynamisch verdandern, z. B. aufgrund der Phasenvariabilitiat (Cota,
Blanc-Potard und Casadests, 2012). Dennoch gibt es in der Regel eine fir den
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jeweiligen Stamm charakteristische, bevorzugte Lénge von O-Ag. Bei Stdmmen, die
keine oder nur eine RU exprimieren, spricht man von ,rauen“ Stdmmen. Die Prisenz
und die Lange der O-Ag-Ketten beeinflusst das Uberlebensvermégen der Bakterien
in verschiedenen Nischen sowie ihre Virulenz (Licht u.a., 1996; Lyman, Steward und
Roantree, 1976). Dariiber hinaus ist die Anfilligkeit der rauen Bakterienstamme fiir
einige Antibiotika und antibakterielle Peptide erhoht (Génzle, Hertel und Hammes,
1999).

1.1.4 Struktur der O-Antigene 02, 04, 04,5 und 09

Die Strukturen der biologischen RU der Salmonella-Serogruppen O2, O4, 04,5
und O9 sind in Abb. 1.1b gezeigt. Der lineare Teil der Kette wird aus einem Tri-
saccharid gebildet, bestehend aus Mannopyranose (Man), Rhamnopyranose (Rha)
und Galactopyranose (Gal). Diese Struktur ist den vier genannten Serovaren ge-
meinsam und bildet einen komplexen O-Ag-Faktor O12 (Knirel und Valvano, 2011;
Raetz und Whitfield, 2002). D. h. die Serovaren 02, 04, 04,5 und O9 werden durch
ein anti-O12-Serum erkannt. Die Determinanten der Serogruppen, in diesem Fall
3,6-Didesoxyhexosen, sind a-1-3 an den Man-Rest gebunden. Beim O2-Ag handelt
es sich um eine Paratose (Par) bzw. 3,6-Didesoxyglucose. Dieses Antigen wird in der
Regel beim Stamm Salmonella Paratyphi A beobachtet, der paratyphoides Fieber
verursacht. Das 09-Ag ist durch eine Tyvelose (Tyv) bzw. eine 3,6-Didesoxymannose
charakterisiert. Typische Vertreter dieser O-Serogruppe wéren die Stamme Salmo-
nella Enteritidis. Die O-Ag-Varianten O4 und 04,5 sind durch eine Abequose (Abe)
— eine 3,6-Didesoxyglucose — als Seitenkette ausgezeichnet (Hellerqvist u.a., 1968).
Eine O-Acetylierung der Abequose an der Position C2 unterscheidet das O4,5-Ag
vom O4-Ag. Bei der letzteren Modifikation variiert der Ausmafl der Acetylierung. Es
handelt sich dabei um eine nicht-stochiometrische Modifikation, die gesondert im
Abschnitt 1.1.6 erlautert wird.

Einen Sonderfall stellen die beiden in der Arbeit eingesetzten Salmonella Typhi-
Stamme dar. Die Typhi-Stdmme gehoren zu der Serogruppe O9 und exprimieren
neben dem O-Ag das kapsuldre Vi-Antigen (Wetter u.a., 2012), wobei eine Sero-
typisierung am Robert-Koch-Institut das O-Ag dieser Stamme als 127, 123 (und
zusétzlich 125 beim Stamm T4) charakterisierte. Das Typhi-Serovar ist an den Mensch
und hohere Primaten als Wirte angepasst. Die Expression des Vi-Antigens (Vi =
Virulenz) ist nicht essentiell fir die Pathogenitét, erhoht jedoch die Virulenz des
Stamms (Looney und Steigbigel, 1986; J. D. Robbins und J. B. Robbins, 1984). So
konnen Vi-Antigen-exprimierende Stamme innerhalb einiger Zellen des Immunsys-
tems tiberleben (Hirose u.a., 1997). Es wird vermutet, dass der beobachtete Effekt
auf die Abschirmung des O-Ags zuriickzufithren ist. Folglich kann die Expression des

Vi-Antigens die Serotypisierung erschweren bzw. die Bindung von O-Ag-bindenden
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Proteinen negativ beeinflussen.

1.1.5 Struktur der O-Antigene 03,10 und O11

Ergéinzend zu den genannten Serovaren wurden in dieser Arbeit Salmonella-Stamme
der Serogruppen 03,10 und O11 eingesetzt. Der lineare Teil des O3,10-Ag besteht aus
einem Trisaccharid (Man-Rha-Gal), ahnlich zu den im Abschnitt 1.1.4 eingefithrten
O-Ag-Varianten. Ein Unterschied liegt in der Verkniipfung zwischen den biologischen
RU: wahrend RU der Serovaren 02, O4(,5) und O9 a-1-2 glycosidisch verkniipft sind,
liegt beim O-Ag 03,10 eine a-1-6-Verkniipfung zwischen den Gal- und Man-Resten
vor. Des Weiteren fehlt dem O3,10-Ag eine Didesoxy-Abzweigung an der Mannose.
Bei einigen Stammen der Serogruppe 03,10 wurde eine Glucosylierung der Galactose
beobachtet (Knirel und Valvano, 2011). Die a-1-6-Verkniipfung zwischen den RU
beim 03,10-Ag resultiert in einer signifikanten Anderung der dreidimensionalen (3D)
Struktur gegeniiber O2-, O4- und 09-Ag. Dafiir spricht unter anderem die fehlende
Kreuzreaktivitat der Antiseren (Grimont und Weill, 2007). So zeigt das anti-O12-
Serum, das den linearen Teil von 02, O4 und 09-Ag (Man-Rha-Gal) erkennen soll,

trotz gleicher Zusammensetzung keine Reaktivitit gegeniiber dem 03,10-Ag.

1.1.6 Nicht-stochiometrische Modifikationen von O-Ag

Die zusétzliche Diversitat der O-Ag kommt durch nicht-stochiometrische Modi-
fikationen zustande. Zu den haufigsten O-Ag-Modifikationen der Art Salmonella
enterica zahlen Acetylierung und Glucosylierung. Die modifizierenden Enzyme kénnen
chromosomal oder Plasmid-kodiert sein, aber auch auf eine Infektion durch Bakte-
riophagen zurtickgefithrt werden. Wie der Name impliziert, ist durch die Aktivitét
der beteiligten Enzyme nicht das gesamte O-Ag bzw. nicht jede RU betroffen. Viel-
mehr kann das Ausmafl der Modifizierung stammabhéngig sein, aber auch mit den
Wachstumsbedingungen zusammenhéngen.

Ein Beispiel fiir eine Bakteriophagen-bedingte Serokonversion, welche die Zusam-
mensetzung bzw. Struktur eines O-Ags verdndert, ist eine Glucosylierung des O4-Ags
infolge der Infektion mit dem Phagen P22. Das O-Ag wird dabei an der Galacto-
se an Position C6 glucosyliert (Liideritz, Staub und Westphal, 1966). Alternativ
kann das O4-Ag an der Galactose an Position C4 glucosyliert werden, was auf eine
chromosomal-kodierte Glucosyltransferase im Gencluster Y72 gtrABC1 zuriickgeht
(Kim und Ryu, 2012; Nikaido u.a., 1971). Auch die O-Acetylierung als eine nicht-
stochiometrische Modifikation ist an mehreren Positionen mdoglich. Wollin, Stocker
und Lindberg (1987) beschreiben fir Salmonella Typhimurium eine Acetylierung
von Rha, an den Positionen 3 und 4, die anscheinend infolge einer Infektion mit

den Phagen A3 oder A4 auftritt. Diese beeinflusst zwar nicht die Zugehorigkeit zum
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A Ho OH Cc OH D OH A: Chromasomal kodiert (evtl. auch durch
o HO Q HO 0 Lysogenisierung mit P27)
JL HO Y H Sl a-1-6 statt a-1-2-Verknlipfung
H,C | on ! o ! zwischen biologischen RU
B: Lysogenisierung durch A3/A4
Acetylierung an der Rhamnose
HO OH an den Positionen C, bzw. C3
S 5 OH QH  HO PH o C: Chromasomal kodiert mit optionaler
on 0 % o Expression
Man onl o Glucosylierung der Galactose
an der Position C,
Man
HO -+« D:Lysogenisierung durch P22

HO
’Qﬁ (Abe) Glucosylierung der Galactose
an der Position Cg

Abbildung 1.2: Modifikationen des O4-Antigens. Eine biologische repetitive Untereinheit ist in schwarz
dargestellt, mit je einem angrenzenden Zucker aus den benachbarten repetitiven Untereinheiten in grau.
In den Kasten A bis D sind beschriebene Modifikationen abgebildet. Die Kasten B bis D zeigen chemische
Gruppe, die an den markierten Positionen des O-Ags gebunden werden. Die Modifikation im Kasten A
zeigt den Galactose-Rest der benachbarten repetitiven Untereinheit, der a-1-6 statt a-1-2 verkniipft ist.
(Abe = Abequose, Man = Mannose, Rha = Rhamnose, Gal = Galactose) (L. Wang u. a., 2002; Wollin,
Stocker und Lindberg, 1987)

Serotyp O4, verdndert aber die Bindung viraler O-Ag bindender Proteine. Alternativ
kann die Position O2 der Abequose acetyliert werden (Hellerqvist u. a., 1968). Die
Acetylierung an der Abe erweitert das O4-Ag zum O4,5-Ag. Fiir diese Modifikation
ist eine chromosomale Acetyltransferase verantwortlich (Hauser u. a., 2011; Grimont
und Weill, 2007). Das Ausmaf dieser Acetylierung ist nicht nur variabel, sondern
auch dynamisch, d.h. es kann sich abhéngig von der Verfiigbarkeit von Sauerstoff
bzw. vom pH-Wert des Mediums im Laufe der Kultivierung verdndern (Zandome-
neghi u. a., 2012). Die immunologischen Studien mit O4 und O4,5 Antiseren legen
nahe, dass durch die Acetylierung der Abequose die gesamte Struktur von LPS
verdndert wird (Slauch u.a., 1995). Die genannten Modifikationen werden in der
Regel als Anpassungen betrachtet, die den betroffenen Stammen Vorteile in ihren
biologischen Nischen bieten. Die Verdnderungen der O-Ag-Struktur kénnen zum
Beispiel die Anfélligkeit von betroffenen Stammen fiir Phageninfektionen oder fiir

das Immunsystem der Wirte reduzieren (Ernst, Guina und S. I. Miller, 2001).

1.2 Adhasionsproteine der Bakteriophagen

1.2.1 Viren

Viren gehoren zu den einfachsten biologischen Systemen. Da Viren tiber keinen eige-
nen Stoffwechsel verfiigen, sind sie zur Vermehrung auf den Stoffwechsel ihrer Wirte
angewiesen. Es sind Viren der Pflanzen, Eukaryonten und Prokaryonten bekannt.
Waéhrend Viren der Pflanzen fiir Menschen hauptséchlich 6konomische Bedeutung
haben, sind Viren der Eukaryonten medizinisch hoch relevant. Die letzteren verur-

sachen beim Mensch eine Vielzahl von teilweise todlichen Erkrankungen wie AIDS,
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Pocken, Hepatitis etc. Bei einer ungiinstigen Mutation kénnen auch virale Erreger
von zundchst nicht lebensbedrohlichen Erkrankungen ein erhéhtes Gefahrenpotential
entwickeln, wie die Grippeepidemien in den Jahren 2003 bis 2014 gezeigt haben
(Freidl u. a., 2014; Webster und Govorkova, 2014). Einige humanpathogene Viren
wurden als Oncoviren charakterisiert, die nach einer Infektion zur Transformation
und Entartung der Zellen und folglich zum Krebs fithren (Lin, L. Y. King und Chung,
2014; R. Rosales und C. Rosales, 2014).

Gleichzeitig kénnen Viren in der Medizin und Biotechnologie eingesetzt werden.
So wird aktuell an Viren als Vektoren fiir die Gentherapie geforscht, wobei einige
darauf basierende Medikamente in den klinischen Studien sind oder bereits eine
Marktzulassung erreicht haben (Kaufmann u.a., 2013). Eine weitere Gruppe von
Viren, den sogenannten oncolytischen Viren, ist Gegenstand der aktuellen Forschung.
Diese haben das Potential, selektiv entartete Zellen zu infizieren und zu téten und

eignen sich somit potentiell zur Krebsbekdampfung (Pol u. a., 2014; Woller u. a., 2014).

Viren der Prokaryonten, als Bakteriophagen bzw. Phagen bezeichnet, werden als
zahlenméflig die hdufigsten Spezies auf dem Planeten vermutet (Chibani-Chennoufi
u.a., 2004). Sie wurden zu Beginn des 20. Jahrhunderts von Twort und d’Herelle
zum ersten mal beschrieben (Duckworth, 1976). Den Phagen wird eine 6kologische
Bedeutung zugeschrieben, da sie Bakterienpopulationen in ihren biologischen Ni-
schen kontrollieren (Johnke u.a., 2014; Shapiro, Kushmaro und A. Brenner, 2010;
Fuhrman und Schwalbach, 2003). Zusatzlich spielen die Phagen eine Rolle beim
Austausch genetischer Information und kénnen damit unter anderem die Weitergabe
von Resistenzen beeinflussen (Briissow, Canchaya und Hardt, 2004). Neben ihrer
biologischen Rolle haben Bakteriophagen potentielle Einsatzgebiete in der Biotechno-
logie, Lebensmittelindustrie und in der Medizin (Yosef u. a., 2014; Petty u. a., 2007;
Swimmer u. a., 1992; Clackson u.a., 1991).

Angesichts der wachsenden Zahl von Bakterienstimmen mit multiplen Antibioti-
karesistenzen, wachst der Bedarf an alternativen Behandlungsmethoden bakterieller
Infektionen (Alvarez—Fernéndez u. a., 2012; Mihu und Martinez, 2011; Harper und
Enright, 2011). Daher wird an Bakteriophagen als natiirlichen anti-mikrobiellen
Agenzien geforscht. Anders als die meisten Antibiotika zeigen Bakteriophagen eine
hohe Sperzifitat, was sowohl als Vorteil, aber auch als Nachteil betrachtet werden
kann: die einerseits sehr selektive Eliminierung der pathogenen Bakterien, erfordert
fiir jeden Pathogen einen spezifischen Bakteriophagen (Pirnay u.a., 2011). Da bei
einer Behandlung primér eine Inaktivierung der Bakterien angestrebt wird, werden
in erster Linie lytische Phagen in Betracht gezogen. Diese haben den Vorteil, ihre
Wirte unmittelbar nach der Infektion und anschlieSfender Vermehrung zu lysieren
(Yosef u. a., 2014). Gleichzeitig kann die Zelllyse zu einer Freisetzung des LPS von

der bakteriellen Oberfliche fiihren, was in einem septischen Schock resultieren kann
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(Morrison und Ryan, 1987). Eine Strategie, dies zu vermeiden, besteht in der Entwick-
lung Lysis-defizienter Bakteriophagen (Paul u.a., 2011). Als problematisch erweist
sich auch die Grofle der Phagenpartikel. Zum einen ist die Aufnahme der Phagen und
der Transport zum infizierten Gewebe erschwert, zum anderen kénnen die Phagen
aufgrund ihrer Gréfle eine Immunantwort initiieren, was einen wiederholten Einsatz
ausschlieBt (Yosef u.a., 2014). Ein alternativer Einsatz als antibakterielles Mittel,
bei dem die Immunantwort keine Rolle spielt, setzt auf eine Sensibilisierung der
multiresistenten Bakterien durch temperente Phagen (Edgar u.a., 2012). Bei diesem
Ansatz werden Bakterien auf Oberflichen mit temperenten Phagen lysogenisiert.
Dadurch werden Gene eingeschleust, die Bakterien hochempfindlich fiir bestimmte
chemische Substanzen machen, die anschlieBend zur Inaktivierung der Bakterien
eingesetzt werden konnen.

Des weiteren finden Bakteriophagen Verwendung in der Diagnostik (Rabsch, 2007).
So werden auf Bakteriophagen basierte Zuordnungssysteme fiir einige Gattungen der
Enterobacteriaceae, darunter Salmonella, seit Mitte des 20. Jahrhunderts eingesetzt
(Liesegang u. a., 2002; Lilleengen, 1950). Ein urspriinglich von Lilleengen begriindetes
System, das spéater durch Felix und Callow sowie von Anderson erweitert wurde,
erlaubt es, mehr als 300 Salmonella-Stémme zu identifizieren (Rabsch u. a., 2002; E. S.
Anderson u. a., 1977; Felix und Callow, 1943). Neben Kaufmann-White-Le Minor-
System wird daher das Phagen-basierte System in der Typisierung der Salmonella-

Isolate eingesetzt.

1.2.2 Bakteriophagen P22 und 9NA

Seit der Entdeckung der Bakteriophagen wurden mehrere Moglichkeiten zur Klassifi-
zierung der Bakteriophagen vorgeschlagen, darunter genetisch (Rohwer und Edwards,
2002) und morphologisch (Bradley, 1967). In dieser Arbeit wurden Adhésionsproteine
der Bakteriophagen P22 und 9NA eingesetzt (Zinder und Lederberg, 1952; Wilkinson,
Gemski und Stocker, 1972). Beide Bakteriophagen gehoren zur Ordnung Caudovi-
rales. Bakteriophagen dieser Ordnung zeichnen sich durch eine Schwanz-Struktur
aus sowie dadurch, dass ihr Genom in Form einer linearen, doppelstringigen DNA
vorliegt (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Murthy und Chakravorty, 1998). DNA-
Hybridisierungsexperimente legen nahe, dass P22 und 9NA nicht direkt verwandt
sind (Murthy und Chakravorty, 1998).

Der Bakteriophage P22 gehort morphologisch zu den Podoviridae, da er iiber
einen kurzen, nicht kontraktilen Schwanz verfiigt (Ackermann, 2001). Er infiziert
Salmonella enterica O-Serotypen 02, O4(,5) und 09 (Wollin, Eriksson und Lindberg,
1981; Eriksson, Svenson u.a., 1979). P22 ist ein temperenter Bacteriophage und
kann einen lysogenen oder lytischen Vermehrungszyklus einschlagen. Der lytische

Zyklus unterscheidet sich nicht von dem anderer lytischer Bakteriophagen wie 9NA.
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Beim lysogenen Vermehrungszyklus wird die Phagen-DNA entweder ins Genom der
Salmonellen integriert oder verbleibt episomal, ohne dass die viralen Gene exprimiert
werden (Fortier und Sekulovic, 2013). In diesem Fall wird die integrierte Phagen-
DNA bzw. der Prophage bei der Replikation der Bakterienzellen verdoppelt. Die
Lysogenisierung wirkt sich unter anderem auf die Zusammensetzung des O-Ags der
infizierten Bakterien: Die repetitive Untereinheit des O-Ags wird um ein Glucose
erginzt, die a-1-6-glycosidisch an Galactose gebunden wird (Liideritz, Staub und
Westphal, 1966; Wollin, Stocker und Lindberg, 1987). Dies resultiert in einer Serokon-
version der lysogenisierten Salmonella-Stamme, die eine zusétzliche Serospezifitat O1
bzw. eine chemisch dquivalente Serospezifitdt O12; erhalten. Es wird angenommen,
dass diese Modifikation eine Superinfektion der bereits mit P22 infizierten Bakterien
verhindern soll (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Eriksson, Svenson u. a., 1979).
Gleichzeitig verleiht diese Modifikation des O-Ags eine Infektoinsresistenz gegentiber
Bakteriophagen A2 und A3 (Wollin, Stocker und Lindberg, 1987).

Der Bakteriophage 9NA ist morphologisch ein Siphovirus, mit einem langen, nicht-
kontraktilen Schwanz (Andres, Roske u.a., 2012). 9NA hat ein &hnliches Wirtsspek-
trum wie der Phage P22 und infiziert Salmonella-Stamme der O-Serogruppen O2,
04(,5) und 09, ist aber im Unterschied zu P22 nicht temperent (Wollin, Eriksson
und Lindberg, 1981). Bemerkenswert ist, dass 9NA auch Bakterienstdmme infizie-
ren kann, die durch P22 lysogenisiert sind (Wilkinson, Gemski und Stocker, 1972).
Gleichzeitig kann der Bakteriophage keine Salmonella-Stadmme infizieren, die eine
0125-Serospezifitiat zeigen und demnach eine Glucose an der Galactose-Position C4

tragen (Makeld, 1973).

1.2.3 Adhdsionsproteine (Tailspikes) der Bakteriophagen P22 und 9NA

Das Genom beider Bakteriophagen enthélt offene Leserahmen fiir Adhésionsproteine,
die so genannten Tailspikes (TSPs) (Casjens und Thuman-Commike, 2011). Die
beiden TSPs weisen eine Reihe von strukturellen Gemeinsamkeiten auf. Sowohl das
TSP aus P22 (P22TSP) als auch aus 9NA (INATSP) bilden im nativen Zustand
Homotrimere (Seckler u. a., 1989; Andres, Roske u. a., 2012). Korrelierend mit der
Lokalisation der Tailspikes auf der viralen Oberflache, ist P22TSP thermisch stabil
sowie SDS- und Protease-resistent (Schuler und Seckler, 1998; Seckler u. a., 1989).
Strukturell weisen die TSPs drei Doménen auf (Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996;
Andres, Roske u.a., 2012). Die N-terminale Doméne verankert das Protein an der
Basisplatte und damit am viralen Partikel (Abb. 1.3; Lander u. a., 2009; Tang u. a.,
2005). In dieser Arbeit wurden Proteinkonstrukte mit deletierten N-terminalen
Abschnitten eingesetzt. Das AN-Konstrukt von P22TSP enthielt die Aminosiduren
113-666, das INATSP-Konstrukt bestand aus Aminosduren 131-673. Das Fehlen der

N-terminalen Doméne hat keinen Einfluss auf Bindungseigenschaften und Aktivitét
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der TSPs (U. Baxa, Cooper u.a., 2001; U. Baxa, Steinbacher u.a., 1996; Danner
u.a., 1993). Alle im Folgenden aufgefithrten Informationen beziehen sich auf die

AN-Konstrukte beider TSPs, wenn es nicht anders vermerkt ist.

Das mittlere Teil beider T'SPs ist iiberwiegend in Form einer parallelen, rechtsgéngigen
[-Helix organisiert und beinhaltet eine Bindungsstelle fiir den Wirtsrezeptor pro TSP-
Monomer (Steinbacher, U. Baxa u. a., 1996; Steinbacher, S. Miller u. a., 1997; Andres,
Roske u.a., 2012). Die rechtsgéngige $-Helix wurde bei mehreren Oligosaccharid-
bindenden bzw. -prozessierenden Proteinen und speziell Adhésionsproteinen beob-
achtet (Barbirz u. a., 2008; Miiller u. a., 2008; Leiman und Molineux, 2008; Yoder,
Keen und Jurnak, 1993). Im Fall von P22TSP und 9NATSP handelt es sich bei
den Rezeptoren um LPS bzw. O-Ag-Ketten der Salmonella-Serogruppen 02, O4(,5)
und O9 (Liideritz, Staub und Westphal, 1966; Eriksson, Svenson u.a., 1979; Wollin,
Eriksson und Lindberg, 1981). Bei drei Bindungsstellen pro nativem TSP-Trimer
und sechs Tailspikes pro Phagenpartikel sind es 18 Bindungsstellen pro einen Pha-
genpartikel. Die hohe Anzahl der Bindungsstellen erhoht die Aviditét, was in einer
quasi-irreversiblen Adhésion der Phagen an die Wirtszellen resultiert (U. Baxa,
Cooper u.a., 2001; U. Baxa, Steinbacher u.a., 1996). Gleichzeitig zeigen die Ex-
perimente von Israel, T. F. Anderson und Levine (1967), dass mindestens drei

funktionsfdhige TSPs pro Phagenpartikel fiir eine Infektion notig sind.

Neben der Bindung von O-Ag besitzen beide TSPs eine Rhamnosidase-Aktivitét
gegeniiber dem O-Ag. D.h. P22TSP und 9NATSP spalten die a-1-3-glycosidische
Bindung zwischen der Rhamnose und der Galactose im linearen Teil der O-Ag-Ketten
der Serogruppen O2, O4 und O9. Die fiir die Spaltung benétigten Aminosaurereste in
P22TSP sind E359, D392 und D395 basierend auf kristallographischen Daten sowie
auf Experimenten mit einzeln mutierten Aminosauren (Steinbacher, U. Baxa u. a.,
1996; U. Baxa, Steinbacher u. a., 1996). Die in dieser Arbeit fiir Bindungsexperimente
eingesetzte Variante von P22TSP enthélt eine Substitution von Aspartat an der
Position 392 durch Asparagin (D392N). Diese Substitution reduziert die hydrolytische
Aktivitat von P22TSP um den Faktor 30 000, bei gleichbleibender Affinitat zum O-Ag
(U. Baxa, Steinbacher u.a., 1996). Bei 9NATSP wurden durch ein 3D-alignment an
die Struktur des P22TSPs die katalytisch aktiven Aminosauren D392, D402 und D408
identifiziert (Andres, Roske u.a., 2012). Ein Austausch dieser Aminosauren durch die
entsprechenden Sdureamid-Varianten resultiert in einem Verlust der katalytischen
Aktivitat von 9NATSP. Das Hauptprodukt von P22TSP bei der Inkubation mit
LPS oder PS in wvitro ist ein Oktasaccharid aus zwei RU des O-Ags (Andres, Ulrich
Baxa u.a., 2010; Eriksson, Svenson u.a., 1979; Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996).
Im Unterschied zu einer biologischen RU, die am nicht reduzierenden Ende mit
einer Mannose beginnt und am reduzierenden Ende mit einer Galactose endet,
verschiebt sich der Raster bei TSP-Produkten, so dass die RU der Produkte am nicht
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(a)

Abbildung 1.3: (a) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Bakteriophagen 9NA (b) Elektronenmi-
kroskopische Aufnahme des Bakteriophagen P22 (c) Struktur des Tailspikes aus 9NA (PDB: 3RIQ)
dargestellt als Trimer, mit einer Proteinkette in blau. Seitenansicht entlang der Trimerisierungsachse sowie
(d) Ansicht vom N-Terminus. (e) Struktur des Tailspikes aus P22 (PDB: 3THO) mit einer Proteinkette in
griin. Seitenansicht entlang der Trimerisierungsachse. (f) Ansicht vom N-N-Terminus (g) 3D-alignment
der C,-Atome beider TSP-Monomere mittels CEALIGN (via PyMOL) liefert eine mittlere quadratische
Abweichung (r.m.s.d.) von 2,5 A.

reduzierenden Ende mit einer Galactose startet und mit einer Mannose abschlief3t.
Neben dem Hauptprodukt aus 2RU werden geringe Mengen langerer O-Ag-Produkte,
bestehend aus drei oder vier RU, gebildet.

Ein globales Sequenz-alignment (NEEDLE, EMBO) der beiden TSPs auf DNA-
Ebene liefert eine Ahnlichkeit etwa 40 %, wahrend alignment auf Proteinebene eine
Identitit von 35% und eine Ahnlichkeit von 51 % liefert (McWilliam u.a., 2013;
Goujon u. a., 2010). Trotz der geringen sequenziellen Homologie, zeigen 9NATSP und
P22TSP eine strukturelle Ahnlichkeit (Andres, Roske u. a., 2012). Ein struktureller
dreidimensionaler (3D) alignment beider TSPs ohne den N-terminalen Teil liefert
eine mittlere quadratische Abweichung (root mean square deviation, r.m.s.d.) von
2,54 A (CEALIGN via PyMOL; Schrodinger, LLC, 2010; Shindyalov und Bourne,
1998).

Die strukturelle Ahnlichkeit korreliert mit der dhnlichen Bindungs- bzw. Substrats-
pezifitit, denn beide TSPs erkennen das O-Ag der gleichen Salmonella-Serogruppen.
Gleichzeitig zeigen P22TSP und 9NATSP unterschiedliche Préferenzen beztiglich der
Glucosylierung an den Galactose-Positionen C4 und C6, die jeweils den Serotypen

0125 und O12; zugeordnet werden: P22TSP zeigt eine niedrigere Umsatzrate bei

11
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04,012 als bei der nicht glucosylierten Variante 04,12 (Wollin, Eriksson und Lind-
berg, 1981; Eriksson, Svenson u. a., 1979). ONATSP setzt die O-Serotypen 04,12 und
04,12 dhnlich effektiv um (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981). Bei der Glucosy-
lierung des O-Ags an der Galactose an Position C4 haben beide TSPs umgekehrte
Préferenzen, so dass P22TSP das O-Ag vom Serotyp O12, dhnlich effektiv wie die
nicht glucosylierte Form umsetzt, wihrend 9NATSP basierend auf den Infektions-
und Verdauexperimenten mit dem O-Ag O12, weitgehend inkompatibel ist (Wollin,
Eriksson und Lindberg, 1981; Eriksson, Svenson u.a., 1979; Makela, 1973).

1.3 O-Ag und Tailspikes als Modell fiir Protein-Kohlenhydrat

Interaktionen

1.3.1 Protein-Kohlenhydrat Interaktionssysteme in der Natur

Verglichen mit anderen Biopolymeren, wie Nukleinsduren und Proteinen, bieten
Kohlenhydrate eine hohere strukturelle Vielfalt. Zum Einen werden mehr verschiedene
Monosaccharide als Bausteine eingesetzt: speziell in bakteriellen Polysacchariden
wurden etwa 100 unterschiedliche Monosaccharide identifiziert (Koenig u. a., 2010).
Hinzu kommt die Tatsache, dass Kohlenhydrate verzweigte Polymere bilden kénnen.
Schliellich sind unterschiedliche Konfigurationen der an der glycosidischen Bindung
beteiligten Kohlenstoffatome maoglich, was weder bei einer Peptidbindung in Proteinen
noch bei einer Phosphodiesterbindung in der DNA moglich ist. So sind bei Polymeren
aus sechs Bausteinen fiir Nukleinsduren, Aminosduren und Hexosen theoretisch
jeweils 4096, 6,4x10° und 1,44x 10 Strukturen méglich (Gabius u. a., 2011). Diese
hohe strukturelle Diversitéit bietet eine Plattform fiir Prozesse, denen eine selektive
Erkennung von Strukturen zugrunde liegt. Zum Beispiel prasentieren die meisten
eukaryontischen und prokaryontischen Zellen komplexe Kohlenhydrate auf ihrer
Oberflache (Curry und Adamson, 2012; Koenig u. a., 2010; X. Wang und Quinn, 2010).
Diese spielen bei Prozessen wie Zelladhésion, Signaltransduktion, Immunantwort,
sowie bei Infektionsvorgéngen eine wichtige Rolle (Clark, 2013; Crocker, Paulson
und Varki, 2007; Sato u.a., 2012).

Das Repertoire an Kohlenhydrat-bindenden Proteinen ist entsprechend vielfaltig:
Neben bereits eingefiihrten viralen Adhésionsproteinen stellen Lektine und Antikorper
zwei wichtige Gruppen dar. Daneben wurde eine Reihe von Proteinen identifiziert, die
eine katalytische Aktivitit gegentiber Kohlenhydraten aufweisen (Boraston, 2005).
Diese sind modular aufgebaut aus einem katalytisch aktiven Modul sowie einem
Kohlenhydrat-bindendem Modul (CBM). Die Topologien der Bindungsstellen und
die jeweiligen Bindungsmodi korrelieren mit den Substraten bzw. den physiologischen

Funktionen jeweiliger Kohlenhydrat-bindender Proteine.
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Lektine sind ubiquitar vorkommende Proteine, die typischerweise Mono- bis Tri-
saccharide binden und auf die Erkennung der Kohlenhydrate auf Zelloberflachen
spezialisiert sind (Gabius u. a., 2011). Die Erkennung der Kohlenhydrate erfolgt iiber
flache Bindestellen mit wenigen Interaktionen, was zu einer méaffigen Affinitat mit
Gleichgewichtsdissotiationskonstanten (Kp) im millimolaren Bereich fithrt (Weis und
Drickamer, 1996). Die niedrige Affinitdt wird kompensiert, indem einerseits divalente
Kationen wie Calzium in die Bindungsstelle integriert werden (Andersen und Moes-
trup, 2014). Andererseits besitzen Lektine mehrere Bindestellen pro Molekiil und
binden multivalente Liganden, wodurch eine hohe Aviditat cluster glycoside effect
erreicht wird (Weis und Drickamer, 1996).

Die Bindungsstellen vieler Antikérper erkennen in der Regel Oligosaccharide aus
drei bis sechs Monosacchariden (Stanfield u.a., 2014; Nagae u. a., 2013; Zdanov u. a.,
1994). Im Unterschied zu den Bindungsstellen der Lektine sind die Erkennungsstellen
der Antikorper oft als tiefe Furchen aufgebaut, sodass mehr Interaktionen pro
Kohlenhydrat mdoglich sind und die Desolvatisierung des Oligosaccharids einen Beitrag
zur Affinitét leistet (Cygler, Rose und D. Bundle, 1991). Dadurch erreichen Antikérper
deutlich hohere Affinitdaten als Lektine mit Kp-Werten im nanomolaren Bereich
(Gerstenbruch u. a., 2010).

Die CBM umfassen Proteine, die sowohl auf eine Bindung von kurzen Oligosac-
chariden als auch auf eine Bindung von Polysacchariden spezialisiert sind (Boraston
u.a., 2004). Da ein Teil dieser betreffender Polysaccharide unloslich ist, sind die
Bindestellen der CBM oft flach aufgebaut, um kristalline Polysaccharide binden zu
konnen. Dabei tragen aromatische Aminosaureseitenketten oft essentiell zur Bindung
bei (Boraston u.a., 2004). Die Bindungsstellen der CBM erreichen Kp-Werte im

mikromolaren Bereich.

1.3.2 Wechselwirkungen bei Protein-Kohlenhydrat Interaktionen

Bei der Interaktion zwischen Kohlenhydraten und Proteinen sind grundsétzlich die
gleichen Wechselwirkungen wie bei Protein-Protein-Interaktionen maéglich (Weis und
Drickamer, 1996). Dazu gehoren ionische Wechselwirkungen bei geladenen Kohlen-
hydraten, polare Wechselwirkungen und in einem geringeren Umfang hydrophobe
Wechselwirkungen (Abb. 1.3). Da die in dieser Arbeit eingesetzten Kohlenhydrate
keine geladenen Gruppen tragen, wird diese Interaktionsart nicht néher erlautert.
Auch der Fall einer Koordinierung von divalenten Kationen (z. B. Ca** oder Mg?")
trifft auf die eingesetzten Kohlenhydrate nicht zu (U. Baxa, Cooper u.a., 2001;
Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996; Eriksson und Lindberg, 1977).

Die polaren Wechselwirkungen in Form von Wasserstoffbriicken (H-Briicken)
spielen eine besondere Rolle bei Kohlenhydraten, da diese naturgeméafl tiber vie-

le Hydroxylgruppen verfiigen. Die Orientierung der Hydroxylgruppen ist Epimer-

13



1.3 O-Ag und Tailspikes als Modell fiir Protein-Kohlenhydrat Interaktionen 1 Einleitung

spezifisch und erlaubt daher die Unterscheidung dhnlicher Monosaccharide bei ei-
ner Interaktion (Gabius u.a., 2011). Auch in Oligo- bzw. Polysacchariden ist die
3D-Orientierung der Hydroxylgruppen charakteristisch und tragt wesentlich zur
Sperzifitdt bei Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen bei (Bush, Martin-Pastor und
Imberty, 1999). Neben den direkten H-Briicken zwischen Hydroxylgruppen der Koh-
lenhydrate und H-Briickendonor- und Akzeptorgruppen der Proteine, werden oft
tiber ein Wassermolekiil vermittelte H-Briicken beobachtet (Andres, Gohlke u. a.,
2013; Broeker u. a., 2012; Clarke u. a., 2001). Bei dieser Art von H-Briicken kénnen
koordinierte Wassermolekiile als ein Teil der Proteinoberfliche betrachtet werden
(Andres, Gohlke u. a., 2013; Binder u. a., 2012; Carla Mattos, 2002).

2N

S

Abbildung 1.4: Darstellung moglicher Protein-Kohlenhydrat Wechselwirkungen. Bindungsstellen der
Lektine enthalten oft koordinierte divalente Kationen, z. B. Ca®" (gelb). Direkte H-Briicken sind mit
Donor-/Akzeptorgruppen der polaren und geladenen Aminoséureseitenketten (stick-Darstellung) méglich.
Indirekte bzw. tber ein Wassermolekiil (Kugeldarstellung) vermittelte H-Briicken sind typisch fiir
Interaktionssysteme aus Protein und Kohlenhydrat. Ein Spezialfall der H-Briicken stellt die hydrophobe
Stapelung (hydrophobic stacking) dar. Dabei interagieren Wasserstoffatome des Kohlenhydrats auf der
hydrophoben Seite des Hexosenrings mit den 7-Elektronen der aromatischen Aminosaureseitenketten, hier
mit Tryptophan (stick-Darstellung) als Beispiel abgebildet. Im Unterschied zu klassischen hydrophoben
Interaktionen tragt die hydrophobe Stapelung einen partiellen Richtcharakter.

Die hydrophoben Interaktionen tragen bei Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen
signifikant zur Affinitdt bei (Bush, Martin-Pastor und Imberty, 1999). Dabei ist
neben den Van-der-Waals Wechselwirkungen die Desolvatisierung der hydrophoben
Oberflachenbereichen die treibende Kraft. Einerseits geht man davon aus, dass die OH-
H,O-Interaktion energetisch weitgehend vergleichbar mit der HyO-H;O-Interaktion
ist und somit keinen energetischen Nettobeitrag zur Interaktion beitragt. Gleichzeitig
gibt es mehrere Hinweise darauf, dass eine Desolvatisierung der polyamphiphilen
Oberflachen, wie es bei Kohlenhydraten der Fall ist, sowohl enthalpisch als auch
entropisch giinstig sein kann (Chavelas und Garcia-Herndndez, 2009; Lemieux, 1996).
Einen Spezialfall der hydrophoben Interaktionen stellt die sogenannte hydrophobe Sta-
pelung (engl. hydrophobic stacking) dar (Wimmerova u. a., 2012; Schantz u. a., 2012).
Bei dieser Art der Interaktion wechselwirken Ringprotonen auf der hydrophoben Seite
des Kohlenhydratrings mit m-Elektronenwolken aromatischer Aminoséaureseitenketten
(Abb. 1.3) (G. Gilli und P. Gilli, 2009; Carmen Ferndndez-Alonso u. a., 2005). Auch

wenn daran iiberwiegend hydrophobe Oberflichen beteiligt sind, zeigt die Interaktion
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zum Teil Richtungscharakteristika der H-Briicken (Carmen Fernandez-Alonso u.a.,
2005). Damit tragt hydrophobe Stapelung gleichermafien zur Affinitat und Spezifitat
bei.

1.3.3 Interaktionen bei Bindung von P22TSP an O-Ag-Fragmente der
Serogruppen 02, 04 und 09

Die Bindungsstelle von P22TSP und die thermodynamischen Bindungseigenschaften
der Bindung wurden detailliert charakterisiert (Steinbacher, S. Miller u. a., 1997; U.
Baxa, Cooper u. a., 2001; U. Baxa, Steinbacher u. a., 1996). Die Kristallstrukturen von
P22TSP mit Oligosaccharidfragmenten der O-Serogruppen 02, O4 und O9 deuten
darauf hin, dass die Bindungsstelle mindestens 2 RU der O2 Ag fasst, wobei sechs der
acht Kohlenhydratreste an der Bindung beteiligt sind. Dies resultiert in Kp-Werten
zwischen 3 pM und 50 pM, abhéngig vom O-Serotyp des Oligosaccharidfragments
(Andres, Gohlke u. a., 2013; U. Baxa, Cooper u.a., 2001).

Bei der Bindung der O-Ag-Fragmente durch P22TSP werden alle zuvor erlauterten
Wechselwirkungen beobachtet. Es werden mehrere direkte H-Briicken zu polaren und
geladenen Aminosédureseitenketten gebildet (Steinbacher, U. Baxa u. a., 1996; Andres,
Gohlke u.a., 2013). Hinzu kommen mehrere wasservermittelte H-Briicken. Bei der
Bindung werden bis zu 800 A? und damit iiber 50 % des Oligosaccharids und bis zu
300 A% der Proteinoberfliche desolvatisiert (Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996). Diese
Flache ist anndhernd proportional zu der Menge an Wasser, die bei der Bindung
verdréngt wird (Lee und Richards, 1971). Dartiber hinaus wurden fiir die Bindung von
P22TSP an Oligosaccharidfragmente der Serogruppen O4 und O9 hohe negative Werte
fiir die Anderung der Wirmekapazitit von —1,7kJ mol™! bis —2,0 kJ mol~! gemessen
(U. Baxa, Cooper u.a., 2001). Die AC, wird hauptsichlich auf die Reorganisierung
der H-Briickennetzwerke bzw. die Desolvatisierung der hydrophoben Oberflachen
bei der Interaktion zuriickgefiihrt (Cooper, 2000). Schlielich tragt die hydrophobe
Stapelung zur Bindung der Oligosaccharidfragmente bei.

Die Bindungsmodi der Oligosaccharidfragmente der O-Serogruppen O4 und O9
sind nahezu identisch, wahrend sich die Bindung von Oligosaccharidfragmenten
der O-Serogruppe O2 von den beiden anderen Serotypen unterscheidet (Andres,
Gohlke u. a., 2013; Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996). Dabei liegt der Unterschied in
der Bindung der Didesoxyhexosen (Abequose, Tyvelose und Paratose), die fiir die
jeweilige Serosperzifitat verantwortlich sind. Im Fall der Abequose (O4) und Tyvelose
(09) gehen unterschiedliche Hydroxylgruppen die H-Briicken mit Protein ein, wobei
die Orientierung und die Positionen der restlichen Kohlenhydratreste in beiden Fallen
gleich ist (Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996). Aulerdem werden durch die Tyvelose
zwei Wassermolekiile koordiniert. Dies ermdglicht eine breitere Substratspezifitat fiir
P22TSP und damit eine breitere Wirtsspezifitdt fiir den Phagen.

15



1.4 Aufgabenstellung 1 Einleitung

Bei der Bindung der Oligosaccharidfragmente der O-Serogruppe O2 durch P22TSP
weicht die Position mehrerer Kohlenhydratreste am nicht reduzierenden Ende von
den Positionen in den Komplexem mit O4 und O9 ab (Andres, Gohlke u. a., 2013).
Als Grund hierfiir wird einerseits die Orientierung der OH-Gruppen der Paratose und
andererseits zwei konservierte Wassermolekiile in der Didesoxyhexose-Bindetasche
vermutet. Die H-Briickenbindung der Paratose sowie die sterische Hinderung durch
die Wassermolekiile bewirken, dass die gebundene Konformation des Oligosaccha-
ridfragments von der berechneten, energetisch giinstigsten Konformation in der
Losung abweicht (Litteke, Frank und von der Lieth, 2005; Bush, Martin-Pastor
und Imberty, 1999). Dies geht mit einer niedrigeren Affinitit der Bindung an
02-Oligosaccharidfragment einher, mit einem etwa um den Faktor 15 niedrigeren

Kp-Wert verglichen mit der Bindung an O4- und 09-Oligosaccharidfragmente.

1.4 Aufgabenstellung

Die molekularen Grundlagen der Interaktion zwischen Proteinen und Kohlenhydraten
sind noch nicht komplett verstanden. Daher besteht ein Bedarf nach geeigneten Mo-
dellsystemen fiir Protein-Kohlenhydrat Interaktionen. Adhésionsproteine (Tailspikes)
aus Bakteriophagen, die an Kohlenhydratstrukturen auf bakteriellen Oberflachen
binden, stellen in vielerlei Hinsicht geeignete Systeme dar, um Interaktion im Detail
zu untersuchen. Gleichzeitig ist die Charakterisierung nicht nur als Modellsystem
interessant, sondern auch in Bezug auf die Wirtsspezifitdat der Phagen.

Ein Ziel der Arbeit war die Etablierung einer Methode mit einem mittleren bis ho-
hen Durchsatz, mit der man Binderpaare aus Tailspikes und Kohlenhydratstrukturen
auf bakteriellen Oberflichen identifizieren kann. Bei dieser Prozedur, sollten intakte
Zellen zum Einsatz kommen, um zeit- und arbeitsintensive Reinigungsschritte fiir
Kohlenhydrate zu vermeiden. AnschlieBend an die Identifizierung der Binderpaare
sollte eine Reihe von analytischen Methoden getestet werden, mit der die Bindung
der identifizierten Interaktionspartner in erster Naherung (semi-)quantitativ charak-
terisiert werden kann, bevor detaillierte biophysikalische Messungen durchgefiihrt
werden.

Als Modellproteine sollten Tailspikes aus den Bakteriophagen 9NA und P22 einge-
setzt werden. Diese strukturell homologen Proteine weisen einerseits eine ahnliche
Spezifitat auf, zeigen aber unterschiedliches Bindungsverhalten gegentiber der glu-
cosylierten Varianten des Substrats. Eine weitere Aufgabe bestand daher in der
Identifizierung der Salmonella-Stdmme, die eine glucosylierte O-Ag-Variante expri-
miert. Hierfiir sollten die getesteten Stamme hinsichtlich der Zusammensetzung des
O-Ags charakterisiert werden, um einen Zusammenhang zwischen der Zusammenset-
zung bzw. Struktur der O-Ag und dem beobachteten Bindungsverhalten der beiden

eingesetzten TSPs abzuleiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Standardchemikalien von Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen und wiesen den

Reinheitsgrad pro analysi auf.

Coomassie Brilliantblau, Serva, Heidelberg
Strep-Tactin konjugiert mit Cromeo?™ 488, IBA, Gottingen

2.1.2 Puffer

PBS 16 mM Na,HPO,
4mM KHQPO4
115 mM NaCl
pH 74

PBS-T 1xPBS
0,2 % Tween 20

FACS-Puffer 1xPBS
0,5 % Kalbsserumalbumin (BSA)

TEC 50 mM Tris/HCI
NaCl
5mM EDTA
pH 7,6

Citrat-Puffer Citrat
pH6,0

TAE-Puffer 50 mM Tris/Acetat
50mM EDTA

10x DNA-Probenpuffer 50 % (v/v) Glycerol
0,25 % (w/v) Xylencyanol
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

4x PAGE-Trenngelpuffer 1,5M Tris/HCI
0,8% (w/v) SDS
pH8.8

2x PAGE-Sammelgelpuffer 250 mM Tris/HCI
0,4 % SDS
pH 6.8
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PAGE-Laufpuffer

5x Protein-Probenpuffer

PAGE-Farbelosung

PAGE-Entfarbelosung
PS-Verdaupuffer

Fixierlosung 1

Fixierlosung 2

Silber-Farbelosung

Entwicklerlosung

Stoplosung

CE-Puffer

MES-Puffer

SPR-Immobilisierungspuffer

SPR-Messpuffer

SPR-Regenerationspuffer 1

SPR-Regenerationspuffer 2

18

25 mM Tris/HCI
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
pH 8,8

200 mM Tris/HCl

10% (w/v) SDS

50 % (v/v) Glycerol

5mM Dithiothreitol

0,5 mg mL~! Bromphenolblau
pH 6,8

25 % (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Essigsaure
0,1 % (w/v) Coomassie-BlueR

10% (v/v) Essigsaure
10 mM Ammoniumacetat

30% (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

0,5% (v/v) Glutardialdehyd
1 g Lt Na28203
in Fixierlosung 1

0,145 % (w/v) AgNOs
0,00925 % (v/v) Formaldehyd

25¢g Lt Nay;COg3
0,0148 % (v/v) Formaldehyd

50 mM EDTA
pH 8,0

25 mM Lithiumacetat
0,4 % (w/v) Polyethylenoxid
pH4,75

50 mM 2-(N-morpholino)-ethylsulfonylsaure

pH 5.0

10 mM Acetat
pH 5.0

50 mM Phosphat
pH71

50 mM Borsaure
1M NaCl
pH9.0

10 mM Natronlauge



2 Material und Methoden 2.1 Material

2.1.3 Standards und Kits

200-30 kDa Proteinmarker (HMW), Sigma-Aldrich, Deisenhofen
70-4kDa Proteinmarker (LMW), Sigma-Aldrich, Deisenhofen
1kbp / 100 bp DNA-Marker, New England Biolabs, Frankfurt am Main

1-4-5-D-Mannohexaose, Megazyme, Gernsheim

1-4-5-D-Xylopentaose, Megazyme, Gernsheim

Adrenocorticotropin-Hormon (ACTH)-Fragment 18-39, Phoenix Pharmaceuticals Inc,
Burlingame, USA

QIAquick Gel Extraction Kit, Quiagen, Hilden

QIAperp Spin Miniprep Kit, Quiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit, Quiagen, Hilden
Streptactin-Starter-Kit IBA, Gottingen

Quick Ligation Kit, New England Biolabs, Frankfurt am Main

2.1.4 Enzyme

Restriktionsendonukleasen, New England Biolabs, Frankfurt am Main
Benzoase, Novagen (Merck), Darmstadt

Pfu Plus! DNA Polymerase, Roboklon, Berlin

2.1.5 Plasmide, Vektoren und Primer

pET-11d/e, pET-23a, Novagen (Merck), Darmstadt
pPR-IBA102-StrepTag, IBA, Gottingen

2.1.6 Medien und Antibiotika

LB-Medium 10gL~! Bacto-Trypton, 5gL~! Bacto Yeast Extract,
10gL~! NaCl, mit NaOH auf pH7,5 eingestellt und
autoklaviert. Zur Herstellung der Kulturplatten wurde
1,5% (w/v) Bacto Agar zugesetzt.

SOC-Medium 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Trypton, 10 mM
NaCl, 10mM KCI, 10mM MgCl, , 10mM MgSOy,
10 mM Glucose, Mg?™ und Glucose wurden sterilfiltriert
und nach dem Autoklavieren des Mediums zugesetzt.
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Antibiotika
(Stammlosungen)

100g L=t Ampicillin (1000x)

10g L~ Kanamycin (200x )

238,3 ¢ L~ Tsopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (1000 )
Die Stammlésungen wurden mit Wasser angesetzt, sterilfil-
triert, aliquotiert und bei —20°C gelagert.

2.1.7 Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue

20

E. coli BL21 (DE3)

E. coli DHb«

E. coli HTD2158

Stratagene (La Jolla, CA, USA) (Bullock et al., 1987):
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F’
proAB lacl® ZAM15 Tnl0 (Tet")]

Novagen (iiber Merck, Darmstadt) (Dubendorff und Stu-
dier, 1991b; Dubendorff und Studier, 1991a): F- ompT
hsdSp (rg- mp-) gal dem (DE3)

Invitrogen (Karlsruhe): F- ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl hsdR17(ry-, my™ ) phoA
supkdd \- thi-1 gyrA96 relAl

LPS-produzierender (glatter) Stamm, O-Serogruppe:
O18A1, (Barbirz u. a., 2008; Dhillon u. a., 1998)

Paratyphi A
Paratyphi A
Paratyphi A
Agona
Brancaster
Brandenburg
Brandenburg
Brandenburg
Bredeney
Chester
Derby
Heidelberg
Indiana
Kalamu
Paratyphi B
Paratyphi B
Typhimurium
Typhimurium
Wien

Abony

Salmonella-Stamm RKI-Nummer O-Ag H1-Ag H2-Ag
13-02615 2 a -
13-02749 2 a -
13-02369 1,2 a -
13-02623 4 f.g,s -
13-03023 4 729 —
13-01155 4 L,v e,n,zlb
13-03007 4 L,v en,zlb
13-02696 4 L,v e,n,zl5
13-01714 4 v 1,7
13-02636 4 e,h e,n,x
13-03043 4 f.g —
13-00586 4 r 1,2
13-03022 4 z 1,7
13-02835 4 74,7224 —
13-01872 4 b 1,2
13-02924 4 b 1,2
13-01225 4 i -
13-02608 4 i -
13-02411 4 b l,w
13-00008 4,5 b e,n,x
13-00308 4.5 r 1,2

Heidelberg

(Fortsetzung auf der ndchsten Seite)
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2.1 Material

Salmonella-Stamm  RKI-Nummer O-Ag H1-Ag H2-Ag
Paratyphi B 13-01093 4,5 b 1,2
Paratyphi B 13-01583 4.5 b 1,2
Paratyphi B 13-02022 4.5 b 1,2
Typhimurium 06-01900 4,5 (Referenzstamm)
Typhimurium DB7136 4.5
Typhimurium 5:1.1,2 — -
Typhimurium 13-01230 - i -
Typhimurium 13-02297 - i -
Bad Langensalza 13-03014 9 g,m -
Eastbourne 13-02939 9 e,h 1,5
Gallinarum 08-01911 9 - -
Hamburg (BNI) 13-02970 9 g,m -
Hamburg (BNI) 13-02971 9 g,m -
subspez. II 13-00799 9 l,w e,n,x
Enteritidis 13-03072 9,12 g,m -
subspez. 11 564 1,9,12,46,27 1213,228 239
subspez. 11 565 1,9,12,46,27 vy 739
Anatum 13-00188 3,10 e,h 1,6
Anatum 13-00661 3,10 e,h 1,6
Stendal 11-07456 11 1L,v 1,2
Rubislaw 12-05093 11 r e,n,x
Typhl T4 121,122,123 - -
Typhi T2 121,125 — -
2.1.8 Gerite

2.1.8.1 Spektrophotometer

Cary 50 UV-VIS
Agilent 8453 UV-Vis

Pharmacia Biotech Ultrospec 1000

2.1.8.2 Zentrifugen und Rotoren

Ultrazentrifuge SORVALL RC28S/26plus

Centrifuge 5403
Tischzentrifuge Biofuge pico
SS-34, GSA, SLA3000

F28/50

Varian, Darmstadt
Agilent, Waldbronn
GE Healthcare, Freiburg

Kendro, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Kendro Laboratory Products,
Newton, USA

Sorvall, Buckinghamshire,
England
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2.1.8.3 HPLC, FPLC, Detektoren, Saulen

Shimadzu HPLC SCL10A VP/LC10AD VP Shimadzu GmbH, Duisburg
Akta Purifier HPLC GE Healthcare, Freiburg
Photodiodiodenarray-Dektektor SPD M10A VP Shimadzu GmbH, Duisburg
Refraktometer Optilab DSP Wyatt Technology, Dernbach
Refraktometer RID-10a Shimadzu GmbH, Duisburg
HiLoad 26/60 Superdex 30 pg GE Healthcare, Freiburg
Tricorn 30/100 Peptide GE Healthcare, Freiburg
Akta FPLC GE Healthcare, Freiburg
Selbstgepackte Ionenaustauschersaule (DE52) GE Healthcare, Freiburg
Hydrophobe-Interaktion (HIC)-Séule GE Healthcare, Freiburg
HiLoad 26/60 Superdex 200 pg GE Healthcare, Freiburg

2.1.8.4 Sonstige Gerate

Massenspektrometer Bruker Microflex Bruker, Bremen
Kapillarelgelektrophorese ProteomeLab PA Beckman Coulter, Krefeld
800

SPR BiacorelJ Biacore Life Sciences (GE Health-
care), Freiburg
Dokumentationsanlage Gel Doc 2000 Bio-rad, Miinchen
Dokumentationsanlage ImageScanner 111 GE Healthcare, Freiburg
Mikrotiterplatten-Scanner TECAN Sunrise Tecan, Crailsheim
Durchflusscytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg
NMR-Spektrometer Avance IIT 600 MHz Brucker, Billerica, USA
Inkubationsschiittler Innova 42 Eppendorf, Hamburg
Inkubationsschiittler Innova 2300 Eppendorf, Hamburg
French-Press SLM-Aminco Polytec, Waldbronn
Sanopuls GM70 Bandelin Electronic, Berlin
Sterilbank HERA safe Heraeus, Hanau
Lyophilisierungsanlage VaCi 5 /11 Zirbus, Bad Grund
Speedvac RVC 2-18 C Hrist, Osterode
Laborwaage KERN 434 Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern
Feinwaage Sartorius BP 121 S Sartorius, Gottingen
Microtiterplattenschiittler Titramax 101 Heidolph, Schwabach
T-Professional TRIO Thermocycler Biometra, Gottingen
pH-Meter 597 WTW, Weilheim
Bad-Thermostat CC-K12/PilotONE Huber, Offenburg

2.1.9 Wissenschaftliche Software

QtiPlot/SciDaVis, Mmass, FlowJo, PyMOL, LabScan, PlasmaDNA, SerialCloner
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2.1 Material

2.1.10 Sonstige Materialien

Microtiterplatte, (96), Nunc MAXI-SORP
Kunststoffkiivetten uv/vis
Reaktionsgefafie 1,5 mL /2,0 mL LoBind
sonstige Reaktionsgefafie

DEH2-Cellulose

Dialyseschléduche
Ultrafiltrationsmembranen

Thermo Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Whatman, Dassel

Spectrum Labs, Houston, USA
Millipore, Schwalbach
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Kaultivierung und Lagerung von Bakterien

E. coli Stamme zu Klonierungszwecken, Proteinexpression und zum Erstellen von
Glycerinkulturen wurden als Fliissigkulturen bei 37 °C in LB-Medium mit ggf. zu-
gesetzten Antibiotika kultiviert. Die Flussigkulturen wurden mit einer E. coli oder
Salmonella enterica Einzelkolonie von LB-Agarplatten angeimpft und UN bei 37°C
geschiittelt. Zur langeren Lagerung (iiber 3 Tage) wurden Glycerinkulturen herge-
stellt, indem Bakterien mit 17,5 % (v/v) Glycerin versetzt und eine Stunde auf Eis
inkubiert wurden. Die Lagerung der Glycerinkulturen erfolgte bei —80°C.

2.2.1.2 Transformation von Bakterien

Die kompetenten E. coli XL1-blue (Klonierung, Vervielfiltigung der Plasmid-DNA)
oder E. coli BL21 (DE3) (Proteinexpression) wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe
von 100ng Plasmid-DNA oder 5-20 pl. Ligationsansatz wurden die Bakterien fiir
5min auf Eis inkubiert. Nach einem anschlieenden Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 sec
wurde die Proben erneut fiir 5 min auf Eis abgekiihlt. Die Ansétze wurden mit 500 pL
auf 37 °C vorgewarmten SOC-Medium versetzt und fiir 30 min bei 37 °C geschiittelt.
Zwischen 50 und 200 pL. wurden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden An-
tibiotikum ausplattiert. Die LB-Agarplatten wurden UN im Brutschrank bei 37°C

inkubiert.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde in E. coli XL1blue vervielfaltigt und das Mini Kit von Qiagen
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die resultierende Plasmid-DNA wurde anschlie-
Bend mit 20-50 pul HoO oder Kit-Elutionspuffer eluiert. Die DNA-Konzentration und
Reinheit der Praparation wurden spektroskopisch iiber die Extinktion bei 260 nm
und 280 nm erfasst. Die Plasmid-DNA wurde bei —20°C gelagert.

2.2.1.4 Restriktionsverdau der Plasmid-DNA

Der Restriktionsverdau erfolgte mit Restriktionsendokukleasen (New England Biol-
abs) mit dem jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffer. Pro Ansatz wurden 2-20 pg
DNA mit der empfohlenen Menge Restriktionsenzyms versetzt und 1h bei 37°C in-
kubiert. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden iiber Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt und gegebenenfalls mittels eines QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen)

nach Herstellerangaben extrahiert und gereinigt.
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2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse und Isolierung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten wurden Aga-
rosegele im Konzentrationsbereich von 0,8-1,5% (w/v) eingesetzt. Zur Herstllung
der Gele wurde Agarose in TAE-Puffer geschmolzen und vor dem Erstarren mit
ca. 0,51g ml~! Ethidiumbromid versetzt. Zum Beladen der Gele wurden die DNA-
Proben mit DNA-Probenpuffer versetzt. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei
920 V.

2.2.1.6 Klonierung der Fusionskonstrukte der Tailspikes mit N-terminalen

TwinStrep-tags

Die katalytisch inaktiven Varianten von P22TSP und 9NATSP lagen als Expres-
sionskonstrukte in Vektoren pET23a (INATSP) und pTSF (P22TSP) vor. Als
Akzeptorplasmid wurde pPR-IBA102 eingesetzt, der eine N-terminale TwinStrep-
Sequenz zur Verfiigung stellt. pET23a-9NATSP und pPR-IBA102 wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Xhol und BstBI nach Herstellerangaben verdaut. Fiir
Klonierung von P22TSP wurden Plasmide pTSF-P22TSP und pPR-IBA102 mit den
Restriktionsendonukleasen Ncol HF und HindIII HF nach Herstellerangaben verdaut.
Die resultierenden Fragmente wurden iiber Agarosegelelektrophorese unter Einsatz
des QIAquick Gel Extraction Kits gereinigt. Die Plasmidfragmente mit Sequenzen,
die fiir das jeweilige AN-Konstrukt der inaktiven TSP-Mutante kodieren, wurden
mit den Fragmenten des Akzeptorplasmids pPR-IBA102 ligiert. Die Ligation erfolgte
mit dem QuickLigation-Kit nach Herstellerangaben. Die resultierenden Konstrukte
wurden in E. coli vervielfiltigt und im Bereich der fiir TSPs kodierenden Sequenz
sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz).

2.2.2 Proteinbiochemiesche Methoden
2.2.2.1 Expression rekombinanter Tailspike-Proteine

Die N-terminal mit TwinStrep-tag markierten TSPs wurden in E. coli BL21(DE3)
exprimiert. Eine Vorkultur wurde mit transformierten Bakterien angeimpft und UN
bei 37 °C inkubiert. Die Hauptkultur wurde mit 10 ml Vorkultur pro Liter versetzt
und beim Erreichen einer ODgyg nmn von etwa 1,0 mit 1 mM IPTG induziert. Die
Expression erfolgte UN bei 37°C. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min bei
5000rpm (Rotor: SLA3000) und 4°C pelletiert, der Uberstand wurde verworfen.
Das Zellpellet wurde in 1xTEC resuspendiert und mittels zwei Zyklen French
Press bei 1250 psi aufgeschlossen. In dem nachfolgenden Zentrifugationsschritt von
1h bei 4°C und 18000rpm (Rotor: SS-34) wurden die Zelldebris abgetrennt. Der

Uberstand enthielt die 1slichen Proteine inklusive des Zielproteins. Als néchstes
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wurde eine Fallung mit einer gesattigten Ammoniumsulfatlésung durchgefiithrt. Die
TSPs im Pellet wurden mitsamt der mitgefallten Proteine gegen 1xTEC dialysiert.
Anschlielend erfolgte die Proteinreinigung tiber drei Chromatographieschritte. Die

eingesetzten Materialien und Bedingungen sind in der Tab. 2.3 zusammengefasst. Die

Tabelle 2.3: Chromatographieschritte bei der Reinigung der N-terminal mit einem TwinStrep-tag
markierten Proteinkonstrukte von 9NATSP und P22TSP. Die Elutionsgradienten fiir lonenaustauscher-
chromatographie und hydrophobe Interaktionschromatographie sind mit der jeweils eingesetzten Richtung
angegeben.

ONATSP P22TSP

Tonenaustauschchromatographie
(DE52, selbst gepackt) 0-0,5M NaCl in 1xTEC 0-0,2M NaCl in 1xTEC

Hydrophobe Interaktionenschromatographie
(Phenylsepharose FF) 0,5-0 M (NHy4)2SO04 0,2-0M (NHy4)2SOy4

Grofenausschlusschromatographie
(HiLoad 26,/60 Superdex 200pg) 0,2M Harnstoff in 1xTEC

einzelnen Reinigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE kontrolliert. Die gereinigten
Proteine wurden mit einer gesattigten Ammoniumsulfat Losung ausgeféllt und bei
4°C aufbewahrt.

2.2.2.2 Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die analytischen Auftrennung von Proteingemischen wurde mittels SDS-PAGE
durchgefithrt (J. King und Laemmli, 1971). Die Sammelgele enthielten 5% (w/v)
Acrylamid, die Trenngele 12 % (w/v) Acrylamid. Vor dem Auftrag wurden die Proben
mit SDS-Probenpuffer versetzt und gegebenenfalls bis zu 15 min min bei 100 °C
denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in zwei Schritten mit 90V fiir das Sammelgel
und 150V fiir das Trenngel. Zur Visualisierung der Proteine nach SDS-PAGE wurden
zwei Farbemethoden eingesetzt.

Fir die Beurteilung der Homogenitit eines gereinigten Tailspikes wurde Sil-
berfarbung nach Heukeshoven und Dernick, 1988 eingesetzt. Die Gele wurden fiir
15 min in Fixierlésung 1 und anschliefSend fiir 30 min Fixierlosung 2 geschwenkt. Nach
dreimaligem Waschen mit Wasser je 5 min wurden die Gele fiir weitere 30 min in
Silber-Farbelosung geschwenkt. Anschliefend folgte die Entwicklung der Gele in
Entwickler-Losung. Die Reaktion wurde in der Stoplosung beendet.

Restlichen SDS-Gele wurden mit Coomassie-Farbstoff gefarbt. Dazu wurden die
Gele in der PAGE-Farbelosung erwédrmt und anschliefend mindestens 1h bei Raum-
temperatur inkubiert. Zum Entfarben wurden die Gele in 10 % Essigsdure (PAGE-

Entfirbelosung) erwarmt und bei Raumtemperatur inkubiert.

26



2 Material und Methoden 2.2 Methoden

2.2.3 Kohlenhydrat-bezogene Methoden
2.2.3.1 Herstellung von Lipopolysaccharid

Lipopolysaccharid wurde mittels Phenol-Extraktion hergestellt (Barbirz u.a., 2008).
Zur Isolierung und Reinigung von Lipopolysaccharid wurde eine 71 Flissigkultur UN
angezogen. Die Zellen wurden durch Zugabe von Phenol zu einer Endkonzentration
von 1% (w/v) inaktiviert und durch Zentrifugation geerntet. Resultierende Zellpellets
wurden in 80 mL Wasser resuspendiert und mit einem Aquivalenzvolumen 90 % (w/v)
vorgewarmtem Phenol in Wasser versetzt. Diese Mischung wurde 30 min bei 65-69
C geriihrt, gekiihlt und zentrifugiert. Die wésserige Phase wurde abgenommen. Der
LPS-haltigen Losung wurde 1M Tris-HCI-Puffer zu einer Endkonzentration von
50mM Tris-HCI hinzugefiigt. Anschlieend wurde die Wasserphase zweimal mit
jeweils einem Aquivalenzvolumen Chloroform ausgeschiittelt. Nachdem der restliche
Chloroform wurde mit Druckluft ausgetrieben, wurde die LPS-Losung lyophilisiert,
in Wasser aufgenommen und durch Ethanolfallung gereinigt. Zur Aufbewahrung

wurde das LPS lyophilisiert.

2.2.3.2 Herstellung von Polysaccharid

Das Polysaccharid wurde mittels Essig-sauren Spaltung hergestellt (U. Baxa, Stein-
bacher u.a., 1996). Hierzu wurde eine 7 L Flussigkultur UN angezogen. Die Zellen
wurden durch Zugabe von Phenol zu einer Endkonzentration von 1% (w/v) inakti-
viert und geerntet. Resultierende Zellpellets wurden in 80 ml Wasser aufgenommen
und mit 20ml 98% (v/v) Essigsdure versetzt. Diese Mischung wurde in einem
Wasserbad-Thermostat fiir 1,5h bei 99°C inkubiert und gelegentlich geriihrt. An-
schliefend wurde der Ansatz auf Eis abgekiihlt und 20 min bei 4 °C und 8000 rpm
(Rotor: GSA) zentrifugiert. Der Polysaccharid-haltige Uberstand wurde aufgehoben.
Das Zellpellet wurde wie oben beschrieben erneut mit Essig inkubiert und zentri-
fugiert. Beide Polysaccharid-haltige Uberstinde wurde vereinigt und mindestens
3 Tage gegen fliefend Wasser (vollentsalzt) in Dialyseschlduchen mit einer Ausschluss-
grenze von 3500 kDa dialysiert. Die resultierende Losung wurde ggf. eingeengt, auf
10mM NH,HCONH; eingestellt und UN mit aktivierter DE52-Matrix geschiittelt
oder alternativ mittels einer DE52-Saule chromatographiert. AnschlieBend wurde
die Losung filtriert und lyophilisiert. Nach dem Resuspendieren wurden restliche
Proteine durch Fallungsschritte mit 90% Ethanol UN bei SI-40°C entfernt. Die

Qualitét bzw. die Reinheit der Praparation wurde Spektrophotometrisch kontrolliert.
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2.2.3.3 De-0-Acetylierung von Polysaccharid

Das lyophilisierte Polysaccharid wurde in Wasser aufgenommen, mit einer Konzen-
tration von 10 bis 20 g1~!. Die Polysaccharidlésung wurde mit Ammoniumhydroxid
versetzt, Endkonzentration 12,5% (v/v). Die De-O-Acetylierung erfolgte 16 h bei
37°C. Das de-O-acetylierte Polysaccharid wurde anschliefend ausgiebig gegen Wasser
dialysiert und lyophilisiert.

2.2.3.4 Verdau von Polysaccharid durch Tailspikes

Fiir den Verdau wurden 10 mg lyophilisiertes Polysaccharid in 900 pl HoO geldst und
mit 100l 50 mM Ammoniumacetat versetzt. Nach Zugabe von einem Tailspike auf
eine Endkonzentration von 100 pg ml~! wurde das Polysacchrid etwa 16 h bei 37°C
unter Schwenken verdaut. Anschlieend wurden Tailspike und die nicht verdauten
PS-Molekiile UN mit 90 % Ethanol bei —40°C gefillt. Nach 20 min Zentrifugation
bei 12000xg und 4°C wurde der Uberstand mit Oligosaccharidfragmenten in ei-
ner Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Die Oligosaccharidfragmente wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei —20°C aufbewahrt.

2.2.3.5 Derivatisierung der Oligosaccharidfragmente mit dem bi-funktionalen
Oxaminadapter fiir Oberflachenplasmonresonanz-Messungen

Die Derivatisierung der Oligosaccharidfragmente am reduzierenden Ende mit ei-
nem bi-funktionalen Oxaminadapter erfolgte in Anlehnung an Bohorov u.a. (2006),
mit freundlicher Unterstiitzung durch Herrn Prof. Carlo Unverzagt (Universitat
Bayreuth). Das Oxaminadapter wurde in einem 40-fachen molaren Uberschuss einge-
setzt. Zundchst wurde Oxaminadapter in 50 mM Acetatpuffer, pH 7,75 gelost und
auf pH4,5 eingestellt. Durch die Zugabe von Oligosaccharidfragmenten aus 2RU
oder 3RU zu einer Endkonzentration von 35 mM wurde die Reaktion gestartet. Die
Derivatisierung erfolgte UN bei 37°C. AnschlieBend wurden die Reaktionsansétze
lyophilisiert in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat aufgenommen und mittels
Grofenausschlusschromatographie gereinigt. Dabei wurde eine HiLoad 16/60 Super-
dex 30-Saule eingesetzt. Die entstandenen Produkte wurden mittels MALDI-MS und
'"H-NMR analysiert.

2.2.3.6 Derivatisierung der Oligosaccharidfragmente mit APTS fiir die

Kapillargelelektrophorese

Fir die Analytik mittels Kapillargelelektrophorese wurden Oligosaccharidfragmente
mit 1-Aminopyren-3,6,8-Trisulfonsdure (APTS) derivatisiert (Chen, Dobashi und

Evangelista, 1998). Oligosaccharidfragmente aus einem LPS-Verdau von urspriinglich
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125 ng Lipopolysaccharid lagen in getrockneter Form vor. Diese wurden mit 1,5l
200 mM APTS-Stammlésung aufgenommen und mit 1,5 pl Natriumcyanoborhydrid in
Tetrahydrofuran versetzt. Nach der Inkubation UN bei 37°C (lichtgeschiitzt) wurde
die Reaktion durch Zugabe von 97l HyO gestoppt. Proben wurden lichtgeschiitzt
bei —40°C aufbewahrt.

2.2.3.7 Oberflachenplasmonresonanz-Messungen mit intaktem Polysaccharid

Biacorel] stellt zwei Flusszellen (Kanéle) zur Verfiigung. Auf dem Kanal 1 wurde das
PS immobilisiert, wahrend der Kanal2 als Referenzkanal fungierte. Es wurde ein
Polycarboxylat-Hydrogel Chip C30m (Xantec) eingesetzt. Die Immobilisierung des
Polysaccharids erfolgte in 10 mM Acetatpuffer bei einer Temperatur von 20 °C. Nach
der Aktivierung durch 0,2M EDC und 0,1 M NHS in MES-Puffer wurden zwei suk-
zessive Injektionen einer etwa 30 mg mL~! PS-Losung (aus Salmonella Typhimurium
DB7136, de-O-acetyliert) in 10 mM Acetatpuffer bei einer mittleren Flussrate durch-
gefiihrt. Anschliefend wurde die Oberflache mit 1 M Ethanolamin inaktiviert. Beim
Referenzkanal wurde die Oberflache analog mit EDC/NHS aktiviert und unmittelbar
danach mit 1 M Ethanolamin inaktiviert. Die Bindung von TSPs wurde bei 20 °C in
SPR-Messpuffer als Laufpuffer untersucht. Dazu wurden 100 pg mL~! TSP-Lésungen

injiziert und die Anderung im Brechungsindex verfolgt.

2.2.3.8 Oberflachenplasmonresonanz-Messungen mit 3RU-Fragmenten

Zur Immobilisierung der derivatisierten 3RU-Fragmente wurde ein SPR-Chip C150d
(Xantec) eingesetzt. Die Chip-Oberfliche wurde mit 0,2M EDC und 0,05M NHS
aktiviert, gefolgt von drei sukzessiven Injektionen von 300 mM 3RU je 15 min bei
niedriger Flussrate. Nach einem UN-Waschschritt bei niedriger Flussrate ging die
Anzahl der response units auf das Ausgangsniveau. Anschlieend wurde die Oberfliche
mit 1 M Ethanolamin inaktiviert. Die Oberfliche wurde durch die Injektion einer
50 mM P22TSP-Losung getestet.

2.2.3.9 Matrix-assisted laser-desorbtion ionization mass spectrometry

Lyophiliserite Oligosaccharidfragmente wurden unmittelbar vor der Messung mit HyO
auf eine Endkonzentration von 2 bis 10 mgml~! eingestellt. Es wurde DHB/DMA-
Matrix nach Ropartz u.a., 2011 eingesetzt: 100mgml~! Dihydroxybenzoesiure
in HyO, Acetonitril, Dimethylanilin (1:1:0,02). Der Oligosaccharidprobe wurden
zunéchst drei Standards beigemischt: Xylopentaose, Mannohexaose und Adrenocorti-
cotropin-Hormon (ACTH)-Fragment 18-39. Anschlieflend wurden 0,4 1l des Gemisches
mit 0,4 pl Matrix direkt auf dem MALDI-Probentriger zusammengefiigt und kris-

tallisiert. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte im positiven lonenmodus. Die
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erhaltenen Spektren wurden iiber Software MMass entrauscht, quadratisch kalibriert

und ausgewertet.

2.2.3.10 ELITA-Messung

Die ELITA-Messung des kompletten Satzes aus 43 Salmonella-Stammen erfolgte am
Robert-Koch Institut (Wernigerode) mit freundlicher Unterstiitzung durch Herrn
Dr. Wolfgang Rabsch. Bakterielle Kulturen wurden bis zum Erreichen von ODggg
zwischen 0,7 und 1,3 bei 37°C inkubiert. Bakterien wurden zwei mal mit PBS
gewaschen und anschliefend mit PBS auf ODgyy eingestellt. Es wurden 190 ul der
Zellsuspension pro Kavitéat einer Microtiterplatte verteilt und tiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Es wurden vier Replikate pro Stamm verarbeitet. Die Zellsuspension
wurde abgenommen. Die adsorbierten Zellen wurden zur Inaktivierung fiir 30 min
mit 200 ul einer 2 %-iger Phenol-Losung in PBS behandelt. Anschlieend wurden
die Zellen mit 205l PBS gewaschen. Die Wénde der Microtiterplatte wurden mit
210l einer 2 %-iger BSA-Losung in PBS abgesattigt, um unspezifische Bindung
von Komponenten der anschlieBenden ELITA-Messung zu minimieren. Schliefilich
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung bei
4°C aufbewahrt.

Als Tailspike-Sonden wurden die N-terminal mit einem TwinStrep tag markierten,
katalytisch inaktiven Konstrukte der Tailspikes aus Bakteriophagen 9NA und P22 ein-
gesetzt. Alle Angaben verstehen sich pro Kavitét einer 96-Mikrotiterplatte. 190 pl der
5pgml~! TSP-Sonde in TEC wurden 15 min—20 min mit den adsorbierten Bakterien
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 200 pl PBS und einem Waschschritt mit
PBS-T (je 4 min pro Waschschritt) wurden 190 pl des Streptactin-HRP-Konjugats,
1:10000 verdiinnt in PBS-T+4300 mM NaCl hinzugegeben. Nach 15 min Inkubation
wurden die Ansédtze erneut dreimal mit 200 pl PBS-T+300 mM NaCl und einmal mit
210 nL. PBS gewaschen. Anschliefiend erfolgte die Inkubation mit 200 pL 1 mgmL~*
O-Phenylendiamin inkl. 0,03 % H50O in 50 mM Citrat-Puffer, pH 6,0 (nicht langer als
5min). Schlieflich wurde die Reaktion mit 50 pL. 2 M H,SO, gestoppt. Die Proben

wurden sofort bei 492 nm vermessen.

2.2.3.11 Floureszenz-Durchflusszytometrie (FACS)

In Anlehnung an die ELISA-Messung wurden die Bakterien bis ODgyp= 0,8 — 1,2
angezogen, 30 min mit 1 % Phenol in PBS inaktiviert und zweimal mit PBS-T gewa-
schen. Anschliefend wurden Aliquots mit umgerechnet 0,2 ODggg np-Einheiten 30 min
mit 5pgmL~! TSP in PBS inkubiert, mit PBS-T sowie mit PBS gewaschen und
iiber Nacht bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Am néchsten Tag wurden

die Bakterienzellen mit einem Gemisch aus 5 M Streptactin-Chromeo-Konjugat
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und 12,5 nM SytoRed-Farbstoftf in FACS-Puffer 1 h gefirbt. Wahrend SytoRed fiir
eine unspezifische Farbung intakter Zellen eingesetzt wurde, detektiert Streptactin-
Chromeo-Konjugat das an Zellen gebundene TSP. Anschliefend wurden die Ansétze
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und mit FACS-Puffer auf eine Konzentration
eingestellt, bei der wédhrend der Messung weniger als 1000 Ereignisse pro Sekun-
de erfasst wurden. Es wurden 20000 Ereignisse im SSC-Kanal (seitliche Streuung,
vgl. Tabelle 2.4) als Grundlage fiir die Messung ausgewéhlt. Die eingesetzten Fluo-
reszenzfarbstoffe SytoRed und Chromeo wurden jeweils in den Kandlen APC-A
(Anregung: 633 nm/Detektion: 661 nm) und FITC-A (Anregung: 488nm/ Detekti-

on: 530 nm) detektiert. Die Daten wurden mit der Software ,FlowJo* ausgewertet.

Tabelle 2.4: Zuordnung der FACS-Detektionskanale

Kanal Farbstoff Funktion

FSC - direkte Lichtstreuung ~ Partikelgrofie
SSC - seitliche Lichtstreuung ~ Granularitit
APC  SytoRed zur unspezifischen Farbung der Zellen

FITC  (Strepractin-)Chromeo Nachweis von TSP iiber TwinStrep-tag

2.2.3.12 Kapillargelelktrophorese

Die APTS-derivatisierten Oligosaccharidfragmente wurden einheitlich mit Wasser
verdiinnt, sodass die maximale Intensitéit der Peaks in allen Ansdtzen die Obergrenze
von 100 relativen Fluoreszenzeinheiten nicht iiberschritt. Es kam eine 50 pm x50 cm-
Kapillare mit einer N-CHO-Beschichtung (Beckman Coulter) mit CE-Puffer als
Laufpuffer zum Einsatz. Die Injektionszeit betrug 15s, die angelegte Spannung
30kV.

2.2.3.13 'H-Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) der derivatisierten
Oligosaccharidfragmente

Die lyophilisierten Oligosaccharidfragmente wurden in D,O aufgenommen. Die Kon-
zentration der Oligosaccharidfragmente betrug 4,0-10,8 mg mL~!. Die Messung erfolg-
te in einem 600 MHz NMR-Spektrometer (Brucker) und wurde freundlicherweise in
der Arbeitsgruppe von Prof. E. Kleinpeter von Herrn Dr. M. Heydenreich (Universitét
Potsdam) durchgefiihrt.

31



3 Ergebnisse

3.1 Bindung von INATSP und P22TSP an Salmonella-Stamme
der Serogruppen A, B und D

3.1.1 Prinzipielles Vorgehen bei Identifizierung von Wechselwirkungen

zwischen einem TSP und dem O-Ag

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Identifizierung komplexer Kohlen-
hydrate als Bindungspartner von Tailspike-Proteinen (T'SPs) aus Bakteriophagen
etabliert. Eine Reinigung von Kohlenhydraten, die auf der bakteriellen Oberfliche
exprimiert werden, ist ein zeitintensiver Prozess. Aus diesem Grund wurden zwei
Techniken angewandt, um geeignete Kohlenhydrate direkt auf der Bakterienober-
flache zu detektieren. Eine der Techniken basiert prinzipiell auf einem enzyme-linked
immunosorbent assay(ELISA), wobei anstelle eines Priméarantikorpers ein TwinStrep-
tag markiertes TSP eingesetzt wird. Der Nachweis von gebundenem TSP erfolgt
mittels eines Streptactin-Konjugats. Da im eingesetzten System keine Antikorper
verwendet werden, wird es nicht als ELISA sondern als ELITA (ELISA-like tailspike
adsoption) bezeichnet. Wahrend ELITA auf der Bindung an immobilisierte Bakterien
beruht, bleiben bei der zweiten eingesetzten Methode, der Durchflusszytometrie

(FACS, fluorescence activated cell sorting), beide Interaktionspartner in Losung.

BINDUNG an TSP
ELITA/FACS

X > Immobilisierung — SPR

Polysaccharid

( Lipopolysaccharid |

(Deacetylierung) Derivatisierung (Oxamin-Spacer)

Spaltung durch TSP L—>Spaltung durch TSP—JA

[ Oligosaccharid | [ Oligosaccharid |

CE-LiF SEC-HPLC (prap./analytisch) —— MALDI-MS

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Verfahrens: Durch ELITA (ELISA-like tailspike adsorbtion)
und FACS (fluorescence activated cell sorting) werden Bakterienstamme identifiziert, die Substrate
viraler Adhasionsproteine bzw. Tailspikes (TSP) auf der Oberflache exprimieren. Lipopolysaccharid (LPS)
und Polysaccharid (PS) aus identifizierten Stammen werden hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und
der daraus resultierenden Effekte auf die Interaktion analysiert. Die analytischen Verfahren sind fett
hervorgehoben.

Nachdem das Bindungsverhalten von TSPs an ganzen Bakterien charakterisiert

wurde, wurden Tests mit isoliertem Lipopolysaccharid (LPS) und Polysaccharid
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(PS) durchgefiihrt. Die angewandten Verfahren (Abb. 3.1) sollen dazu dienen, die
in ELITA und FACS identifizierten Binderpaare nidher zu beschreiben. Im néchsten
Schritt wurde daher die Rhamnosidase-Aktivitét der TSPs an isoliertem LPS und PS
getestet, da dieser Prozess bei Wildtyp-TSPs (TSPwt) unmittelbar an die Bindung
von LPS bzw. PS gekoppelt ist. Fiir das System aus PS und katalytisch aktiven
TSPs wurde zudem das Verhalten von unbehandelten und chemisch O-deacetylierten
PS-Varianten verglichen. Der Hintergrund hierfiir ist, dass fir das O-Antigen (O-Ag)
als Teil von PS bzw. LPS, das durch TSP gebunden wird, zwei mogliche Positionen
fiir O-Acetylierung beschrieben wurden. Beide kénnen potentiell mit der Bindung
eines T'SPs interferieren und die Produktverteilung nach katalytischer Spaltung
durch ein TSP beeinflussen. Fiir die Analyse der Produktverteilungen wurden zwei
Methoden eingesetzt, die die Auftrennung der Oligosaccharidfragmente abhéngig
von ihrer Grofle erlauben: Die Oligosaccharidfragmente aus der Spaltung von PS
durch TSPs wurden mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) aufge-
trennt (Abb. 3.1). Diese Methode wurde sowohl praparativ als auch analytisch
eingesetzt. Beim préaparativen Einsatz wurden die gereinigten Oligosaccharide nach
der HPLC mittels MALDI-MS hinsichtlich ihrer Zusammensetzung analysiert. Die
zweite Methode, mit der Produktprofile nach der Spaltung von LPS durch TSPs
erfasst wurden, war Kapillargelelektrophorese (capillary gel electrophoresis, CE) mit
einem Laser-induzierten Fluoreszenzdetektor (LiF).

Des Weiteren wurde mit dem isolierten PS ein Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-
basiertes Bindungsexperiment durchgefithrt. Das Ziel war es, ein schnelles und
teilweise parallelisierbares System fir eine quantitative Charakterisierung der Bin-
dung zwischen PS und TSP zu etablieren. Dabei wurde das PS in voller Lange auf
einer Chipoberflache immobilisiert. Diese Versuchsanordnung mit PS als Ligand und
TSP als Analyt 16st die Problematik mit dem PS-Einsatz bei SPR-Experimenten: Das
Problem liegt dabei in der polydispersen Natur der PS-Préaparationen, die PS-Ketten
unterschiedlicher Lange enthalten. Dadurch ist es unmoglich, die molare Konzentra-
tion einer PS-Losung zu bestimmen, die fiir eine Berechnung der kinetischen und
thermodynamischen Parameter der Bindung benétigt wird. Der Einsatz von PS als
einen immobilisierten Liganden umgeht dieses Problem und stellt das immobilisierte

PS fiir Messungen mit mehreren TSPs zur Verfiigung.

3.1.2 ELITA-basierter Bindungstest mit 9INATSP
3.1.2.1 Funktionsweise von ELITA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ELITA eingesetzt, um beispielhaft Bakterienstamme
zu identifizieren, deren O-Ag von 9NATSP gebunden wird. Dazu wurden die Bak-
terien auf der Oberfldche einer Mikrotiterplatte adsorbiert. Dieser Schritt erfolgte
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unspezifisch und basierte auf den Bindungseigenschaften der eingesetzten Mikroti-
terplatte. Die adsorbierten Bakterien wurden mit einer 9NATSP-Sonde inkubiert,
die die Funktion eines Priméarantikorpers im klassischen ELISA tibernahm. Das
9NATSP wurde zu diesem Zweck in zweierlei Hinsicht modifiziert: Zum einen wur-
de das Protein um einen N-terminalen TwinStrep-tag erganzt, eine Peptidsequenz,
die sowohl eine affinitdtsbasierte Reinigung des Proteins als auch seinen Nachweis
ermoglicht. Zum anderen wurde die Mutation D408N in 9NATSP eingefiigt, die im
Verlust der katalytischen Aktivitat von 9NATSP resultiert. Das INATSPwt spal-
tet das gebundene O-Ag, wodurch das 9NATSP bei ELITA-Bindungstests von der
Oberflache der adsorbierten Bakterien freigesetzt wird. Die an Bakterien gebundene
9NATSP-Sonde wurde tiber den TwinStrep-tag mittels eines Streptactin-Konjugats
nachgewiesen, eines Proteins, das fiir eine spezifische und hochaffine Bindung an
Strep-tag bzw. TwinStrep-tag optimiert ist (Schmidt u.a., 2013). Das gebundene
Streptactin-Konjugat wurde seinerseits tiber die Farbreaktion eines daran gekoppelten

Enzyms, der Meerrettichperoxidase, quantifiziert.

(a) (b)
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Abbildung 3.2: Optimierung der Wachstumsbedingungen von Bakterienkulturen fir ELITA. (a) Ein
optimaler Wachstumszeitpunkt sollte ermittelt werden, bei dem Bakterien aus einer Flussigkultur fir
ELITA eingesetzt werden. Es wurden zwei Salmonella-Stamme, Typhimurium DB7136 (Serogruppe
04,5) und Enteritidis (Serogruppe 09), in einer Flissigkultur angezogen. Beim Erreichen der Zelldichten,
die auf der y-Achse mit vier grauen Balken markiert sind, wurden Aliquots entnommen und fir ELITA
eingesetzt. Unabhangig vom Wachstumszeitpunkt wurden fiir die Adsorption an die Mikrotiterplatte
gleiche Mengen an Bakterien eingesetzt. Die Ergebnisse der vier ELITA-Messungen fiir beide Stamme mit
P22TSP sind in (b) dargestellt. Der letzte Zeitpunkt fiir die Zellrnte wurde nach 24 h der Zellkultivierung
festgelegt.

Die Zusammensetzung des O-Ags hangt unter anderem von Wachstumsbedin-
gungen der Bakterien ab und sie kann sich im Verlauf der Zellkultivierung z. B.
hinsichtlich der Acetylierung verédndern (Zandomeneghi u. a., 2012). Um die daraus
resultierende, potentielle Variabilitat bei ELITA zu begrenzen, wurde in Vorversuchen
ein optimaler Zeitpunkt fiir die Zellernte identifiziert (Abb. 3.2). Zu diesem Zweck

wurden zwei Modellstimme getestet: Salmonella Typhimurium DB7136 aus der
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Serogruppe 04,5 und Salmonella Enteritidis aus der Serogruppe 09. Die Stamme
wurden in einer Fliissigkultur angezogen und beim Erreichen von definierten Zelldich-
ten geerntet und fiir ELITA eingesetzt. Es wurden Zelldichten von 0,3-0,6, 0,8-1,2
und 2,0-2,4 getestet, bezogen auf die Werte der optischen Dichte bei 600 nm. Der
letzte getestete Aliquot wurde unabhéngig von der erreichten Zelldichte nach 24 h der
Kultivierung abgenommen. Fiir alle Proben wurden pro Kavitét der Mikrotiterplatte
gleiche Mengen an Bakterien adsorbiert. Die ELITA-Ergebnisse zeigten konsistente
Ergebnisse fir Zelldichten unter 2,0 (Abb. 3.2b). Mit fortschreitendem Wachstum
der Kultur zeigte ELITA teilweise hohere Extinktionswerte, aber auch hohere Ab-
weichungen zwischen den eingesetzten Stammen. Speziell bei den Aliquots nach
der 24-stiindigen Kultivierung kénnen die enthaltenen Zelltriimmer fir zusétzliche
Schwankungen verantwortlich sein. Daher wurde der optimale Punkt fiir die Zellernte

auf eine Zelldichte von ODgggnm= 0,8 — 1, 2 festgelegt.

3.1.2.2 Auswahl der Salmonella-Stamme

Die Auswahl der Stdmme fiir ELITA richtete sich nach mehreren Kriterien: Der
iiberwiegende Teil der getesteten Salmonella-Stédmme gehort zu den Serogruppen
0(1,)2, O4(,5) und 09(,121,125,123). Stdmme aus diesen Serogruppen wurden als
Wirte des Bakteriophagen 9NA beschrieben, sodass eine Bindung von 9NATSP
an das O-Ag dieser Stamme wahrscheinlich war (Wollin, Eriksson und Lindberg,
1981; Wollin, Stocker und Lindberg, 1987). Fiir den Referenzstamm Salmonella
Typhimurium DB7136 wurde bereits die Bindung von isoliertem LPS an 9NATSP
gezeigt (Andres, Roske u.a., 2012).

Serogruppe
0(1,)2

Abbildung 3.3: Die Verteilung der
fur ELITA eingesetzten Salmonella-
Stamme. Die Anzahl der Stamme
innerhalb der Serogruppen O(1,)2,
04(,5) und 09(,121,125,123) orien-
tiert sich an der Gesamtzahl der
katalogisierten Stamme dieser Sero-
gruppen (Grimont und Weill, 2007).
Stamme der Serogruppen 09,46,27,
03,10 und 03,11 wurden als Kon-
trollen eingesetzt, weil diese Sero-
gruppen nicht als Wirte des Bakte-
riophagen 9NATSP gelten. Da fiir
diese Stamme keine Bindung zu er-
warten war, wurden jeweils nur zwei
Anzahl der getesteten Stamme Stamme fiir ELITA eingesetzt.

04(,5)

09(12,12,12)

01,9,46,27

03,10

011

Die Anzahl der getesteten Stamme innerhalb einer Serogruppe orientierte sich an
der Anzahl der katalogisierten klinischen Isolate (Grimont und Weill, 2007). Daher
gehoren die meisten getesteten Stamme der Serogruppe O4(,5) an (Abb. 3.3). Bei
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den Serogruppen O(1,)2 und 09(,12;,125,123) wurden jeweils 3 bzw. 9 Stdmme
getestet. Aus den Serogruppen 01,9,12,46,27, 03,10 und O11 wurden jeweils zwei
Stamme fiir ELITA eingesetzt. Bakterien dieser Serogruppen gehoren nicht zu den
Wirten des 9NA’s und fungierten als Negativkontrollen. Das O-Ag dieser Stamme
ahnelt in der Zusammensetzung den O-Ag-Varianten der Serogruppen O(1,)2, O4(,5)
und O12(,121,129,123) (Tab. 3.1). Bei allen Serogruppen mit der Ausnahme von
O11 besteht der lineare Teil des O-Ags aus Mannose, Rhamnose und Galactose.
Der strukturelle Unterschied resultiert aus der Identitat der Seitenketten und aus
unterschiedlichen Verkniipfungen der repetitiven Untereinheiten zwischen Galactose
und Mannose: a-1-2 bei den potentiell bindenden Serogruppen bzw. a-1-6 bei den
Kontrollserogruppen 01,9,12,46,27 und 03,10 (Tab. 3.1). Einen Spezialfall stellen
beide Stamme mit dem O-Ag 01,9,12,46,27 dar. Diese haben die gleiche Struktur des
0O-Ags wie das 09,12;-Ag, unterscheiden sich jedoch in der glycosidischen Bindung
zwischen Galactose und Mannose (a-1-6 statt a-1-2) als Folge der Lysogenisierung
durch den Bakteriophagen P27 oder Aktivierung chromosomaler Transferasen (Gri-
mont und Weill, 2007). Zusétzlich kann die Mannose in einer a- oder -Konfiguration
vorliegen. Das O-Ag der Serogruppe O11 unterscheidet sich von dem der restlichen
Serogruppen durch einen N-Acetylglucosamin-Rest im linearen Teil sowie die a-1-3-
Verkniipfung der repetitiven Untereinheiten. Fiir die drei Kontrollserogruppen wurde
die Anzahl der katalogisierten Stimme und damit ihre medizinische Relevanz nicht
berticksichtigt. Zusétzlich wurde ein LPS-produzierender E. coli-Stamm HTD2158 als
Negativkontrolle getestet. Dieser Stamm ist durch das O-Ag O18A1 charakterisiert
und unterscheidet sich in der Struktur grundlegend von den Salmonella-Stammen
(Barbirz u. a., 2008).

Tabelle 3.1: Salmonella-Serogruppen, die im ELITA getestet wurden. Die Strukturen der O-Antigene
stammen aus der Bacterial carbohydrate structure-Datenbank (http://csdb.glycoscience.ru, Stand:
14.09.2014). Eine biologische repetitive Untereinheit des O-Ags ist dargestellt. Die grau markierte
Glucose bei der Serogruppe 02/01,2 ist fir die O1-Spezifitdt verantwortlich. Die Rhamnose kann
teilweise acetyliert vorliegen. Im Fall der Serogruppe 03,10 bedeutet die graue Markierung der Glucose,
dass dieser Rest nicht bei allen Stammen der Serogruppe beobachtet wurde. Das O-Ag der Serogruppen
01,2, 02, 04, 04,5, 09 und 09,124,12,,125 kommt als Interaktionspartner von 9NATSP infrage. Die
restlichen Serogruppen fungieren als Negativkontrollen.

Serogruppe 0O-Ag Struktur Quellen
Parp CP Andres, Gohlke u.a. (2013
02/01,2 o3 ¥ o g ndres, Gohlke u.a. (2013)
9,3 p-Manp 19> 4 L-Rhap 1% 3 p-Galp 1~ Konadu u.a. (1996)
Abep Curd, D. Liu und P. R. Reeves
04 ol Ac (1998)

Q Qo Qa
—>2p-Manp1=+4 1-Rhap 1%+ 3 p-Galp 1 Wollin, Stocker und Lindberg (1987)

(Fortsetzung auf der nédchsten Seite)
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Tabelle 3.1: Salmonella-Serogruppen, die im ELITA getestet wurden. (Fortsetzung)

Serogruppe 0O-Ag Struktur Quelle

Ac-Abep
04,5 ol Zandomeneghi u. a. (2012)
4,2 p-Manp13+»4 L-Rhap 1% 3 p-Galp 1

Tyvp U. Baxa, Cooper u.a. (2001)

09 ol Curd, D. Liu und P. R. Reeves
2,2 p-Manp12»4 1-Rhap 1%+ 3 p-Galp 1 (1998)

Tyvp Glcp

%3 % i Erikss ;
09,121,125,123 %y pManp1ea LRhap 193 p-Galp 1 Wollin, Eriksson und Lindberg (1981)

Tyvp Glcp

01.9.12.46.27 ol ol Szafranek u.a. (2006)
7T 2,6 D—ManploiB»4 L-Rhap 1%+3 D-Galp 1 Nghiém u. a. (1992)
Glep
03,10 Ay Knirel und Valvano (2011)
9,6 p-Manp 1%»4 L-Rhap 1% 3 p-Galp 1
Manp

011 s B. Liu u.a. (2013)

4
2,3 p-Galp 1%»4 L-Rhap 1%+3 Dp-GlcNAc 1

Alle getesteten Stamme wurden aus einer Bibliothek der humanen Salmonella-
Isolate (Robert Koch-Institut, Wernigerode) ausgewéhlt. Eine vollstandige Liste ist
im Anhang zu finden. Die Zuordnung der Stamme zu jeweiligen Serotypen wurde
im Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir Salmonellen und andere bakterielle
Enteritiserreger am Robert Koch-Institut vorgenommen. Eine Reihe von Stammen
der Serogruppe O4 bzw. 04,5, die fiir die ndhere Charakterisierung ausgewéahlt
wurden, wurden nachtréiglich serotypisch verifiziert. Damit wurde ausgeschlossen,

dass diese zwischenzeitlich durch eine Bakteriophageninfektion verdndert wurden.

3.1.2.3 Unterschiedliche Bindung von 9NATSP an die getesteten
Salmonella-Stamme

Das primére Ziel des ELITA-Experiments bestand darin, zwischen Salmonella-
Stammen zu unterscheiden, deren O-Ag durch 9NATSP gebunden wird, und den
Stdmmen mit nicht bindendem O-Ag. Bei der ELITA-Messung wurde eine Bindung
der ONATSP-Sonde an 86 % der Salmonella-Stamme der Serogruppen 02, 04, 04,5,
09 und 09,12,125,123 detektiert (Abb. 3.4). Die zwei getesteten Salmonella-Stdmme
vom Serotyp O2 zeigten im Schnitt eine vergleichbare Bindung von 9NATSP mit

dem Referenzstamm Salmonella Typhimurium DB7136. Der Stamm Salmonella
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Paratyphi A mit dem O-Ag O1,2, das eine zuséatzliche Glucosylierung trigt, zeigte
die schwéchste Bindung innerhalb der Gruppe O(1,)2. Fast alle Stdmme der Sero-
gruppe 09 bzw. 09,121,125,123 wurden durch die 9NATSP-Sonde gebunden. Die
Ausnahme stellt der Stamm Salmonella Bad Langensalza dar. Bei diesem Stamm
wurden Extinktionswerte an der Nachweisgrenze detektiert, vergleichbar mit den
Werten des Kontrollstamms F. coli HTD2158. Somit zeigte der Stamm Salmonella
Bad Langensalza keine Bindung durch INATSP, obwohl er als O-Ag-tragend sero-
typisiert vorlag. Die am starksten vertretene Serogruppe O4 bzw. 04,5 zeigte bei
20 von 25 Stdammen eine Bindung von 9NATSP. Finf Stamme dieser Serogruppe
zeigten keine oder eine minimale Bindung. Unter den nicht-bindenden Stémmen
befinden sich zwei Salmonella Typhimurium-Stamme mit den Nummern 13-01230
und 13-02297. Beide Stdmme lielen sich nicht eindeutig O-serotypisieren, was zusam-
men mit den Ergebnissen des Bindungstests auf eine Abschirmung bzw. reduzierte

Zugénglichkeit des O-Ags hindeuten kann.

Bei keinem Salmonella-Stamm der Kontrollserogruppen 03,10 und O11 wurde
eine Bindung der INATSP-Sonde beobachtet. Auch die zwei Stamme der Serogruppe
01,9,46,27 zeigten trotz struktureller Ahnlichkeit zum Serotyp 09,121,123 keine
Bindung von 9NATSP. Das bedeutet, die a-1-6-glycosidische Bindung zwischen den
repetitiven Einheiten des O-Ags und die S-Konfiguration der Mannose resultieren
in einer Struktur, die nicht durch 9NATSP erkannt wird. Zusammenfassend zeigen
die Ergebnisse, dass mit dem ELITA eine Unterscheidung zwischen Stédmmen mit

bindenden O-Ag-Varianten und nicht-bindenden Stammen moglich ist.

Daneben zeigte die 9NATSP-Sonde ein unterschiedliches Bindungsverhalten in-
nerhalb der Serogruppen. Fiir die drei getesteten Stamme der Serogruppe O(1,)2
wurden Differenzen von etwa 30% beobachtet, die nach dem doppelten t-Test
(p < 0,01,n = 4) statistisch signifikant sind. Die Stdmme der Serogruppe 09
liegen im &hnlichen Bereich zwischen 80 und 170 % der Bindung des Referenzstamms
Salmonella Typhimurium DB7136. Auch fiir die Salmonella Typhi-Stdmme T2 und
T4 wurde im ELITA unterschiedliche Bindung von 9NATSP. Das O-Ag dieser Stamme
besitzt 09 als Grundstruktur. Die Unterschiede zum O9 und untereinander kommen
durch die Glucosylierungen des O-Ags an der Galactose zustande. Sowohl der T2-
als auch der T4-Stamm besitzen eine O12;-Spezifitit, die durch eine Glucosylierung
der Galactose an der Position C6 zustande kommt. Der Unterschied zwischen den
beiden Stdmmen besteht in der zuséatzlichen O12,-Spezifitat des Stamms Salmonella
TyphiT4. Das bedeutet, dass bei diesem Stamm eine Glucosylierung des O-Ags an
der Galactose-Position C4 vorliegt. Daraus resultiert, dass 9NATSP die Glucosylie-
rung der Galactose an der Position C6 toleriert, wéihrend die Glucosylierung an der
Position C4 mit der Bindung von 9NATSP interferiert. Dieser Zusammenhang wurde

bereits fiir die Spaltung des isolierten Polysaccharids (PS) durch den kompletten
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Bakteriophagen 9NA gezeigt (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981). Da 9NA nur
iiber eine Art von TSP verfiigt, sind die Aktivitdtsdaten von Wollin, Eriksson und
Lindberg (1981) auf 9NATSP iibertragbar.

Auch die Serogruppe O4(,5) zeigte im ELITA ein heterogenes Bindungsverhalten
der 9NATSP-Sonde. Bei den O4-Stdmmen ist die Bandbreite der detektierten Bindung
gro}: von relativ schwacher Bindung bei Agona, Brandenburg 13-03007 und Indiana
(unter 50 % des Referenzstamms) bis hin zum Dreifachen des Bindungssignals der
Referenz wie im Fall von Paratyphi B 13-02924. Die Stamme mit der O4,5-Spezifitét
zeichnen sich durch eine Acetylierung der Abequose aus. Diese Stédmme zeigten
eine relativ stabile Bindung von 9NATSP auf dem Niveau des Referenzstamms
Typhimurium DB7136, der ebenfalls O4,5-Ag exprimiert. Eine Schlussfolgerung ist,
dass die Acetylierung der Abequose keinen negativen Einfluss auf die Bindung von
ONATSP hat. Auflerdem bestatigt das dhnliche Bindungsverhalten der Stdmme vom
Serotyp 04,5, dass methodenbedingte Schwankungen bei ELITA gering sind. Das
bedeutet wiederum, dass die bei anderen Stammen erfassten Unterschiede tatsiachlich
auf ihre biologischen Eigenschaften zuriickzufithren sind.

Die beobachteten Unterschiede der Bindung von 9NATSP reprisentieren die
Heterogenitat der Bakterienstdmme: die Zusammensetzung des O-Ags bzw. das
Ausmaf der nicht-stochiometrischen Modifikationen, die durchschnittliche Léange
der O-Ag-Ketten, die Expression weiterer Komponenten auf der Zelloberfléche etc.
Das bedeutet, neben der reinen Unterscheidung zwischen den Stédmmen mit binden-
dem O-Ag und den nicht-bindenden Stédmmen ist ELITA sensitiv fiir verschiedene

Struktureigenschaften der bakteriellen Oberflache.

3.1.2.4 Grenzen und Fehler

Die erfassten Daten aus 4-fachen Ansétzen zeigten durchschnittlich Standardabwei-
chungen im Bereich von 10-15 % der Messwerte. Bei einigen Ansétzen mit prozentual
héheren Standardabweichungen handelt es sich um Kontrollansétze mit sehr niedrigen
Signalintensitaten. Einer der Griinde fiir die beobachtete Streuung der Daten liegt
in der biologischen Heterogenitét der Proben. Bei den bindenden Stédmmen lagen die
meisten absoluten Extinktionswerte bei 492 nm zwischen 0,1 und 1,0 und damit im li-
nearen Detektionsbereich. Die Extinktionswerte der nicht-bindenden Stamme (E. coli
HTD2158, Salmonella-Serotypen 03,10 und O11) lagen unterhalb von 0,07. Bei dem
Kontrollansatz ohne Bakterien, bei dem lediglich eine Abséattigung der Wéande der
Mikrotiterplatte mit BSA erfolgte, wurden ca. 20-50 % hohere Extinktionswerte als
bei Ansédtzen mit nicht bindenden Bakterienstdmmen detektiert. Die beobachtete
Extinktion geht auf eine unspezifische Bindung des Streptactin-Konjugats zuriick.
Das zeigt, dass die Abséittigung der Mikrotiterplatte mit Bakterien effektiver erfolgte
als mit BSA.
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Die Beschriftung enthilt (von oben nach unten) den Serotyp, die Stammbezeichnung und die Stammnummer der Stammsammlung des Robert-Koch-Instituts.

(Ma1wiou) WU zergo

wurde als Kontrolle eingesetzt. Die an Mikrotiterplatten adsorbierten Bakterien wurden mit 9NATSP als Sonde inkubiert. Das gebundene 9NATSP wurde iiber einen

TwinStrep-tag nachgewiesen. Zum Nachweis wurde ein Konjugat aus Streptactin und Meerrettichperoxidase eingesetzt, das iiber eine Farbreaktion bei 492 nm quantifiziert

Abbildung 3.4: ELITA-Messung der Bindung von O9NATSP an Salmonella (S.)-Stamme der Serovare 02, 04, 04,5, 09, 03,10, O11 und 09,46,27. E. coli HTD2158
wurde. Die Extinktionswerte wurden auf Salmonella-Typhimurium DB7136 normiert. Die Fehlerbalken reprasentieren Standardabweichungen aus vier Ansatzen pro Stamm.
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3.1.2.5 Kontrolle der Spezifitat der beobachteten Bindung

Um die Spezifitdt der beobachteten Bindung von 9NATSP an das O-Ag zu testen,
wurde ein Kontrollexperiment mit ausgewéhlten Stdmmen durchgefiihrt. Nach der Ad-
sorption der Bakterien an die Mikrotiterplatte wurde das O-Ag durch die Inkubation
mit der katalytisch aktiven Form von 9NATSP (INATSPwt) abgespalten bzw. abge-
baut. In der anschlieBenden ELITA-Messung zeigten die behandelten Ansétze keine
nennenswerten Signale im Gegensatz zu den nicht behandelten Anséitzen (Abb. 3.5).
Die ausbleibende Bindung, die auf eine Degradierung des O-Ags durch das INATSPwt
zurtickzufiihren ist, bestéitigt die Spezifitdt der Bindung von 9NATSP an das O-Ag

der adsorbierten Bakterien. Theoretisch wére der gleiche Effekt durch eine Abschir-
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Abbildung 3.5: ELITA-Bindungstest zur Kontrolle der Spezifitdt der Bindung von 9NATSP an das O-Ag.
Die auf einer Mikrotiterplatte adsorbierten Bakterien wurden vor dem ELITA mit einer katalytisch aktiven
Form von 9NATSP (9NATSPwt) inkubiert (dunkelgrau). 9NATSPwt baut das O-Ag auf der bakteriellen
Oberflache ab, was eine darauf folgende Bindung der 9NATSP-Sonde verhindert. AnschlieBend erfolgte
die ELITA-Messung nach Protokoll. Zusatzlich wurde bestatigt, dass die beobachteten Effekte auf den
O-Ag-Abbau und nicht auf eine Abschirmung durch das gebundene ONATSPwt zuriickzufiihren sind.
Dazu wurden Ansatze mit einer katalytisch inaktiven 9NATSP-Variante ohne TwinStrep-tag anstelle des
9NATSPwt vorbehandelt (hell grau, nur in (a)). Die blauen Balken zeigen Ansatze ohne Vorbehandlung.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung aus vier Ansatzen.

mung des O-Ag durch das 9NATSPwt moglich. Um dies auszuschliefen, wurden
Kontrollansiatze mit dem katalytisch inaktiven 9NATSP ohne TwinStrep-tag anstelle
des ONATSPwt’s vorinkubiert. Im Anschluss daran lieferten die Ansitze im ELITA

Signale, die um 20 bis 40 % niedriger waren als die Signale der nicht vorbehandelten
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Proben. Dies geht auf die partielle Abschirmung des O-Ag zurtick, so dass weniger
TwinStrep-markiertes TSP binden kann. Gleichzeitig deutet der beobachtete Effekt
darauf hin, dass das O-Ag nicht komplett abgeschirmt wird, bzw. dass ein Teil des
gebundenen TSP durch die Waschschritte wieder entfernt wird. Das eingesetzte
9NATSP-Konstrukt ohne TwinStrep-tag ist hinsichtlich seiner Bindungseffizienz
aquivalent zur TwinStrep-tag markierten 9INATSP-Sonde. Das bedeutet, dass der
Waschschritt nach der Inkubation mit dem TSP potentiell verkiirzt werden kann, um
das Wegwaschen des TSPs zu minimieren und damit die maximale Signalintensitat zu
erreichen. Dafiir spricht auch, dass das TSP bei Vorversuchen eine vernachléssighare
unspezifische Bindung an die Mikrotiterplatte zeigte und folglich intensives Waschen

nach der Inkubation mit dem TSP nicht notig ist.

3.1.3 P22TSP und 9NATSP differenzieren im ELITA zwischen

Salmonella-Stammen

Der ELITA-Bindungstest wurde analog mit P22TSP anstelle von 9NATSP durch-
gefiihrt. P22TSP ist ein strukturelles Homolog von 9NATSP aus dem Bakteriophagen
P22. Beide Bakteriophagen weisen anndhernd gleiche Wirtsspezifitat auf, was ent-
sprechend fur eine dhnliche Rezeptorspezifitat der TSPs spricht (Wollin, Eriksson
und Lindberg, 1981; Eriksson, Svenson u. a., 1979). Daher ist ein direkter Vergleich
der Bindungseffizienz der beiden Adhésionsproteine interessant. Mit P22TSP wurde
der gleiche Satz der Bakterienstdmme wie mit 9INATSP getestet. Eine komplette
Gegeniiberstellung der Ergebnisse beider TSPs ist im Anhang zu finden. Die ein-
gesetzten Salmonella-Kontrollstimme der Serogruppen 03,10 und O11 sowie der
E. coli-Stamm HTD 2158 zeigen keine Bindung durch die P22TSP-Sonde. Die meisten
Salmonella-Stamme der Serogruppen O4 und O9 zeigten eine Bindung von P22TSP,
d. h. auch mit P22TSP als Sonde war eine Identifizierung der Stamme moglich, die
bindendes O-Ag exprimieren. Ahnlich wie bei 9NATSP wurde eine variable Bindung
von P22TSP an unterschiedliche Stamme innerhalb der Serogruppen O4(,5) und
09(,121,125,123) detektiert. Einige Stamme aus den Serogruppen O4 und O9 zeigten
keine oder eine vergleichsweise schwache Bindung durch P22TSP. Gleichzeitig wurde
bei mehreren Stammen eine unterschiedliche Bindung von 9NATSP und P22TSP
beobachtet. Eine Auswahl solcher Stamme ist in der Abb. 3.6 dargestellt. Die drei
getesteten Stamme der Serogruppe O1(,2) zeigten eine Bindung von P22TSP an
der Nachweisgrenze der ELITA. Beim 9NATSP zeigten die gleichen Stdmme eine
Bindung auf dem Niveau des Referenzstamms Salmonella Typhimurium DB7136.
Das bedeutet, dass die fehlende Bindung der P22TSP-Sonde kein Artefakt des
Versuchsaufbaus ist. Auch eine eingeschrinkte Zugénglichkeit des O-Ags oder eine
reduzierte Lange der O-Ag-Ketten scheiden als Ursache fir die fehlende Bindung
aus, da diese auch die Bindung durch 9NATSP verhindern wiirden. Die beobachte-
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Abbildung 3.6: ELITA-Messung der Bindung von P22TSP (hell grau) und der Vergleich zur Bin-
dung von 9NATSP (blau). Analog zu der Messung mit dem 9NATSP wurden adsorbierte Bakterien
mittels P22TSP detektiert. Das gebundene P22TSP wurde iiber einen TwinStrep-tag colorimetrisch
bei 492nm nachgewiesen. Die Extinktionswerte wurden nicht normiert. Fehlerbalken reprasentieren
Standardabweichungen aus vier Ansatzen. Die Stammnummer entsprechen der Stammsammlung des
Robert Koch-Instituts. Die (e)-markierten Stamme wurden aufgrund der beobachteten Unterschiede
hinsichtlich der Zusammensetzung von O-Ag analysiert.

ten Unterschiede gehen vielmehr auf die abweichenden Bindungseigenschaften der
getesteten T'SPs zurtick. Auch die am stéarksten vertretene Serogruppe O4(,5) zeigte
teilweise eine gegensitzliche Bindung fiir INATSP und P22TSP. Dabei ist kein
direkter Zusammenhang zwischen der Zugehorigkeit zu einem O-Serotyp (O4 oder
04,5) und der Bindung des jeweiligen T'SPs erkennbar. Ein Beispiel dafiir wéren die
Salmonella-Stdmme Agona und Brancaster (Abb. 3.6). Beide sind durch das O4-Ag
charakterisiert und zeigten deutliche Préferenzen fiir P22TSP im Fall von Agona und
fiitr 9NATSP im Fall von Brancaster. Auch die beiden gezeigten O4,5-Stédmme liefer-
ten ein unterschiedliches Bindungsverhalten. Salmonella Heidelberg 13-00308 band
9NATSP vergleichbar mit dem Referenzstamm Salmonella Typhimurium DB7136.
Beim P22TSP wurde fiir den Stamm Heidelberg 13-00308 keine Bindung beobachtet.
Bei Salmonella Typhimurium (06-01900), das ebenfalls das O4,5-Antigen exprimiert,
bestand dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden TSPs, wie es
auch fiir den Referenzstamm Salmonella Typhimurium DB7136 beobachtet wurde.
Die beobachteten Unterschiede deuten auf eine Heterogenitéit der O-Ag der getesteten

Stamme hin, die nicht durch die Serotypisierung erfasst wird.
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Die Stamme der Serogruppe O9 haben &hnliche Ergebnisse fiir beide TSPs mit
einer tendenziell besseren Bindung durch P22TSP erzielt. Bei den Salmonella Typhi-
Stammen T2 und T4 wurde mit P22TSP eine anndhernd gleiche Bindung beobachtet,
wohingegen 9INATSP den Stamm T2 préferierte. Dies deutet darauf hin, dass die
Bindung von P22TSP durch die Expression des O12,-O-Ags, das beide Stamme
unterscheidet, nicht beeintrachtigt wird. Ein ahnliches Verhalten wurde beobachtet,
els die Produktion von Oligosaccharidfragmenten aus dem O-Ag der Serogruppe
04,125 durch die Bakteriophagen 9NA und P22 untersucht wurde (Wollin, Eriksson
und Lindberg, 1981): Die Anwesenheit von 12, zeigte keinen Effekt auf die Aktivitét
von P22, wiahrend die Aktivitdt von 9NA um den Faktor 10 bis 20 reduziert wurde.
Sowohl 9NA als auch P22 verfiigen iiber jeweils eine Art TSP, das das O-Ag bindet
und spaltet. Das bedetet, die Ergebnisse von Wollin, Eriksson und Lindberg gehen
auf die Unterschiede zwischen ONATSP und P22TSP zuriick. Somit deuten die
ELITA-Daten auf Unterschiede in der Architektur der Bindungsstellen von P22TSP
und 9NATSP hin. Diese machen das 9INATSP sensitiv fiur die Glucosylierung der
Galactose an der Position C4, wiahrend P22TSP diese Art der Glucosylierung toleriert.

3.1.4 Interaktionsmessung an immobilisiertem Polysaccharid mittels

Oberflachenplasmonresonanz

3.1.4.1 Einsatz von 3RU-Fragmenten fiir

Oberflachenplasmonresonanz-Experimente

Im néchsten Schritt wurde ein System fiir die quantitative Charakterisierung der
Binderpaare aus dem ELITA-Experiment aufgestellt. Zu diesem Zweck wurde Ober-
flichenplasmonresonanz (SPR)-basierte Messung ausgewéhlt, um Bindungsparameter
fiir des Interaktionssytem aus dem isoliertem O-Ag und dem TSP zu erfassen. Beim
diesem System ist die Verfiigbarkeit der isolierten Kohlenhydrate der limitierende
Faktor. Aus diesem Grund sollten die Kohlenhydrate und nicht das TSP als Ligand
auf einer SPR-Chipoberfliche immobilisiert werden. Als Modell wurde das O-Ag
aus dem Referenzstamm Salmonella Typhimurium DB7136 eingesetzt. Kristallo-
graphische Daten eines Komplexes aus P22TSP und den O-Ag-Fragmenten aus
Salmonella Enteritidis zeigen, dass die Bindungsstelle von P22TSP ein Oligosaccha-
ridfragment aus 2RU umfasst (U. Baxa, Cooper u. a., 2001). Um sterische Hinderung
zu vermeiden, wurde fiir die Interaktionsmessungen das Oligosaccharidfragment
mit einer zusétzlichen RU (3RU) enzymatisch hergestellt und gereinigt. Der ein-
gesetzte Chip verfiigte iiber eine Polycarboxylathydrogel-Matrix mit hoher Dichte
der Carboxylgruppen (C150D, Xantec). Fur die Immobilisierung auf diesem Chip
muss der Ligand tiber primire Aminogruppen verfiigen. Da 3RU-Fragment keine

Aminogruppen enthélt, wurde zuerst eine Derivatisierung mit einem bifunktionalen
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Oxaminadapter vorgenommen (Abb. 3.7a). Der Oxaminadapter stellt die benétigte
primédre Aminogruppe zur Verfiigung. Die Derivatisierung erfolgt selektiv am redu-
zierenden Ende des Oligosaccharids, wobei die zyklische Form des Kohlenhydratrests
beibehalten wird (Bohorov u. a., 2006). Dadurch bleibt die dreidimensionale Struktur
des 3RU-Fragments unverandert. Dies wiederum ist die Voraussetzung fiir die Ver-
gleichbarkeit der Bindung, die in ELITA und SPR-Experimenten beobachtet wird.
Die erfolgte Derivatisierung wurde mittels MALDI-MS und 'H-NMR-Spektrometrie
kontrolliert (Abb. 3.7b und 3.7c). Das Massenspektrum zeigt beim derivatisierten
3RU-Fragment eine Verschiebung der Massen aller Fragmente um 72,03 kDa, vergli-
chen mit den Massen des nicht derivatisierten 3RU-Fragments. Diese Massendifferenz
entspricht der Masse des Oxaminadapters abziiglich der Masse des freigesetzten
Wassermolekiils. Die 'H-NMR-Messung zeigt beim derivatisierten 3RU zusétzliche
Signale im Bereich von 2,6 bis 3,2 ppm. Die Signale um 3,2 ppm wurden aufgrund
der chemischen Verschiebung und des komplexen Kopplungsverhaltens den Protonen
der Ethylgruppe des Oxaminadapters zugeordnet. Die Signale um 2,7 ppm gehen auf
die Protonen der Methylgruppe zurtick. Die beobachtete Aufspaltung in zwei Signale
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Abbildung 3.7: (a) Derivatisierung des 3RU-Fragments mit einem bifunktionalen Oxaminadapter. Die
involvierte OH-Gruppe bildet das reduzierende Ende des Oktasaccharids. Nach der Derivatisierung verfiigt
das Molekiil tber eine primire Aminogruppe. (b) Massenspektrum des 3RU-Fragments vor (schwarz)
und nach (blau) der Derivatisierung mit dem Oxaminadapter. Die zusatzliche Masse des Oxaminadapters
nach Derivatisierung betrigt 72,03 Da. (c) *H-NMR-Spektren des 3RU-Fragments vor (schwarz) und
nach (blau) der Derivatisierung. Die Bereiche | und Il markieren zusatzliche Signale im Spektrum des
derivatisierten 3RU-Fragments.
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wurde als a- und S-konfigurierte Verkntiipfung des Oxaminadapters an die Rhamno-
se interpretiert. Die Protonen der Aminogruppe sind durch Deuteriumionen des
Losungsmittels austauschbar und liefern daher keine Signale. Das 'H-NMR-Spektrum
deutet darauf hin, dass die Struktur des Oxaminadapters in der derivatisierten
3RU-Probe vorhanden ist.

Bei der anschlieBenden Immobilisierung des derivatisierten 3RU-Fragments konnte
keine fiir die Messungen mit TSP ausreichenden Mengen an 3RU immobilisiert
werden. Ein moglicher Grund liegt in der fehlenden Anreicherung von 3RU an der
Oberflache iiber elektrostatische Wechselwirkungen beim Immobilisieren. Zusatzlich
stellte die Kinetik der Immobilisierungsreaktion in Verbindung mit der geringen

verfiigharen Menge des derivatisierten 3RU-Fragments ein potentielles Problem dar.

3.1.4.2 Verwendung von intaktem Polysaccharid fiir

Oberflachenplasmonresonanz-Experimente

Als Alternative zur Bindungsmessung von TSPs an 3RU-Oligosaccharidfragmente
wurde deren Bindung an das isolierte PS getestet. Auch fiir diese Messung wurde
das PS als Ligand immobilisiert. Ein zusétzlicher Aspekt der PS-Immobilisierung
war es, dass beim Einsatz von PS als Analyt keine quantitative Auswertung der
SPR-Daten moglich ist. Der Grund hierfiir ist, dass eine genaue Konzentration der
Bindungsstellen in einer PS-Losung unbekannt ist. Dafiir ist die variable Lange der
PS-Ketten verantwortlich, sodass immer ein polydisperses Gemisch vorliegt. Durch
die Immobilisierung der PS-Ketten auf einer Chipoberfliche wurde das Problem
gelost, da fiir die Auswertung der Daten eines SPR-Experiments die Konzentration
des immobilisierten Liganden, in diesem Fall PS, nicht notig ist. Zuséatzlich werden
nicht-stochiometrische Modifikationen bzw. ihr Einfluss auf die Bindung von TSPs
erfasst. Im Unterschied zu den Oligosaccharidfragmenten erfordert die Herstellung
von PS keine enzymatische Spaltung. Das bedeutet, die Zusammensetzung der 3RU-
Fragmente wird durch die Praferenz des eingesetzten Enzyms bzw. eines katalytisch
aktiven TSPs mitbestimmt. Das komplette PS hingegen wird bei der Reinigung nicht
vorselektiert, sodass die Zusammensetzung des isolierten PS die auf der bakteriellen
Oberflache prasentierte Zusammensetzung widerspiegelt.

Nach der sauren Spaltung des Polysaccharids bei der Préaparation verbleibt ne-
ben dem O-Ag das Kernsaccharid. Dieses kann durch Phosphoethanolamin nicht-
stochiometrisch modifiziert vorliegen (Tamayo u. a., 2005; Raetz und Whitfield, 2002;
Kanipes u. a., 2001). Die primére Aminogruppe von Ethanolamin wurde benutzt, um
PS mittels N-Hydroxysuccinimid (NHS)/1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodi-
imid (EDC) auf einer Polycarboxylat SPR-~Chipoberfliche zu immobilisieren (Gedig,
2008). Die Immobilisierung wurde fiir das aus dem Referenzstamm Typhimuri-
um DB7136 isolierte PS getestet (Abb. 3.8a). Nach einem Immobilisierungszyklus
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wurden ca. 2100 zusétzliche response units (r.u.) detektiert. Der SPR-Referenzkanal
wurde analog mit EDC und NHS aktiviert und anschlieBend ohne PS-Injektion mit
Ethanolamin geséattigt. Die erfolgreiche Immobilisierung von PS wurde durch eine
Injektion von 100 pg mL~* P22TSP getestet. Die Injektion von P22TSP resultierte

(a)
ru. A B 7 c
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Abbildung 3.8: (a) Deacetyliertes, nicht-derivatisiertes PS aus Salmonella Typhimurium DB7136 wurde
auf einer Chipoberfliche mit linearem Polycarboxylat-Hydrogel (C150D, Xantec) immobilisiert. Der
Bereich ,,A* markiert die Aktivierung der Chip-Oberfliche mit 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)Carbo-
diimid /N-Hydroxysuccinimid; der Bereich ,B" umfasst zwei Injektionen des PS. Der Bereich ,C* zeigt die
Absattigung der Oberflache mit Ethanolamin. Nach den Schritten ,A*, ,B" und ,,C" wurde eine Differenz
von etwa 2100 response units (r.u.) gemessen. (b) Die Beschichtung der Oberfliche wurde getestet, indem
100 pg mL~! P22TSP injiziert wurde. Gezeigt ist die Differenz zwischen Kanal 1 mit dem immobilisierten
PS und Kanal 2 als Referenz. Beim Referenzkanal handelt es sich um eine aktivierte und anschlieBend mit
Ethanolamin abgesattigte Oberflache. (c) Um die Spezifitat der unter (b) beobachteten Interaktion zu
testen, wurde ein TSP aus dem Bakteriophagen HK620 injiziert (HK620TSP, 100 pg mL~!). HK620TSP
weist eine Spezifitat fiir E. coli O-Ag O18A1 auf. Analog zu (b) ist die Differenz vom PS-beschichteten
Kanal 1 und Referenzkanal 2 gezeigt. (A und 4 bei (b) und (c) markieren jeweils den Start und das
Ende einer TSP-Injektion.)

in einer Bindung von etwa 200ru im Séttigungsbereich der Injektion (Abb. 3.8b).
Die Spezifitat der Bindung von P22TSP wurde durch die Injektion eines weiteren
TSPs kontrolliert (Abb.3.8c). Bei diesem handelt es sich um ein TSP aus dem
Bakteriophagen HK620 (HK620TSP). Das HK620TSP bindet spezifisch an das O-Ag
O18A1 aus E. coli. Dieses unterscheidet sich betrichtlich vom immobilisierten PS

aus Salmonella Typhimurium DB7136 hinsichtlich der Zusammensetzung und der
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Struktur. Daher kann HK620TSP als eine Negativkontrolle fiir die Bindungsmes-
sung zwischen P22TSP und Salmonella-PS eingesetzt werden. Die Injektion von
100 pg mL~' HK620TSP fiihrte zur Bindung von etwa 20ru, was ca. 10% des Bin-
dungssignals bei der P22TSP-Injektion ausmacht. Diese unspezifische Bindung kann
auf die veranderten Oberflicheneigenschaften des PS-Kanals gegeniiber dem Refe-
renzkanal zuriickgefithrt werden: z. B. auf eine héhere Dichte der Oberflichenmatrix

aufgrund der zusatzlichen PS-Ketten.

Leider konnte keine quantitative Charakterisierung der Interaktion durchgefiihrt
werden. Neben der detektierten Differenz zwischen dem PS-Kanal und dem Refe-
renzkanal bei der Injektion von P22TSP, wurden auf beiden Kanélen hohe absolute
Anstiege der Signale vermessen (nicht gezeigt). Dies deutet auf eine unspezifische
Bindung von P22TSP und HK620TSP an die Chipoberfliche hin. Aus dem gleichen
Grund war die Regeneration der Oberfliche nach einer P22TSP-Injektion proble-
matisch. Nach dem Injektionsstop wurde die Basislinie auch unter Einsatz milder
Regenerationsbedingungen (1 M NaCl in 100 mM Borséure, pH 9) nicht erreicht. Die
alternativ eingesetzte Losung mit 10 mM NaOH regenerierte die Oberflache effektiv,
reduzierte aber gleichzeitig die Anzahl der immobilisierten Einheiten auf dem PS-
Kanal. Der Einsatz dieser Regenerationslosung setzte die Anzahl der verfiigharen
PS-Ketten sukzessiv herab und machte das System fiir mehrfache Messungen ungeeig-
net. Die Zerstorung des Polycarboxylat-Hydrogels durch 10 mM NaOH scheidet als
eine Ursache aus, da dieses im pH-Bereich 1-13 stabil ist. Die Behandlung von LPS
mit 0,01 M NaOH fiir 20 min kann serologische Eigenschaften von LPS verdndern
(Ciznar und Shands, 1970). In den meisten Studien, bei denen LPS mit NaOH
behandelt wurde, wurden jedoch héhere Konzentrationen, Temperaturen und Inku-
bationszeiten eingesetzt: 0,1 M—0,25 M NaOH bei 37°C-100°C fiir 1 h-3h (Warren,
Kowalski und Wallas, 1977; Eriksson, Svenson u.a., 1979). Diese Publikationen
berichten von der Spaltung der Esterbindungen der Fettsauren am Lipid A und der
Spaltung der Phosphodiesterbindungen. Das Ethanolamin, iiber das die Immobilisie-
rung erfolgte, ist tiber eine Phosphodiesterbindung an das PS gebunden. Wenngleich
beim SPR-Experiment mildere Regenerationsbedingungen eingesetzt wurden, kann
die Spaltung der Phosphodiesterbindung fiir den Riickgang der immobilisierten

PS-Menge verantwortlich sein.

Neben der unspezifischen Bindung an die Chipoberfliche kann eine hohe Dichte an
Bindungsstellen der Grund fiir eine ineffektive Regeneration sein. Eine PS-Kette bie-
tet aufgrund des repetitiven Aufbaus des O-Ags mehrere Bindungsstellen fiir ein TSP.
Mehrere PS-Ketten, die in einer unmittelbaren rdumlichen Ndhe immobilisiert wer-
den, resultieren daher in einer hohen lokalen Konzentration der Bindungsstellen und
folglich in einer sehr langsamen Dissoziation der T'SPs. Dies und die unspezifischen

Interaktionen mit der Chipoberfliche spielten eine Rolle bei der Regenerationspro-
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blematik. Die genannten Effekte lassen sich unter dem Begriff Oberflacheneffekte
zusammenfassen. Da diese auch bei einer ELITA-Messung potentiell eine Rolle spielen
konnten, wurde eine nicht-oberflichenbasierte Methode angewandt, mit der die Bin-
dung von Proteinen auf der Zelloberfliche erfasst werden kann: die fluoreszenzbasierte

Durchflusszytometrie.

3.1.5 FACS Bindungstest mit 9NATSP und P22TSP

Im Unterschied zu einem ELITA bleiben bei der fluoreszenzbasierten Durchflusszyto-
metrie (FACS) alle Interaktionspartner in Losung. Damit lassen sich ELITA-bezogene
Oberflacheneffekte wie die eingeschrankte Zuganglichkeit und ein unterschiedliches
Adsorptionsverhalten einzelner Stdmme an eine Mikrotiterplatte ausschliefen. Fir die
FACS-Experimente wurden die gleichen TSP-Konstrukte wie bei ELITA eingesetzt.
Der Ablauf des FACS-Experiments dhnelt dem des ELITA-Tests: Die phenolin-
aktivierten Bakterien wurden mit einer TSP-Sonde inkubiert und anschliefend
mehrfach gewaschen. Die gebundenen TSP-Sonden werden mittels eines fluoreszenz-
markierten Streptactin-Konjugats nachgewiesen. Der Chromeo-Fluoreszenzfarbstoff
am Streptactin wurde im Fluoreszeinisothiocyanat-A-Fluoreszenzkanal (FITC-A)
des FACS-Geriéts gemessen. Da FITC-A der einzige benutzte Fluoreszenzkanal ist,
wird dieser im Folgenden generell als Fluoreszenzkanal referenziert. Weitere fiir die
Auswertung relevante Parameter der Messung sind Gréfe und Granularitat der Zellen
bzw. Bakterien. Die Grofe der Bakterien wird im FSC-Kanal (front scatter) durch
direkte Lichtstreuung bzw. Lichtabsorption erfasst. Die Granularitat beschreibt, wie
rau die Oberfliche der detektierten Partikel ist, und wird iiber seitliche Streuung im
SSC-Kanal (side scatter) erfasst.

Die getesteten Stamme sind in der Tabelle 3.2 aufgelistet. Die Auswertung der
TSP-Bindung erfolgte bezogen auf 2D-Punkteauftragungen, bei denen Signale im
FSC-Kanal gegen die Signale des Fluoreszenzkanals aufgetragen wurden. Dabei wurde
ein Bereich definiert, der eine Reihe von Kriterien erfiillt: Im Fluoreszenzkanal enthélt
der Bereich weniger als 0,7 % der Zellen der Kontrollansitze ohne TSP. Die bei diesen
Ansatzen gemessene Fluoreszenz erfasst die Autofluoreszenz der Zellen, die nicht
auf eine gebundene TSP-Sonde zuriickzufiithren ist. In den FSC-und SSC-Kanélen
schlielt der definierte Bereich Zellen aus, die in beiden Kanélen eine Intensitét
iiber 10 aufweisen und daher als Zellaggregate interpretiert werden. Die zweite
Bedingung (FSC/SSC) schloss je nach Ansatz zwischen 0,7 % und 37 % der Zellen
bei der Berechnung der TSP-Bindung aus. Wiirde man auch groflere Zellaggregate
berticksichtigen, waren bei einigen Ansétzen hohere Bindungseffizienzen der TSP-

Sonden zu erwarten.
Standardméfig werden bei einem FACS-Experiment Zellen bzw. in diesem Fall

Bakterien mit einem geeigneten Fluoreszenzfarbstoff angeférbt. Auf diese Weise wer-
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Abbildung 3.9: FACS-basierte Messung der Bindung von 9NATSP an Salmonella-Stamme sowie den
E. coli Stamm HTD2158. Die Ansatze wurden mit 9NATSP und anschlieBend mit dem Streptactin-
Konjugat inkubiert, das an Fluoreszenzfarbstoff Chromeo (FITC-A-Kanal) gebunden ist. Pro Ansatz
wurden 20000 Ereignisse (Zellen) im FSC-Kanal erfasst. (a) In den SSC/FSC-Auftragung wurde ein
Bereich mit intakten Zellen definiert. Die FSC/FITC-A-Auftragung enthélt nur Zellen aus diesem Bereich.
Der Bereich ,, TSP-gebunden” erfasst Zellen, die eine Fluoreszenzintensitat iiber der Intensitat des
Kontrollansatzes in (i) aufweisen und somit durch mehrere TSP-Molekiile gebunden sind. Diese Bereiche
wurden fiir die Auswertung der Ansatze (b) bis (h) eingesetzt.

den unter anderem intakte oder lebende Zellen von den Zelltriimmern unterschieden.
Daher wurden die Salmonella-Stamme und der Kontrollstamm FE. coli HTD2158
mit dem Farbstoff SytoRed geférbt, der fiir die Farbung von FE. coli geeignet ist
(Comas und Vives-Rego, 1997). Bei der Messung wurde eine ineffiziente Farbung
der Salmonella-Zellen mit dem Farbstoff SytoRed beobachtet (< 20%), so dass
der SytoRed-Kanal bei der Auswertung nicht beriicksichtigt wurde. Der Stamm
E. coli HTD2158 wurde hingegen mit einer Effizienz tiber 90 % gefarbt.

Die Kontrollansidtze ohne die TSP-Sonde zeigten keine unspezifische Farbung
mit dem Streptactin-Chromeo-Konjugat (Daten im Anhang). Die Bindungsdaten
der gemessenen Salmonella-Stémme sind unterschiedlich hinsichtlich der Bindung
durch die beiden TSPs und stimmen qualitativ mit den ELITA-Daten iiberein
(Tab. 3.2). Damit wére die unterschiedliche Bindung beider TSP an Bakterien
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des jeweiligen Stamms mit beiden Methoden bestatigt. Die Salmonella-Stamme
Brancaster und Heidelberg 13-00308 zeigten eine deutliche Préaferenz fir 9NATSP
mit jeweils 3,5-fach und 2-fach hoheren Werten als P22TSP. Bei beiden Ansétzen
wurden etwa 90 % der Zellpopulation durch 9NATSP gebunden. Auch der Stamm
Salmonella Kalamu zeigte fiir INATSP eine bessere Bindung als fiir P22TSP mit
entsprechend 60 % und 30 % der Zellpopulation, gebunden durch ein T'SP. Der Stamm
Salmonella Typhimurium 13-01225 zeigte keine Bindung fiir INATSP, wie es bereits
bei ELITA-Messungen beobachtet wurde. Fiir P22TSP zeigte der gleiche Stamm eine
Bindung bei etwa 90 % der Zellpopulation. Salmonella Heidelberg 13-00586 zeigte
eine minimale Praferenz fiir P22TSP, die geringer als bei ELITA ausfiel. Der Stamm
zeigte flir beide TSPs eine anndhernd vollstandige Farbung der Zellpopulation, was
ein Hinweis auf eine unzureichende Stringenz der Waschschritte sein kann. Salmonella
Typhimurium 06-01900 zeigte fiir beide TSP eine vergleichbar hohe Bindungseffizienz
in Ubereinstimmung mit den ELITA-Ergebnissen. Der Stamm E. coli HTD2158, der

als eine Negativkontrolle eingesetzt wurde, zeigte keine Interaktion mit den TSPs.

Zusatzlich zu den Bindungseffizienzen beider TSPs wurden weitere Unterschiede
zwischen den Stdmmen beobachtet. Einige Ansétze zeigten nach Inkubation mit
einem TSP deutlich zwei Populationen, wihrend bei anderen nur eine Verschiebung
des einzigen Intensitatsmaximums beobachtet wurde (Abb. 3.11). Zwei Zellpopula-
tionen konnen theoretisch durch eine bi-phasische Kultur zustande kommen, wenn
die Zellen tatsédchlich zwei unterschiedliche O-Ag exprimieren. Eine breite Inten-
sitatsverschiebung, bezogen auf die ungebundenen Zellen ohne Aufspaltung, wére
dagegen zu erwarten, wenn das O-Ag unterschiedlich stark modifiziert ist. In diesem
Fall wiirde die gesamte Zellpopulation einen geeigneten Rezeptor exprimieren, der

aber je nach Ausmafl der Modifikation unterschiedlich effektiv gebunden wird. Die
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Tabelle 3.2: Gegeniiberstellung der Ergebnisse der FACS- und der ELITA-Experimente. Fiir das FACS-
Experiment ist der prozentuale Anteil der TSP-gebundenen Zellen angegeben. Fiir das ELITA-Experiment
sind Extinktionswerte aufgefiihrt. Es ist anzumerken, dass im Unterschied zu einer FACS-Messung die
nicht-bindenden Zellen beim ELITA-Test nicht erfasst werden. Das macht einen direkten Vergleich mit
den FACS-Daten unméglich. Daher kann lediglich die Tendenz verglichen werden, welches der TSPs ein
besserer Interaktionspartner fiir den jeweiligen Salmonella-Stamm ist. Die Werte fiir ein TSP, das bei
jeweiliger Messmethode eine effektivere Bindung zeigte, sind fett hervorgehoben.

Salmonella-Stamm FACS, % geb. ELITA, Ext.4920m
(wenn nicht anders vermerkt) 9NATSP  P22TSP 9NATSP P22TSP

Brancaster 88,3 24.9 0,57 0,1

Heidelberg 13-00308 88,6 49,7 0,57 0,06
Heidelberg 13-00586 86,7 94,6 0,57 0,98
Kalamu 61,7 32,5 0,58 0,26
Paratyphi B 84,9 64,3 1,34 0,77
Typhimurium 06-01900 95,1 94,8 0,61 0,53
Typhimurium 13-01225 7,5 92,9 0,03 0,12
Typhimurium DB7136 68,6 83,4 0,52* 0,46*
E. coli HTD2158 0,06 0,08 0,03 0,04

* Unterschied ist nicht signifikant nach einem zweiseitigen t-Test
(p>0,17, n=4). Daher ist die Bindung fiir P22TSP und 9NATSP
an Salmonella Typhimurium DB7136 beim ELITA vergleichbar.

Verteilung der unterschiedlich modifizierten O-Ag-Formen wére als Verteilung der
Fluoreszenzintensitit zu beobachten. Interessanterweise wird dieser Effekt nicht bei
beiden TSP im gleichen Ansatz beobachtet. Meistens zeigt P22TSP zwei Zellpopula-
tionen und zwar bei den Stammen Brancaster, Heidelberg 13-00308, Kalamu sowie
minimal bei Paratyphi B (Abb. 3.11). Alle Stdmme, die fiir beide FACS-Messungen

eingesetzt wurden, verhalten sich diesbeziiglich in beiden Messungen gleich. Ebenfalls

(a) (b)
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g 80 ] £ g0 a Histogramme fiir Stamme (a)
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3 20_: g 20_: Dargestellt sind Ansatze ohne
X ] , B3 ] TSP (rot), mit 9NATSP (cyan)
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gilt fur alle Anséatze, bei denen P22TSP zwei Zellpopulationen zeigt, dass fiir sie
ONATSP als ein effektiverer Bindungspartner identifiziert wurde (Tab. 3.3). Eine
mogliche Erklarung ware, dass P22TSP eine restriktivere Spezifitit gegeniiber einer
O-Ag-Modifikation aufweist. So wiirde 9NATSP je nach Ausmafl der Modifikation

mehr oder weniger effektiv binden, was sich in einer gleichméfligen Verschiebung
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des Intensitdtsmaximums aulern wiirde. P22TSP dagegen bindet sehr effektiv nur
einen Teil der Zellpopulation und zeigt kaum Bindung an die restlichen Zellen. Eine
Acetylierung der Abequose als eine potentielle Modifikation des O-Ags (04,5 Serotyp)
scheidet aus, da keine Korrelation zwischen Serotyp und FACS-Daten beobachtet
wurde (Tab. 3.3).

Tabelle 3.3: Bei FACS-Messungen mit P22TSP wurde tendenziell eine Aufspaltung in zwei klare
Zellpopulationen (gebunden/ungebunden) beobachtet. Aufgelistet sind jeweils effektivere Binder, die
bei ELITA/FACS-Messungen fiir den jeweiligen Stamm identifiziert wurden. Die dritte Spalte enthalt
Angaben zum TSP, fiir das im FACS zwei Zellpopulationen beobachtet wurden. In der letzten Spalte
sind Angaben zum O-Ag erfasst (Serotypisierung).

effektivere Bindung durch

(ELITA /FACS-basiert) zwei Populationen in FACS O-Ag

Salmonella-Stamm

Brancaster INATSP P22TSP 4
Heidelberg 13-00308 9NATSP P22TSP 45
Heidelberg 13-00586 P22TSP - 4
Kalamu 9NATSP P22TSP 4
Paratyphi B 9NATSP P22TSP! 4
Typhimurium 06-01900 vergleichbar — 4
Typhimurium 1225 P22TSP INATSP? 4
Typhimurium DB7136 vergleichbar - 4.5

1 starke Bindung, sehr schwach ausgepriagte Trennung der Zellpopulationen
2 sehr schwache Bindung, klar abgetrennte Zellpopulationen

Des Weiteren zeigen einige Datensétze einen diagonalen Verlauf (Anhang, Abb. A.2
und A.3). Die Tatsache, dass man dieses Verhalten in den FSC-und SSC-Kanélen
beobachtet, spricht eher fiir Bildung groflerer Zellaggregate. Diese wiirden einerseits
fiir eine starkere Lichtstreuung sorgen (diagonaler Datenverlauf bei FSC-gegen-SSC
Auftragung) und andererseits ein hoheres Fluoreszenzsignal pro Partikel aufweisen
(diagonaler Verlauf bei der Auftragung gegen Fluoreszenzkanile, z. B. FITC-A).
Die Bildung grofierer Zellaggregate konnte unter anderem auf eine Quervernetzung
durch TSP und/oder Streptactin-Konjugat zurtickgefithrt werden. Dafiir spricht, dass
sowohl TSP als auch Streptactin-Konjugat mehrere potentielle Bindungsstellen pro
Molekiil aufweisen. Um dies zu testen, wurden zuséitzliche Messungen des Salmonella
Paratyphi B-Stamms durchgefiihrt, bei denen TSP mit und ohne TwinStrep-tag
eingesetzt wurden. Beim Einsatz von TSP ohne TwinStrep-tag ist keine Bindung
des Streptactin-Chromeo-Konjugats moglich. Damit ist eine Streptactin-bedingte
Zellaggregation/Quervernetzung ausgeschlossen. Tatsédchlich wird in den Anséitzen
ohne TwinStrep-tag deutlich weniger Aggregation beobachtet als in den korrelie-
renden Ansétzen mit TwinStrep-tag (Abb.3.12a). Das schliefit die Assoziation mit
TSPs als alleinige Ursache fiir Zellaggregation aus und impliziert den Einfluss von
Streptactin. Gleichzeitig wurde beim Kontrollansatz mit E. coli (Abb.3.12b) und

einigen Salmonella-Stammen (sieche Anhang) eine Aggregation unabhéngig von der
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Anwesenheit von TSPs oder Streptactin beobachtet. Hier konnen zelleigene Proteine
auf der bakteriellen Oberflache (z. B. FimH) eine Autoaggregation auslésen (Schembri,
Christiansen und Klemm, 2001).

(a) Salmonella Paratyphi B (b) E. coliHTD2158
kein TSP 5 + TwinStrep-9NATSP 5 + 9NATSP ohne TwStrep 5 kein TSP
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Abbildung 3.12: (a) Im FACS-Experiment wurde bei einigen Ansédtzen ein diagonaler Verlauf bei
Auftragung von direkter Streuung (FSC) und seitlicher Streuung (SSC) beobachtet. Da dies ein Hinweis
auf erfolgte Zellaggregation ist, wurde der Einfluss des TwinStrep-tag/Streptactin-Systems auf die Zell-
aggregation getestet. Dazu wurde eine FACS-Messung mit einem N-terminal TwinStrep-tag-markierten
ONATSP und einem 9NATSP ohne TwinStrep-tag durchgefiihrt. (b) Der Stamm E. coli HTD2158 zeigt
Autoaggregation in Abwesenheit von TSP.

3.2 Charakterisierung der O-Ag ausgewaihlter

Salmonella-Stamme

3.2.1 Degradation von O-Ag durch P22TSP und 9NATSP

Die Bindung eines TSPs an einen Rezeptor ist ein initialer Schritt einer Phagen-
infektion. Neben der Erkennung geeigneter Rezeptoren auf der Wirtsoberflache
besitzen P22TSP und 9NATSP katalytische Aktivitat. Beide TSPs hydrolysieren
die O-glycosidische Bindung zwischen der Rhamnose und der Galactose im O-Ag
und produzieren auf diese Weise Oligosaccharidfragmente aus 2RU als Hauptpro-
dukt (Andres, Gohlke u.a., 2013; Eriksson, Svenson u.a., 1979). Ausgehend von
den Unterschieden, die in den Bindungstests zwischen verschiedenen Salmonella-
Stammen und zwischen beiden T'SPs beobachtet wurden, wurde die katalytische
Aktivitat der TSPs gegeniiber isoliertem PS untersucht. Dazu wurde das PS mit
einem der beiden TSP inkubiert. Langere Oligosaccharidfragmente und TSP wurden
ausgefillt, und die verbliebenen kiirzeren Oligosaccharidprodukte wurden mittels
Groflenausschlusschromatographie aufgetrennt.

Die Chromatogramme der Produkte fiir die Salmonella-Stdmme Heidelberg 13-00586,
Kalamu und ParatyphiB sind in der Abb. 3.13 dargestellt. Der Stamm Salmonella
Heidelberg 13-00586 zeigte eine &hnliche Produktverteilung fiir beide TSPs. Das
héchste Signal mit einer Retentionszeit von etwa 28,5 min kann aufgrund des Laufver-
haltens der Standards (Abb. 3.13d) einem 2RU-Fragment zugeordnet werden. Beide
TSPs produzierten demnach 2RU als Hauptprodukt. Die Intensitat der 2RU-Peaks
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(a) Salmonella Heidelberg 13-00586 (b) Salmonella Kalamu
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(c) Salmonella ParatyphiB (d) 3RU- und 2RU-Standard
mv —oNaTSP| MV
] --- P22TSP

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 min 10 20 30 min

Abbildung 3.13: (a) bis (c) PS-Abbauprofile von 9NATSP (—) und P22TSP (- - -). Nach Inkubation
von PS mit einem TSP und anschlieBender Fallung nicht verdauter PS-Molekiile wurden die entstandenen
Oligosaccharidprodukte chromatographisch aufgetrennt. Die Detektion der Kohlenhydrate erfolgte
refraktometrisch. (d) Chromatogramm eines 1:1-Gemisches der Standards 3RU und 2RU. Beide Standards
entsprechen dem O4-Ag und wurden massenspektrometrisch verifiziert.

fir die Ansatze mit 9NATSP und P22TSP ist anndhernd gleich, mit einem mini-
malen Unterschied zugunsten von P22TSP. Dies korreliert mit den Ergebnissen der
FACS-Bindungsmessung, die P22TSP als einen minimal besseren Binder charakteri-
sierten. Gleichzeitig kann keine Aussage beziiglich der Signifikanz des beobachteten
Unterschieds von etwa 10 % getroffen werden, da keine Normierung vorgenommen
wurde. Neben dem Hauptprodukt produzierten die beiden TSPs langere Oligosac-
charidfragmente. Dabei werden bei der Inkubation mit dem P22TSP detektierbare
Mengen von 4RU und 5RU gebildet, mit den Retentionszeiten um jeweils ca. 24 ml
und 23 ml.

Die Produktverteilung nach dem Verdau von PS aus Salmonella Kalamu zeigte
deutliche Unterschiede zu Salmonella Heidelberg 13-00586. Das hochste Signal so-
wohl beim 9NATSP- als auch beim P22TSP-Ansatz wurde zwischen 17 und 20 min
detektiert. Aufgrund der kurzen Retentionszeit wurde es den Oligosaccharidfrag-

menten mit mehr als 7 RU zugeordnet. Da die Auflésung der eingesetzten Séule in
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diesem Bereich begrenzt ist, ist keine genaue Aussage beziiglich der Kettenlangen
enthaltener PS-Fragmente moglich. Das Auftreten dieser Signale kann ein Ergebnis
der unvollstdndigen Umsetzung des PS sein. In diesem Fall konnen die Signale auf
eine langsamere Kinetik der PS-Spaltung hinweisen. Alternativ kann es sich um
Fragmente handeln, die aufgrund von Modifikationen kein Substrat fiir das jeweilige
TSP darstellen. Da es sich dabei vermutlich um nicht hydrolysierte PS-Fragmente
handelt, die in allen Préparationen vorkamen, eignen sich diese als interne Standards.
Beide Stamme zeigten vergleichbare Intensitéten dieser PS-Fragmente fiir die Ansétze
mit INATSP und P22TSP. Dies erlaubt einen direkten Vergleich der Intensitéten fiir
kiirzere Oligosaccharidprodukte (2RU, 3RU) zwischen den Ansédtzen mit INATSP
und P22TSP. Der Verdau mit 9INATSP lieferte dhnliche Mengen von 2RU- und 3RU-
Fragmenten und dariiber hinaus verhéaltnisméflig hohe Mengen langerer Fragmente
mit 4 RU und 5 RU. Auch an dieser Stelle deuten die lingeren Oligosaccharid-
produkte auf eine unvollstdndige Umsetzung des PS hin. Obwohl beide Stamme
zur Serogruppe O4 gehoren, soll es zwischen den O-Ag-Strukturen beider Stamme
Unterschiede geben, die in der beobachteten Verschiebung der Produktverteilung
resultieren. Die Produktverteilungen deuten darauf hin, dass das O-Ag des Stamms
Kalamu ein schlechteres Substrat fiir 9NATSP darstellt, als das O-Ag aus dem
Stamm Heidelberg 13-00586. Ahnliches ging aus den Ergebnissen der FACS-Messung
hervor, wihrend ELITA-Ergebnisse beide Stamme als gleich gute Binder fiir INATSP

charakterisierten.

Die Verschiebung der Produktverteilung zugunsten der Oligosaccharidfragmente
mit 3 RU und 4 RU kann auf eine nicht-stochiometrische Modifikation zurtickgehen.
Ist ein Abschnitt aus 2 RU modifiziert und daher unzugénglich fiir ein TSP, erfolgt
die Spaltung an der nidchsten Rhamnose, was in einem verlangerten Oligosaccha-
ridprodukt resultiert. Gleichzeitig konnten sich die strukturellen Unterschiede auf
die Umsatzgeschwindigkeit bzw. Kinetik der PS-Spaltung auswirken. In diesem Fall
ware bei langeren Inkubationszeiten fiir den Stamm Salmonella Kalamu die gleiche
Produktverteilung zu erwarten wie fiir den Stamm Salmonella Heidelberg 13-00586.
Die Produktprofile in der Abb. 3.13 resultierten aus den Experimenten mit ca. 18 h
Inkubationszeit, so dass man von einem annahernd vollstindigen Umsatz ausgehen

kann.

Beim Vergleich der beiden TSPs in Bezug auf das Kalamu O-Ag, lieferte P22TSP
deutlich weniger Produkte aller Langen als 9NATSP. Das gleiche Verhalten wurde in
Bezug auf die Bindung beider TSPs bei ELITA- und FACS-Messungen beobachtet,
die 9NATSP als einen deutlich besseren Binder fiir den Stamm Salmonella Kalamu

identifizierten als P22TSP.
Das Produktprofil des Stamms Salmonella Paratyphi B zeigte ahnlich wie der

Stamm Salmonella Kalamu ein Signal fiir Oligosaccharidfragmente mit mehr als
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7 RU. Das Signal mit der Retentionszeit zwischen 14 und 18 min hat die gleiche
Intensitit bei den Ansétzen mit P22TSP und 9NATSP. Es kann analog zu den
Kalamu-Ansétzen als interner Standard betrachtet werden, was den Vergleich der
Intensitéten restlicher Signale zwischen 9INATSP und P22TSP erlaubt. Beide TSPs
lieferten 2RU als Hauptprodukt sowie geringere Anteile von 3RU. Das Verhéltnis
der Intensitaten der 2RU-Peaks deutet darauf hin, dass 9NATSP das O-Ag aus
Salmonella Paratyphi B effizienter umsetzen kann als P22TSP. Dies korreliert wie-
derum mit beiden Bindungstests, bei denen INATSP eine deutlich bessere Bindung
an die Bakterien dieses Stamms zeigte als P22TSP. Auffillig ist bei diesem Ansatz
eine schlechtere Auflosung der kurzen Oligosaccharidfragmente, trotz vergleichbarer
Intensitéiten der Signale bei allen getesteten Stammen. Die schlechtere Trennung von
2RU und 3RU bei Paratyphi B und die Form der Signale kann ein Hinweis darauf
sein, dass die Peaks jeweils mehrere Oligosaccharidfragmente unterschiedlicher Zu-
sammensetzung enthalten kénnten. Der Groflenunterschied dieser Fragmente wiirde
unterhalb der Auflésungsgrenze des eingesetzten Verfahrens liegen. Ausgehend von
der Trennung von 2RU und 3RU, die sich durch vier Kohlenhydrate unterscheiden,
ist ein Unterschied von einem bis zwei Kohlenhydraten moglich.

Die Ergebnisse des PS-Verdaus fiir die Salmonella Stémme Heidelberg 13-00586,
Kalamu und Paratyphi B korrelieren weitgehend mit den Daten der Bindungstests.
Waurde fiir eine Kombination aus einem Stamm und einem TSP eine bessere Bindung
bei den ETITA- und FACS-Experimenten beobachtet, resultierte der Verdau in
einem hoéheren Anteil kiirzerer Produkte, vor allem 2RU. Ferner legen die Ergebnisse
nahe, dass die beobachteten Unterschiede in der Bindung und Spaltung von PS auf
strukturelle Unterschiede der PS bzw. der O-Ag zuriickgehen, die nicht allein durch
die Serotypisierung erklart werden. Fiir detaillierte Aussagen reicht die Auflésung
der angewandten Methode nicht aus, daher wurden alternative analytische Verfahren

wie die Kapillargelelektrophorese und die MALDI-MS eingesetzt.

3.2.2 Einfluss der O-Acetylierung von O-Ag auf Degradation durch TSP

Die Verdauprofile des PS der Salmonella-Stamme Heidelberg 13-00586, Kalamu
und ParatyphiB zeigten unterschiedliches Verhalten von P22TSP und 9NATSP.
Dieses kann unter anderem auf nicht-stochiometrische Modifikationen des O-Ags
zuriickgehen. Eine solche Modifikation ist die O-Acetylierung der Abequose, die fiir
die O5-Spezifitat verantwortlich ist. Der Ausmafl der Acetylierung variiert von Stamm
zu Stamm und hangt unter anderem von Wachstumsbedingungen ab (Zandomeneghi
u. a., 2012). Die O-Acetylierung der Abequose kann chemisch entfernt werden, was
serologisch aus einem 04,5-Ag ein O4-Ag macht. Daher wurde das Verhalten von
P22TSP in Bezug auf das PS aus Salmonella Typhimurium DB7136 in seiner

urspriinglichen Form O4,5 und nach der Deacetylierung des isolierten PS untersucht.
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Die Acetylierung wurde mittels Matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/lonisierung
Massenspektrometrie (MALDI-MS) kontrolliert. Mit dieser Methode ist es bedingt
moglich, die Zusammensetzung der Oligosaccharide inklusive nicht-stéchiometrischer
Modifikationen zu bestimmen. Die Aussagen beziiglich der Verkniipfungen einzelner
Monosaccharide sowie genaue Unterscheidung verschiedener Hexosen ist dagegen
nicht moglich. Daher erfolgte die Zuordnung einzelner Peaks iiber die kalkulierten
Massen der Oligosaccharidfragmente, die fiir die jeweilige Serogruppe in der Literatur
beschrieben sind (http://csdb.glycoscience.ru, Stand: 14.09.2014; Toukach u. a., 2007).
Dartiber hinaus kann relative Intensitit einzelner Peaks semi-quantitative Aussagen
liefern (Szajli, Fehér und Medzihradszky, 2008; El-Hawiet, Kitova und Klassen, 2012),
die u.a. das Ausmaf einzelner Modifikationen wiedergeben. Die Intensitdten werden
unter der Annahme ausgewertet, dass die nicht-stochiometrischen Modifikationen
des O-Ags das Ionisierungsverhalten der Oligosaccharidfragmente nicht beeinflussen.
Langere PS-Ketten sind aufgrund ihres mangelhaften Ionisierungsverhaltens fiir
MALDI-MS ungeeignet. Aus diesem Grund wurde die Deacetylierung des PS aus Sal-
monella Typhimurium DB7136 {iber enzymatisch generierte Oligosaccharidfragmente
kontrolliert (Abb. 3.14a). Dafiir wurde das isolierte, deacetylierte PS mit P22TSP
verdaut. Die entstandenen Oligosaccharidfragmente mit einer Lange von etwa 2RU
wurden aufgereinigt und mittels MALDI-MS charakterisiert. Zum Vergleich wurde

nicht deacetyliertes PS aus dem gleichen Stamm analog behandelt und vermessen.

(a) (b)

1283,51

2RU-Fragment

1241,49 1325,52

h h 3RU-Fragment
M
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1241,42

T T T T T T T T T T T
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Abbildung 3.14: (a) MALDI-Massenspektren der 2RU-Fraktionen nach dem Verdau des PS durch
P22TSP. Das verdaute PS zeigte die O4,5-Serospezifitat, die auf eine O-Acetylierung der Abequose
zuriickzufihren ist (schwarz). Ein Teil der gleichen PS-Préaparation wurde vor dem Verdau chemisch
de-O-acetyliert (blau). (b) Effekt der O-Acetylierung der Abequose auf die Produktverteilung von
P22TSP. Das PS aus einem O4,5-Stamm wurde mit P22TSP verdaut (schwarz), und die entstandenen
Oligosaccharidfragmente wurden mittels GréBenausschlusschromatographie aufgetrennt. Alternativ wurde
das PS vor dem P22TSP-Verdau chemisch de-O-acetyliert (blau).

Das Massenspektrum des Hauptprodukts nach dem Verdau des nicht deacetylier-
ten PS aus Salmonella Typhimurium DB7136 mit P22TSP zeigt Signale fiir drei
Oligosaccharidfragmente mit einer Massendifferenz von jeweils 42,01 Da. Aufgrund

der geringen Massendifferenz wurden die drei Oligosaccharidfragmente durch die ein-
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gesetzte Groflenausschlusschromatographie nicht aufgetrennt. Die detektierte Masse
von 1241,49 Da korreliert mit einer berechneten Masse von 2RU plus der Masse eines
Natriumions (Na™) 1241,45 Da. Die Bildung von Na- und Kaliumaddukten entspricht
dem Ionisierungsverhalten neutraler Kohlenhydrate bei MALDI-MS (Harvey, 2009).
Die beiden zusétzlichen Massen 1283,51 Da und 1325,52 Da entsprechen einem ein-
fach acetylierten 2RU-Fragment (eine der beiden RU acetyliert) und einem doppelt
acetylierten 2RU-Fragment (beide RU mit jeweils einer Acetylgruppe). Diese Daten
stehen im Einklang mit den Ergebnissen der Serotypisierung des Stamms als O4,5.
Das MALDI-Massenspektrum des Produkts aus dem Verdau des de-O-acetylierten
PS zeigte keine Peaks fiir die acetylierten Oligosaccharidfragmente. Die Produkt-
profile von dem unbehandeltem PS (04,5) und dem chemisch de-O-acetyliertem
Polysaccharid (O4) aus Typhimurium DB7136 zeigten unterschiedliche Verteilungen
zwischen Fragmenten mit 2 RU, 3 RU und 4 RU (Abb. 3.14b). Die De-O-Acetylierung
resultiert in einer Verschiebung zugunsten kiirzerer Oligosaccharidfragmente: es wird
hauptséichlich 2RU gebildet, was auf eine effektivere Umsetzung des O-Ags hindeutet.
Da das deacetylierte O-Ag dem des Serotyps O4 entspricht, stellt das O4-Antigen ein
besseres Substrat fiir P22TSP als das O4,5-Antigen dar. Die Struktur des Komplexes
aus P22TSP und einem gebundenen 2RU-Fragment zeigt mehrere Interaktionen mit
Dideoxyhexosen, im Fall des O4-Antigens mit der Abequose. Eine O-Acetylierung der
Abequose, wie sie beim O4,5-Antigen vorliegt, wiirde mit der Bindung interferieren,

was sich negativ auf die hydrolytische Aktivitat von P22TSP auswirken konnte.
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Abbildung 3.15: Elektropherogramme der Produkte nach einem LPS-Verdau mit P22TSP. Das isolierte
LPS des Stamms Salmonella Typhimurium DB7136 wurde mit einer katalytisch aktiven Form von
P22TSP inkubiert und die entstandenen Oligosaccharidfragmente mittels Kapillargelelektrophorese
aufgetrennt (blau). 2RU-Standard (schwarz) und 3RU-Standard (grau) aus dem PS der Serogruppe O4
markieren die Laufpositionen beider Oligosaccharidfragmente.
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Die fiir die Analytik der Produktprofile eingesetzte analytische (vgl. Abb. 3.13,
S.55) und praparative Abb. 3.14b Grofienausschlusschromatographie erlaubt keine
Trennung der acetylierten und nicht acetylierten Oligosaccharidfragmente. Daher
wurde fiir die Erfassung weiterer Produktprofile Kapillargelelektrophorese (CE)
eingesetzt. Diese Methode bietet eine hohere Auflésung gegeniiber der Grofienaus-
schlusschromatographie sowie einen hoheren Durchsatz, wodurch mehr Stamme
getestet werden konnten. Diesmal wurde die katalytische Aktivitat gegeniiber isolier-
tem LPS untersucht, obwohl der Einsatz des PS auch moglich wére. Die aufgereinigten
LPS wurden mit der katalytisch aktiven Form von P22TSP inkubiert. Analog zu
den Ansédtzen mit PS wurden lange LPS-Fragmente sowie die Fragmente bestehend
aus Lipid A und Kernsaccharid ausgefillt. Die entstandenen Oligosaccharidprodukte
wurden mit einem negativ geladenen Fluoreszenzfarbstoff derivatisiert (Chen, Doba-~
shi und Evangelista, 1998). Dieser stellt die notige negative Ladung zur Verfiigung
und erlaubt gleichzeitig Detektion der Oligosaccharidfragmente mittels Fluoreszenz.
Anschliefend wurden die markierten Oligosaccharidfragmente mittels CE untersucht
(Abb. 3.15). Fiir die Zuordnung der Signale wurden zwei Oligosaccharidfragmente
mit dem gleichen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Dabei handelt es sich um zuvor
préaparierte und doppelt chromatographierte 2RU- und 3RU-Fragmente aus dem de-
O-acetyliertem O4,5-Ag. Die Identitiat der Fragmente wurde massenspektrometrisch
verifiziert.

Der Verdau von LPS aus dem laborinternen Referenzstamm Salmonella Typhimuri-
um DB7136 mit P22TSP zeigte zwei Hauptprodukte. Die beiden Signale wurden mit
einer Verzogerung von etwa einer Minute detektiert, verglichen mit den Standards
fir 2RU und 3RU. Der Stamm Typhimurium DB7136 gehort zum Serotyp O4,5
und unterscheidet sich vom Serotyp O4 der Standards durch eine Acetylierung der
Abequose. Daher kann man annehmen, dass die detektierte Verzogerung auf die
Acetylierung der Oligosaccharidfragmente zuriickzufithren ist. Der zweite Stamm
vom gleichen Serotyp 04,5 ist Salmonella Heidelberg 13-00308. Auch dieser zeigt
eine Verschiebung des Signals fiir das Oligosaccharid mit 2RU, obwohl ein gerin-
ger Unterschied zum Typhimurium-Stamm DB7136 besteht (vgl. Abb. 3.16, S.62).
Vergleicht man das Produktprofil des Stamms Typhimurium DB7136 mit denen
der restlichen Stamme in der Abb. 3.16, fallt auf, dass nur beim Stamm DB7136
verhaltnisméBig viel vom ldngeren Oligosaccharidfragment mit 3RU produziert wurde.
Damit kann die vermehrte Produktion ldngerer Fragmente auf die Acetylierung des

O-Ags zuriickgefiihrt werden.

3.2.3 Einfluss der Glucosylierung von O-Ag auf Degradation durch TSP

Ein Auswahl der Salmonella-Stamme der Serogruppe 04(,5) aus der RKI-Sammlung
wurde mit beiden TSPs verdaut, um katalytische Aktivitdt mit den Bindungsdaten
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aus dem ELITA- und dem FACS-Experiment zu vergleichen. Die Produktprofile
sind in der Abb. 3.16 fiir INATSP und P22TSP zusammengefasst. Einige Ansétze
wurden analog zum Stamm Salmonella Typhimurium DB7136 analysiert: das isolierte
PS wurde verdaut und die Oligosaccharidprodukte mit 2 RU, falls diese vorhanden
waren, mittels MALDI-MS charakterisiert. Auf diese Weise sollten Korrelationen
zwischen der Zusammensetzung des O-Ag bzw. der Oligosaccharidfragmente und der

Produktverteilung der beiden TSPs untersucht werden.

Der Stamm Salmonella Heidelberg 13-00308 zeigte keine Produkte nach der Inku-
bation mit P22TSP, wihrend Inkubation mit 9NATSP ein Signal lieferte, das dem
Oligosaccharidfragment mit 2RU zuzuordnen ist. Ein dhnliches Verhalten beider
TSPs wurde im ELITA-Experiment beobachtet, bei dem das P22TSP eine sehr
schwache Bindung an der Nachweisgrenze aufwies. Auch im Fall von Salmonella
Brancaster verhielt sich P22TSP ahnlich: Es zeigte eine deutlich schwéchere Bindung
als 9NATSP bei ELITA- und FACS-Messung (vgl. Abb.3.6, S.43 und Abb. 3.10,
S.51). Dies korreliert mit den detektierten Produktmengen nach der Inkubation von
Brancaster-LPS mit beiden TSPs (Abb. 3.16). Dariiber hinaus wurde fir das Signal
mit dem Hauptprodukt des Verdaus eine Verschiebung im Laufverhalten gegeniiber
dem 2RU-Standard beobachtet, &hnlich wie es bei O4,5-Stammen Heidelberg 13-00308
und Typhimurium DB7136 der Fall war (Abb. 3.17). Gleichzeitig wurde der Stamm
Salmonella Brancaster als O4 serotypisiert, was eine Acetylierung der Abequose
ausschlieit. Infrage kiimen eine Acetylierung an einer Position des O-Ags, die durch
die eingesetzten Antikorper nicht erfasst wird, oder eine andere Modifikation des
04-Antigens. Das Massenspektrum des Hauptprodukts nach dem Verdau von PS aus
Salmonella Brancaster mit INATSP zeigt neben dem Signal fiir ein 2RU-Fragment
ein weiteres prominentes Signal (Abb. 3.18a). Das zweite Signal bei 1565,53 Da weicht
um 0,03 Da von der kalkulierten Masse fiir das 2RU-Fragment mit zwei zusétzlichen
Hexosen ab. In der Literatur finden sich zwei Strukturen, die ein Fragment mit der
detektierten Masse produzieren konnten: in beiden Féllen handelt es sich um eine
Glucosylierung an den Galactose-Positionen C4 oder C6. Diese Glucosylierungen
werden serologisch entsprechend als Serotyp 0125 und O1 (auch O12;) bezeichnet.
Das Signal bei 1565,53 Da geht demnach auf die 2RU-Fragmente, mit je einer Glucose
pro RU. Eine préizise Aussage iiber die Lokalisation der Glucosylierung ist aus den
verfiigharen Daten nicht moglich, dies miisste in MS/MS-Experimenten aufgeklart
werden. Des weiteren geht aus dem Vergleich der Verdauprofile fiir P22TSP und
9NATSP hervor, dass 9INATSP eine Glucosylierung des O-Ags, wie sie bei Sal-
monella Brancaster vorliegt, besser tolerieren kann als P22TSP. Die beobachteten
Unterschiede in der Bindung durch die beiden TSPs sowie die nahezu vollstandige
Glucosylierung des O-Ags machen den Stamm Salmonella Brancaster zu einem

interessanten Kandidaten fiir detaillierte Interaktionsstudien.
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Abbildung 3.16: Elektropherogramme der Produkte nach einem LPS-Verdau mit P22TSP und 9NATSP.
Das isolierte LPS aus ausgewahlten Salmonella-Stammen wurde mit einer katalytisch aktiven Form
von P22TSP oder 9NATSP inkubiert und die entstandenen Oligosaccharidfragmente mittels Kapillar-
gelelektrophorese aufgetrennt. Die 2RU- und 3RU-Standards markieren die Laufpositionen jeweiliger
Oligosaccharidfragmente (iberlagerte Elektropherogramme, cyan und grau). Bei den restlichen Proben
sind Ansédtze mit 9INATSP als durchgehende Linien dargestellt, die Ansitze mit P22TSP als gestrichelte
Linien.

Beim Stamm Salmonella Heidelberg 13-00586 wurde im ELITA-Test eine Bindung
von beiden TSPs beobachtet, mit einer ausgepréigten Praferenz fir P22TSP. Die
Signalintensitdten der Hauptprodukte nach dem Verdau mit 9INATSP und P22TSP

zeigten ein ahnliches Verhéltnis: Bei der gleichen Ausgangsmenge von LPS lieferte der
Verdau mit P22TSP hohere Mengen an 2RU (Abb. 3.16). Das Massenspektrum des
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Hauptprodukts nach einem TSP-Verdau enthélt ein einziges Signal bei 1241,45 Da
(2RU) und zeigt, dass das O-Ag des Stamms hoéchstwahrscheinlich nicht modifi-
ziert ist. Da diesmal keine zusétzliche Variabilitdt der O-Ag-Struktur durch nicht
stochiometrische Modifikationen vorlag, qualifizieren die beobachteten Unterschie-
de hinsichtlich der Bindung und der katalytischen Aktivitdt das P22TSP als ein
effektiveres Enzym bzw. einen effektiveren Binder fiir die Grundstruktur des O4-Ags
(Andres, Roske u. a., 2012).

Abbildung 3.17: Ausschnitt der Elektrophero-
gramme der Verdauprodukte von 9NATSP aus
der Abb. 3.16. Dargestellt wurde der Bereich
’L—] Brancaster (2RU, glucosyliert) mit den Produkten, bestehend aus 2 RU. Die
Angaben tber eine Glucosylierung oder eine Ace-
[_ tylierung des jeweiligen O-Ags beziehen sich auf

Typhimurium DB7136 (2RU, acetyliert) die massenspektrometrischen Daten. Die Inten-
sitaten der Peaks wurden auf die Intensitat des
2RU-Standards normiert.

Salmonella-Stamme:

Heidelberg 13-00308 (2RU, acetyliert)

2RU Standard

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 7 8 9 10 Min

Die Produktverteilungen der Salmonella-Stamme Paratyphi B und Typhimurium
13-01225 zeigten nicht die ausgepragten Unterschiede zwischen 9NATSP und P22TSP,
die zuvor in den Bindungsexperimenten beobachtet wurden. LPS aus Salmonella
Paratyphi B lieferte jeweils vergleichbare Elektropherogramme fiir P22TSP und
9NATSP, wihrend die FACS-Daten und besonders die ELITA-Daten auf eine effekti-
vere Bindung von 9NATSP hindeuteten. Méglicherweise wurde eine weniger effiziente
Bindung des Substrats durch eine hohere katalytische Aktivitat von P22TSP in
Bezug auf Paratyphi B-LPS kompensiert. Das Massenspektrum der Verdauprodukte
aus Paratyphi B-LPS zeigt neben der Masse des 2RU-Fragments weitere Signale. Ein
Oligosaccharidfragment mit der Masse von 1565,52 Da wurde bereits bei Salmonella
Brancaster beobachtet und einer glucosylierten Form von 2RU zugeordnet. Wéhrend
bei Salmonella Brancaster ca. 90 % der Oligosaccharidfragmente glucosyliert vor-
lagen, fiel der Anteil des glucosylierten PS bei Salmonella Paratyphi B deutlich
geringer aus. Die Verteilung der Signalintensitidten der glucosylierten und nicht-
glucosylierten Oligosaccharidfragmente stimmt im CE-Elektropherogramm und im
Massenspektrum iiberein. Ein direkter Vergleich der CE-Verdauprofile fiir 9NATSP
und P22TSP zeigt, dass OINATSP, nicht aber P22TSP, Signale fiir das glucosylierte
2RU-Fragment lieferte. Das bedeutet, INATSP war in der Lage, neben dem O4
O-Ag auch eine glucosylierte Form dieses O-Ags (04,121 oder 125) umzusetzen.
Gleichzeitig ist anzumerken, dass der Stamm Paratyphi B laut der Serotypisierung

weder eine O12;- noch eine 125 Serospezifitit zeigte. Dagegen lieferte P22TSP keine
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glucosylierten Fragmente. Beides deutet auf den Befund hin, der bereits beim Stamm
Salmonella Brancaster beobachtet wurde: Wahrend 9INATSP die Glucosylierung des
O-Ags tolerieren konnte, hydrolysierte P22TSP bevorzugt die nicht-glucosylierten
PS-Abschnitte.

Interessanterweise wurden bei beiden Stammen, Salmonella Brancaster und Paraty-
phi B, entweder die vollstandig glucosylierten Fragmente mit einem Glucose-Rest pro
RU oder die vollstandig nicht glucosylierten Fragmente detektiert. Ein 2RU-Fragment
mit nur einer glucosylierten RU wurde dagegen bei MALDI-MS nicht beobachtet.
Moglicherweise lauft die Glucosylierung stochiometrisch ab und die beiden Populatio-
nen von PS; die glucosylierte und die nicht-glucosylierte, sind auf zwei verschiedene
Phasen innerhalb der gleichen Zellkultur zurtickzufithren. Zumindest fiir den Stamm
Salmonella Brancaster wurde im FACS-Experiment eine ausgepragte Aufspaltung
der Zellpopulation beobachtet, die ebenfalls auf zwei Subpopulationen bzw. zwei
Phasen hindeutet. Gleichzeitig muss man beachten, dass die fiir MALDI-MS einge-
setzten Oligosaccharidfragmente durch die katalytische Aktivitat der beiden TSPs
entstanden sind. Das bedeutet, dass die beobachteten Oligosaccharidfragmente nicht
nur die Zusammensetzung des PS représentieren, sondern auch die Praferenzen des
jeweiligen TSPs. Das bedeutet, wenn 9NATSP bevorzugt die vollstindig glucosy-
lierten Fragmente umsetzen wiirde, wiirden keine teilweise glucosylierten Produkte
gebildet.

3.2.4 Die Zusammensetzung der O-Ag Fragmente wird durch die

Serotypisierung nicht vollstandig reprasentiert

Die Daten der MALDI-MS der Salmonella-Stamme lassen Riickschliisse auf die
Zusammensetzung des O-Ags bzw. seiner Teile zu. Neben den bereits im vorigen
Abschnitt erwdhnten MS-Spektren der Stdmme Salmonella Brancaster, Heidelberg
13-00568, Paratyphi B und Typhimurium DB7136 wurde ein MS-Spektrum fiir Oligo-
saccharidfragmente des Stamms Salmonella Kalamu aufgenommen (Abb. 3.18¢). Die
Zusammensetzung des O-Ags, die sich aus dem Spektrum ableiten lie}; &hnelt stark
der Zusammensetzung des Stamms Salmonella Brancaster. Das 2RU-Fragment lag
iiberwiegend in der glucosylierten Form vor, da das Signal bei 1565,52 Da dominierte.
Dartiber hinaus wurden sowohl fiir die glucosylierten als auch fiir die nicht glucosylier-
ten Formen Signale mit einer Massendifferenz von etwa 42,01 Da beobachtet, die auf
eine zusatzliche Acetylierung der Fragmente hindeuten. Der Anteil der Acetylierung
lag bei etwa 30 %, vorausgesetzt, die Acetylierung hat keinen signifikanten Einfluss
auf das lonisierungsverhalten der Oligosaccharidfragmente.

Insgesamt zeigten alle mittels MALDI-MS charakterisierten Salmonella-Stédmme bis
auf den Stamm Salmonella Heidelberg 13-00586 eine teilweise Acetylierung der O-Ag-

Fragmente. Interessanterweise war der Stamm Salmonella Typhimurium DB7136

64



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung der O-Ag ausgewahlter Salmonella-Stamme

(a) Salmonella Brancaster + 9NATSP (b) Salmonella Heidelberg 13-00586 + P22TSP
Int. ® ® Int.
% 1565.528 %
1241.454 (+0.005
(0.026) QOAD (+0.005)
100 100 — & ®
] ] o ¥Ne
] ® © ]
80 10 O 80 ]
., 11241.435 (-0.015) 60 ]
1 1607.53 (-0.034) 1
0] 1435.466 (+0.058) 40 ]
20 ; L 20 ;
ENE L L ERN A L
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 111\1111\‘11\\111\1‘11\1111\1‘11\111\\1‘1\111\\11‘\\111\111
1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 m/z 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 m/z
(c) Salmonella Kalamu + 9NATSP (d) Salmonella Paratyphi B + 9NATSP
Int. & ® Int.
i 1565.520 %
100/7 (0.035 KLOAQ o 1241.442 (-0.008) ® @
1 ® @ ] ® @ OOAD
10@A0 | |0®a0
% 711241.432 (-0.018) 8] 1565.517
] 1283.438 (.0.022) 1607.526 (-0.038) . (-0.038)
60 ] . -0. 60 1283.44 1607.519 (-0.046)
1 1 (o002 1435444
1 1435.446 (+0.038) 1 (+0.036)
7 1477.45 7] 1711.544
1 1 1477.451 (0.011)
0| i L | W 0 ;,_1@_.__‘44{__4_._‘\,
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 1111111\‘11\\111\1‘11\1111\1‘11\111\\1‘1\111\\11‘\\111\111
1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 m/z 1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 m/z

(e) Salmonella Typhimurium DB7136 + P22TSP
Int. [1241.485 1283.518 (+0.059)

% (+0.036V

® ®
O O

,_.

o

S
|

80
1325.54 (+0.071)
60

40

20

oo b b b by a s

A

Iy
T T T T T[T T T T T[T T T T[T T T T[T T T[T rrTrT

1.200 1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 m/z

0

Abbildung 3.18: MALDI-Massenspektren des Hauptprodukts nach dem Verdau des isolierten PS mit
einem TSP. Die Zahlen in Klammern zeigen die Differenz zwischen der detektierten und der berechneten
Masse. Die Masse von 1241,45 Da entspricht der Masse des 2RU-Fragments plus Natrium. Die Signale bei
1283,46 Da wurden aufgrund der Massendifferenz von 42,01 Da einer einfach-acetylierten Form von 2RU
zugeordnet. Die Masse von 1565,55 Da entspricht dem 2RU-Fragment mit zwei zusatzlichen Glucosen.
Der korrespondierende Signal bei 1607,56 Da reprasentiert die einfach-acetylierte Form des glucosylierten
2RU-Fragments. Beim Verdau des PS aus Salmonella Typhimurium DB7136 (f) wurden neben der
2RU-Masse von 1241,49 Da zwei weitere Signale mit einer Massendifferenz von 42,01 Da detektiert.
Diese entsprechen der einfach- und doppelt-acetylierten Formen des 2RU-Fragments. Die Masse von
1435,45 Da korreliert mit der Masse von zwei vollstandig glucosylierten RU ohne eine Didesoxyhexose.
Eine Acetylierung des Oligosaccharidfragments hat die Masse von 1477.46 Da
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der einzige Stamm, bei dem die Massenpeaks auf eine partielle und vollstdndige
Acetylierung von 2RU hindeuten. Alle anderen Stamme zeigten nur Signale fir
einfach acetyliertes bzw. teilweise acetyliertes 2RU-Fragment. Bei der serologischen
Typisierung dieser Stamme fithrte die massenspektrometrisch detektierte Acetylierung
des O-Ags nicht zur O4,5-Spezifitat (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4: Ubersicht der mit MALDI-MS detektierten Modifikationen der O-Ag-Fragmente. Doppeltes
Plus markiert die Ansitze mit der hochsten relativen Intensitat der Signale der glucosylierten Form. Im
Fall von Typhimurium DB7136 wurden Signale des vollstandig acetylierten 2RU-Fragments beobachtet,
so dass dieser Stamm, als starker acetyliert, mit zwei Plus-Zeichen markiert ist. Die bei der MALDI-
MS detektierte Acetylierung bei den Stammen Brancaster, Kalamu und Paratyphi B wurde bei der
Serotypisierung nicht als 04,5-Ag detektiert.

Salmonella-Stamm Glucosylierung  Acetylierung  O-Ag (serologisch)
Brancaster ++ + 4
Heidelberg 13-00586 — — 4
Kalamu ++ + 4
Paratyphi B + + 4
Typhimurium DB7136 — ++ 4.5

Neben eindeutig zugeordneten Signalen traten bei Ansétzen Brancaster, Kalamu
und Paratyphi B weitere Signale bei 1435,45 Da und teilweise bei 1477,45 Da auf.
Die Masse von 1435,45 Da entspricht auf £0,06 Da der kalkulierten Masse von zwei
glucosylierten repetitiven Einheiten, bei denen eine Didesoxyhexose bzw. eine Abe-
quose im Fall von einem O4-Ag fehlt. Die a-1-3 glycosidische Bindung zwischen
Dideoxyhexosen und Mannose ist relativ labil, so dass eine Abspaltung durch eine
hohe Laserintensitat beim Ionisieren durchaus moglich wére (Zaia, 2010).

Eine Ubersicht der Ergebnisse in der Tabelle 3.4 listet vier Salmonella-Stimme
der Serogruppe O4 auf. Drei davon zeigen Glucosylierung und Acetylierung in unter-
schiedlichem Ausmaf}. Trotz der stark ausgepragten Glucosylierung des O-PS, wurden
diese Stamme urspriinglich nicht als O12; oder O12, charakterisiert. Angesichts der
ausgeprigten Glucosylierung bei den Stammen Brancaster und Kalamu, kann eine
fehlende O12;- oder O12,-Spezifitdt nicht durch eine zu schwache Agglutinierung
bei der Serotypisierung erklért werden. Eine mogliche Erklarung ist eine spéatere
Infektion mit einem serokonvertierenden Bakteriophagen oder eine Mutation, die zur

Aktivierung beteiligter Gene fiihrte.
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung der Salmonella-Stamme mit bindenden
O-Ag-Varianten

4.1.1 Technische Aspekte des ELITA-Bindungstests

Der Hintergrund der vorliegenden Arbeit liegt thematisch auf Interaktion komplexer
Kohlenhydrate mit Proteinen. Fiir die detaillierte biophysikalische Charakterisierung
der Interaktionen sind Binderpaare aus Protein und Kohlenhydrat notig, die Kri-
terien wie chemische Stabilitat, Verfiigbarkeit und eine ausreichende Affinitét der
Bindung erfiillen. Ein Interaktionssystem mit entsprechenden Eigenschaften besteht
aus bakteriellen O-Ag und viralen Adhésionsproteinen bzw. Tailspikes (TSP). In
der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden etabliert, um Bakterienstamme zu
identifizieren, deren O-Ag durch eingesetzte TSP-Sonden gebunden wird.

Eine der etablierten Methoden, ELITA, basiert technisch auf ELISA mit viralen
TSPs anstelle von Antikorpern. Der Ablauf setzt sich aus drei Schritten zusammen.
Die Bakterienkulturen werden bis zu einer empirisch ermittelten Dichte angezogen,
inaktiviert und auf einer Mikrotiterplatte unspezifisch adsorbiert. Anschliefend
folgt die Inkubation mit einer TSP-Sonde, gefolgt von den Waschschritten, um
die unspezifisch gebundene TSP-Sonde zu entfernen. Die beiden eingesetzten TSPs
stammen aus den Bakteriophagen 9NA und P22. Beide Proteine enthalten eine
Mutation in der Bindungsstelle bzw. katalytisch aktiven Tasche und besitzen anders
als die Wildtyp-TSPs keine hydrolytische Aktivitdt gegeniiber O-Ag. Zusétzlich
wurden beide TSPs um eine N-terminale TwinStrep-Markierungssequenz erganzt, um
das an die Bakterien gebundene TSP nachzuweisen. Der Nachweis erfolgt iiber ein
Streptactin-Konjugat, das einerseits fiir Bindung der TwinStrep-Sequenz optimiert
ist und andererseits iiber die gekoppelte Peroxidase per Farbreaktion detektierbar
ist.

Die hohe Sensitivitat des eingesetzten Nachweissystems geht unter anderem auf die
multiplen Bindungsstellen zurtick: Die TwinStrep-Sequenz enthalt zwei Erkennungsse-
quenzen pro TSP, was bei einem nativen TSP-Trimer in sechs Erkennungssequenzen
pro TSP-Partikel resultiert. Streptactin enthélt pro Partikel vier Bindungsstellen.
Dies bedingt die hohe Aviditdt der Bindung, kann aber auch zu der Quervernetzung
der Proben fithren. Zum einen sind Phagenpartikel normalerweise auch polyvalent,
da sie iiber mehrere Adhésionsproteine pro Partikel verfligen. Zum anderen kann eine
Voragglutinierung bzw. Quervernetzung der TSPs durch das Streptactin-Konjugat
potentiell die Sensitivitdt des Systems steigern. Analog wird mit quervernetzenden

anti-6 x His-Antikorpern verfahren, die potentielle Binder vor dem Test auf Microar-
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rays quervernetzen (Rillahan und Paulson, 2011; Blixt u.a., 2004). Die aus der
Quervernetzung resultierenden Vor-und Nachteile werden detailliert im Abschnitt
4.1.3 diskutiert.

Die Waschbedingungen beim ELITA sind entscheidend fiir die Unterscheidung
zwischen einer spezifischen und einer unspezifischen Bindung der eingesetzten TSP-
Sonden. Wéhrend der Optimierung der Waschbedingungen wurde keine unspezifische
Bindung der TSP-Sonden beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigte das Streptactin-
Konjugat eine deutliche Tendenz zur unspezifischen Bindung, was bei den Waschschrit-
ten den Einsatz vergleichsweise hoher Konzentrationen von Tween 20 (0,2% (v/v))
und NaCl (0,2 M) notig machte. Eine der méglichen Ursachen fiir die beobachtete
unspezifische Bindung ist die Oberflache der eingesetzten Mikrotiterplatten. Diese
zeichnet sich durch ein hohes Adsorptionsvermogen und garantiert, dass geniigend
Bakterien immobilisiert werden, um Bindung von TSP-Sonden detektieren zu kénnen.
Der unspezifische Charakter der Adsorption soll vermeiden, dass Unterschiede in
der Zusammensetzung des O-Ags in unterschiedlich effektiven Adsorptionsraten der
Stdmme resultieren und damit die Ergebnisse des Bindungstests verfalschen. Anderer-
seits konnen dadurch auch verschiedene Komponenten des Tests unspezifisch binden,
darunter das Streptactin-Konjugat. Da TSP-Sonden an sich keine unspezifische Bin-
dung zeigten, ist das etablierte System dennoch fiir Messungen mit verschiedenen
TSPs geeignet: Solange die TwinStrep-Markierungssequenz und das Streptactin-
Konjugat als Detektionssystem eingesetzt werden, miissen die Waschbedingungen
nicht angepasst werden. Dies ist essentiell fiir die Vergleichbarkeit der Daten, denn
zusétzliche Waschschritte reduzieren nachweislich die Menge an spezifisch gebun-
denem TSP. Dies wird unter anderem beim Test der Spezifitdt der detektierten
TSP-Bindung deutlich (vgl. Abschnitt 3.1.2.5) deutlich. Durch die Vorinkubation mit
einer katalytisch aktiven Form von 9NATSP waren zusétzliche Waschschritte notig.
Die Kontrollanséatze wurden dabei mit Puffer ohne TSP vorinkubiert und analog zu
den Proben mit TSP zusétzlich gewaschen. Die zusétzlichen Waschschritte fiihrten
bei den Kontrollansédtzen zu teilweise niedrigeren absoluten Signalen im Vergleich
zu den Ansétzen ohne Vorinkubation. Neben der Vergleichbarkeit der Daten beein-
flussen die eingesetzten Waschbedingungen die Sensitivitat des Tests. Bei harschen

Waschbedingungen werden schwécher interagierende Binderpaare nicht identifiziert.

ELITA konnte wie die zugrunde liegende ELISA-Methode weitgehend durch den
Einsatz von Pipettierrobotern automatisiert werden. Dies kann fiir den notigen
Durchsatz und die Parallelisierbarkeit beim Testen groflerer bakterieller Bibliotheken
sorgen. Der kritische Schritt hinsichtlich der Automatisierbarkeit ist die Kultivierung
der Bakterien. Dabei stellt die mehrfache Kontrolle der Zelldichte den intensivsten
Arbeitsschritt dar, speziell wenn mehr als fiinf Stdmme parallel angezogen werden

und diese ein ausgepriagt unterschiedliches Verhalten beim Wachstum aufweisen.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Kontrolle der Zelldichte in mehrfacher
Hinsicht essentiell ist (vgl. Abschnitt 3.1.2.1). Es wurde beobachtet, dass Zellen
je nach der Wachstumsphase unterschiedliches Bindungsverhalten im ELITA zei-
gen. Dies korreliert mit publizierten Daten, wonach sich die Zusammensetzung des
0O-Ags, z. B. Acetylierung der Abequose, im Laufe der Kultivierung verédndern kann
(Zandomeneghi u. a., 2012). Infolgedessen wiirde je nach der Wachstumsphase der
eingesetzten Bakterien unterschiedliches Bindungsverhalten der TSP-Sonden beob-
achtet. Ahnliches Verhalten wurde bereits bei Serotypisierung der Salmonella-Spezies
beobachtet, so dass fiir den Nachweis einiger Serogruppen ein optimaler Abschnitt der
Wachstumsphase empfohlen wird (personliche Kommunikation mit Dr. W. Rabsch).

Der zeitliche und apparative Aufwand des Experiments ist verhéltnisméaBig niedrig.
Fiir die Durchfithrung des kompletten Bindungstests werden mindestens zwei Tage
benotigt, da am ersten Tag Bakterienkulturen angezogen und iiber Nacht an die
Mikrotiterplatte adsorbiert werden. Theoretisch sind auch kiirzere Adsorptionszeiten
moglich. Allerdings profitiert man von den kiirzeren Adsorptionszeiten erst, wenn
alle Schritte in der Mikrotiterplatte (Inaktivieren mit Phenol, Blockieren mit Se-
rumalbumin und der Bindungstest mit TSPs inklusive photometrischer Detektion)
voll automatisiert ablaufen. Damit kann die Lange des Experiments auf etwa 24 h
reduziert werden, was beim Testen groflierer Bakterienbibliotheken mit mehreren
TSPs vorteilhaft wére.

Die im EILTA-Bindungstest erhaltenen Ergebnisse sind semi-quantitativ. Als
Folge kann lediglich die Tendenz verschiedener Stamme verglichen werden, eine
TSP-Sonde zu binden. Ein wichtiger Aspekt ist dabei die Adsorption der Bakterien
an die Oberflache der Mikrotiterplatte. Sollte ein Stamm aufgrund abweichender
Zusammensetzung des O-Ags weniger gut an die Mikrotiterplatte binden, wird dies
als schwéchere Bindung der TSP-Sonde interpretiert. Daher sollte die Adsorpti-
on unterschiedlicher Stdmme beispielsweise mittels Fluoreszenzmikroskopie oder
einer Gram-Féarbung mit anschlieBender Mikroskopie quantitativ kontrolliert werden.
Eine weitere Eigenschaft der Bakterienstamme, die das absolute Signal im ELITA-
Bindungstest beeinflussen kann, ist die Lange des O-Ags. Diese unterliegt einer
betrachtlichen Variabilitat zwischen den Stdmmen und betragt zwischen 1RU bei
semi-rauen Stammen bis zu 100RU (Raetz und Whitfield, 2002). Zusétzlich kann sich
die Lange der O-Ag-Ketten aufgrund der Phasenvariabilitdt dynamisch verandern
(Cota, Blanc-Potard und Casadests, 2012). Bei gleicher Anzahl immobilisierter
Bakterien bieten Stdmme mit langerem O-Ag mehr potentielle Bindungsstellen fiir
die TSP-Sonde. Dadurch sind unterschiedliche detektierte Bindungseffizienzen fiir
Stamme mit gleicher Zusammensetzung des O-Ags moglich. Diese Aspekte betreffen

keine direkten Vergleiche der Bindung von mehreren verschiedenen TSPs.
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4.1.2 9NATSP und P22TSP differenzieren im ELITA-Test zwischen

Salmonella-Stammen gleicher Serogruppen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem ELITA-Test eine Bibliothek aus 44 Sal-
monella-Stammen mit zwei TSP-Sonden erfolgreich getestet. Davon gehorten 38
Stamme zu den potentiell bindenden Serogruppen 02, O4, 04,5, 09. Stamme dieser
Serogruppen wurden als Wirte fiir Bakteriophagen 9NA und P22 beschrieben, deren
TSP als Sonden beim ELITA eingesetzt wurden (Lindberg, 1973; Wilkinson, Gem-
ski und Stocker, 1972). Ein gemeinsames Merkmal dieser Serogruppen bildet das
O12-Antigen, das auf den linearen Teil des O-Ags aus Mannose, Rhamnose und Galac-
tose zurtickgeht. Zusétzlich wurde ein LPS-produzierender F. coli-Stamm HTD2158
als Kontrollstamm mit nicht bindendem LPS eingesetzt. Der ELITA-Bindungstest
erlaubte eine eindeutige Unterscheidung zwischen Stammen, die bindende O-Ag-

Varianten herstellen, und den Stdmmen mit nicht bindendem O-Ag.

4.1.2.1 Keine Bindung der TSPs an die Stamme der Serogruppen
01,9,46,27, 03,10 und O11

Zu den untersuchten Stdmmen mit nicht bindendem O-Ag zdhlten neben dem F. coli-
Stamm je zwei Salmonella-Stdmme der O-Serogruppen 01,9,46,27, 03,10 und O11.
Stamme dieser Serogruppen gehéren nicht zu den potentiellen Wirten von 9NA oder
P22. Das O-Ag dieser Serogruppen weist partiell Gemeinsamkeiten mit dem O-Ag der
Serogruppen 02, O4, 04,5 und O9 auf. Das O-Ag 01,9,46,27 basiert strukturell auf
dem O-Ag O9: Es enthélt die gleichen Kohlenhydrate in der repetitiven Untereinheit
(RU) (Curd, D. Liu und P. R. Reeves, 1998; Peter R. Reeves u.a., 2013). Ein
Unterschied liegt in der a-1-6-Verkniipfung zwischen der Galactose und der Mannose.
Zusatzlich weist der anomere Kohlenstoff des Mannose-Rests sowohl eine a- als
auch eine g-Konfiguration auf. Die resultierenden strukturellen Unterschiede sind
gravierend fiir die Bindung der getesteten TSPs: Wahrend alle getesteten Stdmme
der Serogruppe O9 mit Ausnahme des Stamms Salmonella Bad Langensalza eine
eindeutige Bindung durch P22TSP und 9NATSP zeigten, wurde bei den Stammen
der Serogruppe 01,9,46,27 keine signifikante Bindung beobachtet.

Bei der Serogruppe 03,10 ist der lineare Teil der O-Ag-Kette aus den gleichen
Kohlenhydrat-Resten aufgebaut wie das O12-Ag. Im Unterschied zum O12-Ag liegt
bei der Serogruppe 03,10 eine a-1-6-Verkniipfung zwischen den Galactose- und
Mannose-Resten vor. Dartiber hinaus fehlt dem 03,10-Ag die Didesoxyhexose-
Seitenkette am Mannose-Rest. Auch dieser Stamm zeigte keine nachweisbare Bindung
durch 9NATSP oder P22TSP. Einerseits kann die Verkniipfung zwischen den RU
der Grund sein, wie es bereits bei der Serogruppe 01,9,46,27 beobachtet wurde.
Andererseits ist die beim O3,10-Ag fehlende Didesoxyhexose-Seitenkette essentiell
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fiir die Bindung von P22TSP und trégt entscheidend zur Affinitat bei (U. Baxa,
Cooper u. a., 2001; Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996). Das O-Ag der Serogruppe O11
ist strukturell am wenigsten mit den O-Ag der potentiell bindenden O-Ag verwandt
(vgl. Tab.3.1). Der lineare Teil des O-Ags enthélt ein N-Acetylglucosamin-Rest, der
iber eine a-1-3 glycosidische Bindung an eine Galactose gebunden ist (B. Liu u. a.,
2013). AuBerdem enthélt das O-Ag eine a-1-4 verkniipfte Mannose als Seitenkette.
Die beiden Stdmme der Serogruppe O11 lieferten Signale an der Nachweisgrenze
der Methode, wie es bereits bei den Serogruppen 01,9,46,27 und O3,10 beobachtet
wurde. Diese Daten charakterisieren den etablierten ELITA-Bindungstest als nicht

anfallig fur falsch positive Ergebnisse.

4.1.2.2 Heterogene Bindung an Stamme der Serogruppe 04(,5)

Die restlichen getesteten Salmonella-Stamme gehoren zu den Serogruppen O2; O4(,5)
und 09(,121,125,123). Das O-Ag dieser Stamme stellt ein Substrat fiir die Bak-
teriophagen 9NA und P22 bzw. ihre TSPs dar (Wollin, Eriksson und Lindberg,
1981; Eriksson, Svenson u.a., 1979). Da Bindung und Spaltung des O-Ags bei
Wildtyp-TSPs gekoppelte Prozesse sind, gehoren die O-Ag-Varianten zu potentiellen
Interaktionspartnern der im ELITA eingesetzten ONATSP und P22TSP. Tatséchlich
zeigte die iberwiegende Anzahl an Stdmmen dieser Serogruppen Bindung durch
einen oder beide TSPs. Die detektierten Signale lagen bei den meisten Stammen
signifikant tiber der Signalintensitat der nicht-bindenden Stdmme. Damit eignet sich
die ELITA-Bindungsmessung, um Stdmme mit bindendem O-Ag fiir das jeweilige
TSP zu identifizieren. Neben grundsétzlichen Aussagen tiber das Bindungsvermogen
wurden im Test ausgepragte Unterschiede zwischen Stdmmen der bindenden Sero-
gruppen beobachtet. Die grofite Heterogenitit der Bindung wurde bei der Serogruppe
0O4(,5) beobachtet, die gleichzeitig die haufigste und im Test am starksten vertretene
Serogruppe darstellt. Fiir beide getesteten TSPs wurden Stédmme dieser Serogrup-
pe identifiziert, die entweder keine Bindung, eine schwéchere oder eine mit dem
Referenzstamm Salmonella Typhimurium DB7136 vergleichbare Bindung zeigten.
Eine der moglichen Ursachen wére die bereits angesprochene Variabilitat der O-Ag-
Lénge. Dies trifft aber nicht auf die Stdmme zu, die zumindest bei einem der beiden
getesteten TSPs eine ausgepréigte Bindung zeigten, wie z. B. bei Salmonella Brancas-
ter und Salmonella Heidelberg 13-00308. Eine weitere Quelle fiir unterschiedliches
Verhalten innerhalb einer Serogruppe sind nicht-stéchiometrische Modifikationen.
Antikorper haben kleinere Bindungsstellen als TSPs und erfassen somit nur einen
Teil der strukturellen Informationen des O-Ags (D. R. Bundle u. a., 1994; Zdanov
u.a., 1994; Cygler, Rose und D. Bundle, 1991). Es kann je nach Art, Position und
chemischer Natur der Modifikationen vorkommen, dass diese durch die Antikorper

nicht erfasst werden. Auflerdem kann mit der Serotypisierung nur die Prisenz eines
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Epitops gezeigt werden, nicht aber die Existenz weiterer, modifizierter Epitope in der
gleichen O-Ag-Kette ausgeschlossen werden. Folglich kénnen serologisch identische
Stamme strukturelle Unterschiede aufweisen, die sich im ELITA in einer schwécheren
oder fehlenden Bindung der TSPs auflern konnen. Zwar gilt die Problematik der
Antikoérper-basierten Detektion auch fiir die Bindung eines TSPs, aber die groferen
Bindungsstellen von TSPs, die zwei komplette RU fassen, erhohen die Wahrschein-
lichkeit, dass eine nicht stochiometrische Modifikation sich auf die Bindung des
TSPs und seine katalytische Aktivitdt auswirkt. Einige Stimme wurden auf Présenz
von nicht-stéchiometrischen Modifikationen getestet und werden im Abschnitt 4.3
diskutiert.

Fiir den O4-Stamm Wien wurde keine Bindung der TSPs beobachtet. Eine mégliche
Ursache fiir diesen Befund ist die eingeschrénkte Zugénglichkeit des O-Ags aufgrund
der Expression weiterer Oberflichenmolekiile (Polysaccharid-kapsel, Proteine). Theo-
retisch konnen die O-Ag-Ketten eine Linge von einer RU wie bei einem semi-rauen
Stamm haben. Damit wéren ein Epitop fiir das anti-O4-Antikérper vorhanden, nicht
aber ein Epitop fir TSPs, die mindestens 2RU und im Fall von LPS-Aggregaten
einige zusatzliche RU fiir eine effektive Bindung bendtigen (Andres, Hanke u. a.,
2010; Andres, Roske u. a., 2012). Alle beschriebenen Erklarungen kénnen mit einer
verminderten Adsorption der Zellen an die eingesetzte Oberfliche einhergehen und
damit fiir die fehlenden Signale verantwortlich sein. Um das zu vermeiden, kénnte
man die Bindung mit einer nicht oberflichenbasierten Methode wie FACS testen
(siche Abs. 4.1.3). Alternativ konnte man untersuchen, ob die beiden Bakteriophagen
P22 und 9NA in dem Stamm Salmonella Wien propagieren. Schliefflich kann LPS
isoliert und mit einer SDS-PAGE mit anschlieSender Silberfarbung hinsichtlich der
Lange der O-Ag-Ketten charakterisiert werden.

Mehrere Stdmme der Serogruppe O4(,5) zeigten Bindung durch einen der beiden
TSPs. Kein Zusammenhang zwischen der Zugehorigkeit zu einer O-Serogruppe
bzw. einer H-Serogruppe und der beobachteten Bindungseffizienz der TSPs konnte
abgeleitet werden. Sieben Stdmme dieser Serogruppe wurden naher charakterisiert
und werden in den Abschnitten 4.1.3 und 4.3 diskutiert.

4.1.2.3 9NATSP erkennt Stamme der Serogruppe 02 effektiver als P22TSP

— Strukturelle Ursachen der Praferenz

Neben der unterschiedlichen Bindung der Salmonella-Stamme einer Serogruppe an
ein TSP wurden deutliche Unterschiede in den Bindungsmustern der beiden geteste-
ten TSPs festgestellt. Die drei getesteten Salmonella Paratyphi A-Stamme zeigen
fir 9NATSP eine Bindung vergleichbar mit der zum Referenzstamm Salmonella
Typhimurium DB7136. P22TSP zeigt hingegen bei allen drei Stimmen eine deutlich

schwéchere Bindung mit Signalintensitaten um 12-15% der Signalintensitidten der
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Abbildung 4.1: (a) Die kristallographische Struktur des Komplexes aus P22TSP und einem 2RU-
Fragment des 02-Ag's, PDB: 3THO (Andres, Gohlke u.a., 2013). Das P22TSP-Monomer ist der
raumfillenden Dargestellung gezeigt (grau). Das Oligosaccharidfragment in der Bindungstasche ist in
der stick-Darstellung abgebildet (Kohlenstoff: cyan, Sauerstoff: rot, die Paratose am nicht-reduzierenden
Ende ist farblich hervorgehoben: Kohlenstoff: griin, Sauerstoff: rot). (b) Eine vergroBerte Ansicht der
Bindungsstelle von P22TSP mit gebundenem 2RU-Fragment. (c) Die kristallographische Struktur
eines 9NATSP-Monomers (weiB), PDB: 3RIQ (Andres, Roske u.a., 2012). Fiir die Strukturen des
9NATSPs und des P22TSP-Komplexes mit dem 2RU-Fragment wurde ein dreidimensionales alignment
mit dem CEALIGN-plugin in PyMOL angewandt (r.m.s.d.~2,54 A). Durch das alignment wurde eine
potentielle Bindungsposition des 2RU-Oligosaccharidfragments in der Bindungsstelle von 9NATSP
ermittelt. (d) Eine vergroBerte Ansicht der Bindungsstelle von 9NATSP mit dem hineinmodellierten 2RU-
Oligosaccharidfragment. Die grin gefarbte Paratose am nicht-reduzierenden Ende des Oligosaccharids
kollidiert teilweise mit der Oberflache von ONATSP. Der schwarze Pfeil markiert den -Winkel zwischen
Mannose und Rhamnose. Dieser weicht vom bevorzugten -Winkel Oligosaccharids in der Lésung ab
(Andres, Gohlke u. a., 2013).

ONATSP-Ansiatze. Wihrend fiir INATSP keine detaillierte Strukturinformationen
und thermodynamische Charakteristika der Bindung vorliegen, ist die Bindung von
P22TSP ausfiihrlich charakterisiert (Andres, Gohlke u. a., 2013; U. Baxa, Cooper
u.a., 2001; U. Baxa, Steinbacher u.a., 1996). Die vorhandenen Daten legen nahe,
dass P22TSP zwar in der Lage ist das O2-Ag zu binden, aber die Interaktion deutlich
schwécher ist als die mit den O-Ag-Varianten O4 oder O9. Der strukturelle Hinter-
grund liegt laut Andres, Gohlke u.a. (2013) in zwei konservierten Wassermolekiilen
in der Didesoxyhexose-Bindungstasche, die auch in den Komplexen mit O4- und
09-Ag vorhanden sind. Offensichtlich ist energetisch ungiinstig, diese von ihren

Positionen auf der Proteinoberfliche zu verdringen. Fiir das Dideoxyhexose-Epimer
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Paratose wird stattdessen eine Konformation des Oligosaccharids gebunden, die
nicht die giinstigste Konformation in der Losung darstellt, aber mit den beiden
Wassermolekiilen vereinbar ist. Dadurch wird auch die Galactose am nicht redu-
zierenden Ende dem Losungsmittel exponiert und kann nicht zur Wechselwirkung
beitragen. Die weniger giinstige Konformation des Oligosaccharids ist in der Losung
schwach populiert, was die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion mit dem Protein
herabsetzt. Diesbeziiglich stimmen die Daten, die sich aus dem ELITA-Test ableiten
lassen, mit den strukturellen und thermodynamischen Daten iiberein: P22TSP zeigt
eine schwéchere Bindung an die Stamme der Serogruppe O2 als an die Stamme
der Serogruppen O4 und O9. Eine naheliegende Erkléarung fiir eine effektivere Bin-
dung von 9NATSP sind strukturelle Unterschiede der Bindungsstellen beider TSPs.
Leider ist keine kristallographische Struktur fiir den Komplex aus 9NATSP und
2RU-Oligosaccharidfragment verfiigbar. Als eine Naherung wurden die Struktur des
P22TSP-Oligosaccharid-Komplexes und die Struktur von 9NATSP durch dreidimen-
sionales alignment uberlagert (Abb. 4.1). Die mittlere quadratische Abweichung
(r.m.s.d., root mean square deviation) zwischen den Strukturen betragt 2,54 A und
weist somit auf eine hohe strukturelle Homologie der beiden TSP’s hin. Auch die Ami-
nosauren, die bei beiden TSPs an der Spaltung der glycosidschen Bindung beteiligt
sind, ko-lokalisierten nach dem alignment. Dies ist ein zuséatzlicher Hinweis auf die
Ahnlichkeit der Architektur und Lokalisation der Bindungsstellen bei O9NATSP und
P22TSP. Auf dieser Grundlage wurde die potentielle Position des 2RU-Fragments in
der Bindungstasche von 9NATSP ermittelt. Die angenommene Position wird teilweise
dadurch bestétigt, dass die RU am reduzierenden Ende des Oligosaccharids keine Kol-
lisionen mit der Proteinoberfliche zeigt. Die Paratose am nicht-reduzierenden Ende
(Abb. 4.1, griin hervorgehoben) kollidiert mit den Atomen der Proteinoberflache in
der Didesoxybindungstasche. Reduziert man den ¥-Winkel zwischen der benachbar-
ten Mannose und Rhamnose, wird die apparente Kollision aufgehoben. Gleichzeitig
nimmt das Oktasaccharidfragment damit eine Struktur ein, die der bevorzugten
Struktur in Losung ndher kommt (Andres, Gohlke u. a., 2013; Litteke, Frank und
von der Lieth, 2005; Bush, Martin-Pastor und Imberty, 1999). Damit wiirde das
9NATSP eine in der Losung starker populierte Konformation des O2-Ag’s binden.
Auch wenn diese Uberlegungen in Bezug auf ONATSP rein spekulativ sind, kénnten
die erlauterten strukturellen Unterschiede eine bessere Bindung durch 9NATSP an
das O2-Ag erklaren. Dartiber hinaus befindet sich ein Netzwerk aus Wassermolekiilen
auf der 9NATSP-Oberfldche in der ndhe der vermuteten Position der Paratose. Die
Absténde zwischen diesen Wassermolekiilen stimmen in etwa mit den Absténden
zwischen Paratose-Atomen O2, O5 und C6 iiberein. Bei einer geeigneten Positionie-
rung der Paratose in der Bindungstasche konnten die drei Wassermolekiile durch die

entsprechenden Paratose-Atome verdringt werden, wobei O2-Atom zwei H-Briicken
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anstelle eines der verdriangten Molekiile ausbilden wiirde. Theoretisch wiirde sich die
Freisetzung der drei Wassermolekiile positiv auf die Entropie der Bindung auswirken.
Leider liegen zur Zeit keine Daten beziiglich der thermodynamischen Stabilitdt der
beteiligter Wassermolekiile vor, so dass die erwahnten Bindungsmodi und die Beteili-
gung der an der Proteinoberflache koordinierter Wassermolekiile spekulativ bleiben.
Eine Aufklarung der Zusammenhénge wéare mit Hilfe der Kristallstruktudaten von
9NATSP mit gebundenem Oligosaccharid oder NMR-~Experimenten moglich. Mit
diesen Daten wére es moglich in Simulationen die Rolle einzelner Wassermolekiile
bei der Bindung zu untersuchen.

Fiir den Stamm mit dem Serotyp O1,2 wurde die schwéchste Bindung der P22TSP-
Sonde beobachtet. Die O1-Spezifitat des O-Ags kommt durch die Glucosylierung
der Galactose an der Position C6 zustande, die strukturell d&quivalent zum O-Ag
12 ist (Lideritz, Staub und Westphal, 1966; Eriksson, Svenson u. a., 1979). Diese
ist auf eine Lysogenisierung durch den Bakteriophagen P22 zuriickzufithren und
verhindert Adsorption weiterer P22-Bakteriophagen bzw. Bindung von P22TSP an
das modifizierte O-Ag.

4.1.2.4 Bewertung von ELITA als Identifizierungsmethode

Zusammengefasst, die ELITA erlaubt Identifizierung der Staimme mit bindendem
O-Ag. Die identifizierten Stamme koénnen als Quelle fir Polysaccharid bzw. Oligo-
saccharidfragmente dienen, die fiir detaillierte biophysikalische Interaktionsstudien
eingesetzt werden konnen. Die produzierten Daten zeigen geringe Schwankungen,
die durchschnittlich unter 10 % der Messwerte liegen. Somit waren die meisten
detektierten Unterschiede statistisch signifikant. Die beobachteten Schwankungen
sind wahrscheinlich auf die Abfolge von mehreren Inkubations- und Waschschritten
zuriickzufithren und sind systematischer Natur. Theoretisch kann eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse dadurch erreicht werden, dass die gemessenen Werte auf
eine negative und eine positive Kontrolle normiert werden. Dies kann jedoch nicht fiir
den Vergleich zwischen verschiedenen TSPs angewendet werden, da in diesem Fall
die Bindung an einen Referenzstamm nicht zwangsldufig gleich ausféllt. Gleichzeitig
stellen O-Ag Variationen in Abhéngigkeit von der Wachstumsphase eine potentielle
Quelle fiir Schwankungen dar und damit ein Problem fiir den Vergleich zwischen
mehreren Experimenten. Eine Synchronisierung der Bakterienzellen konnte daher
die Vergleichbarkeit der Daten weiter verbessern. Theoretisch konnte eingeschrankte
Zugénglichkeit des O-Ags durch die Kapsel-Expression zu falsch-negativen Ergebnis-
sen fiihren. Gleichzeitig wére der Einsatz eines solchen Stammes fiir die Isolierung des
PS und anschliefende Charakterisierung der Bindung ungtinstig, auch wenn dieser
Stamm gleichzeitig bindendes O-Ag exprimieren wiirde. Ein positives Ergebnis im

ELITA-Test deutet hingegen eindeutig auf eine spezifische Bindung von TSPs an das
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O-Ag hin. Weiterhin sollte ELITA problemlos auf andere Gattungen tibertraghar
sein, da die Adsorption der Bakterien nicht an eine bestimmte Oberflichenstruktur

gekniipft ist. Somit ist der ELITA-Test universell einsetzbar.

4.1.3 FACS-Test

Ein ausgewéhlter Satz der Stamme der Serogruppe O4(,5) wurde zusétzlich durch
ein FACS-Experiment getestet. Der Versuchsaufbau sieht im Unterschied zu ELITA
keine Adsorption der Bakterien an eine Oberfliche vor und vermeidet die damit
verbundenen potentiellen Fehlerquellen. Der restliche Ablauf ist bei beiden Metho-
den weitgehend vergleichbar: die Bakterien werden mit einer TSP-Sonde inkubiert
und das ungebundene oder unspezifisch gebundene TSP anschlieend in mehreren
Waschschritten entfernt. Somit ist das Waschen auch bei der FACS-Messung ein
kritischer Schritt, der im Rahmen dieser Arbeit optimiert wurde. Eine Farbung mit
einem unspezifischen Fluoreszenzfarbstoff, SytoRed, um intakte Zellen von grofieren
Zelltrimmern zu unterscheiden, war bei Salmonella-Stédmmen nicht erfolgreich. Beim
Kontrollstamm E. coli HTD2158 wurden dagegen mehr als 90 % der Zellen gefarbt,
was im Einklang mit den Daten steht, die fiir E. coli publiziert sind (Comas und Vives-
Rego, 1997). Der SytoRed-Farbstoff bindet nicht sequenz-spezifisch an Nukeinsduren
und muss fir eine Farbung die duflere und die innere Membran passieren. Daher
koénnte eine niedrigere Permeabilitdt der aufleren und evtl. der inneren Membran ein

naheliegender Grund fiir die ineffektive Farbung bei Salmonella sein.

4.1.4 Vergleich von FACS-Bindungsmessung und ELITA

In sieben von acht untersuchten Salmonella-Stammen der Serogruppe O4(,5) stimm-
ten die Ergebnisse von ELITA und FACS-Bindungsmessung tiberein: wenn bei ELITA
ein TSP eine effektivere Bindung fiir einen Stamm zeigte, wurde das gleiche TSP
auch im FACS als ein besserer Binder identifiziert. Bei der achten Probe wurde in
ELITA kein signifikanter Unterschied zwischen 9NATSP und P22TSP detektiert,
wahrend FACS auf eine unterschiedliche Bindung der beiden TSPs hindeutet. Die
Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Methoden bestétigt, dass die unterschiedli-
chen beobachteten Bindungscharakteristika nicht methodenbedingt sind, sondern
auf strukturelle Unterschiede des O-Ags zuriickgehen. Dariiber hinaus stimmen die
Ergebnisse der beiden Bindungstests mit der Infektiositdt mit Bakteriophagen P22
und 9NA zu den 8 Salmonella-Stammen tiberein (Dr. Nina Broker, unverdffentlichte
Daten). Die zugrunde liegenden Plating-Tests basieren auf der Plaquebildung durch
Bakteriophagen, die in verschiedenen Konzentrationen auf einem Zellrasen ausplat-
tiert werden. Die Ergebnisse der Plating-Tests korrelieren mit den Bindungstests,

wobei eine bessere Bindung in einem ELITA-/FACS-Bindungstest mit einer hoheren
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Infektiositat beim Plating einhergeht. Dies bestatigt zusétzlich die Validitit der
Ergebnisse der ELITA- und FACS-Bindungsmessungen. Ahnliches geht aus den Akti-
vitatstests mit katalytisch aktiven TSPs und isoliertem PS hervor, die im Abschnitt
4.3 diskutiert werden.

Obwohl die Ergebnisse der beiden Bindungstests qualitativ iibereinstimmen, ist
kein direkter Vergleich der beiden Experimente moglich. Beim FACS werden sowohl
bindende als auch nicht bindende Bakterien erfasst. Die Daten reprisentieren Anteile
der Zellpopulation, die ausreichend TSP gebunden haben, um einen Fluoreszenz-
schwellenwert zu iiberschreiten. Da die Fluoreszenzintensitat theoretisch pro Zelle
vermessen wird, konnte im Unterschied zu einer ELITA-Messung die Beladung der
Zellen mit TSPs erfasst werden. In der Praxis werden Events oder Tropfen erfasst, die
auch mehrere Bakterien bzw. Bakterienaggregate enthalten konnen. Da gleichzeitig
auch die Grole der vermessener Partikel erfasst wird, konnte die Beladung pro Zelle
potentiell auch aus Zellaggregaten abgeschitzt werden. Die Voraussetzung dafiir ist,
dass die Grofe der Partikel und die Fluoreszenzintensitiat und somit die gebundene
Menge an TSP direkt proportional zueinander sind. Dies wére gewéhrleistet, wenn
in einer zweidimensionalen Auftragung von Gréle gegen TSP-Menge die Daten einen
diagonalen Verlauf zeigten. Das bedeutet, je nach vermessener Fluoreszenzinten-
sitdat konnte man grob die Menge des gebundenen TSPs pro Zelle abschétzen, oder
zumindest ob ein Stamm mehr oder weniger TSP pro Zelle binden kann als ein

anderer.

4.1.4.1 Detektion unterschiedlicher Zellpopulationen mit FACS

Interessanterweise wurden zwei Bindungsmodi beobachtet. Neben der gleichméfligen
Verschiebung zu einer hoheren Intensitdt wurde bei zwei Ansétzen eine Aufspaltung
in zwei Populationen detektiert. Dies kann als zwei Zellpopulationen interpretiert
werden, die sich hinsichtlich der Bindung stark unterscheiden. Dabei blieb bei einer
groeren Population die Fluoreszenzintesitdat unverédndert, d. h. es fand keine Bindung
von TSP statt. Die zweite Population zeigte hingegen eine tiberdurchschnittlich hohe
Fluoreszenzintensitéit, was auf eine besonders hohe Beladung mit der TSP-Sonde pro
Zelle hindeutet. Weiterhin interessant ist, dass fiir einen betroffenen Stamm in der
Regel nur eins der zwei untersuchten TSPs die Aufspaltung in Populationen zeigte.
Der zweite TSP zeigte beim gleichen Stamm eine Intensitatsderverschiebung der
Fluoreszenz fiir alle Zellen. Das TSP mit einer Aufspaltung in zwei Populationen
wurde bei beiden Bindungstests als ein weniger guter Binder charakterisiert. Eine
mogliche Interpretation ist, dass eine Modifikation des O-Ags fiir die Aufspaltung
verantwortlich ist. Die eingesetzten TSPs kénnen diese unterschiedlich gut tolerieren.
Ein besserer Binder kann demnach an modifiziertes O-Ag anndhernd gleich effektiv

binden wie an das nicht modifizierte. Der schlechtere Binder kann dagegen nur an
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das nicht-modifizierte O-Ag binden, was zu zwei Populationen im FACS fiihrt. Im
ELITA wiirde das zweite TSP einfach als schwécherer Binder auftreten, da weniger
TSP bzw. nicht alle immobilisierten Zellen gebunden wéaren. Diese Interpretation
wird im Zusammenhang mit den Ergebnissen der massenspektrometrischen Analyse
im Abschnitt 4.3.4 bekréftigt.

Einerseits ist die beobachtete Aufspaltung in zwei Zellpopulationen eine Eigen-
schaft der eingesetzten TSPs bzw. der Unterschiede ihrer Bindungsstellen fir das
O-Ag. Andererseits prisentierten einige Stamme zwei Sorten von O-Ag auf ihren
Oberflachen. Eine mogliche Ursache dafiir ist, dass es sich um zwei Phasen einer
bi-phasischen Kultur handelt, die je nach Zeitpunkt der Zellernte in einem variablen
Verhéltnis zueinander stehen. In diesem Fall kénnte man die Kultur in unterschied-
lichen Wachstumsphasen fir den FACS-Bindungstest einsetzen und dabei einen
optimalen Zeitpunkt fiir die Zellernte bei der Produktion von Polysaccharid (PS)
identifizieren. Auf diese Weise konnte man eine unerwiinschte Heterogenitat in den
PS-Préaparationen vermeiden oder minimieren. Potentiell konnen auch lebendige
Bakterien mit dem FACS-Bindungstest vermessen werden. Dabei ergibt sich eine
interessante Perspektive beim Einsatz eines FACS-Geréts, das neben der Detekti-
on eine mechanische Sortierung der Zellen bietet. Damit wére eine Anreicherung
bzw. Isolierung derjenigen Bakterien aus einem Gemisch moglich, die die benotigten

Bindungseigenschaften aufweisen.

4.1.4.2 Zellaggregation im FACS

Eine weitere Beobachtung bei der FACS-Bindungsmessung war eine Zellaggrega-
tion in einigen Ansétzen. Der Stamm FE. coli HTD2158 zeigte als einziger eine
Autoaggregation, d. h. Zellen dieses Stammes aggregierten unabhéngig von weiteren
Komponenten des Tests wie TSP oder Streptactin-Konjugat. Wahrscheinlich handelt
es sich dabei um eine FimH-vermittelte Zellaggregation (Schembri, Christiansen
und Klemm, 2001). In den restlichen betroffenen Ansétzen ging die Aggregation auf
den Einsatz des Streptactin-Konjugats zuriick. Im Fall der Aggregation wird die
Messung weniger zuverlassig, weil die Zellaggregate bei der FACS-Messung als ein
Partikel erfasst werden. Gleichzeitig lieferten die aggregierten Zellen entsprechend
mehr Eigenfluoreszenz pro detektiertem Partikel als einzelne Zellen. Damit wéaren
Signale von einzelnen Zellen mit einer zusétzlichen Fluoreszenzintensitat aufgrund des
gebundenen TSP von den Signalen aus Zellaggregaten ohne gebundenes TSP nicht zu
unterscheiden. Da FACS eine Auftrennung von Zellen nach mehreren Eigenschaften
ermoglicht, konnte man im ersten Schritt Partikel mit einer {iberdurchschnittlichen
Grofle ausschlieBen. Im zweiten Schritt wurde die Fluoreszenzintensitéit als Maf3
fir die TSP-Bindung ausgewertet, wobei nur kleinere Partikel bzw. einzelne Zellen

beriicksichtigt wurden. Auch wenn nicht alle der getesteten Salmonella-Stamme
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eine Aggregation zeigten, wurde die Methode auf alle Ansidtze angewandt, um diese
potentielle Fehlerquelle auszuschlieSen. Andererseits ging die Aggregation bei Sal-
monella-Stammen auf Bindung von Streptactin und somit auf Bindung eines TSPs
zuriick. Das bedeutet, durch den Ausschluss groflerer Zellaggregate blieb ein Teil
der bindenden Zellen bei der Auswertung unberticksichtigt. Die Bertcksichtigung
dieser Zellen fiihrt zu minimal héheren Werten, d&ndert aber nichts in Bezug darauf,
welcher TSP als ein besserer Binder fiir den jeweiligen Stamm identifiziert wird.
Als eine Ursache fiir die Aggregation kommt der multivalente Bindungscharakter
des Nachweissystems infrage, mit sechs Strep-Bindungssequenzen pro TSP-Sonde und
vier Bindungsstellen pro Streptactin. Eine mogliche Losung wire der Einsatz eines
anti-TwinStrep-tag Antikorpers, der iiber zwei statt vier Bindungsstellen verfiigt. In-
teressanterweise wurde die Streptactin-bedingte Aggregation nicht bei allen Ansétzen
beobachtet, bei denen eine TSP-Bindung detektiert wurde. Damit kénnen weitere
Faktoren wie Expression zusatzlicher Oberflichenmolekiile oder Lénge der O-Ag-
Ketten eine Bedeutung fiir das beobachtete Phénomen der Zellaggregation haben.
Auch wenn im dargestellten FACS-Experiment die Aggregation als eine potentielle
Fehlerquelle gehandelt wird, ist diese nicht grundséatzlich negativ zu bewerten. Die
Aggregation bzw. Agglutinierung kann bewusst eingesetzt werden, um héhere Signale
zu erhalten. Das Verfahren wird unter anderem bei der Chip-Analytik eingesetzt,
wenn Bindung zwischen Kohlenhydraten und Proteinen mit einer niedrigen Affinitat
(Kp ~ 1mM) erfasst werden soll (Rillahan und Paulson, 2011; Blixt u. a., 2004).

4.1.4.3 Informationsgehalt und die technischen Aspekte der FACS- und
ELITA-Messungen

Ein wichtiger Punkt bei der Interpretation der FACS-Daten ist, dass die Festlegung
der Intensitédtsgrenzen bei der Auswertung relativ ist. So wurde fiir die Unterschei-
dung zwischen Zellen und Zellaggregaten lediglich eine Intensitdtsgrenze in FSC-
und SSC-Kanélen gewéhlt, die nicht von unbehandelten Salmonella-Ansitzen (Kon-
trollansétze ohne TSP) erreicht wird. Somit definieren sich die Grenzen allein durch
die Beobachtungen bei den 8 getesteten Salmonella Stammen. Auf Grundlage des
E. coli-Stamms allein ware diese Festlegung problematisch, da der Stamm autoag-
gregiert und somit hohere Werte in den FSC- und SSC-Kanélen erreicht. Analog
wurde die Grenze der Fluoreszenzintensitat festgelegt, ab der Bakterien als durch
TSP-gebunden gelten: die maximale Eigenfluoreszenz der Bakterien in Abwesenheit
von TSP. Dementsprechend wiirde die Definition des Intensitédtsbereichs anders aus-
fallen, wenn Zellen eine hohere oder eine niedrigere Grundfluoreszenz hétten als die,
die im FACS-Experiment fiir Salmonella beobachtet wurde. Damit ist die definierte
Fluoreszenzgrenze nicht unbedingt auf andere Gattungen tibertragbar. Andererseits

ist es nicht zwingend erforderlich, dass alle Bakterienstamme beim FACS-Experiment
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mit identischen Intensitatsfenstern ausgewertet werden, wie es bei den présentierten
Messungen der Fall ist. Speziell wenn die Fragestellung nicht auf einen Vergleich der
Bindung eines TSPs an verschiedene Stadmme zielt, sondern lediglich eine Bindung
bei einem Paar aus Bakterium und TSP festgestellt werden soll. In diesem Fall kann
eine Auswertung mit individuellen Intensitiatsfenstern fiir jeden Stamm durchgefiithrt
werden, um ein Binderpaar zu identifizieren.

Beim Vergleich der technischen Aspekte von ELITA- und FACS-Bindungsmessungen
fallt die FACS-Messung zeitlich etwas effektiver aus, da der Adsorptionsschritt tiber
Nacht und der Blockierungsschritt mit Serumalbumin entfallen. Die restlichen Schrit-
te wie Kultivierung, Detektion und Waschen sind weitgehend gleich. Dafiir ist die
Messung der Proben im FACS-Gerét aufwandiger und zeitintensiver. Der entschei-
dende Nachteil von FACS ist, dass die Proben nicht parallel vermessen werden. Die
resultierenden Daten enthalten aber deutlich mehr Informationen als die Daten
der ELITA-Messung. Speziell bei Stdmmen, die ein heterogen modifiziertes O-Ag
exprimieren, bietet FACS besondere Vorteile: Die Subpopulationen mit verschiedenen
O-Ag-Varianten kénnen durch den Einsatz geeigneter TSPs identifiziert werden. So-
mit empfiehlt sich der Einsatz von ELITA zum Testen grofierer Bibliotheken, wiahrend

bei wenigen zu testenden Stdmmen eine FACS-Bindungsmessung vorzuziehen ist.

4.2 Quantifizierung der Bindung aus ELITA-/FACS-

Bindungsexperimenten mittels Oberflachenplasmonresonanz

4.2.1 Immobilisierung von Polysaccharid fiir

Oberflachenplasmonresonanz-basierte Interaktionsmessungen

Die Identifizierung von Binderpaaren aus Bakterien und TSPs lieferte Systeme aus
TSPs und O-Ag fiir weitere quantitative Charakterisierung der Interaktion. Dafiir
wurde Oberflichenplasmonresonanz (SPR) als Methode ausgewahlt (Safina, 2012).
Kohlenhydrate sind der limitierende Faktor hinsichtlich der Verfiigbarkeit, daher
wurden Kohlenhydrate testweise als Ligand auf einem SPR-Chip immobilisiert, um
die Oberflache fiir mehrere Interaktionsmessungen nutzen zu kénnen. Dabei wurden
zwei Alternativen getestet: Zum einen wurde PS eingesetzt, womit ldngere O-Ag-
Ketten als Ligand getestet wurden. Zum anderen wurden enzymatisch hergestellte
Oligosaccharidfragmente mit einer Lénge von 3RU getestet.

Die Immobilisierung von isoliertem PS verspricht einige Vorteile. So gibt der
Einsatz des kompletten PS die strukturelle Heterogenitat des O-Ags inklusive
nicht-stochiometrischer Modifikationen wieder. Ein weiterer Aspekt ist, dass PS-
Préparationen einen polydispersen Charakter tragen und naturgeméafl O-Ag-Ketten

verschiedener Léngen enthalten. Das bedeutet, bei einer bekannten Konzentrati-
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on des PS in der Losung kann die Konzentration der potentiellen Bindungsstellen
nicht verlasslich bestimmt werden. Dies verhindert den Einsatz von PS fiir alle
Messungen in Losung, bei denen Bindungskonstanten bestimmt werden sollen. Bei
einer SPR-basierten Messung fliefit die Konzentration des immobilisierten Ligands
prinzipbedingt nicht in die Auswertung ein (Kapoor u. a., 2003). Die Immobilisierung
des PS ermoglicht damit den Einsatz fiir quantitative Messungen. Auflerdem koénnte
immobilisiertes PS die Verhéltnisse auf der Bakterienoberfliche potentiell besser
abbilden als kurze Oligosaccharidfragmente in Losung. Bei PS-Immobilisierung ist
mit einer lokal hoheren Konzentration sowie einer Vororientierung der PS-Molekiile
zu rechnen. Beides trifft auf bakterielle Membranen zu und spielt eine Rolle bei der

Interaktion von TSPs mit den Rezeptoren in wvivo.

Das Kernsaccharid bildet einen natiirlichen Abstandshalter zur Oberfliche und
spielt eine Schliisselrolle bei der Immobilisierungsreaktion. Es unterscheidet sich
in der Zusammensetzung von dem bindenden O-Ag, so dass man spezifisch die
verfiiggbaren chemischen Gruppen fiir die Immobilisierung nutzen kann. Dadurch
bleibt das bindende O-Ag chemisch unveriandert und zugénglich, was essentiell fir
die Interaktionsmessung ist. Im Fall von Salmonella enthélt das Kernsaccharid
einige Kohlenhydrate, die sich chemisch von den Hexosen des O-Ags unterscheiden:
mindestens ein N-Acetylglucosamin, bis zu drei Heptosen und mindestens einen
KDO-Rest (Olsthoorn u. a., 2000). Dartiber hinaus wurden nicht-stochiometrische
Modifikationen in Form von Phosphoethanolamin dokumentiert (Raetz und Whitfield,
2002; Kanipes u. a., 2001; Tamayo u. a., 2005). Keines der enthaltenen Kohlenhydrate
verfiigt iber chemische Gruppen, die sich fiir eine direkte Immobilisierung auf
Polycarboxylat-Oberflichen eignen. Die Phosphoethanolamin-Modifikation stellt
hingegen eine primdre Aminogruppe zur Verfiigung, die z. B. mit EDC/NHS-Chemie
an eine Carboxymethyldextran-Oberfliche gekoppelt werden kann. Mit der Methode
wurde im Rahmen dieser Arbeit das isolierte, nicht derivatisierte PS aus Salmonella
Typhimurium DB7136 erfolgreich immobilisiert. Die Immobilisierung wurde durch
spezifische Bindung einer P22TSP-Sonde bestétigt.

Ein zentrales Problem bei den durchgefiihrten Messungen stellte die Regeneration
der Chip-Oberfliche nach einer TSP-Injektion dar. Aufgrund der hohen Anzahl an
Bindungsstellen verlief die Freisetzung des gebundenen TSPs ineffektiv. Der Einsatz
milder Regenerationsbedingungen mit 1 M NaCl in 0,1 M Borséure (pH 9) fiihrte nicht
zu vollstandiger Oberflachenregeneration. Die alternativ zur Regeneration eingesetzte
verdiinnte Natronlauge fithrte zum Abfall der Basislinie bzw. reduzierte die Menge
des immobilisierten PS. Eine partielle Zerstérung der Polycarboxylat-Chipoberflache
ist unwahrscheinlich, da diese in einem weiten pH-Bereich zwischen 1 und 13 stabil ist.
Der Grund hierfiir ist vermutlich die Spaltung der baselabilen Phosphodiesterbindung,

tiber die das Phosphoethanolamin am Kernsaccharid gebunden ist (Warren, Kowalski
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und Wallas, 1977; Eriksson, Svenson u. a., 1979). Weitere Bedingungen konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht getestet werden. Durch den Einsatz von Regenerations-
bedingungen mit pH<6 (z. B. Na-Acetat) konnte jedoch eine effektivere Regeneration
von PS-beschichteten SPR-Oberfléchen erreicht werden (personliche Kommunika-
tion mit Dr. Stefanie Barbirz). Eine effektivere Freisetzung der gebundenen TSPs
konnte vermutlich erreicht werden, indem man die Anzahl der Bindungsstellen auf
der Oberfliche reduziert. Um das zu erreichen, kann eine SPR-Chipoberflache mit
einer geringeren Schichtdicke und einem niedrigeren Gehalt an reaktiven Carboxyl-
Gruppen eingesetzt werden. Alternativ konnten weitere Regenerationsbedingungen
getestet werden, bei denen chaotrope Salze oder Detergenzien zum Einsatz kommen,
um einzelne Interaktionen zwischen den TSP und dem O-Ag wie Wasserstoffbriicken
oder hydrophobe Wechselwirkungen zu schwéchen. Insgesamt besteht ein Optimie-
rungsbedarf hinsichtlich der Regeneration der SPR-Chipoberfiache.

Dariiber hinaus gibt es neben Gattungen wie Escherichia und Neisseria, die eben-
falls durch Phosphoethanolamin modifiziert sind, Gattungen wie Klebsiella, bei denen
Modifikationen dieser Art nicht beobachtet wurden (Miiller-Loennies, Lindner und
Brade, 2003; O’Connor u. a., 2006; Raetz und Whitfield, 2002). Als eine Alternative
koénnte eine Immobilisierung iiber KDO-Reste erfolgen, die beispielweise mit einem
Adipinsdure-Dihydrazidadapter derivatisiert werden konnen (Micoli, Rondini u. a.,
2012; Cho u.a., 2009). Vorteilhaft wére dabei, dass KDO-Reste bei den meisten
gramnegativen Bakterien vorhanden sind, wodurch eine einheitliche Immobilisierungs-
prozedur fiir viele Gattungen moglich wére. Auflerdem ist der KDO-Rest bzw. die
Saurefunktion terminal am reduzierenden Ende des PS positioniert. Dies erlaubt
eine selektive Derivatisierung und damit eine gerichtete Bindung von PS an die
SPR-Chipoberflache, dhnlich zu der in dieser Arbeit durchgefithrten Immobilisie-
rung. Nichtsdestotrotz bietet die Phosphoethanolamin-basierte Immobilisierung eine
schnelle Alternative ohne zuséatzliche Derivatisierungsschritte fiir Bakterienstdmme,
die uber diese Modifikation verfiigen. Auch wenn das Ausmafl der Modifikation
durch Phosphoethanolamin fiir einige Salmonella-Stamme zwischen 15-43 % betra-
gen kann (Micoli, Rondini u. a., 2012), kann eine schwache Modifizierung durch einen
Uberschuss an PS withrend der Immobilisierung kompensiert werden. Daneben be-
steht theoretisch die Méglichkeit, die Modifizierung des Kernsaccharids zu erzwingen
oder deren Ausmafl zu erhohen, da die beteiligten Gene bekannt sind. Bei Salmonella
ist das Genprodukt von cptA fiir die Modifikation sowie das Zweikomponentensystem
aus Proteinen PmrA /PmrB fiir die Regulation verantwortlich (Tamayo u. a., 2005).
Eine Aktivierung des PmrA /PmrB-Regulationssystems kann unter anderem durch
Zugabe von Fe?t oder AI** erreicht werden, was die Ausbeute der modifizierten PS-
Ketten potentiell erh6hen kénnte (Nishino u. a., 2006). Der Einsatz dieser speziellen

Wachstumsbedingungen muss die Moglichkeit in den Betracht gezogen werden, dass
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solche Bedingungen unter Umstéanden in einer Veranderung der Zusammensetzung

oder der Lénge der O-Ag-Ketten resultieren koénnen (Farizano u. a., 2012).

4.2.2 Immobilisierung von derivatisierten Oligosaccharidfragmenten fiir
Oberflachenplasmonresonanz-basierte Interaktionsmessungen

Im Unterschied zum PS stellt das 3RU-Oligosaccharidfragment einen definierten
Interaktionspartner von TSPs mit einer homogenen chemischen Zusammensetzung
dar. Dies ist speziell von Bedeutung, wenn die Fragestellung weniger auf die Bindung
eines TSPs an die bakterielle Oberflache zielt, sondern das System aus Oligosaccharid
und TSP als Modell fiir die Interaktion zwischen Proteinen und Kohlenhydraten
herangezogen wird. Die chemisch homogenen Oligosaccharidfragmente sind auch
fir fluoreszenzbasierte Titrationsexperimente oder isotherme Titrationskalorime-
trie geeignet, sodass verschiedene Bindungsparameter fiir ein Interaktionssystem
aus Oligosaccharid und Protein bestimmt werden koénnen. Durch den Vergleich
der 16sungsmittel- und oberflichenbasierten Methoden wére es z. B. moglich, Ober-
flacheneffekte zu adressieren, die bei einer SPR-Messung oder einer Bindung an
Membranstrukturen auftreten kénnen.

Die Immobilisierung von kleineren Oligosacchariden erfordert in der Regel eine
Derivatisierung mit einem Adapter, der geeignete reaktive Gruppen (z. B. Amino-,
Hydrazid-, Thiol-, Epoxy-Gruppe) zur Verfiigung stellt (Rillahan und Paulson, 2011;
Gedig, 2008). Ein wichtiger Aspekt der Derivatisierung ist dabei die Erhaltung der
Ringstruktur des betroffenen Saccharidrests. Bei dem in dieser Arbeit eingesetzten
Oligosaccharidfragment aus 3RU war die Erhaltung der Ringstruktur essentiell,
da 2RU als minimaler Interaktionspartner von P22TSP in fluoreszenzbasierten
Bindungsassays und kristallographischen Studien charakterisiert wurde (U. Baxa,
Cooper u.a., 2001; U. Baxa, Steinbacher u. a., 1996). Daher wurde ein bi-funktionaler
Oxaminadapter eingesetzt, der einerseits eine primire Aminogruppe bereitstellt und
andererseits die Ringstruktur am reduzierenden Ende erhélt (Bohorov u. a., 2006).

Der Erfolg der Derivatisierung des 3RU-Fragments mit dem Oxaminadapter wurde
durch Massenspektrometrie und H-NMR bestétigt. Eine effektive Immobilisierung
des resultierenden Oligosaccharids auf einer SPR-Oberfléche ist jedoch nicht gelungen.
Ein Grund dafiir ist vermutlich eine langsame Kinetik der Immobilisierungsreaktion
zusammen mit einer geringen Menge an verfiigbarem derivatisiertem Oligosaccha-
rid. Eine Immobilisierung von Kohlenhydraten iiber den Oxaminadapter wurde in
einer Chip- bzw. Microarray-Studie gezeigt (Bohorov u. a., 2006). Im Unterschied
zu SPR-Experimenten handelt es sich dabei nicht um ein Durchflusssystem. Das
ermoglicht es, Immobilisierungsschritte mit einer geringen verfiigharen Menge an
Oligosaccharid iber mehrere Stunden durchzufiithren, um ausreichend Material auf

einem Microarray immobilisieren zu konnen. Fine mogliche Losung ware daher, die
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Oligosaccharidfragmente auflerhalb des SPR-Geréts auf dem SPR-Chip zu immobi-
lisieren und erst danach ins Flusssystem einzubauen. Es ist anzumerken, dass die
Reaktionskinetik der EDC/NHS-vermittelten Immobilisierung ausreichend schnell
und fiir die SPR-basierten Experimente grundsatzlich geeignet ist (Gedig, 2008). Fiir
die beobachtete niedrige Effizienz bei der Immobilisierung iiber den bi-funktionalen
Oxaminadapter ist vermutlich die fehlende Anreicherung des Oligosaccharids auf
der Oberfliche des SPR-Chips verantwortlich. Die Voranreicherung des Liganden
an der SPR-Oberfldche kann die Effizienz der Immobilisierung entscheidend beein-
flussen (Gedig, 2008). Eine Optimierungsstrategie fiir die Immobilisierung wére der
Einsatz von SPR-Chipoberflachen mit einer hoheren Schichtdicke und gleichzeitig
einer hoheren Dichte der Carboxyl-Gruppen. Neben der Immobilisierung wére der
Einsatz der Oberflichen mit einer hohen Kapazitat auch fiir die Messung vorteil-
haft: Da pro 3RU-Molekiil nur eine potentielle Bindungsstelle fiir ein TSP vorliegt,
konnte bei einer hoheren Beladung ein besseres Signal-Rauschverhéaltnis erreicht
werden. Alternativ wére eine Derivatisierung des Oligosaccharidfragments mit einem
mehrfach geladenen Adapter in Betracht zu ziehen. Dadurch konnte eine effektivere
elektrostatische Anreicherung des Oligosaccharids auf der Oberfliche und folglich

eine effektivere Immobilisierung erreicht werden.

4.3 Effekte der nicht-stochiometrischen Modifikationen des
O-Ags auf das Bindungsverhalten von 9NATSP und P22TSP

4.3.1 Methoden zur Analyse der Produktprofile aus einem O-Ag-Verdau
durch TSPs

Die in ELITA- und FACS-Bindungstests eingesetzten TSPs enthielten jeweils eine
Mutation, um ihre katalytische Aktivitdt zu unterbinden ohne dabei ihre Bindung
an das O-Ag zu verandern (Andres, Roske u.a., 2012; U. Baxa, Steinbacher u. a.,
1996). Bei einem Wildtyp-TSP hingegen ist die Bindung an ein geeignetes O-Ag
unmittelbar an eine Spaltung der O-glycosidischen Bindung gekoppelt. Da einige
der charakterisierten Samonella-Staémme ausgepréigt unterschiedliche Bindungsef-
fizienzen an P22TSP und 9NATSP zeigten, wurde die katalytische Aktivitit der
TSPs verglichen. Einen Hinweis darauf, wie effizient eine O-Ag-Variante durch ein
TSP umgesetzt wird, liefern die Verdauprofile. Die Effizienz des Verdaus durch ein
TSP wurden auf der Grundlage bewertet, dass das 2RU-Fragment das Hauptprodukt
eines vollstandigen Verdaus darstellt (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Andres,
Ulrich Baxa u.a., 2010). Die Dominanz ldngerer Fragmente deutet demnach auf
einen unvollstdndigen Umsatz des O-Ags hin und qualifiziert dieses O-Ag als ein

weniger geeignetes Substrat.
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Mehrere Moglichkeit sind verfiigbar, um Verdauprofile eines TSPs zu erhalten: Es
konnen komplette Zellen oder isoliertes LPS mit einem Bakteriophagen oder einem
TSP inkubiert werden, wobei die freigesetzten Oligosaccharidfragmente durch Dialyse
getrennt und chemisch charakterisiert werden kénnen (Eriksson und Lindberg, 1977,
Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981). In dieser Arbeit wurden zwei Kombinationen
der Methoden eingesetzt. Die Analyse der Produktverteilungen nach dem Verdau
von LPS erfolgte mit der Kapillargelelektrophorese (CE). Das LPS unterscheidet
sich vom PS durch die Priasenz von Lipid A. Die hydrophoben Ketten von Lipid A
fithren dazu, dass LPS in wéssrigen Losungen Aggregate unterschiedlicher Gréfle und
Morphologie bildet (Kastowsky, Gutberlet und Bradaczek, 1993; Aurell und Wistrom,
1998; Aurell, Hawley und Wistrém, 1999; Andres, Roske u. a., 2012). Das PS enthélt
keine stark hydrophoben Anteile und bleibt daher in Losung. Die Préisenz lamellarer
Aggregate von LPS ist die Voraussetzung fiir eine Ejektion der Bakteriophagen-DNA |
wéhrend PS keine DNA-Ejektion bei Bakteriophagen auslost (Andres, Hanke u. a.,
2010; Andres, Roske u.a., 2012). Es gibt jedoch keine Hinweise darauf, dass dieses
Aggregationsverhalten von LPS die Bindung von TSPs signifikant beeinflusst (U.
Baxa, Steinbacher u. a., 1996; Andres, Ulrich Baxa u.a., 2010). Die CE erlaubte die
Trennung der 2RU-Oligosaccharidfragmente der O-Ag-Variante O4 von den nicht-
stochiometrisch modifizierten Varianten, die eine zusétzliche Glucosylierung oder

eine Acetylierung trugen.

Die zweite Kombination analytischer Methoden, die in dieser Arbeit eingesetzt
wurde, setzt sich aus dem Verdau des PS, der Groéflenausschluss-HPLC zur Tren-
nung der Oligosaccharidfragmente und anschlieender MALDI-MS zusammen. Die
Auftrennung der modifizierten und nicht-modifizierten Oligosaccharidfragmente, wie
sie bei CE beobachtet wurde, war mit der eingesetzten HPLC nicht moglich. Da
Retentionszeiten der modifizierten und nicht-modifizierten Formen in der HPLC sehr
ahnlich waren, wurden diese Fragmente mit einer minimalen Verzogerung eluiert, was
sich teilweise negativ auf die Peakbreite auswirkte. Dafiir erlaubte der Einsatz von
HPLC eine préaparative Aufreinigung der 2RU-Fragmente, die anschlieBend mittels
MALDI-MS hinsichtlich ihrer Zusammensetzung charakterisiert werden konnten.
Prézisere Aussagen hinsichtlich der Struktur der Oligosaccharidfragmente wéren al-
lerdings mit fragmentierenden Varianten der Massenspektrometrie (MS/MS) moglich.
Optimal wére eine Kopplung von CE an die MS/MS. Diese Kombination wiirde es
ermoglichen, die Vorteile einer hoherer Trennleistung der CE mit der strukturellen
Analyse der aufgetrennten Fragmente zu verbinden (Kilar, Dérnyei und Kocsis, 2013;
Banoub u. a., 2010; Zamfir, 2007).

Die Auswertung der Produktprofile aus den CE- und HPLC-Léaufen basierte
auf dem Vergleich der relativen Intensitdten der Peaks fiir Oligosaccharidprodukte

verschiedener Langen sowie der modifizierten und nicht-modifizierten Formen im
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Fall von CE. Um die Vergleichbarkeit der Intensitidten bzw. der Produktprofile zu
verbessern, konnen den Verdauansitzen Standards zugesetzt werden. Dabei bieten
sich Mono- oder Disaccharide mit einer vom O-Ag abweichenden Zusammensetzung
an, die nachweislich nicht mit der Bindung und der Rhamnosidaseaktivitat der TSPs
interferieren. Da Kohlenhydrate als Standards eingesetzt wiirden, kénnte man davon
ausgehen, dass sie sich bei allen Verarbeitungsschritten der Verdauansitze (z.B.
Ethanolféllung) ahnlich zu den Oligosaccharidprodukten verhalten werden. Nach
der Auftrennung der Oligosaccharidfragmente konnten die Peakintensitdten von
Produkten (2RU, 3RU) auf die Intensitiat des Standards normiert werden.

Auf einige Salmonella-Stamme wurden beide analytische Methoden, CE und
HPLC/MALDI-MS, angewandt. Die erhaltenen Produktprofile sind weitgehend ver-
gleichbar. Das bedeutet, dass die Unterschiede in der Umsetzung des jeweiligen O-Ags
durch das P22TSP und 9NATSP unabhéngig von der eingesetzten Methode beobach-
tet wurden. Dies bestatigt die Validitat der erhaltenen Daten und der abgeleiteten
Effekte auf die Bindung bzw. den Verdau des O-Ags durch die eingesetzten TSPs.

4.3.2 Produktprofile von 9NATSP und P22TSP beim Verdau des
nicht-modifizierten 04-Ags

Der Stamm Salmonella Heidelberg 13-00586 wurde sowohl mittels CE als auch mittels
HPLC hinsichtlich der Produktverteilungen beider TSPs untersucht. Beide Methoden
zeigten minimale Unterschiede zwischen 9NATSP und P22TSP, wobei P22TSP
etwas effektiver war. Dies korreliert insofern mit den Daten der Bindungstests, dass
sowohl ELITA als auch die FACS-basierte Messung P22TSP als einen minimal
besseren Binder fiir diesen Stamm identifizierten. Die Massenspektrometrie der 2RU-
Fragmente deutet darauf hin, dass das O-Ag von Salmonella Heidelberg 13-00586
unmodifiziert vorliegt. Die Peakintensitidten der HPLC-Laufe zeigen, dass P22TSP
etwa 10 % mehr vom 2RU-Fragment produzierte als 9NATSP. Ob Unterschiede in
dieser Grofe allerdings signifikant sind, lésst sich ohne geeignete Standards nicht
abschétzen. In der CE sind die Intensitédtsunterschiede beim 2RU-Peak ebenfalls nicht
eindeutig. Dafiir wurden bei dem Ansatz mit INATSP hohere Mengen an langerem
Produkt, 3RU-Oligosaccharidfragment, beobachtet. Die Tatsache, dass mehr l&ngere
Produkte gebildet wurden, kann als eine etwas niedrigere Effizienz von 9NATSP bei
der Spaltung des O-Ags interpretiert werden. Insgesamt stimmen die Ergebnisse der
Bindungstests fiir den Stamm Heidelberg 13-00586 mit den Aktivitdtsdaten aus den

Produktverteilungen sowie Massenspektrometriedaten iiberein.
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4.3.3 Effekt der Acetylierung auf Bindung und katalytische Aktivitat von
9NATSP und P22TSP

Von besonderem Interesse waren die Stamme, die serologisch als O4,5 charakterisiert
wurden und folglich eine Acetylierung an der Abequose-Position C2 tragen (Grimont
und Weill, 2007; Zandomeneghi u. a., 2012). Tatséchlich wurden fiir diese Stamme
unterschiedliche Produktprofile der TSPs in Verbindung mit der Acetylierung des
O-Ags beobachtet. Zum einen interferiert die Acetylierung mit der katalytischen
Aktivitat von P22TSP. Nach dem Verdau von Wildtyp-O-Ag aus Salmonella Ty-
phimurium DB7136 und von chemisch de-O-acetyliertem O-Ag aus dem gleichen
Stamm wurden deutliche Unterschiede in den Produktverteilungen (HPLC) beobach-
tet. Diese deuten darauf hin, dass beim Verdau des acetylierten O-Ags neben dem
Hauptprodukt mit 2RU signifikante Mengen an ldngeren Produkten gebildet werden.
Da 2RU als Endprodukt beim Verdau betrachtet werden kann, deuten langere Oli-
gosaccharidprodukte auf eine unvollstédndige Umsetzung des O-Ags durch P22TSP
hin. Die de-O-acetylierte Variante des O-Ags zeigt beim Verdau fast ausschliellich
2RU-Produkte und liefert hohere Ausbeuten, was auf eine vollsténdige Umsetzung

hinweist.

Die massenspektrometrische Analyse der 2RU-Fragmente aus dem Verdau des
04,5-Ags aus Salmonella Typhimurium DB7136 zeigte Massen fiir eine nicht acety-
lierte Form, eine Form mit einer acetylierten RU und eine vollstandig acetylierte Form
des O-Ags. Die Auswertung der Peakintensitét erfolgte unter der Annahme, dass bei
dhnlichen Oligosaccharidfragmenten die Peakintensitét semi-quantitativ mit den je-
weiligen Mengen im analysierten Gemisch korreliert (Sz&jli, Fehér und Medzihradszky,
2008; El-Hawiet, Kitova und Klassen, 2012). Die beobachtete Intensitétsverteilung
der Peaks fiir die acetylierten und die nicht acetylierte Formen des O-Ags war entspre-
chend 1:2:1. Da die analysierten Fragmente aus dem Verdau mit P22TSP stammen,
spiegelt die Intensititsverteilung potentiell sowohl die tatsédchliche Verteilung der
O-Acetylierung in den O-Ag-Ketten als auch die Praferenz von P22TSP. Im ersten
Fall kann die Intensitdtsverteilung der Peaks als eine zuféllige, statistische Verteilung
der nicht-stochiometrischen O-Acetylierung entlang der O-Ag-Ketten interpretiert
werden. Dafiir spricht auch die Intensitdtsverteilung in Massenspektren der 3RU-
Produkte aus dem gleichen Verdau: Es wurden alle Formen von nicht acetyliert
iiber einfach und doppelt acetyliert bis vollstandig acetyliert im Verhéltnis von etwa
1:3:3:1 beobachtet (Spektrum nicht gezeigt). Diese Verteilung kénnte ebenfalls eine
statistische Natur der Acetylierung reprasentieren. Theoretisch koénnte die Inten-
sitatsverteilung von 1:2:1 auch darauf hindeuten, dass P22TSP besonders effektiv
O-Ag-Abschnitte mit abwechselnd acetylierten RU prozessiert, da 2RU-Fragmente

mit einer acetylierten RU im MS-Produktspektrum die hochste Intensitit zeigen. In
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diesem Zusammenhang ware es besonders interessant die tatséchliche Position der
O-Acetylierung zu bestimmen bzw. zu bestimmen, ob ausschlieflilich die Abequose am
reduzierenden Ende oder am nicht-reduzierenden Ende des 2RU-Fragments toleriert
wird. Die kristallographische Strukur des Komplexes aus P22TSP und 2RU zeigt,
dass beide RU entlang der Bindungsachse um ca. 180° gegeneinander verdreht sind
(Steinbacher, U. Baxa u.a., 1996). Das bedeutet, die Bindungsstelle von P22TSP
interagiert mit unterschiedlichen Teilen der Oberfliche der beiden RU. Entsprechend
konnte sich eine Acetylierung an der Abequose am nicht reduzierenden Ende des
2RU-Fragments ungiinstig auf die Interaktion auswirken, wahrend die alternative
Acetylierung an der Abequose am reduzierenden Ende nicht durch die Bindungsstelle
von P22TSP erfasst wird (Abb. 4.2). Gleichzeitig stehen die Ergebnisse im Einklang
mit den Daten aus fritheren Studien, denen zufolge Abequose eine essentielle Rolle
bei der Interaktion von TSP und O-Ag spielt (U. Baxa, Cooper u.a., 2001). Die
eingesetzte MALDI-MS-Methode ohne die Verwendung von MS/MS-Methode erlaubt
keine Lokalisierung der beobachteten Acetylierung, was den Einsatz alternativer

Methoden wie z. B. MS/MS oder NMR notig macht.

Interessanterweise geben die Ergebnisse der Bindungstests nicht die Beobachtun-
gen bei Produktverteilungen wieder. Wahrend die Produktverteilungen des Stamms
Salmonella Typhimurium DB7136 auf eine deutlich bessere Substratkompatibilitat
von 9NATSP hindeuten, charakterisieren ELITA und FACS beide TSPs als nahezu
gleich gute Binder. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die Dynamik der Acetylierung.
Zandomeneghi u. a. (2012) berichtet von signifikanter Verdnderung der Acetylierung
im Laufe der Kultivierung sowie in Abhangigkeit von den Wachstumsbedingungen
(aerob/anaerob, pH-Wert). Zusammen mit der Tatsache, dass diese Verdnderungen
nur in lebenden Zellen beobachtet werden, liegt es nahe, dass der Umfang der Acety-
lierung durch physiologische Regulationsmechanismen kontrolliert ist (Zandomeneghi
u. a., 2012). Fiir beide Bindungstests wurden die Salmonella-Stdmme etwa 3-5h bis
zum Erreichen einer optischen Dichte (ODggo nm) zwischen 0,8 und 1,2 kultiviert.
Fiir die Praparation von LPS und PS wurden die Kulturen jedoch iiber Nacht
inkubiert, um die Ausbeute zu maximieren. Unter den eingesetzten Bedingungen
konnen dabei iiber Nacht Zelldichten von etwa 4,0-6,0 erreicht werden. Unter die-
sen Umsténden kann sich der Umfang der Acetylierung in Bindungsexperimenten
und Verdauexperimenten unterscheiden. Eine Moglichkeit, die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse aus Verdauexperimenten zu verbessern, besteht durch den Einsatz eines
Fermenters. Dadurch konnen Schliisselparameter wie pH-Wert, Sauerstoffgehalt und
die Verfiigbarkeit von Néhrstoffen konstant gehalten werden. Alternativ wére es
moglich, ganze inaktivierte Zellen, die bis zu einer definierten Dichte angezogen
sind, mit einem TSP zu inkubieren (Eriksson und Lindberg, 1977). Die Menge

der gewonnenen Oligosaccharidfragmente wiirde fiir sensitive Methoden wie CE
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Abbildung 4.2: Acetylierungspositionen auf Oligosaccharidfragmenten, gebunden an P22TSP. (a)
Frontalansicht der Bindungstasche von P22TSP (grau, raumfillende Darstellung) mit dem gebundenen
2RU-Fragment (griin, rot) der Serogruppe O4, PDB: 1TYX (Steinbacher, U. Baxa u. a., 1996). Die
Sauerstoffatome an den Abequose-Resten an der Position C2 (blau) sind beim O4,5-Ag acetyliert. (b)
Die Struktur aus (a), Ansicht von schrig oben verdeutlicht die Orientierung der im O4,5-Ag acetylierten
Gruppen. Bei der repetitiven Einheit am reduzierenden Ende zeigt die potentielle Acetylierung zum
Loésungsmittel. Die Position der Acetylierung der Abequose am nicht reduzierenden Ende liegt direkt
an der Proteinoberfliche. (c) Die Struktur analog zu (a) mit den Sauerstoffatomen an den Rhamnose-
Positionen C2 und C3 (magenta), die infolge einer Lysogenisierung durch Bakteriophagen A2 oder A3
acetyliert werden kénnen (Wollin, Stocker und Lindberg, 1987). (d) Die Struktur aus (c), Ansicht von
schrag unten zur Verdeutlichung der Orientierung der potentiell acetylierten Positionen der Rhamnose-
Reste. Die Positionen nahe dem reduzierenden Ende liegen unmittelbar an der Proteinoberflache. Die
aquivalenten Positionen am nicht-reduzierenden Ende sind zum Lésungsmittel hin orientiert.

und Massenspektrometrie vermutlich ausreichen. Auf diese Weise konnte man fiir
ELITA- und FACS-Bindungstests sowie fiir Verdauexperimente eine vergleichbare
Zusammensetzung des O-Ags erreichen, da alle Messungen mit Zellaliquots aus einer
Kultur durchfiihrbar waren. Es wéare jedoch zu beachten, dass die auf diese Weise
gewonnenen absoluten Produktmengen zwischen unterschiedlichen Stédmmen nur
eingeschrankt vergleichbar waren. Neben der Menge an eingesetzten Zellen ist die
Lénge der O-Ag-Ketten und somit die Menge an verfiigharem Substrat pro Zelle fiir

die Produktmengen entscheidend.

Fiir zwei weitere Stdamme, die serologisch als 04,5 charakterisiert wurden, liegen CE-
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Daten vor: Salmonella Heidelberg 13-00308 und Salmonella Typhimurium 13-01225.
Fir den Stamm Typhimurium 13-01225 wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden TSPs sowie keine nennenswerten Anteile von 3RU in den
Produktverteilungen beobachtet. Ein moglicher Grund koénnte das Ausmafl der
Acetylierung sein, das einerseits fiir O4,5-positive Ergebnisse bei der Serotypisierung
ausreicht und andererseits zu gering ist, um die Produktverteilung beim Verdau
zu beeinflussen. Um eine genaue Aussage beziiglich der Acetylierung zu treffen,
miissten auch bei diesem Stamm die entstehenden Fragmente mittels MS/MS oder
NMR untersucht werden. Dariiber hinaus kénnen mit den vorhandenen Daten
weitere Modifikationen des O-Ags nicht ausgeschlossen werden, die nicht durch die
Serotypisierung erfasst werden. Dafiir sprechen die ELITA-Bindungsdaten, die keine
Bindung durch 9NATSP und eine vergleichsweise schwache Bindung durch P22TSP

zeigten.

Der Stamm Salmonella Heidelberg 13-00308 zeigte fiir P22TSP eine noch stérker
ausgepragte Abweichung der Produktverteilung vom Idealfall mit 2RU, als Haupt-
produkt als es bei Salmonella Typhimurium DB7136 beobachtet wurde. Statt einer
Verschiebung der Produktverteilung zugunsten langerer Oligosaccharidfragmente
wurden kaum Produkte detektiert. Dies konnte wiederum mit dem Ausmaf} der
Acetylierung zusammenhéngen und gleichzeitig die Vermutung erhérten, dass beide
moglichen Acetylierungspositionen beim Substrat unterschiedlich stark interferieren.
D.h. wenn ein tiberwiegender Anteil einer O-Ag-Kette acetyliert vorliegt, gibt es
kaum Stellen, die ein effektives Substrat fiir P22 TSP darstellen. Auch beim ELITA-
Bindungstest wurde nur eine minimale Bindung von P22TSP bei diesem Stamm
beobachtet. Beim Verdau von LPS aus Salmonella Heidelberg 13-00308 mit INATSP
wurden 2RU-Fragmente produziert, was auf eine effektive Umsetzung hindeutet.
Zusammen mit den positiven Ergebnissen der Bindungstests konnten die Daten
als ein Hinweis darauf interpretiert werden, dass 9NATSP eine O-Acetylierung der
Abequose potentiell besser tolerieren konnte als P22TSP. Allerdings basiert diese
Argumentation hinsichtlich der O-Ag-Struktur auf der Serotypisierung. Fiir eine
zuverlédssige Aussage iiber die Bindungseigenschaften von 9NATSP in Bezug auf
die Acetylierung sind genauere Informationen iiber die Zusammensetzung und die
Struktur des O-Ags aus MS/MS-Experimenten notig. Aulerdem konnte das PS aus
den Stdmmen Salmonella Typhimurium DB7136 und Heidelberg 13-00308 chemisch
deacetyliert und neben der acetylierten Form auf einem SPR-Chip immobilisiert
werden. Auf diese Weise konnte der Einfluss der Acetylierung auf die Bindung beider

TSPs erfasst werden.

Interessanterweise wurden bei MALDI-MS der Verdauprodukte auch beim Stamm
Salmonella Paratyphi B zuséatzliche Peaks detektiert, die aufgrund der Massendiffe-

renzen auf eine Acetylierung hindeuten. Gleichzeitig wurde der Stamm serologisch als

90



4.3 Effekte der nicht-stéchiometrischen Modifikaitonen des O-Ags
auf das Bindungsverhalten von 9NATSP und P22TSP

4 Diskussion

04,5-negativ getestet, was eine Acetylierung der Abequose ausschliefft. Theoretisch
ware eine alternative Position der Acetylierung an der Rhamnose moglich, wie sie
von Wollin, Stocker und Lindberg (1987) als Folge einer Lysogenisierung durch
Bakteriophagen A3 und A4 beschrieben wurde. Auch diese Art der Acetylierung
wiirde vermutlich mit der Bindung von 9NATSP und P22TSP interferieren, da die
betroffenen Positionen C2 und C3 der Rhamnose bei einer RU am reduzierenden
Ende des gebundenen Oligosaccharidfragments zur Proteinoberfliche orientiert wéren
(Abb. 4.2). Anders als beim Stamm Salmonella Typhimurium DB7136 wurden bei
Paratyphi B keine vollstandig acetylierten 2RU-Fragmente in der Massenspektrome-
trie beobachtet. Dies kann ein Hinweis auf eine strikte Inkompatibilitdt der TSPs
mit dem vollstdndig acetylierten O-Ag sein, wie es zuvor fir den Stamm Salmonella
Heidelberg 13-00308 beobachtet wurde.

Gleichzeitig zeigt Paratyphi B neben der Acetylierung auch eine Glucosylierung
des O-Ags. Diese kann mit der Bindung bzw. Rhamnosidaseaktivtiat von P22TSP
interferieren, wie es fiir P22-lysogenisierte Salmonella-Stdmme beobachtet wurde
(Andres, Gohlke u. a., 2013; Eriksson, Svenson u. a., 1979; Luderitz, Staub und West-
phal, 1966). Die Effekte der Glucosylierung werden detailliert im Abschnitt 4.3.4
diskutiert. Fest steht jedoch, dass sowohl die Acetylierung als auch die Glucosylierung
die Aktivitdt der TSPs beeinflussen konnen. Demnach ware es vorstellbar, dass ein
komplexes Zusammenwirken der beiden vorhandenen Modifikationen fiir die beobach-
tete Verteilung der Acetylierung in MALDI-Massenspektren sowie Produktprofilen
aus HPLC-Laufen fiir den Stamm Salmonella Paratyphi B verantwortlich ist.

4.3.4 Effekt der Glucosylierung auf Bindung und die katalytische Aktivitat
von 9NATSP und P22TSP

Die 2RU-Oligosaccharidfragmente aus den Salmonella-Stémmen Paratyphi B, Bran-
caster und Kalamu zeigten in MALDI-MS Signale, deren Massendifferenz zu 2RU-
Peaks auf eine zuséatzliche Hexose pro RU hindeutet. In der Literatur sind zwei
O-Ag-Varianten beschrieben, bei denen Galactose an den Positionen C4 und C6 glu-
cosyliert vorliegt (B. Liu u. a., 2013; Micoli, Ravenscroft u. a., 2013; Liideritz, Staub
und Westphal, 1966). Das bedeutet, die drei Salmonella-Stémme exprimieren mit
einer hohen Wahrscheinlichkeit das O-Ag mit einer Glucosylierung an der Galactose.
Die genaue Position der Glucosylierung kann aus den vorliegenden MALDI-MS-Daten
nicht abgeleitet werden. Dies macht einen direkten Vergleich zwischen den Stdmmen
schwierig, da man die beobachteten, gegebenenfalls gegensatzlichen Effekte nicht
einer der beiden méglichen Glucosylierungen zuordnen kann. Andererseits sind die
Effekte der beiden Glucosylierungen auf die hydrolytische Aktivitat der gesamten
Bakteriophagen P22TSP und 9NATSP bekannt (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981;

Eriksson, Svenson u. a., 1979). Da beide Bakteriophagen tiber jeweils einen Typ von
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TSP verfiigen, kann man vom beobachteten Verhalten der TSPs in erster Ndherung
auf die Art der Glucosylierung schlieffen. Ein zweiter Aspekt ist das Ausmaf} der
Glucosylierung der drei Stdmme. Die Peakintensitdten in Massenspektren legen es
nahe, dass bei Brancaster und Kalamu etwa 80 % der 2RU-Oligosaccharidfragmente
glucosyliert sind, die durch ONATSP-Verdau produziert wurden. Beim Stamm Para-
typhi B sind hochstens 40 % der gebildeten Verdauprodukte glucosyliert. Auch bei
diesen Daten ist zu beachten, dass sie zum Teil das Ausmafl der Glucosylierung des
PS représentieren und zum Teil die Préaferenz von 9INATSP fiir eine Glucosylierung

abbilden koénnen.

Die Verdauprofile der Stamme Kalamu und Paratyphi B zeigen einen jeweils ef-
fektiveren Umsatz des PS durch 9NATSP. Bei der Inkubation mit P22TSP wurden
beim Stamm Paratyphi B etwa 50 % weniger Produkte aller Langen gebildet, vergli-
chen mit 9NATSP. Im Fall von Salmonella Kalamu wurden bei der Inkubation mit
P22TSP kaum Produkte gebildet. In dieser Hinsicht korrelieren die Ergebnisse mit
dem Umfang der Glucosylierung: Bei dem Stamm Kalamu liegt laut Peakintensitét
der MALDI-Massenspektren etwa 90 % des O-Ags glucosyliert vor. Bei Paratyphi B
ist das O-Ag weniger stark glucosyliert, wodurch mehr Verdauprodukte als bei
Kalamu gebildet werden. Dieser Zusammenhang legt nahe, dass P22TSP in seiner
katalytischen Aktivitdt durch die vorhandene Glucosylierung beeintrichtigt wird.
Das gleiche Verhalten wurde im ELITA- und FACS-Bindungstests beobachtet, die
9NATSP sowohl im Fall von Salmonella Kalamu als auch im Fall von Salmonella

Paratyphi B als einen besseren Binder identifizierten.

Noch stérker ist die Korrelation zwischen dem Umfang der Glucosylierung und der
Effektivitdt des Verdaus beim Stamm Salmonella Brancaster ausgepréigt. Fiir diesen
Stamm liegen die Daten aus dem LPS-Verdau mit anschlieSender Analytik tiber CE
vor. Der Verdau von LPS mit 9NATSP lieferte in den CE-Elektropherogrammen
einen prominenten 2RU-Peak mit einer Verschiebung in der Retentionszeit, die auf
die Glucosylierung zuriickzufiihren ist. Die Inkubation mit P22TSP zeigte in der CE
ein schwaches Signal fiir 2RU, mit der Retentionszeit des nicht glucosylierten 2RU-
Standards. Das deutet darauf hin, dass P22TSP lediglich den nicht glucosylierten
Anteil des LPS umsetzen konnte und daher insgesamt deutlich weniger Oligosaccha-
ridfragmente produzierte. Das Ausmafl der Glucosylierung bei diesem Stamm liegt
bei etwa 80 %, wie es den Massenspektren der Verdauprodukte zu entnehmen ist.
Das bedeutet, fiir P22TSP stellten lediglich 20 % des O-Ags ein geeignetes Substrat
dar. Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in den Ergebnissen der Bindungstests
wider. Sie identifizierten 9NATSP als einen deutlich besseren Binder mit den 3- bis
5-fachen hoheren Werten als bei P22TSP.

Fiir die drei Salmonella Stamme Brancaster, Kalamu und Paratyphi B wurde im

FACS-Experiment eine Aufspaltung in zwei Populationen nach Zugabe von P22TSP
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beobachtet. Dabei zeigte Brancaster eine eindeutige Trennung von bindenden und
nicht bindenden Zellen und gleichzeitig die schwéchste Bindung durch P22TSP,
verglichen mit den beiden restlichen glucosylierten Stammen. Dabei bezieht sich die
Stéarke der Bindung auf den Anteil der bindenden Zellen in der Gesamtpopulation
und nicht auf die Interaktion zwischen dem O-Ag und dem TSP an sich. Die Tatsache,
dass im FACS-Experiment eine kleine Population von Zellen eine effektive Bindung
durch P22TSP zeigte, deutet darauf hin, dass nicht etwa 80 % des O-Ags pro Zelle
glucosyliert vorliegt, sondern etwa 80 % der Zellen das glycosylierte O-Ag exprimieren,
wahrend die restlichen Zellen ein nicht glucosyliertes O-Ag herstellen. Diese Konstel-
lation passt auch zu den Produktprofilen aus dem Verdau mit ONATSP. 9NASTP
konnte die Glucosylierung tolerieren und wiirde das O-Ag sowohl auf den vollsténdig
glucosylierten als auch auf den nicht glucosylierten Zellen verdauen. Das Ergebnis ist
ein Produktprofil, bei dem etwa 80 % der Produkte glucosyliert sind. Damit lassen
sich zwei Aussagen treffen: zum einen interferiert die beobachtete Glucosylierung
des O-Ags mit der Bindung und der katalytischen Aktivitiat von P22TSP. Damit
handelt es sich vermutlich um eine Glucosylierung an der Position C6 der Galactose
(Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Eriksson, Svenson u. a., 1979). Zum anderen
spiegeln die Massenspektren der Produkte nicht nur die durchschnittliche Verteilung
der nicht-stochiometrischen Modifikationen im O-Ag pro Zelle, sondern auch die
Verteilung der Subpopulationen, die aufgrund der Phasenvariation zustande kommen
kann (Patterson u.a., 2012; Broadbent, Davies und Woude, 2010; van der Woude
und Baumler, 2004). Eine genauere Aussage tiber die Herkunft der Verteilung ist im

Zusammenhang mit einer FACS-basierten Bindung moglich (Abb. 4.3).

Zwei weitere Stdmme, die laut der Serotypisierung glucosylierte Varianten des
09-Ag’s exprimieren, sind die Typhi-Stdmme T2 und T4. Fir diese Stdmme liegen
nur Ergebnisse der ELITA-Bindungsmessung vor. Der Unterschied zwischen den
beiden Stammen liegt in der Serospezifitat 0125, die nur durch den Stamm Typhi T4
exprimiert wird. Die beiden Stdmme zeigten im ELITA-Bindungstest eine Bindung
sowohl durch P22TSP als auch durch 9NATSP, wobei fiir P22TSP eine effektivere
Bindung beobachtet wurde. Dies korreliert nicht mit den publizierten Daten, wonach
O1-Serotyp, das chemisch mit dem O12;-Serotyp identisch ist, dem isoliertem PS eine
Abbauresistenz gegentiber P22 verleiht (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Eriks-
son, Svenson u. a., 1979). Die biologische Rolle der Resistenz wird dadurch erklart,
dass die Glucosylierung der Galactose an der Position O6 durch eine P22-Infektion
ausgelost wird und dadurch eine Superinfektion mit dem gleichen Bakteriophagen
verhindert (Kim und Ryu, 2012). Eine effektive Bindung von P22TSP steht im Wider-
spruch zu diesen Daten, da beide Typhi-Stdmme serologisch als O12; charakterisiert
wurden. Die beobachtete Bindung kann unter Umstanden dadurch erklért werden,

dass nur ein geringer Anteil des O-Ags die besagte Glucosylierung aufweist. Das
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Informationsgehalts der eingesetzten Methoden bei einem
glucosylierten Stamm (z. B. Salmonella Brancaster). Die Bakterien mit einem nicht glucosylierten O-Ag
(blau) sind kompatibel mit der Bindungstasche von P22TSP. Die restlichen Baterien sind aufgrund der
Glucosylierung des O-Ags resistent gegen Bindung und Verdau durch P22TSP (grau). Wéhrend ELITA
eine allgemeine Charakteristik der Bindungseffizienz liefert, erlaubt FACS sowohl die Beurteilung der
Bindungseffizienz tiber die Fluoreszenzintensitat als auch eine Einschatzung davon, welcher Anteil der
Zellpopulation das glucosylierte O-Ag produziert (Subpopulationen). Diese Daten erlauben im Zusam-
menhang mit den Verdauexperimenten Riickschliisse auf die Ursachen fiir eine niedrige Bindungseffizienz
bzw. eine ineffiziente Umsetzung des glucosylierten O-Ags durch ein TSP.

restliche O-Ag stiinde demnach fiir die Bindung von P22TSP zur Verfiigung. Die
Glucosylierung des restlichen O-Ags musste fiir eine effektive Agglutinierung der
Bakterien durch einen anti-O12;-Antikérper bei Serotypisierung ausreichen. Beim
Einsatz von 9NATSP zeigen die Salmonella Typhi-Stdmme unterschiedliche Bin-
dung, die mit der Expression des O125-Ag’s zusammenhéngt. Der Stamm Typhi T4
mit dem O125-Ag zeigt eine schwéachere Bindung durch 9NATSP. Dies korreliert
wiederum mit den Daten von Wollin, Eriksson und Lindberg (1981), denen zufolge
die O12,-Variante durch P22, nicht aber durch 9NA toleriert wird.

Fir P22TSP liegen die Strukturen der Komplexe mit O-Ag-Fragmenten der Se-
rogruppen 02, 04, O9 und 09,12, vor. (Andres, Gohlke u.a., 2013; Steinbacher,
U. Baxa u.a., 1996; U. Baxa, Steinbacher u. a., 1996). Da P22TSP mit der Glucosylie-
rung an der Position C6 der Galactose nicht kompatibel ist, ist die kristallographische
Struktur des Komplexes mit dem Oligosaccharidfragment des 09,012;-Ag’s nicht
vorhanden (Wollin, Eriksson und Lindberg, 1981; Eriksson, Svenson u. a., 1979). Ein
Modell fiir die unterschiedliche Toleranz von P22TSP und 9NATSP gegeniiber dem
012, lasst sich auf der Grundlage des Komplexes aus P22TSP und dem O9-Ag her-
leiten. Da fiir 9NATSP keine Struktur im Komplex mit dem O9-Ag vorliegt, wird die
potentielle Bindungsposition des O-Ag-Fragments durch dreidimensionales alignment
der beiden TSPs modelliert. Die Vorgehensweise wurde bereits im Abschnitt 4.1.2
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Abbildung 4.4: (a) Die kristallographische Struktur des Komplexes aus P22TSP (raumfillend, grau)
und einem 2RU-Fragment (stick-Darstellung, schwarz) des 09-Ags, PDB: 1TYV (Steinbacher, U. Baxa
u.a., 1996). Die Galactose am reduzierenden Ende (blau) und der Sauerstoff an der Position C6
(Kugeldarstellung, magenta) sind hervorgehoben. Diese Position liegt beim 012;-Ag glucosyliert vor. (b)
Eine vergroBerte Ansicht der Bindungsstelle aus (a) (c) Die kristallographische Struktur eines 9NATSP-
Monomers (weiB), PDB: 3RIQ (Andres, Roske u. a., 2012). Analog zur Abbildung 4.1 wurde fir die
Strukturen von 9NATSP und des P22TSP-Komplexes ein dreidimensionales alignment durchgefiihrt und
damit eine potentielle Bindungsposition des 2RU-Fragments in der Bindungsstelle von 9NATSP ermittelt.
(d) Eine vergroBerte Ansicht der Bindungsstelle von 9NATSP mit dem hineinmodellierten 2RU-Fragment.
Der schwarze Pfeil markiert eine Vertiefung auf der Oberflache unmittelbar an der Position C6 der
Galactose, die beim P22TSP (vgl. mit (b)) nicht vorhanden ist. Diese Vertiefung kénnte aufgrund der
Dimensionen und der Geometrie einen Teil der Glucose eines 012;-Ags aufnehmen. (e) Die Ansicht der
Bindungsstelle des P22TSP (raumfiillend, grau) im Komplex mit dem 2RU-Fragment (stick-Darstellung,
schwarz) des 09,12,-Ags, PDB: 1TYW (Steinbacher, U. Baxa u. a., 1996). Die Glucose (Kohlenstoff:
cyan, Sauerstoff (rot)) an der C4-Position der Galactose ist fiir die 12, verantwortlich. Auf der P22TSP-
Oberflache wurden Atome, die sich in einem Umkreis von 4 A um den Glucose-Rest befinden, farblich
hervorgehoben (C: griin, O: rot, N: blau). Vier Wassermolekiile (Kugeldarstellung, halbtransparent blau)
wurden aus der P22TSP-Struktur ohne Ligand (ibernommen, PDB: 1TYX (Steinbacher, U. Baxa u. a.,
1996). Van-der-Waals Radii dieser Wasser-Sauerstoffe kollidieren mit der Glucose im O12,-Ag und
werden vermutlich bei der Bindung verdrangt. (f) Die Bindungsstelle von INATSP (weiB) mit dem
analog zu (d) hineinmodellierten 09,12,-Ag-Fragment. Die Farbgebung ist analog zu (e).
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beschriebenen. Ein direkter Vergleich von P22TSP und 9NATSP zeigt Unterschiede
in der Architektur der Bindungsstellen: Bei 9NATSP gibt es in der unmittelbaren
Néahe der modellierten Bindungsposition der Galactose eine Vertiefung, die potentiell
einen Teil der Glucose fassen kénnte (Abb. 4.4¢,d). Die Vertiefung hat eine Breite
von etwa 7,8 A und eine Tiefe von etwa 6,5 A und enthélt sowohl polare als auch
unpolare Atome. Die Glucose misst durchschnittlich 5,8 A bzw. maximal ca. 8 A
entlang der Verbindungslinie zwischen O1 und O6 und wiirde somit theoretisch in die
Vertiefung passen. An der entsprechenden Stelle gibt es bei P22TSP keine Vertiefung
bzw. keinen Platz fiir eine Glucose, sodass der Grofiteil des Oligosaccharidfragments
vermutlich auch keine effektiven Interaktionen mehr mit den restlichen Atomen der
Bindestelle eingehen kann (Abb. 4.4a,b). Somit liegt der Grund fiir die Resistenz des
09,12, gegeniiber dem P22TSP hochstwahrscheinlich in der sterischen Hinderung.

Im Fall des 09,125-Ags ist die Situation weniger klar. In der unmittelbaren Umge-
bung der Glucose lasst sich bei keinem der beiden TSPs eine potentielle sterische
Hinderung erkennen, wie sie fiir das 09,12; vorliegt (Abb. 4.4¢.,f). Im Gegensatz
ist der Abstand der in die Bindungsstelle hineinmodellierten Glucose von der Ober-
fliche des 9INATSPs sogar grofler als beim P22TSP. Vermutlich handelt es sich bei
der Inkompatibilitat des O125-Ag’s zum 9NATSP eher um eine weniger giinstige
Bindung, da Glucose keine effektiven Interaktionen mit den Oberflichenatomen des
9NATSP eingehen kann. Gleichzeitig wiirde das bedeuten, dass 9NATSP lediglich
eine gleich starke Bindung zum 09,12,-Ag zeigen sollte wie zum O9. Dabei wurde
in der ELITA-Messung bei dem einzigen als O125-positiv serotypisierten Stamm
Typhi T4 eine um 50 % schwéchere Bindung beobachtet als bei den Stammen der
Serogruppe 09. Da der Stamm TyphiT4 allerdings auch Serospezifitdt O12; und
0123 zeigte, kann ein zusatzlicher Einfluss dieser O-Ag-Varianten nicht ausgeschlos-
sen werden. Wahrscheinlich liegt die Erklarung fiir die geringere Bindungseffizienz
von 9NATSP in den thermodynamischen Zusammenhéangen, die sich nicht durch
die blofle Betrachtung der Oberflachenkomplementaritéit erklaren lassen. Es konnte
sich z. B. um negative entropische Effekte handeln, die im Fall von 9NATSP nicht
durch den enthalpischen Beitrag der Interaktionen der Glucose ausgeglichen werden.
Auch koordinierte Wassermolekiile konnen dabei eine Rolle spielen, die nicht aus
vorhandenen Daten abgeleitet werden kann (Broeker u.a., 2012; Andres, Gohlke
u.a., 2013; U. Baxa, Cooper u.a., 2001; Kadirvelraj u.a., 2008). Auch wenn die
kristallographisch erfassten Wassermolekiile nicht zwangslaufig physiologisch relevant
sein miissen, konnte man spekulieren, welchen Beitrag die beobachteten Wassermo-
lekiile in den Strukturen von 9NATSP und P22TSP leisten (Beuming u. a., 2012;
C. Mattos und Ringe, 2006; Carla Mattos, 2002). So werden in der Struktur von
P22TSP vier koordinierte Wassermolekiile beobachtet, die bei einer Bindung des
09,125-Ags durch die Glucose verdrangt werden (Abb. 4.4¢). Zwei davon sind vor
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Kohlenstoffatomen positioniert und bilden somit die Hydrathiille fiir einen hydropho-
ben Teil der Oberflache. Die Freisetzung dieser Wassermolekiile durch die Bindung
des Oligosaccharids wére theoretisch entropisch giinstig. Im vorgeschlagenen Modell
des Komplexes aus 9NATSP und dem 09,12,-Ag wére ein in der Kristallstruktur
sichtbares Wassermolekiil durch die Glucose-Atome C6 und O6 verdréingt. Da es sich
bei der Struktur des INATSP-Oligosaccharid-Komplexes lediglich um ein Modell
handelt, kann die tatséchliche Bindung bzw. die Konformation des Oligosaccharid-
fragments anders aussehen, wodurch zusatzliche Interaktionen der Glucose moglich
wéaren. Fir eine Aufklarung der Zusammenhénge sind weitere Experimente notig,
die thermodynamische, aber auch strukturelle Aspekte der Interaktion erfassen:

isotherme Titrationskalorimetrie, kristallographische Strukturaufklarung oder NMR.

4.4 Zusammenfassende Diskussion

Zusammengefasst legen es die Ergebnisse nahe, dass ein Teil der Modifikationen der
O-Ag-Fragmente, die massenspektrometrisch detektiert wurden, durch die Seroty-
pisierung nicht erfasst wird. Von den fiinf massenspektrometrisch charakterisierten
Stdmmen zeigten drei Stdmme Glucosylierung und Acetylierung in unterschiedlichem
AusmafB, ohne urspriinglich eine 127, 125 oder O4,5-Serospezifitat zu zeigen. Dies
konnte auf unterschiedliche Bindungsmodi der Antikérper und der beiden getes-
teten TSPs zuriickgehen. Die meisten Antikoérper erkennen relativ kleine Epitope
aus zwei bis drei Monosacchariden. So erkennen die Antikorper zur Bestimmung
der Serotypen O2, O4 und O9 die jeweilige Dideoxyhexose und wahrscheinlich die
benachbarten Reste Mannose und Rhamnose, wobei der Grofiteil der Spezifitat
durch Dideoxyhexose-Bindung zustande kommt (D. R. Bundle u. a., 1994; Zdanov
u. a., 1994; Cygler, Rose und D. Bundle, 1991). Das bedeutet, die Bindungsstellen
der Antikorper erfassen immer nur einen Teil der strukturellen Information eines
0O-Ags. Die Bindungsstelle eines TSPs umfasst 2RU bzw. sechs bis acht Hexosen.
Damit ist ein TSP deutlich sensitiver gegeniiber Modifikationen des O-Ags, speziell
nicht-stochiometrisch auftretender Modifikationen als ein Antikorper.

Gleichzeitig spiegeln die Ergebnisse die Mikroheterogenitat und die Dynamik der
Zusammensetzung des PS und die damit einhergehenden Probleme bei der Charakteri-
sierung von Bakterien wider (Parker u.a., 2001; B. Liu u. a., 2013). Diese Problematik
betrifft auch detaillierte Bindungsstudien bzw. biophysikalische Charakterisierung
der Interaktion, da diese im Idealfall maximale Homogenitat der Bindungspartner
voraussetzen. Der etablierte Methodensatz aus ELITA und FACS erlaubte die Iden-
tifizierung der Stamme Salmonella Brancaster und Salmonella Kalamu, die iiber
ein nahezu vollstandig glucosyliertes O-Ag verfiigen. Dadurch eignen sich die beiden

Stamme dafiir, die strukturellen und thermodynamischen Effekte der Glucosylierung
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zu untersuchen. Die beobachteten Effekte der nicht-stochiometrischen Modifikation
auf Bindung und Rhamnosidaseaktivitat der TSPs deuten auf eine partielle Resistenz
der modifizierten O-Ag-Abschnitte, aber auch kinetischen Effekte hin. Der Einfluss
der Glucosylierung auf die Bindung konnte in erster Naherung durch die Immobi-
lisierung des kompletten PS unter beschriebenen Bedingungen mit anschlieSender
quantitativer SPR-Charakterisierung adressiert werden. Fiir kinetische Analysen
waren immobilisierte Oligosaccharidfragmente potentiell besser geeignet, da die Avi-
ditat der repetitiven O-Ag-Ketten eine zusétzliche Komplexitiatsebene in die Kinetik
einbringt. Unabhéngig davon waren auch bei monovalenten Oligosaccharidfragmenten
komplexe Adsorptionskinetiken zu erwarten, da bei den TSPs aufgrund ihrer Grofie
und den drei Bindungsstellen pro Partikel weitere Parameter wie Massentransport
und Multivalenz berticksichtigt werden miissten (De Mol, Nicol und J.E., 2008).

Auf Grundlage der Ergebnisse wéren aufbauende Studien sinnvoll, um eine de-
taillierte thermodynamische und strukturelle Charakterisierung der Bindung mittels
isothermer Titrationskalorimetrie und Rontgenkristallographie zu vervollstandigen.
Die gewonnenen Erkenntnisse konnten das aktuelle Verstdndnis fiir Strategien erwei-
tern, die einem TSP eine breitere Substratspezifitiat ermoglichen und damit fiir eine
breitere Wirtsspezifitdt bei Bakteriophagen sorgen. Angesichts der Tatsache, dass die
beiden untersuchten TSPs jeweils unterschiedliche Modifikationen tolerieren kénnen,
ware das Design eines universellen TSPs moglich, dessen Bindestelle beide Glucosy-
lierungen und die Acetylierung des O-Ags effektiv binden wiirde. Ein Bakteriophage
mit einer derart erweiterten Spezifitdt ware im medizinischen und lebenmitteltech-
nischen Bereich interessant, um Diagnostik durchzufithren oder Kontaminationen
durch Salmonella zu kontrollieren. Eine umfassende Erklarung der Zusammenhénge,
die einer Interaktion zwischen Protein und Kohlenhydrat zugrunde liegen, waren
aufgrund der Verbreitung komplexer Kohlenhydrate in biologischen Systemen und
ihrer vielfaltigen physiologischen Funktionen von interdisziplinarer Bedeutung fiir
Wissenschaft und Medizin.
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Abbildung A.1: ELITA-Ergebnisse der Bindung von 9NATSP und P22TSP an Salmonella-Stamme der Serovaren 02, 04, 04,5, 09, 03,10, O11 und 09,46,27.

E. coli HTD2158 wurde als Kontrolle eingesetzt. Die an Mikrotiterplatten adsorbierten Bakterien wurden mit 9NATSP oder P22TSP als Sonde inkubiert und das

gebundene TSP liber StrepTag nachgewiesen. Zum Nachweis wurde ein Konjugat aus Streptactin und Meerrettichperoxidase eingesetzt, das liber eine Farbreaktion bei

492 nm quantifiziert wurde. Fehlerbalken reprasentieren Standardabweichungen aus vier Ansitzen pro Stamm. Die Beschriftung enthalt (von oben nach unten) Serotyp,

Stammbezeichnung und Stammnummer der Stammsammlung des Robert-Koch-Instituts.
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SUMMARY

Interactions between complex carbohydrates and proteins are ubiquitous. They play
a major role in plenty of physiological processes as cell adhesion, signal transduction,
as well as viral infections. The molecular details of the interaction are not completely
understood. A model system for protein-carbohydrate interactions consists of adhesion
proteins (Tailspikes) of bacteriophages, which recognize complex carbohydrates on the
bacterial surface (O-antigen). A Tailspike primary used in this work originates from the
bacteriophage INA (INATSP). 9INATSP shows a remarkable structural similarity to the
extensively studied TSP of the bacteriophage P22 (P22TSP), showing a low sequential
similarity. Since structures of both TSP’s are known, they provide an appropriate system
for comparative interaction studies.

An ELISA-like Tailspike-adsorbtion assay (ELITA) was established in this work which
allows identification of binding pairs consisting of TSP’s and O-antigens. In this approach
9NATSP and P22TSP were used as probes. Their binding to intact bacteria adsorbed to a
multi-well plate was tested. In a collection of 44 Salmonella-strains a set of strains was
identified which express a binding O-antigen. Additionally different binding efficiencies
were observed among the strains of the same O-serotype. Binding data of the ELITA were
qualitatively resembled in a FACS-based binding test. Additionally FACS-measurements
allowed estimation of the extent of non-stoichiometric modifications of the O-antigens in
strains expressing modified O-antigen variants.

The surface plasmone resonance (SPR) interaction-measurements were used to quantify
affinities of TSP-O-antigen binding. For this, two carbohydrate immobilization strategies
were tested. An O-antigen fragment, produced by enzymatic digestion, was derivatized by
a bi-functional Oxamine-spacer. The spacer provides a primary amine-functionality for the
immobilization. Despite the successful derivatization, sufficient amount of the O-antigen
fragment could not be immobilized. Oppositely, the non-derivatized whole polysaccharide
was successfully immobilized. The immobilization was confirmed by SPR-measurements
with P22TSP. This approach allows quantitative measurements with polysaccharide as
ligand, despite of its polydisperse characteristics.

A set of Salmonella-strains with a distinctively different binding to 9NATSP and
P22TSP in ELITA were characterized in terms of the content of their O-antigen by HPLC,
capillary gel electrophoresis and MALDI-MS. Non-stoichiometric modifications of the
O-antigens as acetylation and glucosylation were identified. The extent of glucosylation
correlated negatively with the binding efficiencies to both TSP’s, identifying 9NATSP as
more susceptible to the glucosylation. That finding resembles with published data from
early studies on the infectivity of bacteriophages 9NA and P22. Observed data could be
interpreted in a structural context.

The results of the O-antigen analysis as well as the results of ELITA and FACS-based
interaction tests two Salmonella-strains, were identified, which produce almost completely
glucosylated O-antigen: Salmonella Brancaster and Salmonella Kalamu. These strains are
suitable for further studies to investigate the interdependence of the specificity and the
structure of the binding sites of both TSP’s.
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