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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1. Die Phagentaxonomie und ihre Probleme

"Was ist ein Bakteriophage?" — Die Beantwortung dieser Frage erscheint zunachst sehr
einfach, bei ndherer Betrachtung beinhaltet sie jedoch eine Reihe weiterer Fragen.

Eine grundlegende Definition eines Bakteriophagen ist schnell gefunden. Der Begriff "Bakte-
riophage" oder "Phage" wurde 1917 von D'Hérelle eingefuhrt und bedeutet nichts anderes
als "Bakterienfresser", abgeleitet von dem griechischen Wort "¢aysiv" fir "fressen, verzeh-
ren" [D’Hérelle, 1917)].

In der 258. Auflage des medizinischen Standardlexikons Pschyrembel kann man unter dem
Stichwort "Bakteriophagen" nachlesen: "...syn. Phagen; Viren* die sich in Bakterien™* ver-
mehren.". Schlagt man als nachstes unter dem Stichwort "Viren" nach, so findet man Fol-
gendes: "... Sammelbezeichnung fiir biologische Strukturen (...) mit folgenden gemeinsamen
Merkmalen: 1. enthalten als genetische Information nur entweder DNA oder RNA; 2. verfi-
gen nicht dber die fiir Wachstum und Teilung erforderlichen Enzyme, sondern bediirfen dazu
(meist spezifischer) Wirtszellen (...), auf die sie héufig pathogen wirken. ..." [Pschyrembel,

1998].

Bis hierher eine eindeutige Definition, die jedoch aufgrund der Vielzahl der heute bekannten
Bakteriophagen bei weitem nicht zur genauen Beschreibung eines Phagen ausreicht. Die zu
Beginn gestellte Frage muf’ aus heutiger Sicht lauten: "Wie charakterisiere ich einen Bak-
teriophagen, insbesondere einen neuen Bakteriophagen?" In den Anfangsjahren der
Phagenforschung stellte dies noch kein grofes Problem dar. Fur D'Hérelle existierte im Jah-
re 1921 nur ein einziger Phage mit vielen "Rassen", das Bacteriophagum intestinale
[D Hérelle, 1921].

Seitdem sind etwa 4500 Phagen elektronenmikroskopisch untersucht worden. Man kennt ca.
1500 Phagen, die zur Einordnung bakterieller Erreger in einzelne Subspezies herangezogen
werden (Lysotypie). Nicht zu vergessen sind auch zahlreiche defekte Phagen, sowie eine
ganze Reihe von Phagen, die im Rahmen 6kologischer Untersuchungen charakterisiert wur-
den [Ackermann, 1991; Ackermann, 1996]. Nach der Zahl der Beschreibungen stellen die
Bakteriophagen heute zahlenmalig die grofite aller Virusgruppen dar.

Bereits 1930 fanden erste Versuche statt, ein einheitliches Nomenklatur- und Taxonomie-
system flr Viren aufzustellen [Matthews, 1985]. Heute ist das International Commitee on
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Taxonomy of Viruses (ICTV) fur das allgemein gliltige taxonomische System von Viren ver-
antwortlich. Dieses geht hauptsachlich auf eine klassische Arbeit von Bradley aus dem Jahre
1967 zurlck, in der die Phagen in sechs Grundtypen eingeteilt wurden [Bradley, 1967].
Ackermann und Eisenstark nahmen im Jahre 1974 aufgrund neu entdeckter Phagentypen
eine weitere Aufgliederung des Bradley'schen Originalschemas vor [Ackermann und Eisen-
stark, 1974]. Heute unterteilt man die Phagen in 4 Gruppen, 12 Familien und 12 Gattungen.
Bei der Einteilung spielen vor allem folgende Kriterien eine Rolle: Art der Nukleinsaure, Be-
schaffenheit und GrolRe des Phagenschwanzes, Kapsid-Symmetrie und Vorhandensein oder
Fehlen einer Lipoproteinhtlle. Aber auch Wirtsbereich, Infektionsstrategie, Morphogenese
sowie Sensitivitdt gegenldber chemischen und physikalischen Agentien werden bei der Ein-
ordnung eines Phagen beriicksichtigt [Ackermann, 1983]. Tab. 1.1. zeigt eine Ubersicht
Uber die wichtigsten Eigenschaften der heutigen Phagenfamilien und -gattungen.

Nach Ackermann ist Taxonomie "Ordnung, Vergleich, Verallgemeinerung und Vereinfa-
chung". Den Sinn der Phagentaxonomie sieht er darin, "Ordnung in ein Chaos von Tausen-
den von Isolaten zu bringen und daraus allgemeine Erkenntnisse und ein Bestimmungs-
system abzuleiten" [Ackermann, 1991]. Ob das mit Hilfe des derzeit bestehenden Taxono-
miesystems gelingen wird, ist allerdings fraglich. Die Probleme der Phagentaxonomie wer-
den in den folgenden Ausflihrungen verdeutlicht:

Die héchste taxonomische Einheit ist die Gruppe, es folgen die Familie, die Gattung und
schliellich die Art. Nicht alle Familien werden jedoch in Gattungen eingeteilt. Die groRte
Phagengruppe (ca. 96 % aller Phagen) stellen mit den drei Familien Myoviridae, Siphoviri-
dae und Podoviridae die geschwanzten Phagen dar [Ackermann, 1996]. Umso erstaunlicher
ist es, dal® bis heute fir diese umfangreichste Gruppe noch keine Aufstellung von
Gattungen vorgenommen wurde, da man sich nicht auf ein geeignetes Kriterium einigen
konnte. Stattdessen wird diskutiert, die drei Familien nach einem Vorschlag von Lwoff [Lwoff,
1966] zu einer Ordnung zusammenzufassen oder aber sie zu einer Familie mit drei Unterfa-
milien abzuwerten [Ackermann, 19917].

Die Definition der Phagen-Art bereitet ebenfalls grole Schwierigkeiten [Ackermann et al.,
1992]. Viele Virologen sind der Meinung, dal} die "biologische Artdefinition" von Mayr [Mayr,
1940; Mayr, 1982] nicht auf Viren angewendet werden kann, da bei diesen die geforderte
reproduktive Isolation nicht gegeben ist. Bevorzugt wird das polythetische Konzept, das
eine Art als Gruppe von Individuen mit einem Set unterschiedlicher Eigenschaften ansieht,
die vollstandig oder nur teilweise in den einzelnen Vertretern vorhanden sein missen [Beck-
ner, 1959].
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Auch die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Bakteriophagen gehdren zur grofsen Grup-
pe der geschwanzten Phagen. Zwei prominente Vertreter, die Phagen P22 und Lambda
(1), stehen, wie in den nachfolgenden Kapiteln ausfihrlich dargestellt wird, in engem ver-
wandtschaftlichen Verhaltnis zueinander. Ihre Homologien reichen bei einzelnen Genen bis
zur Sequenzebene hinab und sie kdnnen, zumindest unter Laborbedingungen, Teile ihres
Genoms untereinander austauschen. Dennoch wurden sie alleine aufgrund unterschiedlicher
morphologischer Merkmale verschiedenen Familien zugeordnet: P22 gehdrt zur Familie der
Podoviridae (doppelstrangige lineare DNA, kurzer Schwanz), A hingegen zur Familie der
Siphoviridae (doppelstrangige lineare DNA, langer, nicht kontraktiler Schwanz) [Maurin et al.,
1984)]. Spatestens hier muld man sich fragen, ob es Uberhaupt sinnvoll ist, die fur héhere
Organismen giltige und bewahrte Klassifizierung auf Phagen und Viren zu Ubertragen.
Neben den oben beschriebenen Problemen kédmpfen die Phagentaxonomen zusatzlich mit
Schwierigkeiten, die auf die Phagen selbst und die Methoden, mit deren Hilfe sie charakteri-
siert wurden, zurtickgehen. Auflerdem sind die einzelnen Phagengruppen von sehr unter-
schiedlicher Grofe, zudem wurden sie mit sehr unterschiedlicher Intensitat untersucht. Ei-
nigkeit auf dem Gebiet der Phagentaxonomie besteht seit ihren Anfangen nur darin, daf sie
in ihrer heutigen Form keinerlei Aussage hinsichtlich Evolution und Phylogenie der Phagen
zulaidt [Matthews, 1985].

Hat man es dennoch nach einigen Schwierigkeiten unter Berlcksichtigung aller oben be-
schriebenen Kriterien geschafft, einen neuen Phagen in das heute allgemein glltige Taxo-
nomiesystem einzuordnen, so muf® man feststellen, dafly die Frage nach der Charakterisie-
rung eines Bakteriophagen nunmehr lauten muf "Handelt es sich um einen neuen oder
um einen bereits bekannten Bakteriophagen?". Auch in Bezug auf die Mehrfachbe-
schreibung einzelner Phagen existieren durchaus grundlegend unterschiedliche Meinungen.
Nach Klaus et al. sind wiederholte Beschreibungen einzelner Phagen und synonyme Be-
zeichnungen haufig, da sich die Phagenforschung ohne einheitliche Nomenklatur, ohne
standardisierte Methoden und ohne Sammlung von Referenzstammen entwickelt hat [Klaus
et al., 1992]. Casjens schreibt jedoch, dal} man kaum einmal ein Naturisolat findet, das sich
nicht in irgendeinem Kriterium von den bereits isolierten Phagen unterscheidet [Casjens et
al., 1992a].

Hier stellt sich nun die Frage, wieviele gemeinsame Merkmale zwei Phagen besitzen mis-
sen, um wirklich als identisch angesehen zu werden. Man steht vor dem Problem, den
neuen Phagen von ahnlichen, bereits beschriebenen Phagen in der betreffenden Bakterien-
gattung eindeutig abzugrenzen:
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o Ist der Phage, der in allen biologischen Kriterien mit einem bereits beschriebenen
Phagen Ubereinstimmt, dessen DNA aber ein anderes Restriktionsmuster aufweist,
tatsachlich ein neuer Phage?

e Sind Phagen mit gleichen Restriktionsmustern automatisch identisch?

o Gehdrt ein Phage tatsachlich aufgrund seiner Morphologie einer bestimmten Familie
an, auch wenn er nachweislich einige Gene von Phagen aus anderen Familien be-
sitzt (vgl. Abschnitt 1.2.3.: Phage ES18)?

Letztendlich muf} eine Reihe von Untersuchungen durchgeflihrt werden, bevor die schwieri-
ge Frage, ob es sich tatsachlich um einen neuen oder um einen bereits bekannten Bakte-
riophagen handelt, beantwortet werden kann.

1.2. Die lambdoide Familie

1.2.1. Der Begriff der lambdoiden Familie

Aufgrund der beschriebenen Problematik hat sich fur einen Teil der geschwanzten Phagen
ein neuer Begriff etabliert, der Begriff der lambdoiden Familie (abgeleitet von dem prominen-
testen Mitglied ).

Diese Bezeichnung wird jedoch nicht im Sinne einer taxonomischen Familie verwendet, son-
dern umfaldt eine groRe Anzahl ahnlicher temperenter Phagen, die alle die gleiche Genom-
organisation und den gleichen Lebenszyklus besitzen. Alle im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Bakteriophagen sind Mitglieder der lambdoiden Familie.

Die temperenten Bakteriophagen haben je nach dem physiologischen Zustand der Wirtszel-
le, der MOI (Multiplicity Of Infection, Verhaltnis Phagen : Bakterien) und duf3eren Bedingun-
gen die Moglichkeit, eines von zwei grundlegend verschiedenen Entwicklungsprogrammen
zu durchlaufen: den lytischen Zyklus oder die Lysogenie. Die Entscheidung hierzu wird wah-
rend der friihen Infektionsphase getroffen. Im lytischen Zyklus kommt es dann unmittelbar
zur Replikation des Phagengenoms, zur Synthese neuer Kopf- und Schwanzproteine und
zum Zusammenbau neuer Phagenpartikel. Etwa 45 Minuten nach der Infektion werden ca.
100 Phagennachkommen durch Lyse der Wirtszelle freigesetzt. Im Gegensatz dazu wird bei
der Lysogenie die vegetative Phagenentwicklung unterdriickt. Die Phagen-DNA wird dann in
den meisten Fallen in das Wirtschromosom integriert, gemeinsam mit diesem repliziert und
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an die Nachkommenzellen weitergegeben, genauso wie die chromosomalen Gene des Bak-
teriums. Das in die Wirtszelle integrierte, reprimierte Phagengenom wird als Prophage be-
zeichnet, die Zelle, die den Prophagen beherbergt, als lysogen.

Den temperenten Phagen stehen die virulenten Phagen gegentber, die nicht zwischen den
beiden beschriebenen Entwicklungswegen wahlen kénnen, sondern in jedem Fall sofort
nach der Infektion des Bakteriums mit dem lytischen Zyklus beginnen.

Fir einige Mitglieder der lambdoiden Familie wurde gezeigt, dal® sie miteinander in geneti-
schem Austausch stehen und Gene oder Gengruppen untereinander auswechseln kénnen
[Campbell und Botstein, 1983].

Campbell und Botstein fordern als Zugehdrigkeitskriterium fir die lambdoide Familie die Fa-
higkeit zum Austausch genetischer Information mit Lambda durch homologe Rekombination.
Diese Bedingung erfillen nicht nur Phagen, die als natlrlichen Wirt Escherichia coli besitzen
(wie A selbst), sondern auch Phagen, deren naturlicher Wirt Salmonella typhimurium ist (wie
z. B. P22) [Campbell und Botstein, 1983]. Die Fahigkeit der beiden Phagen A und P22, ihre
Replikations- und Rekombinationsgene sowie ihre Immunitats- und spaten Kontrollgene un-
tereinander auszutauschen, konnte von verschiedenen Autoren unter bestimmten Laborbe-
dingungen (vgl. Abschnitt 1.2.3.) gezeigt werden [Backhaus und Petri, 1984; Botstein und
Herskowitz, 1974; Hilliker und Botstein, 1976].

Die Lambdoiden gliedern sich in zwei groRe Gruppen, die nach einem Vorschlag von
Schicklmaier und Schmieger [Schicklmaier und Schmieger, 1997] als A-Ast (z. B. A, Phage
®80, Phage 21, Phage 434) und P22-Ast (z. B. P22, Phage L, Phage LP7, Phage ES18) der
Familie bezeichnet werden. Auf die zwei bekanntesten Vertreter der lambdoiden Familie, die
stellvertretend fiir die beiden Aste stehen, wird im Folgenden kurz eingegangen.

1.2.2. Die Phagen A und P22: Unterschiede und Gemeinsamkeiten

Einen Uberblick liber die wichtigsten Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden Pha-

gen P22 und A zeigt Tab. 1.2.. Die fUr beide Phagen unterschiedlichen Bezeichnungen fur
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Lambda P22
Gruppe geschwanzte Phagen geschwanzte Phagen
Familie Siphoviridae Podoviridae
Morphologie |ikosaederférmiger Kopf (& = 54nm) ikosaederformiger Kopf (& = 60nm)
und flexibler, 150nm langer Schwanz kurzer, 20nm langer Schwanz

DNA-Struktur

ds DNA

Genomgrolie 48.502bp

ds DNA
GenomgroRe 41.727bp

Wirt Escherichia coli Salmonella typhimurium

Lebensform |temperent temperent
Entscheidung zwischen Lyse und Ly- | Entscheidung zwischen Lyse und Ly-
sogenie wahrend Infektion des Wirtes | sogenie wahrend Infektion des Wirtes
Integration der Prophagen-DNA (iber | Integration der Prophagen-DNA uber
zirkulare DNA-Zwischenstufe zirkulare DNA-Zwischenstufe

Verpackungs- | Verpackung von linearer, ds DNA Uber | Verpackung von linearer, ds DNA Uber

mechanismus

cos-sites (identische Monomere)

pac-sites ("headful“-Mechanismus)
terminale Redundanz (ca. 5%)
zirkuldre Permutation

Transduktion |speziell generell, speziell
Immunitats- |ImmC ImmC

regionen Imml

Genomaufbau | Module in fester Anordnung Module in fester Anordnung

Tab. 1.2.: Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Phagen Lambda und P22

die wichtigsten analogen Gene sind in Tab. 1.3. dargestellt. Im Folgenden werden fir die

einzelnen Gene und Genprodukte die Bezeichnungen von P22 verwendet, wenn nicht expli-

zit von Genen des Phagen A die Rede ist.

Der temperente Phage A ist das prominenteste Mitglied der Lambdoiden. Er reprasentiert

den A-Ast der Familie, der sich in Escherichia coli etabliert hat. 1946 von Lederberg und Ta-

tum entdeckt [Lederberg, 1951], zahlt er heute, nach mehr als 50 Jahren intensiver For-

schung, zu den am besten untersuchten Bakteriophagen. Wir verdanken ihm einen Grofteil

unseres Wissens Uber die Regulation der Genexpression bei Prokaryonten. Ubersichten
hierzu findet man bei Friedman [Friedman, 1988] und Ptashne [Ptashne, 1989]. Lambda be-

sitzt einen ikosaederférmigen Kopf mit einem Durchmesser von 54 nm und einen flexiblen

150 nm langen Schwanz. Es handelt sich um ein Virus mit doppelstrangiger DNA von 48.502

Basenpaaren (bp), deren Sequenz vollstandig bekannt ist [Sanger et al., 1982].

Auch der Phage P22 ist ein temperenter Phage. Er reprasentiert den P22-Ast der lambdoi-

den Familie, der sich in Salmonella typhimurium etabliert hat. Er ist heute wohl der bekann-

teste und am besten untersuchte Vertreter dieses Astes der Lambdoiden. Erstmals
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Genbezeichnung Funktion analoges
bei A Gen
bei P22
Nu1 Kopfsynthese DNA-Verpackung 3
A 2
w DNA-Injektion 7, 16, 20
B 1
C
Nu3 Kopf-Vorstufe 8
D 5
E Haupt-Kapsidprotein 5
Fi
Fll 7, 16, 20
V4
u
4 Schwanz-Synthese Haupt-Schwanzprotein 9
G
T
M
L
K
/
J Wirtsbereich, Schwanzspitze
int Integration, Exzision int
Xis Exzision Xis
exo homologe Rekombination erf
bet erf
@) DNA-Replikation 18
P 12
S Lyse Holin 13
R Endolysin 19
Rz 15
gam Modulation der Wirts-RecBCD-Nuklease abc1, abc2
kil Zelltod nach Prophageninduktion
clll Errichtung der Lysogenie c3
ssb ssDNA-Bindungsprotein
ral Modulation der EcoK-EcoB-spezifischen Restriktion-Modifikation ral
sieB Superinfektionsausschluf sieB
N Antiterminator (friihe Transkription) 24
cl Repressor (Erhaltung der Lysogenie) c2
cro Repressor-Antagonist (friihe Transkriptionskontrolle) cro
cll Errichtung der Lysogenie c1
Q Antiterminator (spate Transkription) 23
Tab.1.3.: Funktion einiger Gene des Phagen A und analoge Gene in P22

(modifiziert nach [Klaus et al., 1992])

beschrieben wurde er 1952 im Zusammenhang mit der Entdeckung der generellen Trans-

duktion von Zinder und Lederberg [Zinder und Lederberg, 1952]. P22 ist ebenfalls ein dop-

pelstrangiges DNA-Virus. Hinsichtlich seiner Genomgrée von 41.727 bp ahnelt er dem

Phagen 2, auch sein Genom wurde vollstandig sequenziert. Morphologisch gleicht er A nur
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in Bezug auf seinen ikosaederféormigen Kopf mit einem Durchmesser von 60 nm [Anderson,
1960]. Im Unterschied zu A besitzt er jedoch nur eine kurze Schwanz- oder Basisplatten-
struktur, die einen dinnen 20 nm langen Fortsatz tragt [Susskind und Botstein, 1978]. Wah-
rend bei A am Aufbau der komplexen Schwanzkonstruktion elf verschiedene Genprodukte
beteiligt sind, ist die hexagonale Basisplatte von P22 aus Kopien eines einzigen Genpro-
dukts zusammengesetzt [Katsura, 1983; Israel et al., 1967; Botstein et al., 1973].

Bei beiden Phagen erfolgt die Replikation der DNA Uber einen "rolling-circle"-Mechanismus,
hierbei entsteht ein konkatemeres Molekiil. Dieses mul} vor der Verpackung als lineares
doppelstrangiges Monomer durch spezifische Nukleasen geschnitten werden. Hierbei beste-
hen zwischen den beiden Phagen P22 und A grundlegende Unterschiede. Bei A werden zwei
versetzte Schnitte an den exakt definierten cos-sites gesetzt. Dadurch entstehen identische
Monomere des Phagen-Genoms mit 12 Nukleotiden langen, komplementaren 5'-
Einzelstrang-Enden [Sanger et al., 1982]. Demgegeniiber startet die Verpackung der DNA
von P22 an den sogenannten pac-sites Uber einen "headful'-Mechanismus [King et al.
1973]. In Folge dessen entstehen terminal-redundante Enden [ca. 5%]; das schrittweise Vo-
ranschreiten dieses Mechanismus ohne weitere Berucksichtigung der pac-sites ist verant-
wortlich flr die Entstehung der zirkularen Permutation.

Die dargestellten Unterschiede in den Verpackungsmechanismen der beiden Phagen sind
auch fur ihre grundlegend verschiedenen Transduktionsmechanismen verantwortlich.

A besitzt die Fahigkeit zur speziellen Transduktion. Dabei wird durch fehlerhaftes Ausschnei-
den des in das Wirtschromosom integrierten Prophagen an den att-sites irrtimlich ein Stick
Wirts-DNA mit verpackt [Campbell, 1962]. Bei Infektion des nachsten Wirtes gelangt die bak-
terielle DNA gemeinsam mit der defekten Phagen-DNA in die Zelle und kann durch Rekom-
bination in das Wirtschromosom integriert werden. Bei der speziellen Transduktion kénnen
immer nur Gene, die unmittelbar neben dem integrierten Prophagen liegen, tbertragen wer-
den. Bei A sind dies die Gene gal und bio [Weisberg, 1987].

Bei P22 findet man den Mechanismus der allgemeinen Transduktion [Zinder und Lederberg,
1952]. Hierbei kann prinzipiell jedes chromosomale bakterielle und jedes plasmidcodierte
Gen in ein Phagenpartikel verpackt werden. Der Grund hierflur liegt in der relativ geringen
Sequenzspezifitdt des Genproduktes 3 (gp3) des Phagen P22, das flir die Erkennung der
pac-sites verantwortlich ist. Dadurch kommt es zu einem Fehler in der DNA-Verpackung, da
sowohl auf Plasmiden als auch auf dem Bakterienchromosom pac-ahnliche Signale regist-
riert werden. Auf dem Chromosom von Salmonella typhimurium existieren mindestens 6 bis
10 pac-ahnliche Sequenzen, die versehentlich erkannt und geschnitten werden kénnen
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[Schmieger, 1982; Vogel und Schmieger, 1986]. Durch das schrittweise Voranschreiten der
Verpackung kann theoretisch jedes bakterielle Gen anstelle der Phagen-DNA in den Pha-
genkopf gelangen. Die Haufigkeit, mit der ein chromosomaler Marker durch P22 (ibertragen
wird, hangt von seiner Entfernung zu den pac-sites auf dem Wirtschromosom ab sowie von
der Ahnlichkeit der Basensequenz zur echten pac-site des Phagen [Margolin, 1987]. Nach
Infektion des nachsten Wirtes kann auch bei der generellen Transduktion die bakterielle
DNA durch Rekombination in das Wirtsgenom transferiert werden.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den beiden Phagen A und P22 besteht im Be-
reich ihrer Immunitatsregionen. Die Signale und Genprodukte der Immunitatsregionen der
temperenten Phagen spielen nicht nur eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des ly-
sogenen Zustandes, sondern auch als Schutz gegen Uberinfizierende Phagen.

Die Aufrechterhaltung der Lysogenie einer Zelle wird durch phagenkodierte Repressormole-
kile vermittelt, die durch Bindung an Operatoren der Prophagen-DNA die Transkription vira-
ler Gene blockieren. Diese Repressoren binden auRerdem an die Operatoren superinfizie-
render Phagen, die die gleichen Operatorregionen besitzen wie der in das Wirtschromosom
integrierte Prophage. Aus diesem Grund sind lysogene Zellen sowohl immun gegen Superin-
fektion durch den gleichen Phagen als auch durch andere Phagen, die aber die gleichen
Immunitatsregionen besitzen (homoimmun). Sie sind jedoch weiterhin empfindlich gegen
Infektionen durch heteroimmune Phagen mit anderen Immunitatsregionen. Der Bereich der
Genome von P22 und A, in denen die fur die Immunitat und Aufrechterhaltung der Lysogenie
essentiellen Operatorregionen und die Gene fir die Synthese der Repressormolekile liegen,
wird als ImmC-Region bezeichnet (Abb. 1.1.). Der Aufbau, die Funktion und die Kontrolle
dieses Immunitatssystems sind bei beiden Phagen sehr dhnlich. Da die Bezeichnungen der
Gene und ihrer Produkte variieren, wird im Folgenden die Nomenklatur von P22 verwendet.
In der IlnmC-Region von P22 liegt das Gen fir den c2-Repressor, der eine Schlisselfunk-
tion bei der Entscheidung zwischen Lyse und Lysogenie ausibt. Durch Bindung des c2-
Proteins an die beiden Operatorregionen Og und O, wird die Transkription der "frihen" Gene
von den Promotoren Pr und P, aus verhindert (Pr: Gene cro, 18, 12 und 23; P.: Gene 24,
c3, erf und int). Die Expression dieser Gene (auler ¢3 und int) ist fur die vegetative Entwick-

lung des Phagen unerlalilich.
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Rekombination ImmC DNA- spate Funktionen Imml
Integration Synthese
0LF’L ORPR OantPant
int erfc3 24 c2 cro 18 12 23 1319 15 3 16 mnt arc ant 9

<_FA;,W_,L__>

|
[}
|
[}
|
|
|
\
\
|
[}
|
\

mnt-Repressor

c2-Repressor
P /ntirepressor

ca»

c2 wird durch nicht-kovalente
Bindung des Antirepressors

inhibiert
Abb.1.1.: Immunitéatssysteme von P22 und ihre Regulation, modifiziert nach [Susskind
und Youderian, 1983]
—»  Transkripton =~ - > Repression

Besitzt ein Phage einen Defekt im c2-Gen, so kann er keinen funktionsfahigen c2-Repressor
mehr bilden. Er ist nicht Ianger in der Lage, den lysogenen Entwicklungszyklus zu durchlau-
fen, sondern kann nur noch den lytischen Weg einschlagen. Der temperente Wildtyp bildet
auf der Agarplatte triibe Plaques, da immer nur ein Teil der Zellen lysiert wird, wahrend sich
in dem anderen Teil der Phage als Prophage etabliert. Ein Phage, der keinen Repressor
mehr herstellen kann, bildet, genau wie virulente Phagen, auf der Platte klare Plaques, da
alle Zellen lysiert werden. Man bezeichnet einen solchen Phagen deshalb auch als Klarpla-
que-Mutante (c2’). Es handelt sich jedoch weiterhin um einen temperenten Bakteriophagen,
da der Phage sich, auler dem Defekt im Repressorgen, genotypisch nicht verandert hat.

Der Phage P22 zeichnet sich unter den lambdoiden Phagen durch den Besitz einer weiteren

Immunitatsregion aus, der Imml-Region. A besitzt diesen Bereich nicht. Die ImmlI-Region ist
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nicht essentiell fir die Aufrechterhaltung der Lysogenie, spielt aber eine wichtige Rolle fir
die Immunitat ihres Besitzers. In ihr liegt das ant-Gen, das fur die Ausbildung eines Anti-
repressors kodiert. Dieser dient als Gegenspieler des c2-Repressors in der ImmC-Region,
indem er diesen durch nicht-kovalente Bindung inhibiert und somit inaktiviert [Susskind und
Youderian, 1983]. Durch seinen Antirepressor ist P22 in der Lage, sich in einer lysogenen
Zelle, die einen homoimmunen Prophagen besitzt, erfolgreich zu vermehren. Gleichzeitig
induziert der Antirepressor durch Ausschaltung des c2-Repressors die lytische Entwicklung
jedes, zu P22 homoimmunen, Prophagen [Poteete, 1988]. Der Antirepressor ist aber nicht
spezifisch fir homoimmune Phagen; er inaktiviert auRerdem auch die Repressoren einer
Reihe verwandter heteroimmuner Phagen, wie z. B vom Phagen L [Bezdek und Amati, 1967]
oder von A [Susskind und Botstein, 1975]. AulRer dem ant-Gen liegen in der Imml-Region die
Gene mnt (mnt = maintenance) und arc (arc = antirepressor control). Das arc-Gen kodiert
fur die Ausbildung des nur kurzzeitig aktiven arc-Repressors, der sehr frih im Infektionsver-
lauf synthetisiert wird. Er ist verantwortlich fiir die Repression seiner eigenen Synthese, aber
auch fir die Kontrolle des Antirepressors in der friihen Infektionsphase. Diese Regulation ist
essentiell, da eine Uberproduktion des Antirepressors die lysogene Phagenentwicklung stért.
Im spateren Infektionsverlauf wird die Repression des Antirepressors vom Genprodukt des
mnt-Gens Ubernommen. Letzeres kodiert fir die Synthese des mnt-Repressors, der durch
Bindung an seinen eigenen Operator (On) die Synthese des Antirepressors vom Promotor
Pant aus blockiert und seine eigene Transkription von Promotor P, aus stimuliert. Zur Auf-
rechterhaltung der Lysogenie muf} also, beim Vorhandensein der Immunitatsregionen ImmC
und Imml, ein ausreichender Spiegel der beiden Repressormolekile mnt und ¢c2 in der Zelle
vorhanden sein.

Zum Schutz der Wirtszelle vor Fremdeingriffen durch Uberinfizierende Phagen stehen so-
wohl dem P22- als auch dem A-Prophagen als weitere Schutzmechanismen die sogenann-
ten sie-Systeme (superinfection-exclusion) sieA (P22) und sieB (P22, \) zur Verfigung.
Das sieA-System von P22 besitzt im Gegensatz zum sieB-System kein Analogon in A.

Diese zusatzlichen Schutzmechanismen wirken auf einer der Phagenadsorption nachge-
schalteten Ebene. Beide Systeme arbeiten vollig unabhangig voneinander. Man vermutet,
dal} das Genprodukt des unspezifisch wirkenden sieA-Systems von P22 den Eintritt der DNA
eines superinfizierenden Phagen verhindert, indem es den Transfer der DNA durch die inne-
re Membran ins Zytoplasma der Wirtszelle blockiert [Hofer et al., 1995]. Auch der genaue
Mechanismus des, spezifisch gegen heteroimmune Phagen gerichteten, sieB-Systems ist
noch unbekannt. Das sieB-Gen kodiert wahrscheinlich fur ein Membranprotein, das die Iyti-
sche Entwicklung eines Uberinfizierenden Phagen verhindert.
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P22 selbst ist gegen sein eigenes sieB-System unempfindlich, da das sieB-Gen gleichzeitig
fur ein zweites, verkirztes Polypeptid esc (escape) kodiert. Letzteres fuhrt zur Inhibition der
Produktion des gp sieB [Ranade und Poteete, 1993].

Im Genom von A ist das sieB-Gen an analoger Position zu finden. Durch das sieB-Protein
von A werden die gleichen Salmonella-Phagen von einer Superinfektion ausgeschlossen wie
durch das sieB-Protein von P22. Trotzdem weisen die beiden Gene keinerlei Homologien auf
Sequenzebene auf. Dennoch ist P22 in der Lage, mit Hilfe seines esc-Proteins das sieB-

System des Phagen A zu umgehen [Ranade und Poteete, 1993].

Die dargestellten, grundlegenden Unterschiede zwischen den beiden Phagen A und P22
legen zunachst den SchluR nahe, daR diese beiden Vertreter der beiden Aste der lambdoi-
den Familie im Grunde genommen wenig Ahnlichkeiten besitzen. Wieso werden zwei Pha-
gen, die so unterschiedliche Eigenschaften besitzen, dennoch im Begriff der lambdoiden
Familie zusammengefal3t?

Zwischen den Vertretern des A-Astes der Familie und den Vertretern des P22-Astes beste-
hen (aulRer den bereits genannten Gemeinsamkeiten der Phagen P22 und 1) folgende zu-

sétzliche Ubereinstimmungen:

e Alle temperenten Phagen, also auch alle Mitglieder der lambdoiden Familie, treffen ihre
Entscheidung zwischen lysogenem und lytischem Infektionsweg wahrend der Infektion
des Wirtes.

e Wenn eine Integration ihrer Prophagen-DNA in das Wirtschromosom erfolgt, dann ge-
schieht dies Uber eine zirkulare DNA-Zwischenstufe.

¢ Alle lambdoiden Phagen besitzen ein gleichartiges Steuersystem aus positiven und ne-
gativen Regulatoren. Diese ermoglichen die Transkriptionskontrolle von Operons, die
immer in der gleichen Art und Weise organisiert sind. Die Regulatorspezifitat kann bei
den einzelnen Mitgliedern der lambdoiden Familie sehr unterschiedlich sein; alle besitzen
jedoch Repressoren, Operatoren und positive Regulatoren, die auf die gleiche Art und
Weise funktionieren [Campbell und Botstein, 1983].

o Das wichtigste gemeinsame Merkmal jedoch, das alle lambdoiden Bakteriophagen aus-
zeichnet, ist ihre dhnliche Genomstruktur. Hierbei kdnnen die Gene in unterschiedliche
funktionelle Bereiche eingeteilt werden, die man als Module bezeichnet. Nicht nur die
Module selbst, sondern auch die Gene innerhalb der Module besitzen immer die gleiche
Anordnung und Transkriptionsrichtung. Dennoch kénnen sich die Gene hinsichtlich ihrer
Nukleotidsequenz voneinander unterscheiden. Auch die Genprodukte besitzen haufig
andere Spezifitaten.
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1.2.3. Die Genomstruktur lambdoider Phagen

Einige Mitglieder der lambdoiden Familie, zu denen auch P22 zahlt, besitzen keine definier-
ten vegetativen DNA-Enden. Man beschreibt aber vereinbarungsgemafl die Gene nach der
Anordnung im vegetativen Phagen (vgl. Abb. 1.2.). Die Karte der A-DNA beginnt und endet
mit den cos-sites. Die Genomkarte von P22 tragt die funktionell vergleichbare pac-site am
linken Ende. Dies entspricht dem ersten bei der Verpackung nach dem headful-
Mechanismus entstehenden Monomer.

In Abb. 1.2. ist der allgemeine Genomaufbau der Lambdoiden am Beispiel von P22 und A
dargestellt.

Beginnend am linken Ende findet man zunachst die Bereiche, in denen die Gene fir die
Morphogenese und die Verpackung des Phagen liegen. Es folgt eine nicht-essentielle Re-
gion, an die sich die Bereiche fiir die sequenz-spezifische und die allgemeine Rekombina-
tion anschlieBen. Nach den darauffolgenden Genen flr die friihe Kontrolle und die DNA-
Replikation folgt erneut eine nicht-essentielle Region. SchlieBlich kommen die Gene fir die
spate Kontrolle und die Lyse sowie eine weitere nicht-essentielle Region (Abb. 1.2.).

Der einzige wesentliche Unterschied in der genetischen Organisation der beiden Phagen
liegt in der zweiten Immunitatsregion Imml, die P22 zusatzlich zur ImmC-Region besitzt.

Die Tatsache, dal alle lambdoiden Phagen den gleichen Genomaufbau besitzen, erleichtert
es ihnen, untereinander Gene oder Gengruppen auszutauschen, so dal es zur Entstehung
neuer, funktionsfahiger Phagen kommen kann.

Bemerkenswert ist, daR sich die Ubereinstimmung auf der Genomebene teilweise auch in
betrachtlichem Umfang auf der DNA-Sequenzebene wiederfindet [Skalka und Hanson,
1972].

Wie bereits erwahnt, kdnnen bei den einzelnen Phagen der lambdoiden Familie die Gene
innerhalb der einzelnen Module sehr verschieden sein, obwohl ihre Genprodukte analoge
Funktionen erflllen. Beispiele hierfir findet man in vielen Bereichen des Genoms:
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e So besitzen z. B. die Gene und Genprodukte fur die Morphogenese (Kopf-, Schwanz-
und Verpackungsgene und -proteine) von A und P22 keinerlei Ahnlichkeit zueinander.
Ein Beispiel hierfir findet sich in der zuvor bereits beschriebenen Schwanzstruktur, die
beim Phagen A eine wesentlich komplexere Struktur aufweist. Fir die meisten der 11
Gene, die bei A an ihrem Aufbau beteiligt sind, existiert in P22 kein entsprechendes Gen.

e Die Immunitatsregionen der Phagen A und 21, die beide zum A-Ast der Familie gehéren
(vgl. Seite 6) spielen im Lebenszyklus der Phagen dieselbe Rolle. Sie liegen, relativ zu
den Ubrigen Genen, an den gleichen Regionen im Genom, und ihre interne genetische
Struktur (Lage von N, cl, cro, cll und Promotor-sites) ist identisch. Auf Nukleotidebene
weisen sie jedoch keinerlei Sequenzhomologie auf. Auch die Eigenschaften aller Erken-
nungsproteine und der dazugehdrigen Erkennungsstellen sind vollig verschieden.

¢ ) und der Phage 434 (A-Ast der Familie, vgl. Seite 6) besitzen vdllig verschiedene cl- und
cro-Proteine mit den dazugehorigen Operator-sites, haben aber identische Integrase-
Proteine und att-sites.

e Demgegeniiber haben die Phagen P22 und 21, die zu unterschiedlichen Asten der
Lambdoiden gehdren, absolut identische c2-Proteine, unterscheiden sich aber in vielen
anderen Funktionen, einschliellich der Integrase [Campbell und Botstein, 1983].

Die Ubereinstimmung in der Genomorganisation der Phagen P22 und A gab die Anregung
zur Konstruktion von Hybridphagen [Gemski et al., 1972; Botstein und Herskowitz, 1974]. Die
Tatsache, da® P22 nicht an Escherichia coli und umgekehrt A nicht an Salmonella typhimuri-
um adsorbieren kann, stellte zunachst ein Problem dar, das sowohl von Gemski et al. als
auch von Botstein und Herskowitz mit unterschiedlichen experimentellen Ansatzen geldst
werden konnte. Gemski et al. kreuzten einen E. coli K-12 Hfr-Donorstamm mit einem Salmo-
nella-LT7 Rezipientenstamm. Sie erhielten so ein E. coli/fSalmonella typhimurium-Hybrid, das
sowohl fur P22 als auch fur A sensitiv war, ohne dabei genau definieren zu kdnnen, welche
Gene von E. coli hierbei in den Salmonella-Stamm Ubertragen wurden. Botstein und
Herskowitz nutzten die von Roth und Hoppe [Roth und Hoppe, 1972] auf einem F'lac’pro’-
Episom von E. coli nachgewiesene att-site fir P22 aus und Ubertrugen dieses in eine Sal-
monella typhimurium-Mutante, die keine chromosomale att-site mehr besall. Anschliellend
wurde die Salmonella-Mutante mit einem temperatur-sensitiven P22 infiziert, der seine Pro-
phagen-DNA in das F'-Plasmid integrierte. Uber Konjugation konnte das P22-haltige F'-
Plasmid nun in E. coli Gbertragen werden. Der Stamm wurde dann mit A infiziert und P22

durch eine Temperaturerh6hung induziert. Beide Gruppen konnten so unabhangig vonein-
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ander zeigen, dafl durch homologe Rekombination verschiedene funktionelle Bereiche zwi-
schen den Phagen P22 und A ausgetauscht werden kénnen, so dal® wieder funk-tions- und
vermehrungsfahige Hybridphagen entstehen.

In der Folge wurden eine ganze Reihe von lebensfahigen Hybriden zwischen A und anderen
Mitgliedern der lambdoiden Familie, die damals nur durch ihre Morphologie, DNA-Struktur
und regulatorischen Eigenschaften definiert wurden, mittels DNA-Heteroduplexanalysen un-
tersucht [Davidson und Szybalski, 1971; Simon et al. 1971; Fiandt et al., 1971]. Dabei konnte
die Existenz von (oft nur kurzen) homologen Bereichen zwischen nicht-homologen Berei-
chen nachgewiesen werden.

Szybalski und Szybalski faliten 1974 die Ergebnisse der bis dahin durchgefiihrten Studien
zusammen. Sie flhrten den Begriff des Moduls ein und postulierten, daf} die modulare Kon-
struktion der Mitglieder der lambdoiden Familie die Grundlage fur ihre Evolution darstellt
[Szybalski und Szybalski, 1974].

Ein Austausch verschiedener Genombereiche konnte z. B. fir die Immunitatsregionen, die
Gene fiir die friihe Kontrolle und fiir die DNA-Replikation nachgewiesen werden. Alles deute-
te darauf hin, dal} zwischen den Modulen homologe Bereiche existieren missen, die einen
Austausch Uber homologe Rekombination ermoglichen.

Intensivere Untersuchungen zahlreicher solcher Hybride [Botstein und Herskowitz, 1974,
Friedman und Ponce-Campos, 1975; Hilliker und Botstein, 1976] zeigten nun, daf} die homo-
logen Bereiche haufig in Regionen ohne bekannte Funktionen lagen.

DNA-Sequenzanalysen bestatigten schlieRlich scharfe Ubergange zwischen homologen und
heterologen Bereichen, auf die bereits die ersten Heteroduplexanalysen hindeuteten [Bene-
dik et al., 1983; Backhaus und Petri, 1984; Franklin, 1985].

Ein natirlicher Hybridphage der lambdoiden Familie scheint der temperente Phage ES18 zu
sein. Man vermutet, dal® er durch homologe Rekombination zwischen P22 und einem ande-
ren Vertreter der lambdoiden Gruppe entstanden ist [Huber, 1989]. Es handelt sich bei dem
Phagen ES18, genau wie bei P22, um einen doppelstrangigen, generell transduzierenden
DNA-Phagen, der denselben natirlichen Wirt wie P22, Salmonella typhimurium, infiziert. Die
rechte Halfte seines Genoms koénnte urspringlich von P22 stammen [Schickimaier und
Schmieger, 1997]: Im Bereich der friihen Gene, der ImmC-Region und der Lysisgene finden
sich starke Ahnlichkeiten zu P22. Die linke Halfte seines Genoms muf der
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Phage ES18 von einem anderen, noch unbekanntem Vertreter der Lambdoiden haben, sie
weist keinerlei Ahnlichkeit zu P22 auf.

Morphologisch dhnelt ES18 mit seinem 200 nm langen Schwanz eher dem Phagen A. Auch
hinsichtlich seiner Genomgrofie von ca. 46.150 bp ist er eher mit A vergleichbar.

Es stellt sich nun die Frage, wie der Phagen ES18 taxonomisch einzuordnen ist. Nach den
heute gultigen taxonomischen Richtlinien muf3te man ihn zur selben Familie wie A, den
Siphoviridae, zahlen. Diese Zuordnung ist jedoch mehr als fragwlrdig, da wie bereits be-
schrieben etwa die Halfte seines Genoms sequenzidentisch oder in hohem Mafe ahnlich zu
P22 ist, der zu den Podoviridae gehdrt. Legt man also statt der glltigen Taxonomieregeln
den Begriff der lambdoiden Familie bei der Einordnung des Phagen ES18 zugrunde, gehdrt
er trotz unterschiedlicher Morphologie zum P22-Ast.

1.3. Die Evolution der lambdoiden Phagen

1.3.1. Die Theorie der modularen Evolution

In den siebziger Jahren zeichnete sich immer deutlicher ab, dal} die lambdoiden Phagen in
einer Art und Weise miteinander zusammenhangen, die sich nicht einfach nur durch das
herkdbmmliche Evolutionsprinzip anhand von Stammbaumen linearer Abstammung erklaren
laRt. Im Jahre 1980 entwickelte Botstein, aufbauend auf den Ergebnissen von Szybalski und
Szybalski [Szybalski und Szybalski, 1974], schlielllich eine neue Evolutionstheorie, die diese
Zusammenhange bericksichtigt und eine plausible Erklarung fir die Genomorganisation
lambdoider Phagen liefert — die Theorie der modularen Evolution der Bakteriophagen.
Da diese Modellvorstellung fiir die vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung ist, werden in
den folgenden Abschnitten ihre wichtigsten Aussagen und ihre Bedeutung fir die Phagen-
evolution detailliert dargestellt [Botstein, 1980].

e Das Produkt der Evolution ist nicht ein bestimmtes Virus, sondern eine Familie aus-
tauschbarer genetischer Elemente oder Module, von denen jedes eine bestimmte biolo-
gische Funktion erflllt.

e Jedes in der Natur vorkommende Virus ist eine vorteilhafte Modulkombination, selektio-
niert auf die optimale Funktion in einer bestimmten 6kologischen Nische.

e Der Austausch von Modulen mit gleichen biologischen Funktionen erfolgt iiber Rekombi-
nation zwischen Phagen, die lediglich durch den gleichartigen modularen Aufbau ihres
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Genoms miteinander verwandt sind. Dabei kénnen sich die Individuen innerhalb einer
sich vermehrenden Population in sehr vielen Merkmalen voneinander unterscheiden.

Hierzu gehdren auch Morphologie und Wirtsspektrum der einzelnen Phagen.

Botstein fordert flr ein funktionelles Modul zweierlei: Erstens muf} eine effektive Ausflihrung
seiner biologischen Funktion gewahrleistet sein. Zweitens muf} ein Modul seine Austausch-
fahigkeit beibehalten, sowohl in Bezug auf seine Fahigkeit, in andere Genome platziert zu
werden, als auch in Bezug auf seine funktionelle Kompatibilitdt mit einer Reihe anderer Mo-
dulkombinationen.

Der Austausch von Teilen des Genoms setzt das Vorhandensein von flankierenden, homo-
logen Sequenzen zwischen den Modulen voraus. Bereits die von Szybalski und Szybalski
durchgefiihrten Heteroduplexanalysen deuteten auf die Existenz derartiger homologer Se-
quenzen hin [Szybalski und Szybalski, 1974]. Nur so kann gewahrleistet werden, dal} ein
Modul nach homologer Rekombination wieder in der richtigen Orientierung am richtigen Ziel-
ort landet, damit die entsprechende Regulation gewahrleistet wird und auch die neue Modul-
kombination wieder zu einem vermehrungs- und funktionsfahigen Phagen flhrt. Der Einbau
von neuen Modulen erfolgt sozusagen nach einem "Steckerprinzip" mit unterschiedlichen
Adaptern an beiden Enden des Steckers. So passen die Module immer nur in einer bestimm-
ten Richtung in die Ziel-DNA hinein. Dies wiederum ist die Voraussetzung fur die Gewahr-
leistung einer sinnvollen Genregulation, die auf der Transkriptionsebene stattfindet. Auch
Experimente mit P22/)-Hybriden weisen auf die Existenz derartiger Steckerelemente hin
[Backhaus und Petri, 1984]. Botstein postulierte, da® die Adapter nur in nicht-codierenden
Bereichen zwischen den einzelnen Modulen liegen. Mittlerweile liegen aber Ergebnisse vor,
die beweisen, dall auch Mikrohomologien in Sequenzen innerhalb von Genen als Aus-
tauschelemente genutzt werden kénnen [Schickimaier, 1995].

In der Modultheorie von Botstein werden Module als austauschbare genetische Elemente
definiert, die eine funktionelle Einheit darstellen. Mittlerweile konnte gezeigt werden, daf
Module sehr unterschiedliche Ausdehnungen haben kénnen. Zunachst einmal kann es sich
bei einer solchen funktionellen Einheit um ganze Gengruppen handeln, die aufgrund der
Funktion ihrer Genprodukte nicht voneinander getrennt werden kénnen [Casjens und Hend-
rix, 1974]. Ein Beispiel hierflr findet sich in den Genprodukten der Kopf- und Schwanzre-
gionen von P22 und A, die so genau aufeinander abgestimmt sind, dal} ein Austausch ein-
zelner Produkte (Subfunktionen) nicht moglich ist [Campbell und Botstein, 1983]. Die Tatsa-
che, daf auch einzelne Gene ein Modul darstellen konnen, wurde von verschiedenen Auto-
ren gezeigt [Schickimaier, 1995; Neve et al., 1998]. Bereits Botstein verwies hierzu in seiner
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Modultheorie auf die Endolysingene der lambdoiden Phagen [Botstein, 1980]. Heute weil}
man, dal die kleinste Moduleinheit nicht von einzelnen Genen gebildet wird. Sogar einzelne
Doméanen eines Gens koénnen ein Modul darstellen. Sequenzvergleiche der
Gene 15 der Phagen P22, A und HK97 liefern Hinweise fur intragenische Rekombinations-
ereignisse [Casjens et al., 1992a]. Dies korreliert mit dem Nachweis von Mikrohomologien
innerhalb einzelner Gene, die als Austauschelemente fungieren kdnnen [Schickimaier,
1995].

Auch bei tierischen Viren deuten Heteroduplexanalysen auf eine modulare Genomzusam-
mensetzung hin. Botstein geht deshalb soweit, seine Theorie des modularen Genomaufbaus
auf Viren héherer Organismen auszudehnen, und postuliert fir diese ebenfalls eine Evolu-
tion auf der Grundlage von austauschbaren Modulen.

1.3.2. Die Bedeutung der Modultheorie fiir die Phagenevolution

Die meisten Betrachtungen Uber Phagenevolution, die im Laufe der Jahre entwickelt wurden,
gehen zunachst auf die Abstammung der Phagen im Allgemeinen zurlick. Die alteren Hypo-
thesen lassen sich nach Adams in zwei gro3e Gruppen einteilen, die Kreations- und die De-
generations-Hypothesen [Adams, 1959]. Die Vertreter der Kreations-Hypothesen betrachte-
ten Viren als direkte Abkdmmlinge primitiver Vorformen. Die Anhanger der Degenerations-
Hypothesen gingen davon aus, dafs die Entwicklung der Viren durch schrittweisen Verlust
von Funktionen aus komplexeren Organismen erfolgte. Luria et al. diskutierten im Jahre
1978 zwei verschiedene Abstammungsmaoglichkeiten der Viren, die ebenfalls als Variationen
der Degenerations-Hypothesen angesehen werden missen: Zum einen ware es mdglich,
dafl die Viren nichts anderes als zuriickgebildete Abkémmlinge zellularer Parasiten sind,
zum anderen ware aber auch eine Evolution des viralen Genoms aus genetischen Elemen-
ten des Wirtes denkbar [Luria et al., 1978]. Zumindest im Falle der grolen DNA-Phagen (wie
A und P22) hat sich heute die Ansicht durchgesetzt, dafl3 ihre Genome chimaren Ursprungs
sind und auf Teile von Bakterienchromosomen, Plasmiden und Transposons zurlickgehen
[Campbell, 1988]. So konnte z. B. bei A die Originregion vom bakteriellen Replikationsorigin,
die Integrationsgene von einem Transposon und die Lysegene von Wirtsgenen, die die Syn-
these von Zellwandbestandteilen betreffen, abstammen.

Es gibt keinen Zweifel dartber, dal® den Phagen im Verlauf der Evolution das gleiche breite
Spektrum an molekulargenetischen Mechanismen zur Verfligung stand (und auch heute
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noch steht) wie allen anderen Organismen, das ihnen eine Adaption an veranderte Umwelt-
bedingungen ermdglicht(e): Austausch, Addition, Insertion oder Deletion einzelner Nukleoti-
de, Rekombination, Genduplikationen und Rearrangements sind nur einige davon.

Welche Arten von Evolutionsmechanismen beeinflussen die lambdoide Familie hauptsach-
lich?

Als wesentliche Triebkraft der Phagenevolution werden Rekombinationsmechanismen ange-
sehen. Hierzu zahlen die site-spezifische, die illegitime und die homologe Rekombination.
Bei letzterer unterscheidet man bei den Phagen zwischen zwei verschiedenen Moglichkei-
ten:

¢ die homologe Rekombination im herkdmmlichen Sinne, zwischen Regionen mit ausge-
pragter Sequenzibereinstimmung, Uber gréRere Bereiche hinweg

¢ die Rekombination tber kurze homologe Sequenzen (Mikrohomologien), die z. B. in kon-
servierten Genomteilen, wie Promotor- oder Terminatorsignalen, zu finden sind [Casjens
et al., 1992a; Campbell, 1994].

Nach der Modultheorie von Botstein findet die Phagenevolution nur in geringerem Mal} auf
der Ebene eines intakten Phagen statt, sondern vor allem auf der Ebene der Module. Natir-
lich findet auch bei Phagen eine Evolution auf Sequenzebene statt, und die Module unterlie-
gen ebenfalls mutativen Einflissen. Die Evolution auf der Ebene ganzer Module ermdglicht
den Phagen jedoch einen leichten und kontinuierlichen Zugang zu einer gro3en Anzahl ver-
schiedener Gene und Genprodukte [Botstein, 1980]. Dadurch sind sie in der Lage, sich
schnell und effizient an neue Umweltbedingungen anzupassen.

Die Module des lambdoiden Genoms gehdren alle einem gemeinsamen Genpool an. Dabei
stellt jeder Vertreter der lambdoiden Gruppe eine andere eigene Kombination der vorhande-
nen Module dar.

Die zu Beginn dieser Einleitung gestellte Frage, ob ein zu charakterisierender Phage einen
neuen oder einen bereits bekannten Bakteriophagen darstellt, kann nun mit Hilfe der Modul-
theorie beantwortet werden. Es handelt sich mit groter Wahrscheinlichkeit um einen neuen,
bisher noch nicht isolierten, Phagen. Man muf} sich nach der Modultheorie heute sogar fra-
gen: ,lIst es liberhaupt moglich, einen vollig identischen Phagen ein zweites Mal aus
unterschiedlichen Isolaten aus der Natur zu isolieren?“

Der Modultheorie zufolge ist ein Phage lediglich ein funktionsfahiges Aggregat verschiedener
Module, das sich standig neu aus dem Genpool der Familie zusammensetzt. Deshalb ist es
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nach dem heutigen Wissensstand sehr unwahrscheinlich, dall es jemals gelingt, einen vdllig
identischen Phagen ein zweites Mal aus verschiedenen Naturisolaten zu isolieren.

Auch der Phage A wurde bis heute nur ein einziges Mal aus der Natur isoliert [Casjens et al.,
1992a], und es ist Zufall, dal gerade diese Modulkombination zu dem Standardphagen der

Phagengenetik wurde. Das Gleiche gilt auch fir P22.

An dieser Stelle miissen zwei Einschrankungen gemacht werden:

1. Aus ein- und demselben Isolat ist es natlrlich mdglich, den gleichen Phagen mehr-
mals zu isolieren, da jeder lysogene Klon weitgehend identische Phagen entlait.

2. Wenn ein temperenter Phage sich in der Wirtszelle als Prophage etabliert, so wird
sein Genom zum Bestandteil des Bakterienchromosoms und zusammen mit diesem
in unveranderter Form an die Nachkommenzellen des Bakteriums weitergegeben. Ist
dies der Fall, so findet man in jeder dieser Zellen den selben Prophagen. Kommt es
aber irgendwann zur Lyse des Wirtes durch Induktion und Vermehrung des Propha-
gen, so werden die Phagennachkommen freigesetzt und kénnen an den zuvor be-
schriebenen Rekombinationsvorgangen teilnehmen.

Die oben gestellte Frage bezieht sich also in dieser Form nur auf freie Phagen in unter-
schiedlichen Naturisolaten und nicht auf Prophagengenome, die als Teil des Wirtschromo-
soms repliziert und auf die Nachfahren des Bakteriums Ubertragen werden.

Der Genpool der lambdoiden Familie setzt sich jedoch nicht nur aus den Modulen der freien
Phagen und der intakten Prophagen zusammen. Auch defekte Prophagen (kryptische Pro-
phagen) tragen einen Teil zur groRen Variabilitat der Familie bei.

E. coli K12 besitzt auf seinem Chromosom, zusatzlich zum Phagen A, vier defekte Propha-
gen: DPL12 (frGher gsr’), Rac, e14 und Kim. Wie die intakten lambdoiden Phagen bestehen
auch die kryptischen Prophagen aus Sequenzen, die homolog zu A sind, unterbrochen von
heterologen (aber funktionell identischen) Segmenten [Campbell, 1994]. Hybridisierungen
mit A-Sonden deuten darauf hin, dal® die Chromosomen vieler natlrlicher E. coli-Stamme
A-verwandte Segmente besitzen [Anilionis und Riley, 1980; Riley und Anilionis, 1980].
Defekte Prophagen stellen nach Strathern und Herskowitz "genetischen Abfall" dar, der sich
in der Wirtszelle als Folge einer vorangegangenen Virusinfektion angesammelt hat und sich
momentan in einem Prozel3 des Abbaus und des Verlustes befindet [Strathern und Hersko-
witz, 1975]. Eine alternative Interpretation besagt, da® die Prophagen, unabhangig davon,
wie sie ursprunglich in die Zelle hineingelangt sind, nunmehr irgendeine Funktion fur den
Wirt ausfiihren. Somit kénnen sie als fest in das Wirtschromosom integrierte Virusmodule
angesehen werden. In mindestens zwei Fallen konnte im Labor gezeigt werden, da® Gene
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aus defekten Prophagen von Bedeutung fur ihren Wirt sind: In recBC-Mutanten von E. coli
konnte eine Derepression der Rekombinationsfunktionen des Rac-Prophagen gezeigt wer-
den [Kaiser und Murray, 1980]. Highton et al. konnte in ompC-Mutanten von E. coli die Ex-
pression des normalerweise stillen nmpc-Gens (genaue Funktion noch unbekannt) von
DPL12 nachweisen [Highton et al.,1985]. Es gilt als sicher, dal3 solche Vorgange auch in der
Natur ablaufen [Campbell, 1988].

Natlrliche Rekombinanten kénnen also sowohl durch Mischinfektion einer Bakterienzelle
durch zwei Phagen oder nach Superinfektion einer lysogenen bzw. einer defekt-lysogenen
Zelle durch einen Phagen (heteroimmun oder homoimmun mit Antirepressor) entstehen. In
der Natur ist letzteres wesentlich haufiger zu finden [Campbell, 1988].

Nicht zu unterschatzen ist auch die Rolle des Wirtschromosoms selbst flir den Genpool der
lambdoiden Familie. Vermutlich haben sich die Phagen im Laufe der Evolution Gene des
Wirtes angeeignet und "fur ihre eigenen Zwecke genutzt" [Casjens et al., 1992a]. Es existie-
ren einige Beispiele, die die groRe Ahnlichkeit zwischen Phagen- und Wirtsgenen belegen:
Die Acl- und cro-Gene sind eng mit dem lexA-Gen von E. coli verwandt, das Gen 712 von P22
ahnelt in seiner Sequenz dem dnaB-Gen von E. coli und gp 12 fhrt auch die Funktion von
gp dnaB aus [Backhaus und Petri, 1984]. Beispiele fir die enge Beziehung zwischen Pha-
gen- und Wirtsgenen findet man auch auf3erhalb der lambdoiden Familie. So weist z. B. das
Lysisgen des Streptococcus-Phagen HB3 groRe Ahnlichkeit mit dem IytA-Gen seines Wirtes
auf, dem man eine Funktion bei der Zellwand-Synthese oder -Reparatur zuschreibt [Romero
et al., 1990]. Die Entscheidung, ob es sich tatsachlich um ein Gen des Wirtschromosoms
oder um ein Gen eines defekten Prophagen handelt, ist oft nur schwer zu treffen.

Mit der Verbreitung von Bakteriophagen in Naturisolaten der Gattung Salmonella und ihrer
naheren Charakterisierung befalst sich eine Arbeit von Schicklmaier [Schickimaier, 1995].
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 1.3. dargestellt. Hierbei zeigt sich ein

enormes, flr den Austausch von Modulen zur Verfiigung stehendes Variationspotential.
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Abb. 1.3.:

Charakterisierung lambdoider Bakteriophagen in Naturisolaten von Salmonella
Ergebnisse von [Schickimaier, 1995]

Dargestellt sind die Ahnlichkeiten der untersuchten Phagen mit P22, 1. und ES18 auf-
grund von Hybridisierungsanalysen aus verschiedenen Genombereichen.
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1.4. Die Ziele dieser Arbeit

Im Verlauf der Evolution der lambdoiden Phagen wurde die Anordnung der Gene wesentlich
starker konserviert als die Nukleotidsequenzen der einzelnen Gene. Fir die funktionellen
Einheiten des Genoms, die Module, haben sich jedoch andere "Allele™ mit unterschiedlichen
Funktionsweisen entwickelt. Der modulare Allelbegriff, der in dieser Arbeit fir die verschie-
denen Modulvarianten verwendet wird, darf auf keinen Fall mit dem klassischen Allelbegriff
gleichgesetzt werden. Der Allelbegriff im herkdmmlichen Sinn bezieht sich
immer auf eine Variante eines bestimmten Gens und darf niemals auf Gengruppen erweitert
werden oder sich nur auf Teile von Genen beziehen. Der modulare Allelbegriff wird dagegen
fur Funktionseinheiten verwendet und kann deshalb auch fir Gengruppen bzw. Teile von
Genen benutzt werden. Diese modularen Allele kdnnen nun ausgetauscht werden, um im-
mer neue Phagenkombinationen zu schaffen. Damit besitzen die lambdoiden Phagen einen
sehr effizienten Mechanismus zur Adaption an veranderte Umweltbedingungen.

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Evolutionsmecha-
nismen leisten, die zur Entstehung der erstaunlichen Vielfalt der lambdoiden Phagen gefiihrt
haben. Dazu wird die Bedeutung der Neukombination von Modulen fur die Evolution der
lambdoiden Familie untersucht. In der Natur entstehen neue Modulkombinationen am hau-
figsten durch Superinfektion einer lysogenen Zelle mit einem zweiten, zum Prophagen des
Wirtes heteroimmunen Phagen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird durch Simulation einer solchen Situation unter
Laborbedingungen die Haufigkeit, mit der zwei Phagen Segmente ihres Genoms austau-
schen, untersucht. Dabei werden folgende Aspekte berlcksichtigt:

e unterschiedliche Lebensformen temperenter Bakteriophagen und ihrer Klarplaquemutan-
ten
¢ unterschiedliche Immunitatssituationen

e bevorzugter Austausch bestimmter Genombereiche.

Das Verhalten eines Phagen unter Laborbedingungen muf3 nicht unbedingt mit seinem Ver-
halten in seiner natlrlichen Umgebung korrelieren. Hier spielen oft umweltbedingte Faktoren,
die im Labor nicht bertcksichtigt werden konnen, eine groRe Rolle. Im zweiten Teil dieser
Arbeit wird aus diesem Grund die Neukombination von Modulen innerhalb einer natirlichen
Population der lambdoiden Phagen untersucht. Dazu dient eine Phagenkollektion aus Natu-
risolaten von Salmonella. Fir ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die zur Entste-
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hung der enormen Variabilitat der lambdoiden Phagen gefiihrt haben, sind Fragen nach der
Anzahl der verschiedenen modularen Allele in einer nattrlichen Population und nach der
Haufigkeit, mit der diese Allele im Verlauf der Evolution tatsachlich ausgetauscht wurden,
von zentraler Bedeutung.

Diese Fragen werden am Beispiel einer Modul-Kassette des Genoms der lambdoiden Sal-
monella-Phagen untersucht: der Lysisgenkassette. In diesem Zusammenhang wird die An-
wendbarkeit der Modultheorie von Botstein in ihrer urspringlichen Form auf den Genpool der
lambdoiden Phagen diskutiert.

Nachdem die Existenz voéllig identischer freier Phagen in unterschiedlichen Naturisolaten
angezweifelt werden mul}, wird am Ende dieser Arbeit eine weitere Frage gestellt "Wieviele
verschiedene (lambdoide) Bakteriophagen koénnen theoretisch existieren?". Mit der
Untersuchung der Anzahl der verschiedenen modularen Allele und ihrer Kombinationsmog-
lichkeiten innerhalb einer funktionellen Einheit des Genoms der lambdoiden Phagen macht
die vorliegende Arbeit einen ersten Schritt zur Beantwortung dieser Frage.
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2. Material und Methoden

Soweit nicht anders angegeben, werden Standardmethoden (Maniatis et al., 1982) ange-

wendet.
21. Bakterienstamme
21.1. Laborstamme
Art Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli JM109 recA1, endA1, [Yanish-Perron et al.,
gyrA96, hsdR17, 1985]
relA1, thi, supE44,
A(lac proAB),
F‘(traD36, proAB®,
lacl®, lacZAM15)
JM83 ara, A(lac proAB), [Yanish-Perron et al.,
rpsL, (¢80 lacZAM15) | 1989]
NM538 gal, lacY, metB, [Frischauf et al.,
hsdR, supF 1983]
LE392 SUpE44, supF58, Gibco BRL
hsdR514, galK2,
galT22, metB1,
trpR55, lacY1
POP2135 endA1, thi, hsdR, O. Raibaud, Pasteur-
malT, cl857, \prR, Institute, Paris
malPQ
RM80 (Agigs7Sam7)
Salmonella typhimurium DB21 prototropher Wildtyp | Laborkollektion
von LT2, enthalt den
kryptischen Propha-
gen Fels 1
DB21(ES18) Wildtyp, lysogen fir | Laborkollektion
ES18
DB21(P22sie) |Wildtyp, lysogen fir | Laborkollektion
P22 (sieA, sieB,
ts12.1, ts2.1)
DB21(G119) Wildtyp, lysogen fir |diese Arbeit
G119
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2.1.2. Salmonella-Naturisolate

Stamm Kurz- Quelle Herkunft Datum
bezeichnung

Salmonella SARA 3 Pferd Rhode Island 1987

typhimurium SARA 4 Hase Indiana 1986
SARA 5 Mongolei
SARA 10 Oppossum Kalifornien 1987
SARA 12 Pferd Louisiana 1987
SARA 21 Reiher Oregon

Salmonella sain-| SARA 22 Mensch Massachusetts

tpaul

Salmonella SARA 30 Huhn Pennsylvania 1987

heidelberg SARA 31 Schwein Maryland 1987
SARA 32 Hund Texas 1986
SARA 33 Mensch Mexiko
SARA 34 Israel
SARA 38 Truthahn Arizona 1987
SARA 39 Mensch North Carolina
SARA 40 USA

Salmonella SARA 41 Mensch Frankreich 1976

paratyphi B SARA 43 Mensch Afrika 1982
SARA 44 Mensch Mittlerer Osten vor 1965
SARA 45 Kuh Frankreich 1988
SARA 46 Mensch Europa 1981
SARA 49 Abwasser GrolRbritannien | vor 1965

Salmonella 78 Mensch Deutschland 1992

typhimurium/M | 81 Mensch Deutschland 1993
84 Mensch Deutschland 1993
85 Mensch Deutschland 1993
94 Mensch Deutschland 1993
95 Mensch Deutschland 1993
96 Mensch Deutschland 1993
97 Mensch Deutschland 1993
98 Mensch Deutschland 1993
100 Mensch Deutschland 1994
102 Mensch Deutschland 1993
103 Mensch Deutschland 1994
106 Mensch Deutschland 1994
107 Mensch Deutschland 1994

Salmonella 110 Pferd 1990

typhimurium 111 Pferd 1990

Copenhagen 112 Pferd 1990
113 Pferd 1991
115 Pferd 1991
116 Pferd 1992
118 Pferd 1993
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Stamm Kurz- Quelle Herkunft Datum
bezeichnung

Salmonella 119 Pferd 1993

typhimurium 120 Pferd 1994

Copenhagen 121 Katze 1990
123 Katze 1992
124 Katze 1992
126 Katze 1994
127 Hund 1990
128 Hund 1991
131 Hund 1993
134 Rind 1991
135 Rind 1992
136 Rind 1993
137 Rind 1994
138 Rind 1994

2.2, Bakteriophagen
2.21. Labor-Phagen

Name Genotyp Referenz
P22-H1 Wildtyp [Zinder und Lederberg, 1952]
P22-H5 c2’, Klarplaque-Mutante von

P22-H1
ES18 c’ [Kuo und Stocker, 1970]
ASam7 Sam7, Amber-Mutante von A

2.2.2. Phagen aus Naturisolaten

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakteriophagen wurden erstmals in vorangegangenen Arbeiten
von Schicklmaier et al. isoliert [Schickimaier, 1995; Schicklmaier unveréffentlicht].

Phage natiirlicher Wirt Phage natiirlicher Wirt
PS3 SARA 3 PS38 SARA 38
PS4 SARA 4 PS39 SARA 39
PS5 SARA 5 PS40 SARA 40
PS10 SARA 10 PS41 SARA 41
PS12 SARA 12 PS43 SARA 43
PS21 SARA 21 PS44 SARA 44
PS22 SARA 22 PS45 SARA 45
PS30 SARA 30 PS46 SARA 46
PS31 SARA 31 PS49 SARA 49




30 MATERIAL UND METHODEN

Phage naturlicher Wirt Phage naturlicher Wirt
PS32 SARA 32 MI78 78
PS33 SARA 33 MI81 81
PS34 SARA 34 M184 84
MI85 85 G116 116
M1194 94 G118 118
MI195 95 G119 119
MI196 96 G120 120
MI197 97 G121 121
MI198 98 G123 123
MI1100 100 G124 124
MI1102 102 G126 126
MI1103 103 G127 127
MI1106 106 G128 128
MI1107 107 G131 131
G110 110 G134 134
G111 111 G135 135
G112 112 G136 136
G113 113 G137 137
G115 115 G139 139

2.3. Vektoren

Name GroRe Marker Referenz

pIC19H 2,7 kb Amp~ [Marsh et.al., 1984]
plC20H 2,7 kb Amp~ [Marsh et.al., 1984]
pPLcAT10 2,7 kb Amp~ [Stanssens et al., 1985]

2.4, Plasmide

Name InsertgroBe [bp] Insert

pAA1/1 266 Taql-Fragmente aus

pAA1/2 989 Shotgunklonierung des 6 kb-
pAA1/3 72 EcoRI-Fragmentes von PS34
pAA1/4 330 in pIC20H

pAA1/5 304 (die Plasmide enthalten teil-
pAA1/6 ca. 1.600 weise multiple Inserts auf-
pAA1/7 ca. 1.100 grund einer unvollstadndigen
pAA1/8 ca.400 enzymatischen Spaltung)
pAA1/9 >508

pAA1/10 356

pAA1/12 >962

pAA1/13 >1.016

pAA1/14 ca. 1.100
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Name InsertgroBe [bp] Insert

pAA1/15 ca. 2.000

pAA1/16 541

pAA1/17 342

pAA1/18 ca. 1.100

pAA1/20 ca. 600

pAA1/21 ca. 500

pAA1/22 ca. 1.100

pAA1/23 ca. 250

pAA1/24 ca. 500

pAA1/25 >1.038

pAA1/26 ca. 1.000

pAA5/1 ca. 340 Hpall-Fragmente aus
pAA5/2 ca. 1.100 Shotgunklonierung des 6 kb-
pAA5/3 288 EcoRIl-Fragmentes von
pAA5/4 541 PS34 in pIC19H

pAA5/5 595 (die Plasmide enthalten teil-
pAA5/6 > 542 weise multiple Inserts auf-
pAA5/7 ca. 340 grund einer unvollstandigen
pAA5/8 118 enzymatischen Spaltung)
pAA5/9 ca. 450

pAA5/10 ca. 400

pAA5/11 ca. 450

pAA5/12 ca. 300

pAA5/13 ca. 350

pAA5/14 ca. 350

pAA5/15 ca. 1.500

pAA5/16 ca. 900

pAA34/1 > 800 Hpall-Fragmente aus Shot-
pAA34/4 239 gunklonierung des 4,5 kb
pAA34/5 46 Clal-Fragmentes von PS3 in
pAA34/6 1.173 pIC20H

pAA34/7 871 (die Plasmide enthalten teil-
pAA34/8 691 weise multiple Inserts auf-
pAA34/9 543 grund einer unvollstandigen
pAA34/10 96 enzymatischen Spaltung)
pAA34/11 757

pAA34/12 905

pAA35/13 628 Taql-Fragmente aus Shot-
pAA35/15 487 gunklonierung des 4,5 kb
pAA35/16 ca. 700 Clal-Fragmentes von PS3 in
pAA35/17 ca. 900 pIC20H

pAA35/18 ca. 1.600 (die Plasmide enthalten teil-
pAA35/19 ca. 1.500 weise multiple Inserts auf-
pAA35/20 ca. 350 grund einer unvollstadndigen
pAA35/21 ca. 400 enzymatischen Spaltung)
pAA35/22 ca. 1.300

pAA35/23 ca. 400

pAA35/24 ca. 350

pAA47/1 207 Gen 13ps34

pAA50/1 318 Gen13pss3
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2.5. Oligonukleotide

Primer Nukleotidsequenz

P22/13-5° 5-TAG GCT TTT AGT CTC TCA CCT TCT-3'
P22/13-3 5-GGT AAG ACA TGA AAA AGA TGC CAG-3
P22/19-5° 5-CAT TGG GGT TGG GCA TA-3'

P22/19-3 5-CTG CTG CTG CCT GGT AA-3

MGen R up 5-CGT ACC GTT CCG CCC GC-3

AGen R down 5-CTG ACC GTT CCG CCC GC-3

P22/ant-5* 5-GCA GTT AAC ACC TCT TAC GTG C-3°
P22/ant-3 5-TCA GTA GCG ATG TAA TGA AGG T-3
ES18/15-5° 5-TTATCT GCATCATCG TC-3

ES18/15-3 5-GGT GGC GTT GAC GAG CA-3

MP-5¢ 5-CAT CGC CGC ACA GAT GG-3

AP-3 5-TAC ACT TGC TCC TTT CA-3

P22/18C-5° 5-GAT GCG ATG AAG GTT CT-3'

P22/18C-3' 5-GTG TTC CCT CAC GAATTC-3'
P22/18N-5' 5-GTC ATG CTT TCT GGG CTT AC-3
P22/18N-3' 5-CGG TAAATT CCT TTT TAC-3'
MOC-5'neu 5-TGG CGA ATC CTC TGA CC-3

MOC-3° 5-TAG ATC CAC CCC GTA AA-3
ES18/18C-5' 5-TGT CGA AAG TGT TCG GAC-3
ES18/18C-3 5-GGT AGC TCG ATG GTA AC-3'
P22/sieA-5' 5-TGC AGA TTG CGT GGT TG-3

P22/sieA-3* 5-ATC CAT TCG CTT CTC CG-3

P22/sieB-5* 5-ATG CCG GTA AGC GTA AA-3
P22/sieB-3* 5-CTT CCC GGC AAATCT CA-3

P22/nutL-5* 5-ATC TCG TTT GGT ATT TGT TCG-3*
P22/nutL-3* 5-CGG TTC AGA TTG GTA AAG AGC-3
P22/23-5° 5-GGC TGC TAT GGG AAT GG-3

P22/23-3 5-TTT GAA CAG CCG AAG CC-3

34.1.R 5-GCA TCT ACA CAC CAT TCA GTT A-3
34.1.F 5-CAA AGA AGC CAG GTA TCA CGC CAT-3
34.2.R 5-AAG AGA GTC AGA AGC CGT AGC CCG-3
34.2.F 5-AGA TGC AAA GGT GTC GGC TAT TCA-3'
34.3.R 5-TTA GAG CCC AGT CAT TCA GGG AGA-3
34.3.F 5-GGT TCA TCA CTT AAA GGT AAC TAC-3
34.4.R 5-CCC GTA GAT AGG CTT TGT AAT GGA-3
34.4.F 5-GAC GCG ATT CTT GAT AAC CTG AGC-3
34/13-R1 5-GAT ATT TCG TAG TGC CGG TGA CAT-3
34/13-F1 5-GCA TGT ACC GTA TGG ACA AAA TCA-3
34/19-R1 5-CTC ATT GCT GCC CCC ACA AAC AGA-3
34/19-F1 5-CAA TGT CAC CGG CAG TAC GAA ATA-3
PAZ3-R1 5-TAC TGC GGG CCT CCC AGA ATC-3
PAZ3-R2 5-GTC GCC AGG ATA AGT GGT TAC-3'
PAZ3-R3 5-TGT CTT TCC ATC AGT CCG CCA-3'
PAZ3-R4 5-CTC CTT TGT GTATCT GGC AT-3
PAZ3-R5 5-TCATCC CTG TAA GAC GCT CC-3'

PAZ13/34-R7

5-TAG CCC CGAAGC TTATCG CCG C-3
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Primer Nukleotidsequenz

PAZ34/13-F6 5-CTA TGA AGG TCT AGA GCA TGT A-3°
Gen3-R 5-ATC TCC CTT ATC AGG TGT CAC G-3
Gen3-F 5'-ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC C-3
AZ/ES18-R 5-CAT AGA CTC GCT CCG AAA T-3
AZ/ES18-F 5-TTT GAA GAA AAC TTA AAT A-3°
PAZ3/13-R 5'-CGC TGA GAA AGC TTA AAC TT-3
PAZ3/13-F 5'-GAG GTG GTC TAG AAA AAC GTA-3
pPLcAT10-R 5-TGC CGC ATA GTT AAG CCA-3'
pPLcAT10-F 5-ATC TCT CAC CTA CCA AAC-3'

M13/pUC universal

5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-&

M13/pUC revers

5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-8

2.6. Enzyme

Alkalische Phosphatase
DNase |, RNase frei
Klenow Polymerase
Lysozym
Restriktionsenzyme

Pfu-Polymerase
RNase A
Taqg-Polymerase
T4 DNA-Ligase
Proteinase K
Pronase P

2.7. Chemikalien

Agarose

Agar Agar
Antibiotika
Blocking Reagenz
Bromphenolblau

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Biomol, Hamburg
Boehringer, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
Pharmacia LKB, Freiburg
Stratagene

Stratagene

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
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Dig-Easy-Hybridisierungs-Mix
dNTP Labeling Mix
Ethidiumbromid
Fab-Fragmente

Formamid

Hexanukleotid-Mix

IPTG

Klenow-Enzym

Nukleotide

NBT

X-Gal

X-Phospat

Phenol, sauer

Phenol, neutral, gepuffert mit TE
Phenol/Chloroform

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
MWG, Ebersberg
Boehringer, Mannheim
Biomol, Hamburg
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Nahrmedien werden von der Firma Difco, Detroit, USA bezogen. Alle anderen, hier nicht

aufgeflhrten Feinchemikalien stammen von den Firmen Merck, Darmstadt und Roth, Karls-

ruhe.

2.8. Sonstiges

Hybond™-N Nylonmembran
Porablot NY amp

Whatman 3MM-Papier

Sterilfilter FPO30/2 (0,45 pm) und
FPO30/3 (0,2 ym)

1 kb-Marker (DNA-Langenstandard)

Amersham-Buchler, Braunschweig
Macherey-Nagel
Schleicher und Schill, Dassel

Schleicher und Schill, Dassel
Gibco BRL, Eggenstein



MATERIAL UND METHODEN 35

2.9. Medien

LB-Medium: Trypton 10g
Yeast Extract 59
NaCl 59
H.O ad 1000 ml

LB-Agar enthalt zusatzlich 1,5% Agar, LB-Weichagar enthalt zusatzlich 0,8% Agar. Zum

Plattieren wird der Weichagar in der Mikrowelle geschmolzen und bei 42°C flussig

gehalten. LB/IPTG/X-Gal-Agar enthalt aulerdem 0,04 mM IPTG und 20 ug/ml X-Gal.

Zur Vermehrung und Konzentration von A.Sam7 werden 0,2% Maltose zugegeben.

Zur Selektion ampicillin-resistenter Kolonien werden 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt.

M9-Agar: Agar-Agar 159
H.0 ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren werden folgende sterile Lésungen zugesetzt:
10xM9-Salze 100 ml
Glukose (20 %) 10 ml
MgSO,4 (1 M) 1 ml
Thiamin (10 mg/ml, sterilfiltriert) 1ml

10xM9-Salze: Na;HPO, x 12 H,01 509
oder Na;HPO, x 2 H,0 75¢g
KH,PO, 309
NaCl 59
NH,C 1049
H.0O ad 1000 ml
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2.10. Puffer und Losungen

Alkalische SDS-L6sung (Sol 2)

Ammoniumacetat-Losung

Chloroform-lsoamylalkohol (CIA)

Denaturierungs-Losung

(Southern-Transfer)

Gelauftragspuffer fiir DNA (10x)

Glukose-EDTA-Tris-L6sung (Sol 1)

unmittelbar vor Gebrauch ansetzen

HCI-Losung (Southern-Transfer)

KAc-Lésung, pH 4.8 (Sol 3)

Plaquelift-Losung 1

Plaquelift-Losung 2

NaOH
SDS

Ammoniumacetat
NaOH

im Verhaltnis

NaCl
NaOH

Glycerin

EDTA, pH 8 (0,5 M)
Bromphenolblau
H,O

Glukose
EDTA, pH 8
Tris-HCI, pH 8

HCL

Kaliumacetat (5 M)
Eisessig
H,O

NaOH

NacCl

Tris-HCI, pH 8
NaCl

02M
1%

1M
0,1N

25:1

1,5M
05N

5,8 mi

4 ml
0,05¢
ad 10 ml

50 mM
20 mM
5mM

0,25 M

60 ml
11,5 ml
ad 100 ml

0,5M
1,5M

1M
1,9M
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Sol 1 siehe Glukose-EDTA-Tris-L6sung

Sol 2 siehe Alkalische SDS-L6sung

Sol 3 siehe Kac-Losung, pH 4,8

SM-Puffer NaCl 58g
MgSO,4 x 7 H,O 29
Tris-HCI, pH 7,5 (1 M) 50 ml
Gelatine (2 %) 5 mi
H.0O ad 1000 ml

SSC (20x) NaCl 175,3 ¢
Na-Citrat 88,2 ¢
H.0 ad 1000 ml

Der pH-Wert der Losung wird mit HCI auf 7 eingestellt.

SDS-Mix Tris-Hcl, pH 9,6 (1 M) 1 Vol
SDS (10 %) 1 Vol
EDTA, pH 7,4 (0,5 M) 2 Vol

Die Lésung mufd immer frisch angesetzt werden.

TBE (10x) Tris 108 g
Borsaure 55¢g
EDTA 93¢
H.0 ad 1000 ml

TE Tris-HCI, pH 8 10 mM
EDTA, pH 8 1 mM

Verdiinnungsflissigkeit (VF) Bacto-Trypton 19
NaCl 10¢g
H.0 ad 1000 ml
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211. Phagenisolierung und Vermehrung

2.11.1. Einzelplaque-Isolierung

Von den in dieser Arbeit verwendeten Salmonella-Naturisolaten ist bereits durch vorange-
gangene Arbeiten [Schickimaier, 1995; Schicklmaier unveréffentlicht] bekannt, dal® sie Bak-
teriophagen freisetzen. Ausgehend von einer Einzelkolonie des jeweiligen Stammes werden
stationére Ubernachtkulturen der Stamme in LB-Medium angezogen. Durch Zentrifugieren (2
min bei 15.000 Upm in einer Eppendorfzentrifuge) werden die freigesetzten Phagen (im U-
berstand) von den Bakterienzellen (im Bodensatz) abgetrennt. Um restliche Bakterien abzu-
toten, wird der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal (berfiihrt, mit Chloroform versetzt
und geschiittelt. Die freigesetzten Phagen befinden sich im Uberstand. 5 — 10 pl des Uber-
stands werden auf LB-Platten getropft, die mit einem Gemisch aus Weichagar
(3 ml) und einem geeigneten Indikatorstammen (2 x 102 Zellen) tiberschichtet sind. Der An-
satz wird Uber Nacht bei 37°C bebrutet.

Vermehren sich die Phagen auf dem Indikator, so erhdlt man im Tropfareal Plaques, die
entweder einzeln liegen oder auch so dicht benachbart sein kénnen, daflt der gesamte Tropf-
bereich lysiert ist. In diesem Fall werden verschiedene Verdiinnungsstufen des Uberstandes
erneut auf den entsprechenden Indikator getropft, um die Plaques zu vereinzeln.
Einzelplaques werden mit einer Pasteurpipette ausgestochen und in ein Eppendorfgefal® mit
1 ml Verdinnungsflissigkeit oder SM-Puffer und 50 ul Chloroform aufbewahrt.

2.11.2. Flussiglysate

Steht als Ausgangsmaterial fiir ein FlUssiglysat nur der ausgestochene Einzelplaque zur Ver-
figung, mul® zunachst eine ausreichende Menge an Phagen gewonnen werden, um damit
im Anschlul gréRere Kulturansatze infizieren zu kénnen. Dies kann entweder durch direkte
Infektion eines kleinen Volumens des Wirtsstammes (2 — 5 ml) mit dem Einzelplaque oder
mit ca. 100 pl der Verdinnungsflissigkeit, in der der Phage konserviert wird, erfolgen.

Ist eine ausreichende Phagenmenge zur Infektion eines gréReren Kulturansatzes vorhanden,
werden 50 ml LB-Medium mit 1/100 Volumen einer Ubernachtkultur des Wirtsstammes be-
impft und aerob bei 37°C bis zum Erreichen einer bestimmten ODsgy,m inkubiert. Bei
Tribplaque-Phagen soll die ODsgonm bei 0,15 — 0,2 liegen (d.h. bei ca. 1 — 1,5 x 108 Zel-
len/ml), bei Klarplaque-Phagen bei 0,25 (d.h. bei ca. 2 x 10® Zellen/ml).
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Zur Infektion wahlt man bei Trubplaque-Phagen eine niedrige MOI (multiplicity of infection)
von 0,1 — 0,3, um eine Lysogenisierung der Kultur zu vermeiden. Bei Klarplaque-Phagen
hingegen infiziert man mit einer hohen MOI von > 5, damit in einem Vermehrungszyklus na-
hezu alle Zellen lysiert werden. Von dieser Regel abweichende MOIs sind bei der Beschrei-
bung der einzelnen Versuche in den jeweiligen Ergebnisteilen angegeben.

Anschlie3end wird die Kultur bis zum Aufklaren weiter inkubiert: bei Triibplaque-Phagen 150
—180 min, bei Klarplaque-Phagen 90 min, jedoch nicht langer als 200 min bzw.
120 min. Noch intakte Bakterienzellen werden durch Zugabe einiger Tropfen Chloroform
lysiert. Durch Zentrifugation (15 min bei 8.000 Upm, Sorvall Superspeed RC2-B, Rotor
SS34) werden die Zellreste sedimentiert. Der klare Uberstand, der die Phagen enthalt, wird
sterilfiltriert.

2.11.3. Plattenlysate

Plattenlysate eignen sich gut zur Gewinnung von Lysaten mit hohem Titer und geringem
Volumen. Hierzu werden LB-Platten mit einem Gemisch aus Weichagar (3 ml), 100 ul der VF
mit dem konservierten Einzelplaque und 100 ul einer Ubernachtkultur eines Indikators Uber-
schichtet und Uber Nacht bei 37°C bebriitet. Die Menge der zugegebenen Phagen soll zu
einer konfluenten Lyse der Indikatorbakterien fiihren. Die bebriteten LB-Platten werden mit
ca. 5 ml SM oder LB 90 min leicht geschiittelt. Dadurch 16st sich der Grofdteil der Phagen aus
dem Agar. AnschlieBend wird der Uberstand mit einer Pipette abgesaugt. Durch Zentrifugati-
on (10 min bei 6.000 Upm) werden Zell- und Agarreste entfernt.

2.11.4. Titerbestimmung

Zur Titerbestimmung wird vom Phagenlysat eine Verdiinnungsreihe (10° — ca. 10™") in SM
oder VF hergestellt. Jeweils 100 pl jeder Verdinnung werden mit 100 pl Indikator und 3 ml
Weichagar gemischt und auf LB-Platten plattiert. Die Platten werden Uber Nacht bei 37°C
bebrlitet. Am nachsten Tag werden die Phagenplaques ausgezahlt und der Phagentiter be-
rechnet.
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2.11.5. Konzentrierung von Phagen durch Ultrazentrifugation

Das von Zellresten gereinigte Lysat wird 90 min bei 22.000 Upm zentrifugiert (Kontron-
Zentrifuge TGA-50, Rotor TST 2838). Das Phagensediment wird Uber Nacht in 400 pyl SM
unter Schitteln geldst. Um freie DNA oder RNA abzubauen, werden je 10 yl DNase und
RNase (je 10 mg/ml) zugesetzt.

2.11.6. Vermehrung und Konzentrierung von A-Phagen durch
Induktion

Alle Medien, die zur Vermehrung von A-Phagen verwendet werden, enthalten 0,2 % Maltose.
Der Stamm RM80, der den Phagen Aqss7Sam7 als Prophagen enthalt, wird auf 2 LB-Platten
ausgestrichen. Hierbei sollen mehrere Kolonien ausplattiert werden, um eine Selektion zu-
gunsten von A-Revertanten zu verhindern. Eine Platte wird Gber Nacht bei 30°C bebritet, die
andere bei 42°C. Nur auf der bei der niedrigeren Temperatur bebriiteten Platte darf ein Bak-
terienwachstum zu sehen sein. Von dieser Platte wird eine Ubernachtkultur
(5 ml, 30°C, stehend) angelegt. Am nachsten Tag werden 250 ml LB mit dieser Kultur be-
impft und bei 30°C kraftig geruhrt, bis die Kultur eine Dichte von ODsgonm = 0,5 erreicht hat.
Die Kultur wird fir 20 min in ein 45°C-Wasserbad Uberfihrt und weiter gerthrt, hier erfolgt
die Induktion des Prophagen. Anschlielend wird die Kultur bei 39°C fir weitere 150 min kraf-
tig gerthrt. Da der Aygs57Sam7-Phage im Gen S eine Amber-Mutation tragt, erfolgt keine
spontane Lyse der Bakterien. Die reifen Phagenpartikel bleiben daher in den Zellen gefan-
gen und kénnen zusammen mit diesen durch Zentrifugation (5°C, 6.000 Upm, 15 min) kon-
zentriert werden. Der zellhaltige Niederschlag wird in 5 ml SM-Puffer resuspendiert, mit 1 ml
Chloroform versetzt, gut gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit lysieren
die Zellen. Durch Zugabe von DNase (Endkonzentration 0,2 ug/ml) und RNase (Endkonzen-
tration 0,5 pg/ml) und 10 min Inkubation bei RT wird die freigewordene zellulare DNA und
RNA verdaut. AnschlieRend wird der Ansatz 15 min bei 20°C bei 8.000 Upm zentrifugiert
(Sorvall Superspeed-Zentrifuge RC2-B, Rotor SS34). Der Uberstand enthalt die reifen Pha-
genpartikel. Eine Titerbestimmung erfolgt auf einem Suppressorstamm (E. coli LE392 oder
E. coliNM538) als Indikator bei 42°C.
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2.11.7. Lysogenisierung

Um einen Phagen als Prophagen in einem Bakterienstamm zu etablieren (Lysogenisierung),
wird zunachst der Bakterienstamm mit dem Phagen durch Auftropfen eines Lysats auf LB-
Platten (mit einem Gemisch aus Weichagar (3 ml) und dem Bakterienstamm [2 x 10® Zellen))
infiziert. In der Lysezone eines temperenten Phagen befinden sich immer sowohl lysierte
Zellfragmente als auch nicht-lysierte Zellen, die den Prophagen besitzen. Aus dem Lyse-
areal werden mit einer Impfose einige Bakterien enthommen und in einem Verdinnungsaus-
strich ausplattiert. Aus einer Einzelkolonie wird erneut ein Verdinnungsausstrich hergestellt.
Dieser Vorgang wird 3 — 4 x wiederholt. Dadurch erreicht man, da® freie Phagen ausver-
dinnt werden, man erhalt eine Reinkultur an lysogenen Bakterien. Anschlielend wird aus-
gehend von einer Einzelkolonie des Stammes eine stationdre Ubernachtkultur in LB-Medium
angezogen. Wie in 2.11.1. beschrieben, werden aus dem Uberstand der Kultur die freige-
setzten Phagen isoliert. Tropft man diesen Uberstand erneut auf den nicht-lysogenen Indika-
tor, so mul3 nun eine Lyse durch die freigesetzten Phagen erfolgen (Positivkontrolle). Bei
Auftropfen des Uberstandes auf den lysogenen Indikator hingegen diirfen keine Phagenpla-
ques mehr entstehen (Negativkontrolle). Die Vermehrung der Phagen erfolgt wie in 2.11.2.
bis 2.11.5. beschrieben.

2.12. Isolierung und Bearbeitung von Nukleinsauren

212.1. Isolierung von Phagen-DNA

Der durch Ultrazentrifugation konzentrierte und anschlieRend resuspendierte Phagennie-
derschlag (siehe 2.11.5.) wird mit 40 pl Pronase P (10 mg/ml) versetzt und griindlich ge-
mischt. AnschlieRend werden 80 ul SDS-Mix zugegeben und erneut gemischt. Der Ansatz
wird eine Stunde bei 30°C und eine Stunde bei 70°C inkubiert. Sofort im Anschluf3 daran gibt
man 100 pl 8 M KAc (ungepuffert, Gber Whatmann Papier filtriert) dazu und inkubiert weitere
15 min auf Eis. Denaturierte Proteine werden durch Zentrifugation (15 min bei 15.000 Upm in
Sigma-Zentrifuge 2K15, Rotor Nr. 12145) bei 4°C abgetrennt. Der Uberstand wird abge-
nommen und das Volumen mit TE auf 1.000 yl erhéht. Zum Offnen der Phagenkdpfe und zur
Denaturierung der Proteine wird 1 Vol Phenol/Chloroform zugegeben und der Ansatz 15 — 20
min geschittelt. AnschlieBend wird zur Phasentrennung 10 min bei 15.000 Upm (Sigma-
Zentrifuge 2K15, Rotor Nr. 12145) zentrifugiert. Der DNA-haltige, wéssrige Uberstand wird
von der gelben, phenolhaltigen Phase und der weil3en Interphase getrennt und erneut mit
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einem Volumen Phenol versetzt. Diese Behandlung wird so oft wiederholt, bis keine sichtba-
re Interphase mehr entsteht. Dazu sind in der Regel drei bis vier Phenolbehandlungen erfor-
derlich. Um das Phenol vollstandig aus der Probe zu entfernen, wird mit 1 Vol CIA nachge-
reinigt. Die in der oberen Phase enthaltene DNA wird mit 1/10 Vol 3 M NaAc (ungepuffert)
und 1 Vol 100 % Isopropanol ausgefallt. Durch Zentrifugation bei 4°C (20 min bei 15.000
Upm in einer Sigma Zentrifuge 2K12) wird die DNA sedimentiert. AnschlieRend wird sie mit
70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem dem Ansatz entsprechenden Volumen
H,0 geldst ( ausgehend von einem 40 ml-Lysat in etwa 50 pl).

2.12.2. Plasmidpraparation nach Birnboim und Doly [Birnboim und
Doly, 1979]

1,5 ml einer UK werden 1 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge)
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wird in 100 pl Sol 1 resuspendiert und 5 min bei RT
inkubiert. Durch Zugabe von 200 ul Sol 2 erfolgt die Zell-Lyse (hierbei darf nur vorsichtig ge-
mischt werden) und 5 min Inkubation auf Eis. Danach wird der Ansatz mit 150 pl Sol 3 (eis-
kalt) versetzt, erneut vorsichtig gemischt und nochmals 5 min auf Eis inkubiert. Hierbei bildet
sich ein weiller Niederschlag aus Proteinen und Zellwandbestandteilen. Die Suspen-sion
wird 5 min bei 13.000 Upm bei 4 °C zentrifugiert (Sigma Zentrifuge 2K12) und der plasmid-
haltige Uberstand mit 2 Vol 100 % EtOH gefallt. Der Niederschlag wird mit 70 %
EtOH gewaschen, getrocknet und in einem geeigneten Volumen TE aufgenommen.

2.12.3. Plasmidpraparation uber lonenaustauschersaulen

DNA, die zum Sequenzieren verwendet werden soll, sollte, um einen mdglichst hohen Rein-
heitsgrad zu erreichen, mit kommerziell erhaltlichen lonenaustauschersaulen prapariert wer-
den. Hierbei wird nach den Angaben des Herstellers (Qiagen, QlAprep Spin Miniprep Kit)
verfahren.
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2.12.4. DNA-Spaltung

Spaltungen von DNA mit Restriktionsenzymen wird gemaf den Angaben und mit den Puffer-
systemen der entsprechenden Hersteller (Boehringer, Mannheim, New England Biolabs,
Pharmacia LKB, Stratagene) durchgefihrt.

2.13. Transformation von Escherichia coli

Die Herstellung kompetenter Zellen des E.coli-Stamms JM109 sowie die Einfihrung der
Plasmide pIC 19H und pIC20H in die kompetenten E. coli-Zellen erfolgt nach der Methode
von Nishimura [Nishimura et al., 1990].

Die Einfuhrung des Plasmids pPLcAT10 in den E. coli-Stamm POP2135 sowie die Herstel-
lung kompetenter Zellen von POP2135 erfolgt nach der Methode von Remaut [Remaut et al.,
1981].

214, Agarosegelelektrophorese

Die elektrische Aufspaltung von DNA-Fragmenten erfolgt in 0,5 — 1,2 % horizontalen Agaro-
segelen mit 1xTBE als Laufpuffer bei einer Spannung von 70 — 100 Volt. Zum Anfarben der
DNA wird dem Gel und dem Laufpuffer 0,4 ug/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Als Molekular-
gewichtsmarker dienen mit EcoRI gespaltene P22-DNA, mit Hindlll gespaltene A-DNA sowie
der 1 kb-Marker.

FragmentgroRen der Molekulargewichtsmarker:

P22/EcoRlI AMHindlll 1 kb-Marker
Fragment | Lange [bp] | Fragment | Lénge [bp] | Fragment | Lénge[bp]

A 19.510 A 23.130 A 12.216
B 9.278 B 9.416 B 11.198
C 7.322 C 6.557 C 10.180
D 4.077 D 4.361 D 9.162
E 2.490 E 2.322 E 8.144
F 1.181 F 2.027 F 7.126
G 1.114 G 564 G 6.108
H 830 H 125 H 5.090

I 4.072

J 3.054

K 2.036

L 1.636
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2.15. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wird der QIAquick Gel Extraktionskit
von Qiagen verwendet und dabei nach den Angaben des Herstellers verfahren.

2.16. Hybridisierungen

2.16.1. Nichtradioaktive Markierung von DNA mit
Digoxigenin-11-dUTP

Zur Hybridisierung membrangebundener DNA mit Digoxigenin-markierten Sonden wird mit
dem ,Nonradioactive DNA labelling and detection kit von Boehringer, Mannheim, nach den
Angaben des Herstellers verfahren.

2.16.2. Transfer von DNA auf Nylonmembran (Southern-Blot nach
Smith [Smith, 1980])

Die mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA wird Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Das
Gel wird zunachst unter leichtem Schitteln 2 x 15 min in 0,25 M HCI inkubiert, anschliellend
2 x 15 min in Denaturierungs-L6sung und schliefdlich 2 x 30 min in Ammoniumacetat-Lésung.
Alle Schritte erfolgen bei RT. Zum Transfer der DNA wird das Gel mit der Unterseite nach
oben auf eine Glasplatte oder Kunststoff-Folie gelegt. Eine Nylonmembran in der
Grolie des Gels wird mit Ammoniumacetat-Lésung befeuchtet und luftblasenfrei auf das Gel
gelegt. Als nachstes folgen drei Lagen Whatmann 3MM-Papier, die ebenfalls in Ammo-
niumacetat-Losung getrankt sind, und ein Stapel Papierhandticher. Diese bewirken, dal} die
DNA durch den Kapillarstrom der Ammoniumacetat-Lésung auf die Nylonmembran Ubertra-
gen wird. Der Aufbau wird dber Nacht mit 1 — 2 kg beschwert.
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Am nachsten Tag wird die Membran luftgetrocknet und die einzelstrangige DNA durch Be-
strahlung mit UV-Licht (254 nm, 30 s, 120 mJ) auf sie fixiert.

2.16.3. Dot-Blot

Ungeschnittene DNA wird durch 10 min Inkubation bei 95°C und 5 min schnelles Abkuhlen
auf Eis denaturiert. Gegebenenfalls kann die DNA vor dem Aufkochen mit H,O oder 2xSSC
verdinnt werden. AnschlieBend werden 1 — 3 ul auf eine Nylonmembran aufgetropft und
durch UV-Licht fixiert.

2.16.4. Plaquelift

Fur einen Plaquelift sollen die Platten ca. 2 Tage bei 4°C aufbewahrt werden, um ein Abl6-
sen des Indikators zu vermeiden. Die Nylonmembran wird 1 min luftblasenfrei auf die Platten
aufgelegt und zur besseren Orientierung mit einer Nadelspitze markiert. Alle folgenden
Schritte werden mit der Phagenseite nach oben durchgefiihrt. Die Membran wird 5 min auf in
Plaquelift-Lésung 2 getranktes Whatmann 3MM-Papier gelegt, anschlielend 2 min auf tro-
ckenes Whatmann 3MM-Papier und schlief3lich 5 min auf in Plaquelift-Losung 2 getranktes
Whatmann 3MM-Papier. Nach dem Trocknen wird die Membran durch UV-Licht fixiert.

2.16.5. Hybridisierung

Die Hybridisierung, das Waschen der Filter sowie der immunologische Nachweis erfolgen
nach den Angaben des Herstellers Boehringer, Mannheim, im “Nonradioactive DNA labelling

and detection kit".
217. PCR (Polymerase Chain Reaction)

In den PCR-Ansatzen wird die DNA in 100 pl Reaktionsvolumen in 30 Zyklen amplifiziert. Die
Ansatze enthalten 1xPCR-Puffer, 25 mM/dNTP, 250 ng/Oligonukleotid, ca. 100 ng “Templa-
te“-DNA und 1 U Tag- bzw. 5 U Pfu-Polymerase.
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2.18. Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgt durch Spaltung der PCR-Produkte sowie der Vek-
toren, anschlielende Ligation und Einfuhrung der Plasmide in geeignete E. coli-Stdmme.

Die genaue Vorgehensweise ist in Teil 4.A.4. ausfuhrlich erldutert.

2.19. DNA-Sequenzierung

Der Groliteil der Sequenzen wurde von der Firma TopLab, Martinsried, sequenziert. Fur ei-
nige Sequenzen stand ein automatischer “Sequenzer” zur Verfigung, mit dessen Hilfe nach
vorangegangener Dye Terminator Cycle-Sequenzierung mit AmpliTag FS und Ethanol-
Fallung die Sequenzen ermittelt wurden.

2.20. Strukturanalysen

Strukturanalysen wurden mit Hilfe folgender Computerprogramme durchgefuhrt:
Predict-Protein:  http://dodo.cpmc.columbia.edu/predictprotein/
[Rost, 1996]

TM-Pred: http://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED form.html|
TopPred2: http://www.biokemi.su.se/~server/toppred2/

Stockholm University, Theoretical Chemistry, Protein Prediction Server

SOSUl: http://azusa.proteome.bio.tnat.ac.jp/sosui/

Mitaku Group, Department of Biotechnology,
Tokyo University of Agriculture and Technology


http://dodo.cpmc.columbia.edu/predictprotein/
http://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED
http://www.biokemi.su.se/~server/toppred2/
http://azusa.proteome.bio.tnat.ac.jp/sosui/
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Anmerkung: Da die Kapitel 3, 4 und 5 der vorliegenden Arbeit jeweils in einen Er-
gebnis- und einen Diskussionsteil gegliedert sind, sind zum besseren

Verstandnis den einzelnen Kapiteln kurze Einleitungen vorausgestelit.

3. Entstehung neuer Modulkombinationen unter Labor-
bedingungen

Die Evolution durch Modulaustausch spielt eine entscheidende Rolle fiir die groe Vielfalt aller
Bakteriophagen und natdrlich auch fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Vertreter der
lambdoiden Familie. In der Natur finden die hierzu notwendigen Rekombinationsereignisse
vermutlich am haufigsten durch Superinfektion einer lysogenen Zelle durch einen zweiten Pha-
gen statt.

In Teil 3.A. wurde diese Situation unter Laborbedingungen simuliert.

Als uberinfizierende Phagen wurden zwei gut untersuchte Vertreter des P22-Astes der lamb-
doiden Familie gewahlt, die Phagen P22 und ES18.

Diese homoimmunen Phagen besitzen die gleiche ImmC-Region. P22 ist jedoch durch seine
zusatzliche Imml-Region in der Lage, einen Antirepressor auszubilden. Dieser befahigt ihn, sich
in lysogenen Zellen mit homoimmunem Prophagen zu vermehren. Gleichzeitig werden sowohl
homoimmune als auch heteroimmune Prophagen induziert, ihre Replikation wird herbeigefihrt
und die Wahrscheinlichkeit fir ein Rekombinationsereignis erhdht.

Durch die bereits in der Einleitung ausfuhrlich dargestellten unterschiedlichen Immunitatssitua-
tionen von ES18 und P22 sollten Riickschliisse auf die Rolle des Antirepressors fur die Entste-
hung der genetischen Vielfalt der lambdoiden Phagen gezogen werden. Hierzu wurde die Hau-
figkeit des Auftretens von Austauschereignissen bei der Superinfektion durch P22 und ES18
untersucht (Teil 3.A.2.).

Gleichzeitig wurde gepriift, wieviele verschiedene "neue" Mitglieder der lambdoiden Familie
durch die Rekombination von zwei Phagen entstehen kdnnen. Tragen die Rekombinanten zur
Erhéhung der Variabilitat bei, wenn sie als neue Mitglieder der Population an weiteren Infek-
tionszyklen teilnehmen? Zur Beantwortung dieser Frage wurden die urspriinglichen Kulturen
Uber finf Generationen hinweg subkultiviert und die entstandenen Rekombinanten mittels
Hybridisierungs- und Restriktionsanalysen untersucht.

Wahrend temperente Wildtyp-Phagen nach der Infektion des Wirts die Moglichkeit haben, zwi-
schen dem lytischen und dem lysogenen Entwicklungsprogramm zu wahlen, kbénnen ihre
Klarplaquemutanten nur den lytischen Zyklus durchfuhren. In Teil 3.A.3. wurde die Entstehung

rekombinanter Phagennachkommen bei der Superinfektion einer lysogenen Zelle durch die
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temperenten Wildtypen der Phagen P22 (interne Laborbezeichnung P22-H1) und ES18 mit de-
nen durch ihre entsprechenden Klarplaguemutanten P22-H5 und PGV1 verglichen.

Die Rolle des zahlenmaRigen Verhaltnisses von infizierenden Phagen zu lysogenen Wirtszellen
bei der Entstehung neuer Modulkombinationen wurde sowohl in 3.A.2. und 3.A.3. durch Pa-

rallelansatze mit unterschiedlichen MOIs untersucht.

Bei der Auswahl des Prophagen und des Wirtsstamms wurden folgende Kriterien beachtet:

e Um den Austausch mdglichst vieler Module nachweisen zu kdnnen, sollte der Prophage
viele Unterschiede zu den superinfizierenden Phagen besitzen.

e Der Prophage mulfdte in einem Wirtsstamm etabliert sein, der die anschlieRende Superinfek-
tion durch die Phagen P22 bzw. ES18 zulielR.

o Der Prophage mufdte heteroimmun zu P22 und ES18 sein, damit eine Infektion der lysoge-

nen Zelle durch beide mdglich war.

Aus diesen Grinden wurde eine Kollektion von Phagen des P22-Astes der lambdoiden Familie
aus Naturisolaten (naturlicher Wirt: Salmonella typhimurium; dieses Labor) zur Auswahl eines
geeigneten Prophagen herangezogen.

Die Wahl fiel schlief3lich auf den Phagen G119, der sich als Prophage in einem Isolat des Sal-
monella typhimurium-Stamms Copenhagen etabliert hat. Dieser Stamm wird im Folgenden
nach der laborinternen Bezeichnung als Salmonella typhimurium 119 bezeichnet. Bei dem Pha-
gen G119 handelt es sich um einen temperenten, allgemein transduzierenden Bakteriophagen,
der zum P22-Ast der lambdoiden Familie gehért und nur wenig Ahnlichkeit zu P22 und ES18

besitzt [Schickimaier, persénliche Mitteilung].
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3.A. Ergebnisse

3.A.1. Charakterisierung der beteiligten Phagen

3.A.1.1. Hybridisierungsexperimente zum Vergleich des Genoms

von G119 mit den Genomen von ES18 und P22

Zur Untersuchung des Austauschs von Genomteilen zwischen dem Prophagen G119 und

den Uberinfizierenden Phagen ES18 und P22 wurden zuerst die Genome der Phagen mit-

einander verglichen. Dazu wurden Southern-blots EcoRI-gespaltener DNA des freien Pha-
gen G119 mit unterschiedlichen Sonden der Phagen ES18, P22 und A hybridisiert. Zur Ab-
deckung eines mdglichst breiten Spektrums stammten die verwendeten Sonden aus unter-
schiedlichen funktionellen Bereichen der Genome (Tab. 3.A.1. und Abb. 3.A.1.):

Die Gene flir Morphogenese und Verpackung der Phagen P22, A und ES18 wurden
durch die Sonden S7, S8 und S9 reprasentiert. Mit den Sonden S7 und S8 kann der Kopf
eines Phagen dem P22- oder dem A-Ast der lambdoiden Familie zugeordnet werden. Die
Praparation der ES18-Sonde erfolgte lediglich aufgrund ihrer Lage an analoger Stelle im
Genom anderer lambdoider Phagen, da von ES18 keine Sequenzdaten aus diesem Be-
reich vorlagen. Deshalb mull das Ergebnis der Hybridisierung mit S9 vorsichtig bewertet
werden.

Die Sonden Z1, Z2, S3, S11 stammten aus den Lysisregionen der Phagen P22, ES 18
und A . Auf diesen Bereich wird in Teil 4 im Detail eingegangen.

Die Replikationsgene wurden durch die Sonden S5, $S13 und S14 von P22, S4 und S16
von ES18 sowie S12 und S15 von A abgedeckt. Die Gene 18p2 (S13, S14) und 72p,,
(S5) stellen die funktionellen Analoga zu den Genen O, (S4, S15) und P, (S12) dar. Die
N-Termini der gp 18p,; bzw. O, sind fur die spezifische Erkennung des origin of replica-
tion verantwortlich. In dem entsprechenden Genbereich besitzen die Phagen ES18 und A
innerhalb der ersten 454 von insgesamt 738 Nukleotiden betréchtliche Ubereinstimmun-
gen (96%), P22 besitzt nur innerhalb der ersten 114 Nukleotide dieser Region Ahnlichkei-
ten (39%) zu ES18 und & [Schickimaier, 1995]. Die 3‘-Bereiche der Gene 18p2, bzw. O,
der beiden Phagen, deren Proteine mit dem Genprodukt von 125, bzw. P, interagieren,
lassen keinerlei Ahnlichkeiten erkennen.

Die ImmC-Segmente der Lambdoiden erfilllen im Lebenszyklus der Phagen jeweils glei-

che Funktionen. Auch ihre interne Struktur (Anordnung der Gene 24, c2, cro, c1, sowie
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Sonde | Gen Funktion/ GrofRe | markiertes Fragment Hybridisie-
(Abstam- Genprodukt (bp) rungs-
mung) temperatur (°C)

21 13 (P22) Lyse/Holin 383 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 52

P22/13-5"und P22/13-3"*
22 19 (P22) Lyse/ 259 PCR-Fragment aus P22 mit Primern |48
Endolysin P22/19-5"und P22/19-3'
S3 R () Lyse/ 439 PCR-Fragment aus A mit Primern |44
Endolysin A/Gen R up und A/Gen R down
S4 18 (ES18) Replikation 172 Dral/Sau961-Fragment innerhalb des | 38
5'-Ende homologen Bereichs im Gen 718 von
ES18 und O von A
S5 12 (P22) Replikation 1475 | HindllI-G-Fragment aus P22 45
26 ant (P22) Immunitat/ 879 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 44
Antirepressor P22/ant-5' und P22/ant-3'
S7 1 (P22) Verpackung und | 1692 | Pstl-F-Fragment aus P22 44
Morphologie

S8 Strukturgen | Verpackung und | 4593 | Nrul-D-Fragment aus A 46
(A) Morphologie

S9 Strukturgen | potentieller 1100 | EcoRV/Pstl-Fragment aus  Klon |42
(ES18) Bereich, pPS55.12 (die Lage der Strukturgene

Verpackung und wurde aufgrund der Analogien zur A-
Morphologie und P22-Genanordnung geschatzt)
S$10 c2 (ES18) Immunitat/ 124 Taql-Fragment aus dem Bereich des |42
Repressor c2-Gens von ES18
S11 15 (ES18) Lyse 260 PCR-Fragment aus ES18 mit Primern | 45
ES18/15-5'und ES18/15-3'
S$12 P (1) Replikation 691 PCR-Fragment aus A mit Primern |59
A/P-5'und A/P-3'

S$13 18 (P22) Replikation 315 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 55
3'-Ende P22/18C-5'und P22/18C-3'

S14 18 (P22) Replikation 312 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 54
5'-Ende P22/18N-5'und P22/18N-3'

S$15 O () Replikation 409 PCR-Fragment aus A mit Primern |59
3'-Ende A/OC-5'neu und /OC-3'

S16 18 (ES18) Replikation 263 PCR-Fragment aus ES18 mit Primern | 57
3'-Ende ES18/18C-5"und ES18/18C-3'

u17 sieA (P22) Superinfektions- | 401 PCR-Fragment aus P22 mit Primern |42

Ausschlufy P22/sieA-5"und P22/sieA-3'
u18 sieB (P22) Superinfektions- | 419 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 42
Ausschluy P22/sieB-5'und P22/sieB-3'
u19 nutl/nutC Anti- 1162 | PCR-Fragment aus P22 mit Primern |42
(P22) termination P22/nutL-5"und P22/nutC-3'

(spate Tran-
skription)

220 23 (P22) Anti- 356 PCR-Fragment aus P22 mit Primern | 45
termination P22/23-5"und P22/23-3'
(frhe Transkrip-
tion)

Tab. 3.A.1.: Hybridisierungssonden zur Analyse des Genoms von G119

Legende: S - isoliert von [Schicklmaier und Schmieger, 1995], U - isoliert von [Sell-
herr, 1996], Z - isoliert im Rahmen dieser Arbeit.
Die Sequenzen aller verwendeten Primer sind in Teil 2.5. aufgefihrt.

Soweit in der Tabelle keine Angaben hierzu gemacht wurden, wurden die Primer
M13/pUC unversal und revers verwendet.
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die Anordnung von Operator- und Promotorregionen) ist identisch. Selbst bei temperen-
ten Phagen, die nicht zur lambdoiden Familie gehéren, sind Ahnlichkeiten auf der Funk-
tionsebene nachgewiesen worden [Miller und Kokjohn, 1987]. Die Immunitatsregionen
ImmC und Imml, deren Funktionen bereits in der Einleitung ausfiihrlich erlautert wurden,
wurden durch die Sonden S10 (ES18) und Z6 (P22) reprasentiert.

e Im Bereich der InmC-Region liegen unter anderem die beiden Erkennungssequenzen
fur das gp24p,,, die sogenannten nut-sites nutL und nutR, die sowohl fur das lytische
Programm des Phagen als auch zur Etablierung des lysogenen Zustandes bendtigt wer-
den. Dieser Bereich wurde durch die Sonde U19 erfalit.

e Die Sonden U17 und U18 wurden aus Bereichen der Gene sieA und sieB (superinfecti-
on exclusion) des Phagen P22 prapariert. Die Produkte dieser Gene sind nicht essen-
tiell. Sie stellen, wie bereits in Teil 1 beschrieben, einen zusatzlichen Schutzmechanis-
mus des P22-Prophagen gegen Uberinfizierende Phagen dar.

¢ Aullerdem stand eine Sonde (Z20) fir das Gen 23p,, zur Verfligung, dessen Genprodukt

fur die Regulation der spaten Gene verantwortlich ist.

Die verwendeten Sonden stammten z. T. aus vorangegangenen Arbeiten von Schickimaier
[Schicklimaier, 1995; Schickimaier und Schmieger, in Vorbereitung] oder Sellherr [Sellherr,

1997], z. T. wurden sie im Rahmen dieser Arbeit prapariert.

Die Hybridisierungen mit den oben beschriebenen Sonden identifizieren den Phagen G119
eindeutig als Mitglied des P22-Astes der lambdoiden Familie (Abb. 3.A.1.). Zum Phagen A
zeigt er, auler im Bereich des Gens 75 (siehe unten), keinerlei Ahnlichkeiten. Aus diesem
Grund werden im Folgenden die Genbezeichnungen des Phagen P22 fir G119 (ibernom-
men.

In den folgenden Abschnitten ist, getrennt nach unterschiedlichen funktionellen Bereichen,
der Aufbau des Genoms von G119 sowie die Eignung der einzelnen Regionen zur Identifizie-
rung von rekombinanten Nachkommenphagen in den einzelnen Superinfektionsversuchen
mit P22 und ES18 beschrieben.

In allen essentiellen Bereichen, in denen keine Homologien zu den bekannten Genen der
Phagen P22, ES18 und A nachgewiesen werden kdnnen, mull davon ausgegangen werden,
dal® G119 andere Modulallele besitzt.
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e Aus dem Bereich der Kopfgene stand jeweils eine Sonde aus den Phagen P22 und
ES18 zur Verfligung. Die verwendete P22-Sonde stammte aus dem Bereich des Gens
1. Dieses kodiert flr das sogenannte portal protein, das Bestandteil des Kopfes ist [Epp-
ler et al., 1991]. Der Phage ES18 zeigt in diesem Bereich keine nachweisbaren Homolo-
gien zu P22 [Schicklimaier, 1995], er verpackt seine DNA jedoch ebenso wie P22 nach
dem bereits beschriebenen headful-Mechanismus. Es mull davon ausgegangen wer-
den, dal® er hier ein anderes, noch nicht charakterisiertes Modul besitzt. Der Phage
G119 liefert bei der Hybridisierung ein Signal mit der P22-Sonde (S7). Da die Genpro-
dukte der Kopf- und Verpackungsregion aufgrund ihrer Funktionen spezifisch miteinan-
der oder mit DNA-Sequenzen aus diesem Bereich interagieren, besteht Grund zu der
Annahme, dal} auch die anderen Gene der Region von G119 den Genen von P22 ent-
sprechen und zusatzlich die gleiche Organisation aufweisen. Die Kopfregion von G119
wurde deshalb nur bei den Superinfektionsexperimenten mit ES18 zur Identifizierung re-

kombinanter Nachkommen genutzt.

e Bezlglich seiner Immunitat wurde der Phage G119 bereits an Hand biologischer Tests
als heteroimmun zu P22 und ES18 eingestuft [Schickimaier, persénliche Mitteilung].
Dies stellte eine der Grundvoraussetzungen fiir die Durchfihrbarkeit der Superinfek-
tionsexperimente dar. Die Hybridisierung mit der Sonde aus dem Bereich des,
zwischen den nut-sites liegenden, c2-Repressors aus der Immunitatsregion ImmC von
ES18 bestatigt das Ergebnis der biologischen Untersuchungen. Sowohl in den Superin-
fektionsexperimenten mit P22 als auch mit ES18 konnte ein Austausch in dieser Region
deshalb als Kriterium fur Rekombinationen zwischen den beiden Elternphagen herange-
zogen werden.

Mit dem Besitz der ImmI-Region als zweiten, zusatzlichen Immunitatsbereich stellt P22
eine Besonderheit unter den lambdoiden Phagen dar. Der Besitz eines Antirepressors
wurde bis heute nur bei einigen wenigen lambdoiden Phagen aulier P22 beschrieben
[Schicklimaier, 1995]. Der Phage G119 besitzt genauso wie der Phage ES18 keinen An-
tirepressor. Aus diesem Grund konnte die Antirepressorsonde fiir die Identifizierung und

Charakterisierung der P22/G119-Rekombinanten herangezogen werden.

o Die nut-sites der Phagen P22 und ES18 stimmen Uberein, genauso wie die Sequenzen
der dazwischen liegenden Gene cro, c¢2 und 24. Der Phage G119 liefert bei den Hybridi-

sierungen mit der Sonde der nut-sites von P22 ein Signal. Aus diesem Grund waren die
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nut-sites fur die Untersuchung von Austauschereignissen bei den Superinfektionsexpe-

rimenten mit ES18 bzw. mit P22 nicht geeignet.

Zur Replikation seines Genoms bendétigt der Phage P22 die Genprodukte der beiden
Replikationsgene 718 und 12. Gp 18 bindet als Dimer spezifisch an den innerhalb von
Gen 18 gelegenen Replikationsorigin (ori) von P22 und gleichzeitig an gp 12. Dabei ist
der C-Terminus des Proteins fir die Wechselwirkung mit gp 12, der N-Terminus fir die
Spezifitat bei der DNA-Bindung verantwortlich. Beim Phagen ES18 wurde bis heute kein
analoges Gen zu Gen 12p,, gefunden [Schmieger, persénliche Mitteilung]. Fir die ver-
schiedenen Domanen von Gen 18 standen Sonden aus beiden Referenzphagen (P22
und ES18) zur Verfugung, fir Gen 12 eine Sonde aus P22. Die Hybridisierungen mit den
verwendeten Sonden zeigen, dak G119 Ahnlichkeiten zu Gen 12p5, besitzt. G119 sollte
demnach ebenso wie P22 unabhangig von der Helikase DnaB des Wirtes und in der La-
ge sein, seine eigene Helikase zu kodieren. Die gezeigten Ahnlichkeiten in Gen 12 kor-
relieren mit den ebenfalls nachgewiesenen Ubereinstimmungen im 3‘-Bereich von Gen
18, da der C-Terminus von gp 18 unmittelbar mit gp 12 in Verbindung tritt. Untersuchun-
gen von Schicklmaier [Schickimaier, 1995] ergaben ein ahnliches Ergebnis fiir 18 von 34
untersuchten Salmonella-Phagen. Sowohl der 5-Bereich von Gen 718gsis als auch das
Gen 12p,; dienten als Marker fiir das Auffinden rekombinanter Phagennachkommen bei
den Superinfektionsexperimenten mit ES18. Fir die Versuche mit P22 konnte nur der 5°-

Bereich von Gen 18p,; als Testregion verwendet werden.

Die Funktion der Lysisgene sowie ihre Regulation werden in Teil 4 dieser Arbeit ausfuhr-
lich beschrieben. Fir die Uberpriifung der drei Lysisgene 13, 19 und 15 wurden vier
Sonden verwendet, die die zu Beginn dieser Arbeit bekannten Allele der Phagen P22
(bzw. ES18) und X reprasentierten. Von den getesteten Allelen zeigt der Phage G119
lediglich mit der Sonde des einzigen bekannten Allels des Gens 75 ein Signal. Da die
Gene 13 und 19 essentiell fur die Freisetzung der Phagennachkommen sind, mul} da-
von ausgegangen werden, dal® G119 fiir diese beiden Gene andere Allele besitzt.

Die Lysisregion wurde bei den Superinfektionsversuchen mit beiden Phagen (P22 und

ES18) als Kriterium zur Suche von Rekombinationsereignissen herangezogen.

Von den nicht-essentiellen Genen der beiden Superinfektions-Exklusions-Systeme SieA

und SieB des Phagen P22 besitzt G119 lediglich das spezifisch gegen heteroimmune
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Phagen gerichtete sieB-Gen. Fir die Superinfektionsexperimente mit P22 wurde des-
halb lediglich die Sonde aus dem Bereich des sieA-Gens zur Identifizierung der rekom-
binanten Nachkommen verwendet. Beim Phagen ES18 deuteten die durchgefiihrten
Hybridisierungen weder auf den Besitz eines SieA- noch eines SieB-Systems hin. Da
ES18 aber den Phagen G119 infizieren kann, muf® davon ausgegangen werden, daf}
ES18 einen anderen Mechanismus zur Umgehung des SieB-Systems von G119 besitzt.
Zur ldentifizierung der rekombinanten Phagen aus den Superinfektionsexperimenten mit

ES18 stand deshalb die Sonde aus dem Bereich des SieB-Systems von P22 zur Verfu-
gung.

e Ahnlichkeiten mit P22 besitzt der Phage G119 auRerdem in Gen 23 (Antitermination,
spate Transkriptionskontrolle), mit dem ES18 keinerlei Hybridisierungssignal liefert. Die
Sonde fir Gen 23p» wurde deshalb nur zur Identifizierung von ES18/G119-

Rekombinanten verwendet.

Zur ldentifikation von Rekombinanten zwischen ES18 als Uberinfizierendem Phagen und
G119 als Prophagen standen insgesamt neun Sonden aus sechs verschiedenen Genombe-
reichen zur Verfigung, in denen die beiden Phagen unterschiedliche Gene bzw. Gen-
abschnitte besitzen: S7 (Strukturgenpy;) und S9 (Strukturgengsss), U18 (sieBpx,), S10
(ImmCegsg), S4 (Replikationgsqg) und S5 (Replikationpy,), Z20 (Gen 23p,,) sowie Z1 und Z2
(Lysisgenep,,). Nicht alle gepriiften Gene sind essentiell. Beide Phagen zeigten jedoch ein
fur sie charakteristisches ,Hybridisierungsmuster” mit den einzelnen Sonden (Abb. 3.A.2.).
In den folgenden Versuchen konnte nun, an Hand von Abweichungen von diesem Muster,
ein Austausch von Genomteilen zwischen den beiden Phagen nachgewiesen werden (Ab-
schnitt 3.A.2.).

Fur die Auswahl der Hybridisierungssonden der folgenden Experimente mit P22 als superin-
fizierendem Phagen galten die gleichen Kriterien. Hier konnten sechs Gene bzw. Genseg-
mente aus insgesamt funf Regionen identifiziert werden, in denen P22 und G119 unter-
schiedliche Allele besitzen. Verwendet wurden die Sonden U17 (sieAp22), Z6 (Immlpy;), S10
(ImmCp,3), S14 (Replikationp,,) sowie Z1 und Z2 (Lysisgenep,,). Abb. 3.A.3. zeigt die unter-
schiedlichen ,Hybridisierungsmuster” der beiden Phagen G119 und P22. Abweichungen von
diesen wurden in den folgenden Experimenten wiederum zum Nachweis von Rekombina-

tionsereignissen herangezogen (Abschnitt 3.A.2. und 3.A.2.).
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Abb. 3.A.2.: Hybridisierungssonden zur Identifizierung von Rekombinanten zwischen G119
und ES18
A) Lage der Hybridisierungssonden auf der Basis der Genkarte von P22
B) ,Hybridisierungsmuster der Phagen G119 und ES18
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Abb. 3.A.3.: Hybridisierungssonden zur Identifizierung von Rekombinanten zwischen G119
und P22

A) Lage der Hybridisierungssonden auf der Basis der Genkarte von P22
B) ,Hybridisierungsmuster” der Phagen G119 und P22
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3.A.1.2. Vermehrungsfahigkeit von ES18 und P22 auf Salmonella
typhimurium 119

Wie haufig greift ein superinfizierender Phage durch Rekombination auf den Genpool eines
bereits in der Wirtszelle etablierten Prophagen zurtick? Zur Untersuchung dieser Frage wur-
de der Phage G119 als Prophage ausgewahlt, aufgrund seiner unterschiedlichen Genomzu-
sammensetzung im Vergleich zu den Uberinfizierenden Phagen P22 und ES18. Um den na-
turlichen Lebensbedingungen von G119 mdglichst nahe zu kommen, erschien es sinnvoll,
die folgenden Superinfektionsexperimente in dem natirlichen Wirt von G119, dem Salmo-
nella typhimurium-Stamm Copenhagen (Salmonella typhimurium 119) durchzuflihren.

Allerdings spielen bei der Superinfektion eines lysogenen Bakterienstammes durch einen
zweiten Phagen neben den bereits untersuchten phagenbedingten Faktoren (Heteroimmuni-
tat, sie-Systeme) auch wirtsspezifische Eigenschaften eine wichtige Rolle. Ob ein Phage

eine Zelle Gberhaupt infizieren kann, hangt von verschiedenen Faktoren ab:

e Zunachst mul® der Phage einen geeigneten Rezeptor zur Adsorption finden. P22 und
ES18 benutzen hierzu bestimmte Proteine der aulieren Bakterienmembran (P22: 36K-
Protein / ES18: SidK-Protein). Ob diese beiden Proteine bei Salmonella typhimurium 119
als Rezeptoren zur Verfligung stehen, ist unbekannt.

¢ Man unterscheidet bei Salmonellen die sogenannten smooth-Stamme von den rough-
Stdmmen. Beide unterscheiden sich in der Zusammensetzung der Lipopolysaccharid-
schicht auf der Zelloberflache. Wahrend smooth-Stdmme O-spezifische Polysaccharid-
ketten besitzen, fehlen diese bei rough-Stdammen teilweise oder sogar ganz [Schlegel,
1992]. ES18 ist in der Lage, beide Stamme als Wirte zu benutzen, P22 hingegen kann
sich nur auf smooth-Stammen vermehren. Uber die Beschaffenheit der Zelloberflache
von Salmonella typhimurium 119 existieren keine Daten.

e Zur Abwehr von Phagen besitzen Bakterien Restriktions-/Modifikationssysteme, die in
der Regel aus zwei bis drei Komponenten bestehen und dazu dienen, eigene DNA von
Fremd-DNA zu unterscheiden. Wahrend die zelleigene DNA durch Modifikation vor dem
Angriff durch Endonukleasen geschutzt ist, kann fremde DNA (z. B. ein Phagengenom),
die in der Natur meistens nicht in der notwendigen Art und Weise modifiziert ist, gespal-

ten und somit inaktiviert werden.
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Vor der eigentlichen Durchflihrung der Superinfektionsexperimente in dem natirlichen Wirts-
stamm von G119 mufte also zunachst geprift werden, ob die beiden Phagen ES18 und P22
Uberhaupt in der Lage waren, den Salmonella typhimurium-Stamm 119 zu infizieren und sich
erfolgreich in ihm zu vermehren.

Bei Titerbestimmungen von ES18- und P22-Lysaten auf S.t. 119 zeigte ES18 ein normales
Wachstum, P22 hingegen war nicht in der Lage, Plaques auf S.t. 119 auszubilden. Die Er-
gebnisse der Untersuchung der Genomstruktur von G119 in dieser Arbeit sowie vorange-
gangene biologische Tests von Schicklmaier [Schickimaier, persénliche Mitteilung] bewei-
sen, dal die beiden zueinander homoimmunen Phagen P22 und ES18 gleichzeitig hetero-
immun zu G119 sind. Aus diesem Grund mufl davon ausgegangen werden, dal} es sich bei
der Ursache flir obiges Ergebnis nicht um prophagenbedingte Faktoren, sondern um wirts-
bedingte Eigenschaften handelt. Fir die Versuche mit G119 und P22 mufdte deshalb ein

anderes Bakterium gefunden werden.

3.A.1.3. Lysogenisierung von DB21 mit G119

Da eine Infektion des natirlichen Wirts von G119, Salmonella typhimurium 119, durch P22
nicht moglich war, mufdte fur die folgenden Experimente zum Austausch von funktionellen
Modulen zwischen G119 und P22 ein anderes Bakterium gefunden werden. Dieses sollte
folgende Kriterien erfiillen: Zum einen mufte eine Etablierung von G119 als Prophage mog-
lich sein und zum anderen eine Infektion durch P22 sowie dessen erfolgreiche Vermehrung.
Eine Analyse des Wirtsbereichs von G119 auf Standardindikatoren zeigte, dall G119 sich
gut auf DB21, einem prototrophen Wildtypstamm von S.t. LT2, vermehren lie3, der gleichzei-
tig auch einen geeigneten Wirtsstamm fir P22 darstellte.

Die Lysogenisierung von DB21 mit G119 erfolgte wie unter 2.11.7. beschrieben. Vereinba-

rungsgemar wird im Folgenden der G119-lysogene DB21 als DB21(G119) bezeichnet.

3.A.1.4. Isolierung der Klarplaquemutante PGV1

In 3.A.3. sollten die Unterschiede bei der Entstehung rekombinanter Phagennachkommen
bei der Superinfektion einer lysogenen G119-Zelle durch die temperenten Wildtypen P22-H1
und ES18 und ihre entsprechenden Klarplaguemutanten untersucht werden.

Von P22 existierte bereits die Klarplaguemutante P22-H5, die eine Deletion im ¢2-Gen be-

sitzt [Schmieger, persénliche Mitteilung]. Von ES18 wurde die spontane Klarplaquemutante
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PGV1 isoliert, das ¢2-Gen von PGV1 wurde sequenziert und mit der bekannten Sequenz von
ES18 verglichen (Abb. 3.A.4.). Durch eine Transition in Position 127 (5-Bereich) fand bei
PGV1 eine AS-Substitution von Threonin zu Alanin statt. In diesem Bereich befindet sich die
a-Helix 3, die eine wichtige Rolle bei der Erkennung der Operatorsequenz tbernimmt [Hoch-
schild et al., 1983; Sauer et al., 1982]. Eine zweite Basensubstitution (in diesem Fall eine
Transversion) in Position 510 (3'-Bereich) hatte eine Aminosaure-Substitution von Glutamin-
saure zu Asparagin zur Folge. Hier liegt eine konservierte Region, die fir die kooperative
DNA-Bindung der Dimere eine wichtige Rolle spielt [Valenzuela und Ptashne, 1989]. Eine

dieser beiden Mutationen oder ihre Addition fuhrte offenbar zum c2-Phanotyp von PGV1.

A)
1 ATGAATACAC AATTGATGGG TGAGCGTATT CGCGCTCGAA GAAAAAAACT CAAGATTAGA 60 ES18
Frrrrerrer rerrerrerr rrrrrrrrrr rerrrrrrrr rrrrrr e rrrrrrrrrd
1 ATGAATACAC AATTGATGGG TGAGCGTATT CGCGCTCGAA GAAAAAAACT CAAGATTAGA 60 PGV1
61 CAAGCCGCTC TTGGTAAGAT GGTGGGAGTG TCTAANCITCHCARTATCCCANATEEcAGOEE 120 ES18
FEEEEEEE R R EEE R R rr
61 CAAGCCGCTC TTGGTAAGAT GGTGGGAGTG TCT, 120 PGV1
121 _CCAAATGG GGAGAACCTG TTGGCACTTT CGAAGGCTCT TCAGTGCTCC 180 ES18
Frrrrerr rreerrerrr rerrerrerr rrrrrr e rrrrrrrrrd
121 CCARATGG GGAGAACCTG TTGGCACTTT CGAAGGCTCT TCAGTGCTCC 180 PGVA1
181 CCTGACTATT TGCTGAAAGG AGATTTAAGC CAGACAAACG TTGCCTATCA TAGTAGGCAT 240 [ES18
Frrrrerrrrrererererr e e e et o rrrrrrrrrr o rrrrrer e e e el
181 CCTGACTATT TGCTGAAAGG AGATTTAAGC CAGACAAACG TTGCCTATCA TAGTAGGCAT 240 PGVA1
241 GAGCCAAGAG GATCATACCC TCTTATCAGT TGGGTAAGCG CAGGGCAATG GATGGAAGCT 300 [ES18
Frrrrerrrrrererererr e e e et o rrrrrrrrrr o rrrrrer e e e el
241 GAGCCAAGAG GATCATACCC TCTTATCAGT TGGGTAAGCG CAGGGCAATG GATGGAAGCT 300 PGV1
301 GTAGAACCTT ATCACAAGCG CGCGATAGAG AACTGGCACG ACACCACTGT AGATTGTTCA 360 [ES18
Frrererrrrrererererr e e e et rrrrrrrrrr o rrrrrer e e e e
301 GTAGAACCTT ATCACAAGCG CGCGATAGAG AACTGGCACG ACACCACTGT AGATTGTTCA 360 PGV1
361 GAAGATTCAT TTTGGCTTGA TGTCCAAGGT GACTCTATGA CAGCACCGGC AGGGTTAAGC 420 [ES18
Frrererrrrrererererr e e e et rrrrrrrrrr o rrrrrererr e e
361 GAAGATTCAT TTTGGCTTGA TGTCCAAGGT GACTCTATGA CAGCACCGGC AGGGTTAAGC 420 PGV1
421 ATTCCAGAAG GAATGATAAT TCTGGTTGAT CCCGAAGTCG AACCAAGAAA CGGCAAGCTG 480 [ES18
FErrrerrer rerrerrerr rrerrerrrr rerrrrr e rrrrrr et rrrrrrrrrd
421 ATTCCAGAAG GAATGATAAT TCTGGTTGAT CCCGAAGTCG AACCAAGAAA CGGCAAGCTG 480 PGV1
481 GTTGTTGCAA AATTAGAAGG TGAAAACGAG GCCACATTCA AAAAATTAGT TATGGATGCA 540 [ES18
FEErrrrrer rerrerrerr rrrrrrrrr* rrrr e e rrrrrrrrrr rrrrrrrrrd
481 GTTGTTGCAA AATTAGAAGG TGAAAACGAT GCCACATTCA AAAAATTAGT TATGGATGCA 540 PGV1
541 GGCCGAAAGT TTTTAAAACC ATTAAACCCA CAATATCCGA TGATAGAAAT CAACGGAAAC 600 ES18
Frrrrerrrr rerrerrerr rrerrrrrrr rerrrrr e rrrrrr e rrrrrrrrrd
541 GGCCGAAAGT TTTTAAAACC ATTAAACCCA CAATATCCGA TGATAGAAAT CAACGGAAAC 600 PGVA1
601 TGCAAAATCA TTGGCGTAGT TGTTGACGCA AAACTCGCAA ATCTTCCATA A 651 ES18
Frerrerr e rerrerrerr rrrrrerrrr o rrrrrr et rrrrrrrrrr ol
601 TGCAAAATCA TTGGCGTAGT TGTTGACGCA AAACTCGCAA ATCTTCCATA A 651 PGV1
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1 MNTQLMGERI RARRKKLKIR QAALGKMVGV SNVAISOWER SETEPNGENL LALSKALQCS 60 [ES18
trrrrrrrer rrrrrrer et BEEEEEERT T T IEEEEEEEEEE ST L T
1 MNTQLMGERI RARRKKLKIR QAALGKMVGV SNVAISOWER SEAEPNGENL LALSKALQCS 60 PGV1

61 PDYLLKGDLS QTNVAYHSRH EPRGSYPLIS WVSAGQWMEA VEPYHKRAIE NWHDTTVDCS 120 [ES18
FErrrrrrrr rerrrrrerr rrrrrrrrrr rrrrrrrrr e rrr e e e rrrr e
61 PDYLLKGDLS QTNVAYHSRH EPRGSYPLIS WVSAGQWMEA VEPYHKRAIE NWHDTTVDCS 120 PGV1

121 EDSFWLDVQG DSMTAPAGLS IPEGMIILVD PEVEPRNGKL VVAKLEGENE ATFKKLVMDA 180 [ES18
FEEEErrrer e et e e e rrr e e rre e r e
121 EDSFWLDVQG DSMTAPAGLS IPEGMIILVD PEVEPRNGKL VVAKLEGEND ATFKKLVMDA 180 PGV1

181 GRKFLKPLNP QYPMIEINGN CKIIGVVVDA KLANLP. 217 ES18
frrererrrr rerererer e et et rr et e
181 GRKFLKPLNP QYPMIEINGN CKIIGVVVDA KLANLP. 217 PGV1

Abb. 3.A.4.: Sequenzanalyse des c2-Gens von ES18 und PGV1
A) DNA-Sequenzvergleich
B) AS-Sequenzvergleich

a-Helix 2 a-Helix 3 * Basensubstitution

3.A.2. Untersuchungen zur Rolle des Antirepressors bei der
Superinfektion einer lysogenen Wirtszelle

Alle nachfolgenden Versuche zur Identifizierung und Charakterisierung von Rekombinanten
des Prophagen G119 und dem jeweiligen Uberinfizierenden Phagen in 3.A.2. und 3.A.3.
wurden nach dem in Abb. 3.A.5. dargestellten Schema durchgefuhrt.

3.A.2.1. Rekombinantenhaufigkeit bei Superinfektion von Salmonella
typhimurium 119(G119) mit ES18 (MOI = 0,01/ 0,5)

Die Superinfektionsexperimente mit dem Wildtyp-Phagen ES18 als Uberinfizierendem Pha-
gen wurden in dem natirlichen Wirtsstamm von G119, Salmonella typhimurium 119, durch-
gefiihrt, da ES18 (im Gegensatz zu P22) dazu in der Lage ist, diesen Stamm zu infizieren
und sich in ihm zu vermehren.

Die Superinfektion des lysogenen S.t.-Stammes 119 mit ES18 erfolgte in zwei Ansatzen
nach dem in Abb. 3.A.5. dargestellten Schema durch Infektion einer Flissigkultur von
S.t. 119 mit den Infektionsmultiplizitaten (MOI) 0,01 bzw. 0,5. Durch diese bewuf3t niedrig
gewahlten MOls wurde gewahrleistet, dald im ersten Infektionszyklus jeweils nur ein geringer
Teil der lysogenen Bakterienzellen infiziert wurde und die entstandenen rekombinanten Pha-

gennachkommen an den weiteren Infektionszyklen der noch nicht-infizierten Wirtszellen teil-
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Superinfektion einer Flissigkultur des
lysogenen Stammes mit dem
jeweiligen Phagen
Heranwachsen zu stationarer Kultur
<
Probenentnahme aus der Kultur
A
Isolierung der Phagen aus dem Kulturiiberstand Animpfen einer neuen Flissig-
kultur zur Untersuchung
¢ weiterer Generationen
Herstellung von Plaquelifts und
Hybridisierung gegen
geeignete Sonden
Identifizierung von Rekombinanten durch
Vergleich der ,Hybridisierungsmuster” der
einzelnen Plaques mit denen der jeweiligen
Ausgangsphagen
Isolierung ausgewahlter
Rekombinanten
Restriktionsanalyse der
Rekombinanten-DNA
Abb. 3.A.5.: Versuchsablauf fiir die Experimente in 3.A.2. und 3.A.3.

Der detaillierte Ablauf der einzelnen Unterpunkte ist in Teil 2 dargestellt.

nehmen konnten. Nach Heranwachsen der Bakterien Uber einen Zeitraum von 24 h wurden
die bis dahin entstandenen Nachkommen der Phagen in der Kultur analysiert. Die im Fol-
genden fur die, in einem Zeitraum von 24 h in der Bakterienkultur freigesetzten, Phagen ver-
wendete Bezeichnung GZ24 bezieht sich ausschlielllich auf die Dauer der Kulturinkubation
und gibt keinerlei Auskunft tber die tatsachliche Anzahl der in dieser Zeit entstandenen Pha-
gengenerationen. Die Vermehrungsrunden der Kulturfolgen GZ36 bis GZ144 wurden jeweils
durch Ansetzen einer weiteren Flissigkultur aus der letzten Ubernachtkultur gewonnen. Auf

diese Art verblieben die Rekombinanten der vorhergehenden Generationen im Reaktionsan-
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satz und konnten so ebenfalls am Infektionsprozel und an der Neukombination von Modulen
durch Rekombination mit G119 teilnehmen.

Die Suche nach Rekombinanten erfolgte an Hand von Plaquelifts und anschlieBender Hybri-
disierung gegen die in 3.A.1.1. beschriebenen Sonden. Ein Austausch von Genomteilen zwi-
schen den beiden Phagen G119 und ES18 konnte durch Abweichungen der ,Hybridisie-
rungsmuster” der einzelnen Plaques von den charakteristischen Mustern der beiden Aus-
gangsphagen G119 und ES18 (siehe Abb. 3.A.2.) nachgewiesen werden.

Tab.3.A.2. bietet einen Uberblick (iber die Anzahl der untersuchten Phagen / Kulturfolge /
MOI sowie die Haufigkeit der Rekombinanten.

Bei der Superinfektion des G119-lysogenen S.t.-Stammes 119 konnten nur in seltenen Fal-
len rekombinante Phagennachkommen isoliert werden. Hierfir kdnnte die Immunitatssitua-
tion des Phagen ES18 verantwortlich sein. Durch das Fehlen eines Antirepressors kommt es

bei der Superinfektion einer lysogenen Zelle nicht zur Induktion des Prophagen und die

MOI 0,01 MOI 0,5
Kulturfolge Anzahl Anzahl Rekombi- Anzahl Anzahl Rekombi-
untersuch- Rekombi- nanten- untersuchter] Rekombi- nanten-
ter Phagen nanten héufigkeit Phagen nanten Héiufigkeit
GZ24 600 4 1:150 600 1 1:600
GZ48 300 2 1:150 900 0 <1:900
GZ72 300 0 <1:300 600 0 <1:600
G296 600 1 1:600 600 2 1:300
GZ120 300 0 <1:300 300 0 <1:300
GZ144 300 0 <1:300 300 3 1:100
Tab.3.A.2. Haufigkeit der Rekombinanten bei Superinfektion von S.£.119(G119) mit ES18

Wahrscheinlichkeit fir Rekombinationsereignisse ist eher gering. Wenn dies der Grund ist,
sollte in den folgenden Superinfektionsexperimenten mit P22 als tberinfizierendem Phagen
eine deutlich héhere Anzahl an rekombinanten Phagennachkommen zu finden sein. Ande-
rerseits ist es aber auch denkbar, daf® die beiden Phagen ES18 und G119 bereits optimal an
ihre Umgebung angepaldt sind und eine Veranderung ihres Genoms durch den Austausch
von Modulen sich nachteilig auswirkt. In diesem Fall wiirde eine Selektion zugunsten der
Genome von ES18 und G119 stattfinden und Rekombinanten héatten nur geringe Uberle-
benschancen. Hierfiir wirde auch sprechen, dall im Verlauf der Kulturfolgen die Anzahl der

Rekombinanten nicht stetig zunimmt.
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Die Analyse der durch Superinfektion von S.t.(G119) mit ES18 entstandenen Rekombinan-
ten zeigte den Austausch unterschiedlicher Module. Aufgrund der niedrigen Gesamtzahl an
Rekombinanten lief3en sich jedoch keine Praferenzen einzelner Modulkombinationen erken-
nen. Da, wie oben geschildert, bei den folgenden Experimenten mit P22 als Uberinfizieren-
dem Phagen von einer groReren Rekombinantenanzahl auszugehen war, wurde auf eine
detaillierte Darstellung der Modulzusammensetzung der ES18/G119-Rekombinanten sowie

eine genauere Untersuchung mittels Restriktionsanalyse verzichtet.

3.A.2.2. Rekombinantenhaufigkeit bei Superinfektion von
DB21(G119) mit P22-H1 (MOl = 0,01/ 0,5)

Im Gegensatz zu ES18 ist P22 nicht in der Lage, den natirlichen Wirtsstamm von G119,
Salmonella typhimurium 119, zu infizieren und sich in ihm zu vermehren. Aus diesem Grund
wurden die Superinfektionsexperimente mit P22 in dem S.t.-Stamm DB21 durchgefihrt, der
zu diesem Zweck zuvor mit G119 lysogenisiert wurde (vgl. Abschnitt 3.A.1.3.).

Die Superinfektion von DB21(G119) mit dem P22-Wildtyp (P22-H1) wurde ebenfalls mit zwei
verschiedenen MOIs von 0,01 und 0,5 durchgefihrt. Insgesamt wurden 5 Generationen auf
Rekombinanten untersucht.

Tab.3.A.3. fallt die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen.

MOI 0,01 MOI 0,5
Kulturfolge Anzahl Anzahl Rekombi- Anzahl Anzahl Rekombi-
untersuch- Rekombi- nanten- untersuchter] Rekombi- nanten-
ter Phagen nanten héufigkeit Phagen nanten héufigkeit
GzZ24 427 4 1:107 353 16 1:22
Gz48 212 3 1:71 185 17 1:11
GZ72 181 0 <1:181 128 4 1:32
G296 436 5 1:87 447 11 1:41
GZ120 116 0 <1:116 379 3 1:126
Tab.3.A.3.: Haufigkeit und Verteilung der Rekombinanten bei Superinfektion von

DB21(G119) mit P22-H1

Wie erwartet fuhrte die Infektion des G119-lysogenen DB21 durch P22-H1 insgesamt we-
sentlich haufiger zu Rekombinationsereignissen mit dem Prophagen G119 als die Infektion
mit ES18. Dies deutet auf die wichtige Rolle des Antirepressors bei der Superinfektion einer
lysogenen Zelle hin. Die in Abschnitt 3.A.2.2. vermuteten Selektionsmechanismen zugunsten

der bereits etablierten Ausgangsphagen P22 und G119 scheinen auch in diesem Fall von
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Bedeutung zu sein. Auch bei der Superinfektion des G119-lysogenen Wirtes DB21 mit P22
entstehen groRtenteils wieder die Phagen P22 und G119. Eine Erhéhung der Rekombinan-
tenfrequenz durch die Teilnahme der Rekombinanten der vorigen Kulturfolgen am Infek-
tionszyklus konnte hier ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Die Rekombinantenfrequenz

nahm im Gegenteil dazu sogar ab.

3.A.2.3. Genomstruktur der G119/P22-H1-Rekombinanten
(MOI =0,01/0,5)

Die durch Superinfektion von DB21(G119) mit P22-H1 neu entstandenen Phagen zeigen
einen mosaikartigen Aufbau aus den Modulen der beiden Ausgangsphagen (Abb. 3.A.6.).
Da alle untersuchten Rekombinanten von den beiden Phagen G119 und P22-H1 ab-
stammten, wird im Folgenden nicht zwischen ihrer Herkunft aus den unterschiedlichen An-
satzen bei einer MOI von 0,01 und 0,5 unterschieden. Aufgrund der Hybridisierungsergeb-
nisse konnten sieben verschiedenartig zusammengesetzte Modulkombinationen HM1 — HM7

bei 63 rekombinanten Phagen nachgewiesen werden.

Welche Prozesse im Einzelnen zur Entstehung der verschiedenen Modulkombinationen ge-
fuhrt haben, ist unbekannt. Dies soll an Hand eines Beispiels verdeutlicht werden: Die
meisten Phagen (84%) gehdren zur Gruppe HM1, diese Phagen besitzen die Lysisgene von
G119 und die Ubrigen Module von P22. Die Frage, ob es sich bei einem bestimmten Vertre-
ter dieser Gruppe urspringlich um P22 handelte, der durch ein oder mehrere Austausch-
ereignisse die Lysisgene von G119 Ubernommen hat oder umgekehrt um G119, der durch
einen oder mehrere Rekombinationsvorgange die linke Genomhalfte von P22 erworben hat,
kann nicht beantwortet werden. Auch kann keine Aussage darliber gemacht werden, wie-
viele Rekombinationsereignisse in den einzelnen Vertretern einer Gruppe tatsachlich stattge-
funden haben und dann schlielllich zur Entstehung der einzelnen Modulkombinationen ge-
fuhrt haben. Die im Anschlu® an die Superinfektionen ermittelten Genomzusammen-
setzungen durfen immer nur als Endergebnisse komplexer Vorgange betrachtet werden, die
keinerlei Auskunft Uber die Abstammung oder Entstehungsprozesse der einzelnen Phagen

geben.
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Abb. 3.A.6.: Genomzusammensetzung der G119/P22-H1-Rekombinanten, MOI 0,01 / 0,5

Gezeigt ist der Genomaufbau der untersuchten Phagenrekombinanten aus der Super-
infektion von DB21(G119) mit P22-H1 (MOI 0,01 / 0,5), wie er sich aufgrund der
Hybridisierungen darstellt. Im oberen Teil ist die Genomzusammensetzung der beiden
Ausgangsphagen G119 und P22 gezeigt. Alle Bereiche, in denen die Phagen die glei-
chen modularen Allele besitzen, sind grau unterlegt. Essentielle Gene, in denen sich
die beiden Phagen voneinander unterscheiden, sind durch die Farben rot (G119) und
grun (P22-H1) gekennzeichnet. Dabei muly beachtet werden, dal® keine naheren Se-
quenzinformationen Uber die Bereiche von G119 bestehen, die nicht mit dem Genom
von P22 identisch sind. Im unteren Teil sind die verschiedenen Modulkombinationen
HM1 — HM7 dargestellt. Rekombinanten mit gleichen Restriktionsmustern sind farbig
gekennzeichnet: RM1; RM2; ; RM4; RM5; RM6
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Die verwendeten Sonden deckten allerdings nur einen geringen Teil der Genome ab. Des-
halb war es fraglich, ob die zahlreichen Vertreter der Gruppe HM1 tatsachlich alle vollig
identische Genomstrukturen besallen oder ob noch weitere Abschnitte der Genome ausge-
tauscht wurden, die durch die Hybridisierungsexperimente nicht nachweisbar waren. Ein
Vergleich der EcoRI-Restriktionsmuster der isolierten Phagen sollte dariber Auskunft geben,
inwieweit die einzelnen Hybridisierungsmuster mit bestimmten Restriktionsmustern Uberein-
stimmen. Falls innerhalb der einzelnen Hybridisierungsgruppen unterschiedliche Restrik-
tionsmuster existieren, deutet dies entweder auf zusatzliche Modulkombinationen oder un-
terschiedliche Rekombinationspunkte hin.

Zunachst wurde eine Groflenbestimmung des Genoms von G119 an Hand von Restriktions-
verdaus mit den Enzymen EcoRl, Clal und Hindlll durchgefihrt (Abb. 3.A.7.). Durch Addition
der einzelnen dabei entstandenen Banden konnte die Genomgrofle des Phagen ca. auf
39.700 bp - 40.500 bp bestimmt werden. Damit ist der Phage G119 hinsichtlich seiner Ge-
nomgroéfRe durchaus mit dem Phagen P22 (41.725 bp) vergleichbar.

Abb. 3.A.7.: GenomgroRenbestimmung von G119
= _ - FragmentgréRen in bp: (2-5 geschéatzt durch
$ % = B8 3 GroéRenvergleich der Banden mit denen des 1 kb-
S & o § 2 Markers
2 2 c £ g 1: 2: 3: 4:

- © © o o 12.216  9.000/9.000 11.000 9.000*
- N ® v w° 11.198  8.900 8.000 8.000

10.180  4.500 7.000 7.000/7.000

9.162 4.000* 4.300/4.300 5.700

8.144 3.800 3.800 4.600

7.126 2.400 3.100* 3.900

6.108 1.200 1.300 1.700

5.090 1.000 > 42.800 1.600

4.072 700 - 3.100 900

3.054 ¥ 44.500 ¥ 39.700 ¥ 49.000

2.036 - 4.000 - 9.000

1.636 > 40.500 3 40.400

1.018

517/506 5:

396 15.500

344 9.000

298 5.100

4.500
3.900
2.800*
1.600
700

> 43.100
- 2.800
> 40.300

* bezeichnet die unterreprasentierte Bande, die
durch den Verpackungsmechanismus entsteht.
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Die EcoRI-Restriktionsanalysen der G119/P22-Rekombinanten ergaben insgesamt sechs
verschiedene Muster (RM1 — RM6) (Abb. 3.A.8.), die in den meisten Fallen nicht spezifisch
fur ein bestimmtes Hybridisierungsmuster sind (Tab.3.A.4.). Allein in der Hybridisie-
rungsgruppe HM1 existieren vier verschiedene Restriktionsmuster, davon finden sich drei
auch in anderen HM-Gruppen wieder. Lediglich der einzige Vertreter der HM-Gruppe 3 be-

sitzt ein Bandenmuster, das in anderen HM-Gruppen nicht vorkommt.

RM1 RM2 RM3 RM4 RM5 RM6
HM1 + + + + - -
HM2 - + - - - -
HM3 - - - - + -
Hv4 + - - - - -
HM5 - - - - - +
HM6 + + - - - -
HM7 + - + - - +

Tab.3.A.4.: Verteilung der EcoRI-Restriktionsmuster RM1 — RM6 in den
Hybridisierungsgruppen HM1 — HM7 der G119/P22-Rekombinanten

Aus der Verteilung der Restriktionsmuster in den einzelnen HM-Gruppen laft sich schlieRen,
dafl die Rekombinationsereignisse bei den Phagen der einzelnen RM-Gruppen nicht an
identischen Stellen im Genom stattgefunden haben. Da die EcoRI-Restriktionskarte von P22
bekannt ist, kann der Bereich, in dem die Rekombinationsereignisse stattgefunden haben,
die in den einzelnen Phagen zu der entsprechenden Modulkombination geflihrt haben, unge-
fahr vorausgesagt werden. Dies soll an Hand eines Beispiels verdeutlicht werden:

In der HM-Gruppe 1 sind insgesamt 4 verschiedene Restriktionsmuster vertreten: RM1,
RM2, RM3 und RM4 (Tab.3.A.4.). Die GroRRe der einzelnen Fragmente in den RM-Gruppen
1, 2, 3 und 4 sowie ihre vermeintliche Abstammung von P22 bzw. G119 ist in Tab. 3.A.5.
dargestellt. In Abb.3.A.9. ist die an Hand der einzelnen Fragmente ermittelte Genomzu-
sammensetzung sowie die Lage der vermutlichen Rekombinationsbereiche dargestellt.
Durch Vergleich der Restriktionsmuster der Vertreter der RM-Gruppen mit den Mustern der
beiden Referenzphagen P22 und G119 kdnnen diejenigen Fragmente identifiziert werden,
die auf der gleichen Héhe laufen (Abb.3.A.8. und Tab.3.A.5.). Die Abstammung dieser
Fragmente in den Nachkommenphagen kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auf den jeweili-
gen Elternphagen zurlickgefihrt werden. Da die Anordnung der einzelnen Gene im Genom

der lambdoiden Phagen konserviert ist, kbnnen die Positionen der Fragmente im Genom der
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Abb. 3.A.8.: EcoRI-Restriktionsanalyse der G119/

P22-Rekombinanten

FragmentgroRRen in bp: siehe Tab. 3.A.5.

RM1:

RM2:

RM3:
RM4:
RM5:
RM6:

Rekombinanten 5, 6, 7, 8, 13, 14, 15, 17, 20,
21, 26, 34, 37, 40, 41, 43, 44, 45, 46, 48, 50,
51, 52, 55, 69, 70, 75, 104, 114, 115, 117,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127,
128, 129

Rekombinanten 27, 49, 53, 60, 68, 71, 73, 74,
76,77, 101, 106, 118

Rekombinanten 79, 81, 84, 87

Rekombinante 116

Rekombinante 24

Rekombinanten 9, 88

Restrik- P22 G119 RM1 RM2 RM3 RM4 RM5 RM6
tions-
fragment
A 19510 9000 12000 16500 12000 14000 12000 19500
B 9278 9000 9000 9000 9000 9000 9000 9000
C 7322 8900 8000 8000 8000 7322 8000 9000
D 4077 4500 4500 4000 4500 4500 6000 4000
E 2490 4000 4000 3800 4000 4077 4000
F 1181 3800 3800 2490 4000 2490 2490
G 1114 2400 2490 700 2490 1181 1200
H 830 1200 700 - 700 1114 1000
[ - 1000 - - - 830 -
J - 700 - - - - -
Gesamt- 45802 44500 44490 44490 44690 44514 43690 41500
Genom- -4077 -4000 -4000 -4000 -4000 -4077 -4000 -4000
groRe 41725 40500 40490 40490 40690 40437 39690 37500*
Tab. 3.A.5: GroRe der Restriktionsfragmente der RM-Gruppen 1, 3 und 6

Darstellt ist jeweils die GroRRe der einzelnen EcoRI-Restriktionsfragmente in bp.

Die vermeintliche Abstammung der Fragmente von P22 bzw. G119 ist farbig ge-
kennzeichnet und lediglich von dem Laufverhalten der Fragmente in der Gele-
lektrophorese im Vergleich zu dem der entsprechenden Fragmenten der beiden
Referenzphagen abgeleitet. * Zur genauen GenomgréRenbestimmung muissten
weitere Restriktionen mit anderen Enzymen stattfinden.
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Nachkommenphagen durch Vergleich mit der EcoRI-Restriktionskarte von P22 ungefahr
bestimmt werden. So ist z. B. bekannt, dal® das EcoRI-E-Fragment von P22 den Antirepres-
sor und den grofRten Teil des SieA-Systems enthalt, das B-Fragment nur einen kleinen Teil
des sieA-Systems und das A-Fragment die Gene der ImmC-Region, die Replikations- und
die Lysisgene (Abb.3.A.9.). In der RM-Gruppe 1 kann das E-Fragment von P22 identifiziert
werden, dies stimmt mit den Hybridisierungsdaten Uberein: Sowohl mit der Antirepressor-
sonde als auch mit der SieA-Sonde konnte ein Signal nachgewiesen werden. Die 5-warts
angrenzenden Fragmente B und D jedoch sind in den Phagen der RM-Gruppe 1 nicht vor-
handen. Also kann davon ausgegangen werden, dal} in diesem Bereich mindestens ein Re-
kombina-tionsereignis (= Rek1 in Abb.3.A.9.) stattgefunden hat. Auch die 3‘-warts von
Fragment E gelegenen Fragmente C, G, F und H kénnen im EcoRI-Muster der RM1-Gruppe
nicht nach- gewiesen werden, so dal} hier ebenfalls mindestens ein Rekombinationsereignis
(= Rek2 in Abb. 3.A.9.) stattgefunden haben muf. Das A-Fragment ist mit 19.510 bp das
grofite Fragment von P22. Dieses Fragment existiert in den Phagen der RM-Gruppe 1 nicht
mehr in vollem Umfang, hier kann ein Fragment von ca. 12.000 bp gezeigt werden. Da der
Phage G119 kein Fragment Uber 9000 bp besitzt, wird die Abstammung des 12.000 bp-
Fragments auf das A-Fragment von P22 zurtickgeflihrt. Die Hybridisierungsanalysen zeigen,
daf} die Phagen der HM- Gruppe 1 sowohl das c2-Gen als auch den 5‘-Bereich des Gens 18
von P22 besitzen, die beide auf dem A-Fragment liegen. Dies deutet auf ein weiteres Re-
kombinationsereignis im 5'-Bereich des A-Fragments oder im benachbarten H-Fragments
von P22 hin (= Rek 3 in Abb. 3.A.9.). Die ebenfalls auf dem A-Fragment lokalisierten Lysis-
gene 13 und 79 stammen jedoch vom Phagen G119. Also ist anzunehmen, daf} der linke
Teil des A-Fragmentes mit den Genen ¢2 und 18 in den Phagen der RM-Gruppe 1 erhalten
blieb, wahrend der rechte Teil des Fragments durch ein weiteres Rekombinationsereignis
stromaufwarts durch ein Fragment mit den Lysisgenen von G119 ersetzt wurde (= Rek 4 in
Abb. 3.A.9.).

Auf diese Art lassen sich auch in den RM-Gruppen 2, 3 und 4 die moéglichen Rekombina-
tionsstellen ermitteln. Natlrlich erlaubt diese Methode keine Aussage Uber die genauen Po-
sitionen, an denen die Rekombinationen tatsachlich stattgefunden haben, es kdnnen immer
nur Bereiche angegeben werden, in denen ein Rekombinationsereignis stattgefunden haben
muf. Auch die tatsachliche Anzahl von Rekombinationsereignissen kann auf diese Art nicht
ermittelt werden. Durch diese Analysen kann jedoch gezeigt werden, dal} die Anzahl der
tatsachlich stattgefundenen Rekombinationsereignisse groéRer ist als alleine aufgrund der

Hybridisierungsanalysen nachgewiesen werden kann (Abb. 3.A.9.).
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Abb. 3.A.9.:

Analyse der Genomzusammensetzung und mdéglichen Rekombinationspunk-
te in den RM-Gruppen 1, 2, 3 und 4 aus HM-Gruppe 1
A) Modulzusammensetzung des Phagen P22 sowie Lage der EcoRI-Fragmente
im Genom
B) Modulzusammensetzung des Phagen G119 sowie der HM-Gruppe 1 anhand
der Hybridisierungsergebnisse
C) Genomaufbau der RM-Gruppen 1, 2, 3 und 4 anhand der EcoRI-
Restriktionsfragmente
vermutlich von P22 abstammende Fragmente
sssmmmnmnn  Fragmente unklarer Abstammung
Lage mdglicher Rekombinationspunkte: Die Angaben beziehen
i sich nicht auf exakte Positionen, sondern geben immer nur ei-
nen Bereich an; gleiche Lagen der Pfeile bedeuten nicht unbe-

dingt eine exakte Ubereinstimmung des Rekombinationsbe-
reichs
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3.A.3. Untersuchungen zur Entstehung rekombinanter Phagen-
nachkommen bei der Superinfektion einer lysogenen Bak-
terienzelle durch temperente Bakteriophagen und ihre
Klarplaguemutanten

Zur Untersuchung von Unterschieden bei der Entstehung rekombinanter Phagennachkom-
men bei der Superinfektion einer lysogenen Zelle durch temperente Wildtyp-Phagen und ihre
Klarplaquemutanten wurden die beiden Stdmme DB21(G119) und S.t. 119(119), wie in
3.A.2. beschrieben, erneut mit den Phagen P22-H1 bzw. ES18 infiziert. Parallel dazu wurden
die Ansatze zusatzlich mit den entsprechenden Klarplaguemutanten P22-H5 und PGV1
durchgeflhrt. In allen Versuchen wurde mit der, normalerweise im Labor fiir die Infektion mit
Klarplaguephagen gewahlten, MOI = 3 infiziert. Analysiert wurde jeweils nur die erste Gene-
ration. Zur ldentifikation von rekombinanten Phagen wurden die in 3.A.1.1. beschriebenen

Sonden zur Hybridisierung von Plaquelifts verwendet.

3.A.3.1. Rekombinantenhaufigkeit bei Superinfektion von
S. typhimurium119(G119) mit ES18 bzw. PGV1 (MOI 3)

Bei den Superinfektionsexperimenten von S.t. 119(G119) mit ES18 wurden insgesamt 200
Plagques getestet. Es konnten jedoch keine Rekombinanten identifiziert werden (Rekombi-
nantenfrequenz <1:200). Aus dem Lysat von S.t. 119(G119), das mit PGV 1 Uberinfiziert wur-
de, wurden 198 Phagenplaques untersucht, darunter fanden sich 3 Rekombinanten. Dies
entspricht einer Rekombinantenhaufigkeit von 1:66. Im Vergleich dazu lagen die Frequenzen
bei der Superinfektion mit ES18 in 3.A.2.1. deutlich niedriger (Tab.3.A.2.: 1:100 — <1: 900).
Aufgrund der niedrigen Gesamtanzahl an rekombinanten Phagen aus der Infektion von
S.t. 119(G119) mit ES18 bzw. PGV1 wurde auf eine eingehendere Analyse der Rekombinan-

ten verzichtet.

3.A.3.2. Rekombinantenhaufigkeit bei Superinfektion von
DB21(PS119) mit P22-H1 bzw. P22-H5 (MOI 3)

Die Rekombinantenhaufigkeiten bei der Superinfektion des G119-lysogenen DB21 mit P22-
H1 bzw. seiner Klarplaguemutanten P22-HS5 lagen erwartungsgemalf hoher als die der ent-
sprechenden Versuche mit ES18 und PGV1. Anhand der hier durchgefuhrten Experimente
konnte kein Unterschied der Haufigkeit des Auftretens von Rekombinanten zwischen den
Phagen P22-H1 und P22-H5 mit G119 nachgewiesen werden. Bei beiden lag die Rekombi-
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nantenhaufigkeit bei 1:14 (P22-H1: 11 Rekombinanten von 148 getesteten Phagen; P22-H5:
14 von 192).

3.A.3.3. Genomstruktur der G119/P22-H1- und G119/P22-H5-Rekom-
binanten (MOI 3)

Die Frage nach der Art der Austauschereignisse zwischen G119 und P22-H1 bzw. P22-H5
wurde anhand der Genomzusammensetzung der Rekombinanten analog zu Abschnitt
3.A.2.3. untersucht. Dabei kamen die Muster HM1, HM2, HM4 und HM5, die bereits bei der
Genomanalyse der G119/P22-H1-Rekombinanten (MOl = 0,01 bzw. 0,5) in 3.A.2.3. auf-
tauchten, erneut vor. Die Muster HM3 und HM6 konnten nicht nachgewiesen werden. Fir die
G119/P22-H5-Rekombinanten konnten drei neue Modulkombinationen (HM9, HM10 und
HM11), fir die G119/P22H1-Phagen eine (HM8) gezeigt werden (Abb. 3.A.10.).

Die meisten Rekombinanten der MOI = 3 von G119/P22-H1 (8 von 11 = 72%) und von
G119/P22-H5 (6 von 14 = 48%) gehorten der Gruppe HM5 an, die bei den G119/P22-H1-
Rekombinanten der MOI 0,01 und 0,5 nur 1,6% ausmachte. Die bei letzteren zahlenmaRig
am haufigsten vertretene Gruppe HM1 kam bei den Rekombinanten der MOI = 3 nur bei ei-
nem Vertreter der G119/P22-H5-Phagen vor. Auch die Hybridisierungsmuster HM2, HM7,
HM9, HM10 und HM11 wurden jeweils nur von einem Phagen reprasentiert, die Muster HM4

und HM8 besallen jeweils zwei Vertreter.

3.A.4. Zusammenfassende Darstellung der Hybridisierungs-
ergebnisse aus 3.A.2. und 3.A.3.

Zur Analyse der Modulkombinationen aller Rekombinanten, die durch Superinfektion des
lysogenen Stammes DB21(G119) mit P22-H1 bzw. P22-H5 entstanden (MOI 0,01/0,5 und
3), standen sechs Hybridisierungssonden aus unterschiedlichen Genombereichen von P22
zur Verfugung, die im Phagen G119 in dieser Form nicht vorhanden waren. Theoretisch
konnten also allein durch Austausch dieser Module 2° = 64 verschiedene Kombinationsmdg-
lichkeiten (= neue Phagen) entstehen. 11 davon wurden in allen Superinfektonsexperimen-
ten zusammen nachgewiesen. Die Restriktionsanalysen der Rekombinanten in 3.A.2. zeig-
ten, dal die Rekombinationsereignisse selbst beim Austausch gleicher Gene nicht unbedingt
an den gleichen homologen Punkten in den Phagengenomen stattfanden. Abb. 3.A.10. gibt
einen Uberblick Uber die, durch Hybridisierungsanalysen nachgewiesenen, neu entstande-

nen Modulkombinationen und die Anzahl der Vertreter in den unterschiedlichen Versuchen.
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Abb. 3.A.10.: Modulkombinationen bei Superinfektion von DB21(G119) mit P22-H1 und
P22-H5
Dargestellt ist der Genomaufbau der rekombinanten Phagen an Hand der Hybridisie-
rungsanalysen. Legende siehe Abb. 3.A.6..
Angegeben ist jeweils die Anzahl der Vertreter der einzelnen Gruppen:
A: G119/P22-H1-Rekombinanten, MOI 0,01/0,5
B: G119/P22-H1-Rekombinanten, MOI 3
C: G119/P22-H5-Rekombinanten, MOI 3
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3.B. Diskussion

Seit langem ist bekannt, dal} einige Vertreter der lambdoiden Familie miteinander in geneti-
schem Austausch stehen und Gene oder Gengruppen untereinander auswechseln kénnen
[Campbell und Botstein, 1983]. Als Zugehdrigkeitskriterium flr die lambdoide Familie forder-
ten Campbell und Botstein deshalb die Fahigkeit zum Austausch genetischer Information mit
A [Campbell und Botstein, 1983]. Aufgrund der unterschiedlichen Wirtsbereiche der Vertreter
des P22- und A-Astes der lambdoiden Familie ist dies in den meisten Fallen in der Natur
nicht ohne weiteres auf direktem Weg mdglich. Unter Laborbedingungen konnte jedoch ge-
zeigt werden, dal} selbst Phagen, die zu den beiden unterschiedlichen Asten der lambdoiden
Familie gehdren (wie z. B. P22 und 1), in der Lage sind, durch Rekombination neue lebens-
fahige Hybridphagen hervorzubringen [Gemski et al., 1972; Botstein und Herskowitz, 1974].

Prinzipiell gibt es zwei Mdglichkeiten, wie rekombinante Phagen entstehen kdnnen:

Durch Mischinfektion einer Bakterienzelle mit zwei unterschiedlichen Phagen oder
2. durch Superinfektion einer lysogenen oder defekt-lysogenen Wirtszelle durch einen freien
Phagen. Man vermutet, dal} dies die haufigste Ursache fir das Entstehen neuer Modul-

kombinationen in der Natur ist [Campbell, 1988].

Experimente, die sich diese beiden Mdglichkeiten zunutze machen, sind seit langem be-
kannt: Bereits 1959 schlug Adams die sogenannten "mixed-infection"-Experimente einer
Wirtszelle mit zwei unterschiedlichen Phagen als Zuordnungskriterium der Taxonomie vor
[Adams, 1959]. Sollte es im Anschlul® hieran zur Freisetzung von rekombinanten Phagen
kommen, ware dies nach Adams gleichbedeutend mit der Zugehdrigkeit zu einer Spezies.
Auch Versuche zur Superinfektion von lysogenen Bakterienzellen durch einen freien Phagen
wurden fruh in der Literatur beschrieben: 1969 konnte Yamamoto zeigen, dal® die Vermeh-
rung von P22 auf einem, mit dem Phagen Fels 2 lysogenisierten, Isolat des Salmonella ty-
phimurium-Stamms Q1 mit einer Frequenz von < 10" zur Entstehung des rekombinanten
Phagen F22 fihrte [Yamamoto, 1969]. Kaiser beschrieb den Austausch der QSR-Gen-
Regionen von Ap4 und verschiedener Aqin-Phagen gegen Teile des gsr-Prophagen [Kaiser,
1980]. Auch die Abstammung der Arev-Phagen wurde auf ein Austauschereignis mit dem
Rac-Prophagen zurlickgeflhrt [Kaiser und Murray, 1979].

Nach Highton et al. ist die Wahrscheinlichkeit gro3, daf} ein solcher Austausch auch in der

Natur stattfindet [Highton et al., 1990]. Neuere Experimente zur Superinfektion von lysoge-
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nen Bakterien mit Streptococcus-Phagen weisen jedoch teilweise widerspriichliche Ergeb-

nisse auf:

e Fayard wies bei Superinfektionen von Streptococcus thermophilus-Phagen mit
heteroimmunen temperenten Phagen unter den isolierten Nachkommenphagen Rekom-
binationsereignisse an Hand neuer Restriktionsmuster nach, die mit keinem der Muster
eines Elternteils Ubereinstimmten [Fayard, 1993].

e Bei der Untersuchung von Streptococcus thermophilus-Phagen hingegen, die aus Super-
infektionsversuchen mit heteroimmunen virulenten Phagen stammten, konnten weder
durch Restriktions- noch durch Hybridisierungsanalysen rekombinante Nachkom-
menphagen entdeckt werden [Brissow et al., 1998]. Brissow et al. stellten deshalb das
tatsachliche Auftreten von Rekombinationsereignissen beim Aufeinandertreffen von zwei
Phagen infolge Superinfektion einer lysogenen Wirtszelle sowohl unter Laborbedingun-
gen als auch in der Natur in Frage. Allerdings sollte hierbei der Verwandtschaftsgrad der
eingesetzten Phagen berilcksichtigt werden. Diese gehdrten nicht zu einer der lambdoi-
den Familie vergleichbaren Gruppe, sondern waren, wenn tUberhaupt nur sehr weitlaufig

miteinander verwandt [Briissow, persénliche Mitteilung].

Zum besseren Verstandnis der Evolutionsmechanismen, die zur Entstehung der enormen
Vielfalt der lambdoiden Phagen gefiihrt haben, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
die Superinfektion einer lysogenen Wirtszelle unter Laborbedingungen nachgestellt.

Die zur Infektion eingesetzten Phagen P22-H1, P22-H5, ES18 und PGV1 (isoliert im Rah-
men dieser Arbeit) waren heteroimmun zu dem Prophagen G119. Sie unterschieden sich
zum einen hinsichtlich ihrer Immunitatsregionen voneinander (ES18 und PGV1 besitzen im
Gegensatz zu P22-H1 und P22-H5 keine Imml-Region), zum anderen sind die Phagen P22-
H5 und PGV1 die Klarplaguemutanten der temperenten Phagen P22-H1 und ES18. Da der
natirliche Wirt des Phagen G119, Salmonella typhimurium 119, nicht durch P22 infiziert
werden konnte, mufdte fir die Superinfektionsexperimente mit P22 auf den Stamm DB21
(prototropher Wildtyp von Salmonella typhimurium LT2) zurtckgegriffen werden. Dazu war
jedoch zunachst eine Etablierung von G119 als Prophage in DB21 notwendig.

Durch Vergleich des Genoms des Prophagen G119 mit den Genomen von P22 und ES18
mittels Hybridisierungsanalysen mit spezifischen Sonden aus typischen Genomsegmenten
der lambdoiden Phagen P22 und ES18 konnten zunachst alle Bereiche, in denen die jeweili-
gen Phagenpaare (G119/P22-H1, G119/P22-H5, G119/ES18 und G119/PGV1) unterschied-
liche Gene besalien, ermittelt werden (Abb. 3.A.2. und Abb. 3.A.3.). Die in Abschnitt 3.A.2.
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beschriebene Analyse der Nachkommenphagen mittels Restriktionsanalysen und Hybridisie-
rungsexperimenten (teilweise Uber mehrere Generationen) ermdglicht es nun, Aussagen

Uber die Haufigkeit zu machen, mit der zwei Phagen Segmente ihres Genoms austauschen.

Haufigkeit der Rekombinanten:

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Superinfektionsexperimente deuten
darauf hin, dafl Rekombinationsereignisse eine wichtige Rolle bei der Neukombination von
Modulen und damit bei der Entstehung neuer Phagen spielen. Zur besseren Ubersicht ist die
Anzahl der nachgewiesenen Rekombinanten bei den verschiedenen Superinfektionsexperi-

menten in Tab. 3.B.1. noch einmal zusammengefalit.

G119-lysogener Infektion mit MOl Rekombinations-
Wirtsstamm frequenz
ES18 0,01 1:150 - 1:600
Salmonella 0,5 1:100 - <1:900
typhimurium 119 (G119) 3 <1:200
PGV1 3 1:66
P22-H1 0,01 1:71 - <1:181
DB21(G119) 0,5 1:11-1:126
3 1:14
P22-H5 3 1:14
Tab. 3.B.1.: Rekombinantenhaufigkeiten in den einzelnen Superinfektionsexperimenten

Die in dieser Arbeit ermittelten Rekombinantenhaufigkeiten zeigen, dall} Rekombinations-
ereignisse zwischen lambdoiden Phagen zumindest unter geeigneten Laborbedingungen
einen haufig ablaufenden Prozel} darstellen (Tab. 3.B.1.). Die Werte liegen in einem Be-
reich, der auch von Botstein und Herskowitz bei ihren bereits in Teil 1 dieser Arbeit beschrie-
benen Experimente zur Entstehung von P22/A-Hybridphagen beschrieben wurde [Botstein
und Herskowitz, 1974]. Sie erhielten Rekombinanten mit einer Haufigkeit von
2x10?2 - <2x10®. Bei Untersuchungen zur Rekombination zwischen den Phagen P22 und
Fels2, die nicht zu einer homogenen Familie gehdren, konnte Yamamoto hingegen Rekom-
binanten nur mit einer Frequenz von 10™"" nachweisen [Yamamoto, 1969]. Es ist also anzu-
nehmen, dal die Anzahl der Rekombinanten in engem Zusammenhang mit den jeweils ge-

wahlten Versuchsbedingungen steht.
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Die Gesamtzahl der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Phagennachkommen reicht bei
weitem nicht aus, um signifikante statistische Aussagen zu machen. Aus diesem Grund kén-
nen hier nur richtungsweisende Trends aufgezeigt werden. Uber die Rolle der unterschiedli-
chen Entwicklungsméglichkeiten temperenter Bakteriophagen und ihrer Klarplague-Mutanten
kann keinerlei Aussage getroffen werden. Hier stimmt die Anzahl der nachgewiesenen Re-
kombinanten bei den Superinfektionsexperimenten mit P22-H1 und P22-H5 (berein. Vermut-
lich liegt bei der fir diese Versuche gewahlten MOI = 3 die Rekombinationshaufigkeit bereits
so hoch, dal die unterschiedlichen Vermehrungsformen diese Zahl nicht weiter erhéhen

kdnnen.

Insgesamt konnte flir jedes gepriifte Modul mindestens eine neue Kombination mit anderen
Modulen nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 3.A.3.2.). Teilweise wurden bis zu min-
destens vier Rekombinationsereignisse in einem Phagen nachgewiesen (z.B. HM-Gruppe 6
in Abb. 3.A.10.). Die einzelnen Regionen wurden allerdings mit unterschiedlichen Haufigkei-
ten ausgetauscht (Abb. 3.A.10.).

Die in den einzelnen Superinfektionsexperimenten nachgewiesene Anzahl an rekombinanten
Phagen darf jedoch nicht mit der Anzahl der tatsadchlich stattgefundenen Rekombina-
tionsereignisse verwechselt werden.

Von den hier Uberpriiften Module konnten nur 11 der theoretisch errechenbaren 64 verschie-
denen Kombinationsmaéglichkeiten (= neue Phagen) nachgewiesen werden. Diese geringe
Zahl deutet darauf hin, dald nicht alle durch Rekombinationsereignisse neu entstandenen
Modulkombinationen notwendigerweise zu lebensfahigen oder genauso optimal angepaliten
Phagennachkommen fihrten, sondern ein grof3er Teil der entstandenen Phagen Selek-
tionsmechanismen zum Opfer fielen.

Die verwendeten Hybridisierungssonden erfassen nur einen geringen Teil des lambdoiden
Genoms, so dal} bei weitem nicht alle Regionen, in denen ein Austauschereignis stattgefun-
den haben koénnte, erfal3t werden konnten. Die Gesamtzahl aller Rekombinationsereignisse
sowie auch die Anzahl der neuen Modulkombinationen, die zu lebensfahigen Phagen fiihr-
ten, ist hochstwahrscheinlich in Wirklichkeit wesentlich hoher als die Zahl derer, die durch die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Hybridisierungsanalysen nachgewiesen werden
konnten. Darauf deuten auch die Ergebnisse der EcoRI-Restriktionsanalysen der Rekombi-
nanten aus den Superinfektionsexperimenten mit P22-H1 hin. Hierbei zeigte sich, dal} inner-
halb der verschiedenen Hybridisierungsmuster-Gruppen (HM-Gruppen) durchaus unter-

schiedliche Restriktionsmuster existierten (Abb. 3.A.6.). Die Restriktionsanalysen ermdglich-
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ten auRerdem die ldentifizierung zusatzlicher Bereiche, in denen sich mdgliche Rekombina-

tionsereignisse abgespielt haben konnten (Abb. 3.A.9.).

EinfluB der Multiplicity of Infection (MOI):

Aufgrund der niedrigen Gesamtfrequenz an Rekombinationsereignissen lassen die Superin-
fektionsexperimente mit ES18 keinerlei Aussage Uber die Rolle des zahlenmafigen Verhalt-
nisses von uberinfizierenden Phagen zu lysogenen Wirtszellen bei der Neuentstehung von
Modulen zu. Bei der Infektion von DB21(G119) mit P22-H1 ist deutlich zu erkennen, dal die
Anzahl der rekombinanten Nachkommenphagen mit dem Verhaltnis der infizierenden Pha-
gen zu lysogenen Wirtszellen steigt. Mit steigender MOI werden in der gleichen Zeit mehr
Zellen der Kultur infiziert, was mit dem haufigeren Auftreten von Rekombinationsereignissen
korreliert. Im Falle der Infektion mit P22 spielt jedoch auch die im Folgenden beschriebene
Induktion des Prophagen G119 durch den Antirepressor des uberinfizierenden P22 eine
Rolle.

EinfluB des Antirepressors von P22:

Die in Teil 3.A.2. durchgeflihrten Superinfektionsexperimente zeigen, dafl nach Superinfek-
tion einer lysogenen Bakterienzelle mit P22-H1 der Anteil an rekombinanten Phagen unter
den Nachkommen der urspriinglichen Elternphagen wesentlich héher war als nach Superin-
fektion mit ES18. Das gleiche konnte auch bei den Experimenten mit den entsprechenden
Klarplague-Mutanten P22-H5 und PGV1 beobachtet werden.

Die vorliegenden Daten deuten auf eine entscheidende Rolle der zweiten Immunitatsregion
Imml hin, Uber die P22 im Gegensatz zu ES18 zusatzlich zur Immunitatsregion ImmC ver-
fugt. Durch den Besitz seines in der Imml-Region kodierten Antirepressors hat P22 gegen-
Uber ES18 in zweifacher Hinsicht einen gro3en Vorteil: Zunachst ermdglicht es der Anti-
repressor P22, sich in einer lysogenen Zelle mit homoimmunem Prophagen durch Ausschal-
tung des prophageneigenen Repressors erfolgreich zu vermehren. Dadurch findet eine Er-
weiterung des Wirtsbereiches von P22 auf die normalerweise nicht zuganglichen Wirte von
homoimmunen Prophagen statt. Dies spielt bei den hier duchgeflihrten Experimenten aller-
dings keine Rolle, da der als Prophage in das Genom der Wirtszelle integrierte Phage G119
heteroimmun zu P22 und ES18 ist. Der Antirepressor ermdglicht es P22 aber auch, sowohl
homo- als auch heteroimmune Prophagen zu induzieren [Bezdek und Amati, 1968; Susskind

und Botstein, 1975]. Durch Replikation des Prophagengenoms liegen dann mehr Kopien von
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letztem in der Bakterienzelle vor. Somit erhéht sich die Wahrscheinlichkeit fir ein Rekombi-
nationsereignis zwischen dem superinfizierenden Phagen und dem Prophagen drastisch.
Dies bietet dem Uberinfizierenden P22 verstarkt die Moglichkeit, durch Rekombination den
gesamten Gen-Pool des Prophagen zu nutzen. Die Wahrscheinlichkeit der Entstehung neuer
Genotypen wird damit erhéht.

Wie bereits 1980 von Botstein beschrieben, besitzen bei der Superinfektion einer lysogenen
Wirtszelle offensichtlich diejenigen Phagen einen besonderen Vorteil, die dazu in der Lage
sind, den in der Wirtszelle etablierten Prophagen zu induzieren und dadurch seine Replika-
tion herbeizuflihren [Botstein, 1980].

Die Derepression von Prophagenfunktionen kann unter Umstanden sogar essentiell sein,
z. B. dann, wenn eine lebensnotwendige P22-eigene Funktion sich in dem neuen Wirt als
nicht funktionsfahig erweist [Susskind und Botstein, 1978].

Uber den Repressor des zu P22 heteroimmunen Prophagen G119 liegt keinerlei Information
vor, er ist jedoch offensichtlich nahe genug mit P22 verwandt, um durch dessen Antirepres-
sor durch eine nicht-kovalente Bindung [Susskind und Youderian, 1983] inhibiert und somit
inaktiviert zu werden.

Evolutiv gesehen besteht der Vorteil des Antirepressors darin, die Neukombination von funk-
tionellen modularen Segmenten zur Anpassung an sich verandernde Umweltbedingungen zu
vereinfachen. Um so erstaunlicher ist es, dald bisher innerhalb der lambdoiden Familie kein
Antirepressor mit einer anderen Spezifitdt auRer der von P22 gefunden wurde. Bemerkens-
wert ist auch, dal® selbst Phagen, die den Antirepressor von P22 besitzen, bis heute nur bei
sechs weiteren Phagen des P22-Astes der lambdoiden Familie gefunden wurden [Schickl-
maier, 1995]. Diese Tatsache konnte ein Hinweis darauf sein, dal der Antirepressor als ein
nicht-essentielles Gen evolutiv gesehen neueren Ursprungs ist und dem Genpool des P22-

Astes der lambdoiden Familie erst seit kurzer Zeit angehort.

EinfluR der rekombinanten Nachkommenphagen an der Neukombination von Modulen

in den nachfolgenden Generationen:

Eine wichtige Frage zu Beginn dieser Arbeit war, ob die rekombinanten Nachkommenpha-
gen einen zusatzlichen Beitrag zur Neukombination von Modulen leisten, wenn sie in den
nachfolgenden Generationen im Kulturansatz verbleiben und dann ebenfalls an der Infektion
lysogener Wirtszellen teilnehmen kdnnen. Hierzu wurden bei den Superinfektionsexperimen-
ten mit den temperenten Wildtypphagen die Nachkommen Uber sechs Generationen (bei

ES18) bzw. Uber funf Generationen (bei P22-H1) auf Austauschereignisse hin untersucht.
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Die Anzahl der Rekombinanten in den einzelnen Generationen schwankte stark (Abb.
3.A.3.). Ein konstanter Anstieg der Rekombinantenhaufigkeit in den aufeinanderfolgenden
Generationen konnte nicht beobachtet werden.

Durch die gewahlten Laborbedingungen wurde gewahrleistet, dald in der Kultur wahrend der
gesamten Inkubationsdauer eine geschlossene Population vorlag. Dies bedeutet, da® der
Genpool in sich geschlossen blieb und von aufen keinerlei neue Allele einflieRen konnten.
Aus diesem Grund blieb die Anzahl der vorhandenen homologen Sequenzen, an denen Re-
kombinationsereignisse stattfinden konnten, zwischen den Elternphagen zu den Nachkom-
menphagen konstant. In den nachfolgenden Generationen konnten deshalb prinzipiell zwar
keine anderen Modulkombinationen entstehen als bereits in der ersten Generation moglich
waren, es ware aber durchaus denkbar gewesen, dal} die rekombinanten Nachkommen zu
einer zusatzlichen Erhdhung der Rekombinantenanzahl in der Kultur fihren. Dies kann je-
doch durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden. Eine mogliche Erklarung
hierfir ware, dall die bereits etablierten Phagen ES18 bzw. P22 und G119 besser an die
bestehenden Umweltbedingungen angepaldt waren als die neuen Modulkombinationen, so
daf} eine Selektion zugunsten der Elternphagen stattgefunden hat. Unter Umstanden haben
sogar sehr viele Rekombinationsereignisse stattgefunden. Die entstandenen neuen Modul-
kombinationen flihrten jedoch nur in wenigen Fallen zu Uberlebensfahigen Nachkommen, da
sich die meisten Kombinationen gegentiber den bereits etablierten Phagen nicht durchsetzen
konnten. In den nachfolgenden Generationen konnten sich ebenfalls die beiden Elternpha-
gen am besten durchsetzen, wiederum gefolgt von einigen wenigen Uberlebensfahigen
neuen Kombinationen.

Auf das Vorhandensein solcher Selektionsmechanismen deutet auch die bereits erwahnte
geringe Anzahl der tatsachlich nachgewiesenen Modulkombinationen (11) im Vergleich zur
Zahl der theoretisch errechenbaren (64).

Es stellt sich nun die Frage, in wie weit diese Selektionsmechanismen EinfluR auf das zah-
lenmaRige Verhaltnis der Kombinationen untereinander im Laufe der Generationen besitzen.
Setzen sich innerhalb der Kulturfolgen bestimmte Phagen durch oder besitzen alle Gberle-
bensfahigen Modulkombinationen die gleichen Chancen? Diese Frage soll Gegenstand des

nachsten Abschnitts sein.

Modulkombinationen in unterschiedlichen Phagengenerationen

Die in Teil 3.A.2. und 3.A.3. durchgefiihrten Superinfektionsexperimente mit P22-H1 bzw.

P22-H5 als Uberinfizierenden Phagen liefern Einblicke in die Art der Modulkombinationen,
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die sich im Laufe der Zeit in Abhangigkeit von MOI und Inkubationsdauer der Kultur durch-
gesetzt haben.

In Teil 3.A.2. wurden die Infektionsmultiplizitdten bewuf3t niedrig gewahit (MOI = 0,01 bzw.
0,5). Dadurch wurde gewahrleistet, dal® die rekombinanten Phagen der jeweils vorangegan-
genen Inkubationszyklen bei erneuter Inkubation noch gentgend nicht-infizierte Wirtszellen
zur Superinfektion vorfanden. So konnten mehrere aufeinanderfolgende Generationen auf
Austauschereignisse hin untersucht werden. In Teil 3.A.3. wurde eine MOI = 3 verwendet,
dies entspricht der normalerweise unter Laborbedingungen gewahlten MOI fir Klarplaque-
mutanten. Bei dieser MOI betragt das Verhaltnis Phagen : Wirtszelle = 3:1. Man kann also
davon ausgehen, dal} bereits nach dem ersten Infektionszyklus der grofite Teil der Wirtszel-
len infiziert wurde, so dal} die hierdurch entstandenen rekombinanten Phagennachkommen
kaum noch nicht-infizierte Zellen fir weitere Infektionszyklen vorgefunden haben.

Die in Teil 3.A.2. und 3.A.3. nachgewiesenen Modulkombinationen reprasentieren also un-
terschiedliche Momentaufnahmen der Nachkommengenerationen. Wahrend durch die
Superinfektionsexperimente bei hoher MOI (Teil 3.A.3.) diejenigen Phagen isoliert wurden,
die nach einem Infektionszyklus entstanden  sind, wurden durch die
Superinfektionsexperimente bei den niedrigeren MOls (Teil 3.A.2.) die Phagen erfaldt, die
sich im Laufe der Zeit innerhalb der geschlossenen Population durchgesetzt haben.
Tatsachlich sind die verschiedenen Hybridisierungsmuster-Gruppen (HM-Gruppen) in den
einzelnen Versuchen unterschiedlich stark vertreten (Abb. 3.A.9.). Zur besseren Ubersicht
sind die beiden gréf3ten Phagengruppen, die nach einem und zahlreichen Infektionszyklen
nachweisbar waren, in Abb. 3.B.2. noch einmal dargestellt.

Die meisten nach kurzer Zeit entstandenen Rekombinanten (54%) besitzen in der linken
Halfte des Genoms die Uberprifbaren Regionen von G119 (kein SieA-System und keinen
Antirepressor) und in der rechten Halfte den c2-Repressor, den 5‘-Bereich von Gen 18 sowie
die Lysisgene von P22. Eine vollig andere Modulzusammensetzung weist die grofite Gruppe
der Rekombinanten auf, die sich im Laufe mehrerer aufeinanderfolgender Generationen an-
gereichert hat. Diese Phagen besitzen bis auf die Lysisgene alle Uberpriiften Regionen von
P22, also auch das sieA-System und den Antirepressor. Die hier vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dald bei der Superinfektion einer lysogenen Wirtszelle zu Beginn durch Rekombinati-
onsereignisse eine bestimmte Modulkombination bevorzugt entsteht, die dann im Laufe der
Generationen durch eine andere Kombination ersetzt wird. Bei der nach wenigen Infektions-
zyklen am haufigsten vertretenen Modulkombination ware ein gehauftes Vorkommen homo-
loger Sequenzbereiche in den benachbarten Genomabschnitten der ausgetauschten Regio-

nen denkbar.
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Abb. 3.B.2.: Haufigste Modulkombinationen bei Superinfektion von DB21(G119) mit P22
Dargestellt ist der Genomaufbau der rekombinanten Phagen anhand der Hybridisie-
rungsanalysen. Legende siehe Abb. 3.A.6..

A: Am haufigsten vertretene Rekombinantengruppe nach zahlreichen Infektionszyklen
B: Am haufigsten vertretene Rekombinantengruppe nach einem Infektionszyklus

Dies wirde dann zu einer Anhaufung von Rekombinationsereignissen in diesen Bereichen
fuhren und damit zunachst zu einem Vorteil dieser Modulkombinationen gegentber denjeni-
gen, die nur Uber wenige flankierende benachbarte Homologien in den gepriften Regionen
verfigen. Im Laufe der Zeit setzt sich jedoch offensichtlich eine Phagengruppe mit einer an-
deren Genomstruktur durch. Diese Gruppe besitzt nicht nur das SieA-System von P22, das
fir seinen Besitzer im Prophagenzustand einen zusatzlichen Schutzmechanismus gegen
Uberinfizierende Phagen bedeutet, sondern auch den Antirepressor von P22, dessen beson-
dere Funktion bei der Superinfektion einer lysogenen Zelle bereits ausfiihrlich beschrieben
wurde. Die Tatsache, dal} sich die meisten Phagen der Population im Laufe der Zeit den
Antirepressor von P22 ,angeeignet haben, spricht dafur, dal Phagen, die Uber einen Anti-
repressor verfigen, langfristig gesehen einen Selektionsvorteil gegentiber Phagen ohne
zweite Immunitatsregion besitzen. Die hier geschilderten Ergebnisse deuten darauf hin, daf®
der Antirepressor tatsachlich, wie bereits zuvor vermutet, als ein nicht-essentielles Gen evo-
lutiv gesehen neueren Ursprungs ist und sich bis heute in natirlichen Populationen noch
nicht in dem Male durchsetzen konnte, wie es unter Laborbedingungen in kurzer Zeit mog-

lich ist.
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Die Phagengruppe, die sich im Laufe zahlreicher Infektionszyklen durchgesetzt hat, besitzt
aullerdem die Lysisgene 13 und 79 des Phagen G119. Dieser Genombereich ist fir die Frei-
setzung der Phagennachkommen essentiell. Auch diese Genkassette scheint ihren Besitzern
entweder einen deutlichen Selektionsvorteil zu bieten oder vermehrt Uber flankierende Ho-
mologien zu verfugen. Untersuchungen der Genomstrukturen einer Sammlung lambdoider
Salmonella-Phagen aus Naturisolaten, zu denen auch der Phage G119 gehort, deuteten
darauf hin, dal die meisten dieser Phagen (82 %) im Bereich der Lysisgenkassette noch
nicht identifizierte Gene besitzen [Schickimaier, 1995]. Hier stellt sich nun die Frage, ob eini-
ge dieser Phagen ebenfalls die Lysisgene von G119 besitzen, die sich unter Laborbedingun-
gen in kurzer Zeit gegenuber den Lysisgenen von P22 durchgesetzt haben. Nicht zuletzt
auch aus diesem Grund wurde fir die Untersuchung der Modulzusammensetzung in einer
naturlichen Population lambdoider Phagen in Teil 4 der vorliegenden Arbeit die Lysisgenkas-

sette dieser Phagenkollektion ausgewahlt.
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4. Evolution auf Modulebene in einer naturlichen Phagen-
population

Im Laufe der Evolution wirken zahlreiche umweltbedingte und wirtsspezifische Faktoren auf
die Phagen einer natlrlichen Bakterienpopulation ein. Leider ist es nicht moglich, diese Fak-
toren, die eine wichtige Rolle bei der Entstehung neuer Modulkombinationen spielen, unter
Laborbedingungen nachzustellen. Auch eine Untersuchung der Modulzusammensetzung
von Phagen, die aus natlrlichen Populationen hervorgegangen sind, liefert noch keine Er-
kenntnisse Uber die einzelnen Faktoren, die die Entwicklung der Phagen im Laufe der Zeit
beeinflul’t haben. Man kann jedoch davon ausgehen, daf} diese "natlirlichen Phagen" bereits
unter der Einwirkung besagter Faktoren entstanden sind.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Evolution der lambdoiden Bakteriophagen
in einer naturlichen Phagenpopulation untersucht. Angesichts der enormen Variabilitat der

Mitglieder der lambdoiden Familie stellten sich folgende Fragen:

e Wieviele unterschiedliche Allele der einzelnen Module existieren in natirlichen Phagen-
populationen?

e Welche Allelkombinationen sind in der Natur tatsachlich vertreten?

e Mit welcher Haufigkeit wurden die einzelnen Allele im Verlauf der Evolution ausge-
tauscht?

¢ Koénnen mdgliche Rekombinationspunkte (,Steckerelemente“) zum Austausch der einzel-
nen Allele nachgewiesen werden, wie sie in der Modultheorie von Botstein [Botstein,
1980] gefordert werden?

o Wieviele Kombinationsmoglichkeiten oder mit anderen Worten wieviele verschiedene

Phagen kdénnen theoretisch existieren?

Diese Fragen sollten am Beispiel einer Genkassette des Genoms der lambdoiden Phagen
untersucht werden: der Lysisgenkassette. Als Ausgangsmaterial hierzu diente eine Kollek-
tion lambdoider Phagen aus Naturisolaten von Salmonella typhimurium. Ergebnisse von
Schicklmaier [Schickimaier, 1995] deuteten bereits darauf hin, dal} in verschiedenen Berei-
chen der Genome dieser Phagen, darunter auch im Bereich der Lysisgene, bisher noch nicht

identifizierte, neue "Allele" existieren missen (vgl. Abb. 1.3.).
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4.A. Ergebnisse

4.A.1 Module der Lysisgenkassette in einer natlirlichen Popula-
tion lambdoider Salmonella-Phagen

4.A.1.1. Lysisgene lambdoider Bakteriophagen

Am Ende des vegetativen Zyklus, nach der Heranreifung neuer Phagenpartikel in einer
Wirtszelle, missen die Nachkommenphagen diese verlassen, um ihrerseits neue Bakterien
infizieren zu kénnen. Dazu entwickelten die Phagen unterschiedliche Methoden. Die ein-
fachste Strategie findet man bei einzelstrangigen filamentésen Phagen, die durch die Zell-
wand des Wirtes gelangen, ohne diese zu lysieren. Das klassische Beispiel hierflr ist der
Phage M13 von E. coli [Model und Russel, 1988]. Die meisten anderen Phagen missen die
Wirtszelle zunachst lysieren, damit ihre Nachkommen freigesetzt werden kénnen. Kleine
Phagen (z. B. $X174, MS2) haben hierzu andere Mechanismen entwickelt als die grof3en
Phagen. Ein weit verbreitetes System zur Freisetzung neuer Phagenpartikel findet man bei
den komplexeren doppelstrangigen DNA-Phagen, zu denen auch die lambdoiden Phagen
zahlen. Hier kommt es zur Zerstérung der Wirtszellwand durch Permeabilisierung der Mem-
bran und Degradation der Peptidoglycanschicht. Die hierflr verantwortlichen Genprodukte
werden von drei Genen kodiert, die zusammen die Lysisgenkassette bilden. Diese Gene
kénnen jeweils als einzelne Module angesehen werden, deren Genprodukte trotz véllig ver-
schiedener Wirkungsweisen durch ihr Zusammenwirken letztendlich immer zum gleichen
Ergebnis fihren, namlich zur Lyse der Wirtszelle. Die drei Gene der Lysisgenkassetten in

P22 und X haben analoge Funktionen, aber andere Bezeichnungen:

e Gen 13py =Gen S,
e Gen 19p22 =Gen R;U
e Gen 15p,, = Gen Rz,.

Im Folgenden werden die Genbezeichnungen von P22 verwendet, sofern nicht explizit von

den Genen des Phagen A oder anderer Phagen die Rede ist.

Von Gen 15, das kein essentielles Gen ist, ist nur ein einziges Allel bekannt, das in abge-
wandelter Form in allen bisher untersuchten lambdoiden Phagen gefunden wurde. Die ge-

naue Funktion des gp 15 ist unbekannt. Es handelt sich um ein Membranprotein mit einem
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N-Terminus, der stark an eine sekretorische Signalsequenz erinnert. Man vermutet, daf
gp 15 als Endopeptidase wirkt und eventuell am Auftrennen der Oligopeptid-Quer-
verbindungen der Peptidoglycanschicht und/oder zwischen der Peptidoglycanschicht und der
aulleren Membran beteiligt ist [Young, 1992].

In der kodierenden Region von Gen 15, wurde vor ein paar Jahren ein weiteres, viertes
Lysegen identifiziert, das als Rz71 bezeichnet wird [Hanych et al, 1993]. Rz1 kodiert fiir ein

Lipoprotein der au’eren Membran [Taylor et al., 1996].

Bei dem Produkt des Gens 79 handelt es sich um das eigentliche lytische Agens. Der Sam-
melbegriff fur die verschiedenen Enzyme, die schlieRlich zur Lyse der Bakterienzelle fihren,
ist Endolysin. Insgesamt sind vier verschiedene Endolysintypen bekannt, die die Phagen
zur Degradation der Zellwand nutzen kdnnen und die sich lediglich hinsichtlich ihres Angriff-

punktes an der Peptidoglycanschicht unterscheiden (Abb. 4.A.1.):

1. Der Phage A besitzt eine Transglykosylase, die die Glycankette durch Schnitt der gly-
kosidischen Bindung durchtrennt und den intramolekularen Transfer des O-Muramyl-
Restes auf seine eigene C6-Hydroxylgruppe katalysiert. So entsteht ein zyklisches 1,6-
Disaccharid-Produkt [Bienkowska-Szewczyk et al., 1981].

2. P22 besitzt ein Lysozym (Glykosidase), das die 3(1-4) glykosidische Bindung hydroly-
siert [Rennell und Poteete, 1985]. Auch beim gp R des lambdoiden E. coli-Phagen 21
geht man aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum gp 19p2, davon aus, dal} es sich um
ein Lysozym handelt [Young, 1992].

3. Bei dem dritten Endolysintyp handelt es sich um eine Amidase, die die Amidbindung
zwischen der aminoglykosidischen Untereinheit und der Oligopeptidkette spaltet. Eine
Amidase findet man beim gp 3.5 des Phagen T7 [Cheng et al., 1994]. Bei den lambdoi-
den Phagen konnte bis jetzt keine Amidase nachgewiesen werden.

4. Endopeptidasen, die z. B. bei den Phagen A118 und A500 von Listeria monocytogenes
gefunden wurden, schneiden zwischen den Aminosaureresten in der Oligopeptidverbin-
dung zwischen zwei aminoglykosidischen Polymeren [Loessner et al., 1995]. Endopepti-
dasen wurden bis heute bei Vertretern der lambdoiden Familie ebenfalls nicht nachge-

wiesen.

Endolysine werden, genauso wie die anderen Lysisgene, wahrend der Expressionsphase

der spaten Gene synthetisiert und liegen wahrend der vegetativen Phase in aktiver, komplett
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Abb. 4.A.1.: Angriffspunkte verschiedener Endolysintypen an der Peptidoglycanschicht gram-
negativer Bakterien
GlcNac: N-Acetylglucosamin, MurNac: N-Acetylmuraminsaure, L/D-Ala: L/D-Alanin, D-
Glu: D-Glutaminsaure, m-DAP: meso-Diaminopimelinsaure, Lys: Lysin, LLP: Lipopro-
tein, nach [Smith, 1998].

gefalteter Form im Cytoplasma vor [Young und Bléasi, 1995]. Da sie keine sekretorische
Signalsequenz besitzen, kénnen sie nicht durch die Cytoplasmamembran hindurchgelangen,
um ihren Wirkungsort, die Peptidoglycanschicht, zu erreichen [Young, 1992].

Hierzu bendtigen sie das Genprodukt des dritten Lysegens, des Gens 13, das sogenannte
Holin. Die Holine sind die eigentlichen Kontrollelemente der Lyse. Es handelt sich um kleine
integrale Membranproteine. Zu einem vorprogrammierten Zeitpunkt verursachen die Holine
eine Lasion in der Cytoplasmamembran und dadurch einen Zusammenbruch des Membran-
potentials. Die entstehenden "Ldcher® (holes) sind stabil und unspezifisch und erméglichen
dem Endolysin den Zugang zum Periplasma und damit die Degradation der Peptidoglycan-
schicht. Uber die Anordnung der einzelnen Holinmolekiile sowie die Verteilung der Proteine
in der Membran ist nichts bekannt. Bis heute schlugen alle Versuche, die Lasionen der inne-

ren Membran elektronenmikroskopisch sichtbar zu machen, fehl [Young und Blasi, 1995].
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Die Holine werden in Abhangigkeit ihrer Gré3e und Membrantopologie in verschiedene Klas-
sen unterteilt, die wiederum in unterschiedliche ,Familien® eingeteilt werden. Man unter-
scheidet bei den gram-negativen Bakterien drei verschiedene Klassen von Holinen, bei den
gram-positiven Bakterien existieren mindestens vier unterschiedliche Holinklassen. Insge-
samt waren zu Beginn dieser Arbeit mindestens 29 Holinfamilien bekannt, die insgesamt 56
verschiedene Mitglieder enthielten [Smith, 1998].

Fur die vorliegende Arbeit sind lediglich die, im Folgenden ausfihrlich beschriebenen, Holine

der Phagen der gram-negativen Bakterien von Bedeutung:

e Die Holine der Klasse | bestehen aus mindestens 87 Aminosauren und enthalten zwei
bis drei oder mehr Regionen, die als Transmembrandomanen (TMD) fungieren kdnnten.
Innerhalb der Klasse | unterscheidet man vier ,Genfamilien®, die sich aufgrund mangeln-
der Sequenzhomologien klar voneinander unterscheiden. Zu einer Familie dieser Klasse
gehdren unter anderem das S-Protein von A sowie gp 13p2 (89 % Ubereinstimmung auf
Nukleotidebene).

e Die Holine der Klasse Il sind kleiner. Sie bestehen aus maximal 78 Aminosauren und
besitzen nur zwei vermeintliche TMD. Zu einer der drei ,Genfamilien® gehort das S-
Protein des Phagen 21.

e Der Phage T4 besitzt das einzige bekannte Holin der Klasse lll. Es weist zu keinem der

anderen bekannten Holine Ahnlichkeiten auf.

Erst eine eingehende Untersuchung der Holine der beiden lambdoiden Phagen A und 21
fuhrte zu der Idee, die Holine in Klassen einzuteilen. Es stellte sich heraus, daf} die beiden
Genprodukte in der Lage sind, einander zu substituieren, obwohl weder auf Sequenz- noch
auf Nukleotidebene irgendwelche Ahnlichkeiten bestehen [Bonovich und Young, 1992]. Bei-
de Proteine weisen jedoch einige Gemeinsamkeiten auf: Bei beiden handelt es sich um klei-
ne Proteine (107 AS bei A bzw. 71 AS beim Phagen 21), beide besitzen mindestens zwei
TMD, die jeweils durch eine B-Schleife voneinander getrennt sind, einen hydrophilen N-
Terminus sowie einen stark polaren, geladenen C-Terminus. Der grof3te Unterschied in der
Organisation der beiden, durch die Phagen A und 21 vertretenen, Holinklassen | und Il be-
steht in der dritten ungeladenen Domane der Proteine der Klasse |. Daraus resultieren auch
die beiden verschiedenen Membrantopologie-Modelle, die fiir die Klasse |-Holine existieren
(Abb.4.A.2.). Je nach Anwendung verschiedener Sekundarstrukturvorhersagen ergeben sich
unterschiedliche Anzahlen an Transmembrandomanen: Ein Hydrophobizitatsprofil nach dem
Kyte-Doolittle-Algorithmus deutet auf drei vermeintliche TMD hin [Raab et al., 1986]. Dies
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wlrde bedeuten, dal® der N-Terminus im Periplasma lokalisiert ist und der C-Terminus im
Cytoplasma. Demgegeniber sagt der Chou-Fasman-Algorithmus nur zwei TMD voraus
[Raab et al., 1988]. In diesem Fall wirden sowohl der N- als auch der C-Terminus im Cy-
toplasma liegen. Mittlerweile gilt es als relativ sicher, dal® sich der C-Terminus der
Klasse |-Holine im Cytoplasma befindet, die Lokalisation des N-Terminus ist jedoch nach wie
vor unklar. Die Vorhersagen fir die Holine der Klasse Il sind dagegen eindeutig, hier findet
man zwei TMD und die Lokalisation von N- und C-Terminus wird im Cyotplasma vermutet
[Young und Bléasi, 1995]. In Abb. 4.A.2. sind jeweils die vermeintlichen TMD in der AS-
Sequenz der Holine der Phagen A und 21 sowie die unterschiedlichen existierenden Mem-
brantopologie-Modelle dargestellt.

Die Regulation der Holinfunktion wurde vor allem beim Phagen A intensiv untersucht. Das S-
Gen von Lambda wird ebenso wie die anderen Lysisgene nach Anschalten der Expression
der spaten Gene konstitutiv transkribiert. Es gibt keinerlei Hinweise auf eine aktive Regula-
tion des Holins auf Transkriptions- oder Translationsebene wahrend des vegetativen Zyklus.
Wie ist es dann aber dennoch mdglich, dafl® das Holin exakt zur richtigen Zeit in allen Zellen
aktiv wird und Locher in der Cytoplasmamembran hervorruft? Der genaue Mechanismus
hierzu ist noch unbekannt. Eine wichtige Rolle kommt der Translations-Initiations-Region des

S-Gens zu. Diese weist verschiedene Besonderheiten auf (Abb. 4.A.3.):

e Ein wichtiges Merkmal, das den Holinen aller lambdoiden Phagen und auch denen
der meisten anderen Phagen gemeinsam ist, ist das duale Startmotiv [Bldsi und
Young, 1996]. Alle lambdoiden Holingene besitzen ein zweites Methionin-Codon in
der zweiten bis vierten Position und mindestens einer der dazwischen liegenden

Reste ist entweder ein Lysin oder ein Arginin (Abb. 4.A.2.).

Neben den beiden Initiationscodons liegen zwei Sequenzbereiche, die komplementar zum
3-Ende der 16S RNA sind. Der erste davon, 5-GGGGG-3*, wird als sdi-Struktur (strucure-
directed initiation) bezeichnet und ist an der Bildung einer Sekundarstruktur beteiligt. Der
zweite Sequenzbereich, 5-UAAG-3', schlief3t unmittelbar stromabwarts an diese Haarnadel-
struktur an. Mutationsanalysen in dieser Region flhrten zu der Annahme, dal} diese Struktu-

ren in die Regulation der Funktion der Lysisgene involviert sind [Raab et al., 1988].
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Abb. 4.A.3.: Sekundarstrukturen in den Translations-lnitiations-Regionen der Holin-Gene
lambdoider Bakteriophagen am Beispiel des Phagen A
(modifiziert nach [Blédsi und Young, 1996])
Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der sdi-Struktur sowie der ersten Basen des
As-Gens
Im unteren Teil sind die zum Promotor P’r proximal gelegenen Gene des spaten Ope-

rons von A dargestellt.
GGGGG Shine-Dalgarno-Sequenz des ersten Startcodons
UAAE  zum 3“-Ende der 16S RNA komplementire Sequenz

Auf der Basis dieser Untersuchungen entwickelten Raab et al. ein erstes Modell zur Erkla-
rung der Funktion und Regulation des Gens S; mit Hilfe des dualen Startmotivs:

Die beiden Startcodons fihren zur Bildung von zwei verschiedenen S-Proteinen, die ent-
sprechend der Anzahl ihrer AS als S107 und S105 bezeichnet werden und nicht nur unter-
schiedliche, sondern sogar entgegengesetzte Funktionen haben. Das kiirzere S105-Protein
ist das letale Genprodukt, wahrend das langere S107-Protein als Inhibitor von S105 fungiert.

Im Hinblick auf die entgegengesetzten Funktionen von S107 und S105 ware es logisch, die
Lochentstehung Uber eine zeitliche Modulation des Verhaltnisses der beiden Genprodukte zu
regulieren. Die Isolierung kodominant-lysisdefekter Mutanten im Bereich der oben beschrie-
benen Sekundarstrukturen am 5'-Ende des S-Gens zeigte jedoch, dall das Verhaltnis der
beiden Holinprodukte zueinander wahrend der Expressionsphase der spaten Gene mit Hilfe
dieser Strukturen konstant auf einem Wert von S105:S107 = 2-3:1 gehalten wird [Chang et
al., 1993].
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Das Modell von Raab et al. erklart noch nicht, warum das Loch in der Membran nicht bereits
zu einem friheren Zeitpunkt gebildet wird. Ebenfalls auf der Grundlage von Mutationsanaly-
sen gelang es, ein erganzendes Modell zu entwickeln [Johnson-Boaz und Young, 1994,
Chang et al., 1995]. Es besagt, dall das S-Protein wahrend der Expressionsphase der spa-
ten Gene in der Cytoplasmamembran akkumuliert und dort die sogenannten ,Preholes bil-
det (Abb. 4.A.4.). Dabei handelt es sich um Aggregate, die noch keine richtigen Locher dar-
stellen, aber dennoch den Durchla® von Protonen durch die Membran bewirken. Fir den
Wirt wird es dann im Laufe der Zeit immer schwieriger, das normale Membranpotential auf-
recht zu erhalten. Die Kollabierung des Membranpotentials flihrt schlieRlich zur Bildung der
echten Locher in der Membran, die dem Endolysin den Zugang zur Peptidoglycanschicht

ermoglichen.
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Holine reichern sich in der Holine ordnen sich zu Holine ordnen sich zu
Cytoplasmamembran an, .Preholes” an, Protonen kbnnen Lochern an, durch die die
Endolysine im Cytosol, die Membran durchqueren, Endolysine ins Periplasma
stabiles Membranpotential (AW¥) das Mebranpotential kollabiert gelangen.
bei —140mV

Abb.4.A.4.: Modell der Holin-Funktion (modifiziert nach [Smith, 1998])
Holine sind als Zylinder dargestellt, die in die Cytoplasmamembran eingebettet sind,
Endolysine (R) als dunkle Punkte.

Es wurde gezeigt, dal’ die einzelnen Gene der Kassette der Phagen P22 und A sich unter
Laborbedingungen gegenseitig komplementieren kénnen [Rennell und Poteete, 1985]. Ob in
der Natur evt. sogar ein Austausch der Lysisgene erfolgt, sollte Teil der folgenden Untersu-

chungen sein.
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Zu Beginn dieser Arbeit waren folgende Allele der verschiedenen Lysisgene innerhalb der
Familie der lambdoiden Phagen bekannt (Abb. 4.A.5.):

e Gen 15 zeigt eine mosaikartige Struktur innerhalb der Phagen P22, Phage 21 und A,
trotzdem betragt die Gesamtubereinstimmung auf DNA-Ebene zwischen den drei Pha-
gen ca. 70 %. Da sich diese Unterschiede durchaus mutativ erklaren lassen, werden die

bekannten Formen des Gens im Folgenden als ein Allel angesehen.

e Fir Gen 19 existieren drei verschiedene Allele:
a) Gen 19, (gp = Lysozym)
b) Gen R, (gp = Transglykosylase)
C) Gen Rephage 21 (9P = Lysozym)

e Fur Gen 13 sind zwei Allele bekannt:
a) Gen 13py, zeigt zum Gen S, eine Ubereinstimmung von 89 % auf Nukleotidebene
und wird somit als das gleiche Allel aufgefaldt.
b) Gen Sphage 21
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4. A.2 Untersuchung der Lysisgene von 46 Phagen aus Naturiso-
laten von Salmonella typhimurium

In vorangegangenen Untersuchungen von Schicklmaier zur Verbreitung und Charakterisie-
rung von Bakteriophagen in Naturisolaten von Salmonella typhimurium [Schickimaier, 1995;
Schicklmaier, 1999] wurden 57 Phagen mittels Hybridisierungsexperimenten bzgl. ihrer Ge-
nomzusammensetzung untersucht (vgl. Abb. 1.6.). Dabei zeigten 46 Phagen Abweichungen
zu den bekannten Lysisgenen der Phagen P22 und A. Da es sich bei den Lysisgenen um
essentielle Gene handelt, muten besagte Phagen andere Allele besitzen. In der vorliegen-
den Arbeit wurden diese Phagen auf die Zusammensetzung ihrer Lysisgenkassette getestet.

Die Modulzusammensetzung der 46 Phagen ist in Abb. 4.A.6. noch einmal detailliert darge-

stellt.
Strukturgene Immli ImmC Replikation Lyse
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PS33, PS34, PS39, PS40,
Mi81, MI8S5, MII94, MII95,
MII96, MII97, MII98, MII100,
Mii102, MII103, MII106,
Mil 107, G110, G112, G119,
G127

PS30, PS31, PS32,
PS38, G111, G113,
G116, G118, G120,
G124, G126, G128,
G131, G135, G134,
G136, G137, G139

G123

Abb. 4.A.6.:

Modulaufbau der 46 Phagengenome mit unidentifizierten Lysigenen (modifiziert

nach [Schickimaier, 1995; Schickimaier, 1999])
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Der Lysisgenbereich wurde anhand von Southern- oder Dot-Blots der Phagen-DNA mit den
bereits in 3.A.1. beschriebenen Hybridisierungssonden Z1 (Gen 13py;), Z2 (Gen 19p,,), S3
(Ry) und S11 (Gen 15p,,) Uberprift. Die hierbei zum Teil abweichenden Ergebnisse im Ver-
gleich zu den Untersuchungen von Schickimaier sind auf den Einsatz unterschiedlicher
Hybridisierungssonden aus verschiedenen Bereichen des jeweiligen Gens zurlickzuflihren.
Abb. 4.A.7. zeigt schematisch die Vorgehensweise, die schlielllich zur Aufklarung der Zu-
sammensetzung der Lysisgenkassette der 46 Phagen fiihrte.

Fur alle untersuchten Phagen werden im Folgenden die Genbezeichnungen von P22 (ber-

nommen.
46 Phagen aus Naturisolaten von Salmonella typhimurium mit mindestens
einem unbekannten Lysisgen
Auswahl des Phagen PS34 zur Untersuchung der Lysisgene 13 und 19
aufgrund von Homologien in den flankierenden Genen 23 und 15
Shotgun-Klonierung des Lysisgenbereiches,
Sequenzierung,
Ordnen der tberlappenden Klone,
Identifizierung der Lysisgene
Herstellung von Hybridisierungssonden der Gene 13ps34 und 19ps34
mittels PCR
Hybridisierung der restlichen 45 Phagen mit den Sonden der Lysisgene
von PS34
44 Phagen besitzen die Lysisgene 1 Phage (PS3) zeigt
13ps34 Und 19ps3s kein Hybridisierungssignal
Sequenzierung des Lysisgenbereichs von
PS3 mittels Primerwalking und
Identifizierung der Lysisgene

Abb. 4.A.7.: Versuchsablauf zur Aufklarung der Lysisgene der 46 untersuchten
Salmonella-Phagen
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4.A.2.1. ldentifizierung der Lysisgene des Phagen PS34

Von den 46 zu prifenden Phagen wurde zunachst der Phage PS34 zur ldentifikation der
Lysisgene herangezogen. Durch Hybridisierung von Southern-Blots der Phagen-DNA mit
den Sonden Z20 (Gen 23p;;) und S11 (Gen 15gs15) zeigte sich, dal die DNA von PS34 Ahn-
lichkeit mit den Genen 15p,, und 23p,; besitzt, die die beiden Lysisgene 13 und 19 flankie-
ren. Die Hybridisierung der EcoRI-behandelten DNA von PS34 mit den beiden Sonden Z20
und S11 lieferte in beiden Fallen ein Signal mit einem ca. 6 kb gro3en Fragment. Daher
konnte davon ausgegangen werden, daf} sich auch die Lysisgene auf diesem Fragment be-
fanden. Eine Klonierung des vollstandigen Bereiches oder einzelner Lysisgene war ohne
weiteres nicht mdglich, da die Lysisgene fur die Wirtszelle letal sind. Deshalb wurde eine
Shotgun-Klonierung des 6 kb-EcoRI-Fragmentes mit Uberlappenden Plasmidinserts durchge-
fuhrt. Dazu wurde das 6 kb-Fragment zunachst mit Taql gespalten und die entstandenen
Subfragmente in die Accl-Schnittstelle des Vektors plC20H ligiert. Die Inserts der daraus
resultierenden Plasmide pAA1/1 — pAA1/26 wurden sequenziert. Da Fragmente mit gleichen
Schnittstellen identische Enden besitzen und nicht Gberlappen, kénnen sie nicht geordnet
werden. Um Uberlappende Sequenzen zu erhalten, wurde analog ein Hpall-Verdau des 6 kb-
EcoRI-Fragmentes durchgefiihrt und die resultierenden Subfragmente in die Accl-
Schnittstelle des Vektors plC19H ligiert. Nach Sequenzierung der Inserts der daraus ent-
standenen Plasmide pAA5/1 — 5/16 konnten anhand der Uberlappungsbereiche mit den In-
serts von pAA1/1 — pAA1/26 die Sequenzen teilweise geordnet werden. Zunachst konnten
auf diese Art drei groliere Fragmente (34.1, 34.3, 34.4) identifiziert werden, die jedoch allei-
ne an Hand der isolierten und sequenzierten Plasmidinserts nicht zu einer zusammenhan-
genden Sequenz zusammengefugt werden konnten (Abb. 4.A.8.).

Die Lage der Sequenzfragmente 34.1, 34.3 und 34.4 zueinander konnte aufgrund von Ahn-
lichkeiten zum P22-Genom festgelegt werden. Die Lage des Inserts von Plasmid 1/15 konnte
ebenfalls an Hand von Ubereinstimmungen zu Gen 23 von P22 bestimmt werden. Zur bes-
seren Ubersicht wird dieses Insert im Folgenden als Fragment 34.2 bezeichnet. Zur
SchlieRung der noch vorhandenen Licken zwischen den einzelnen Fragmenten wurden mit-
tels der bekannten Sequenzen acht Primer ausgewahlt, die sich jeweils an den Endabschnit-
ten der Fragmente befanden. Diese Primer wurden jeweils nach dem Fragment, von dem sie
abstammten, benannt und zusatzlich durch F (Forward) bzw. R (Reverse) gekennzeichnet,
abhangig von der Richtung, in die sequenziert werden sollte. Die Lage der Primer ist in Abb.

4.A.8. eingezeichnet. Sequenziert wurde die Gesamt-DNA des freien Phagen.
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5/16 517 115 116 117 113 1/25 1/3 1/26 11

1/22 1/9 5/8 5/5 5/3 112 5/4
34.1.R 341.F 34.2R 342.F 343.R 343.F 344R 34.4.F
< > <4« > < > < »
| | | |
341 34.2 34.3 34.4

Abb. 4.A.8.: Lage der Taql- und Hpall-Fragmente innerhalb der Fragmene 34.1 — 34.4
Dargestellt ist die Orientierung der einzelnen Klone zueinander und die Lage der Pri-
mer, die zum Sequenzieren der noch offenen Ubergénge zwischen den Fragmenten
34.1 — 34.4 ausgewahlt wurden. Die GroRRe der einzelnen Fragmente ist nicht maf-
stabgetreu, so dal} an Hand dieser Abbildung keine Aussage Uber die tatsachliche
Grolke der Inserts gemacht wird. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind unter
2.5. aufgefuhrt.

Die neuen Sequenzen konnten anhand von Uberlappungen miteinander und mit den bereits
vorhandenen Fragmenten eingeflgt werden. Insgesamt wurde auf diese Art eine zusam-
menhangende Region von 6.709 bp sequenziert. In diesem Bereich konnten verschiedene
ORFs (Open Reading Frames) identifiziert werden, die im Folgenden aufgrund ihrer analo-
gen Lage im P22-Genom mit den Genbezeichnungen von P22 versehen werden. Es handelt
sich hierbei um die ORFs des Gens 23, der Lysisgene 13, 79 und 15, des Gens 3 sowie ei-
nes Teil des Gens 2. Die Gene 23, 2 und 3 gehoren nicht zur Lysisgenkassette. lhre Produk-
te sind an der DNA-Verpackung bei der Phagen-Reifung beteiligt. Die Zuordnung der ORFs
der Gene 23, 15, 3 und 2 erfolgte aul’erdem aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zu den
entsprechenden Genen von P22. Dies bestatigte die Richtigkeit der Annahme der Positions-
gleichheit der einzelnen Gene in den Phagen P22 und PS34. Die Lage der einzelnen Gene

und ihre Aminosauresequenzen sind in der Gesamtsequenz (Abb. 4.A.9.) eingezeichnet.
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GCATGTGCTG
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ATGTTCGAGC GTAATCATCG TCAGCCCCTT ATCGAAGAAC AGCACCGCCT GGCGGCCTAA 5100
GCTACGGAAA TAGCTTCGAG AGCCACTTTC ACAACGGCTC TCCATTACAA AGCCTATCTA 5160
CGGGTGGGCT TGATAATGAA ACCGGAGTTA ATTTCTGGTC ACTAATTAAC GGCAGTACCG 5220
CGAAACAACC CAAGCCAGTA AGTGGGGAAA TAACACTGGC AGCCACTGAA AGATGAACCT 5280
CCTGCCTTAT GGCAAAAAAG ATTCTTTGTG GTGGCGGACT GATGGAAAGA CATCGGTTAT 5340
TGCAGAGGCC ATTCAATGAG TGGTCTAGAC AATGGCTTAT CCCAACAACC GGAGCCAAAA 5400
CAATGGCAGA GATTATTCCC ATGACTGAAG AACAGAAATT CCAGTTAGAG ATTTACAAAC 5460
TGGTCATGAA CCAGAACGCA GCCGCAGAGG AAGCATTTCA ATTCATTGGC ACTGACGAAC 5520
TGAAGCTTGA GCTATTCAAA ATTCACTTCC AGTCAGGCGG CGCTAATTCG GATATCACGA 5580
TCCGCACATT CGAAGCAGTG CGTAAATCTA AGGAAGCGTT AGACCTGTTC ACTACCGGAG 5640
CATGATGTGA GTTGCGTAAT CAATTTGGGT AAGGAGAAGA AATTCCCAAT TACTCAAGAG 5700
CTATACGAGC GGCTGGAAAG CGTCATTCAT TATTACGATG GTGAAATCAG TTTATGTGAG 5760
GCAGTTGGCA CACTCGAATT GCTGAAGCAG TTATTGATTG AAGGCGCGAA AGAGCAATCA 5820
ACCTGAAATA ACAATTAAGT 5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
ACCTGAGCGA CGAAGAGCAA 6360
VE L DA I LDN L S D EE Q
ATCGAATTGC TCGAGCTACT CGAAGAAGAA GAGAACTACC GGAACACACA CCTGCTATAT 6420
I E L L EL L EEZE ENJYUR NTUH L L Y
GAATTTACGC CATACAGCAA ACAGCGTGAG TTCATAGACG CCGGGCATGA CTATCCAGAG 6480
E F TP Y S K QRE F I DA G HUD Y P E
CGATGTTTTA TGGCTGGTAA CCAGCTTGGT AAGTCATTTA CTGGCGCTGC TGAAGTCGCG 6540
R C F M A GN Q L G K SFT GAA E V A
TTTCACCTTA CAGGGCGATA CCCGGGAACG AAAGGTTATC CTGCTGATGG CAAATATGGC 6600
F HL T G R Y P GT KOG JYP A DG K Y G
GGAGAGTGGA AAGGTAAGCG TTTCTATGAG CCAGTTGTCT TCTGGATTGG CGGTGARACA 6660
G EWZ XK G KR F YE PV UV F WIG GE T
AACGAGACTG TAACCAAAAC GACTCAACGC ATCCTGTGCG GGCGTATCG
N E TV T KT T QR I LCG R I
Abb. 4.A.9.: Sequenzierter Bereich von PS34

Die Gene 23, 13, 19, 15, 3 und der sequenzierte Teil von Gen 2 sind farbig unterlegt,
die jeweiligen Start- und Stopcodons unterstrichen. Die vermeintlichen Shine-
Dalgarno-Sequenzen der Gene 13, 19 und 15 sind rot dargestellt. In den codierenden
Bereichen der Gene ist die Aminosauresequenz im 1-Buchstabencode angegeben.
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4.A.2.2. Homologien des sequenzierten 6,7 kb-Bereichs von PS34
zu P22, A und Phage 21

Der sequenzierte 6709 bp groRe Bereich von PS34 zeigt tiber weite Strecken groRe Ahnlich-
keit zu P22 (Abb. 4.A.10.). An dieser Stelle mull noch einmal darauf hingewiesen werden,
daR} die im Folgenden verwendeten Genbezeichnungen 23, 13, 19, 15, 3 und 2 lediglich auf-
grund der Lage ihrer jeweiligen ORFs zu analogen Positionen der ORFs der Gene von P22
eingesetzt werden. Innerhalb der ersten 2950 Basen von PS34 besteht eine Ubereinstim-
mung von 97 % mit P22. In dieser Region liegt der Leserahmen fur das Gen 23, das eine
94-prozentige Ubereinstimmung zu P22 aufweist. Kurz vor Beginn des ORFs von Gen 13
endet die Ahnlichkeit zu P22.

Der unmittelbar vor Gen 13 liegende Bereich von PS34 (200 bp) zeigt starke Ahnlichkeit zu A
(80 %). Dieser Bereich entspricht der Region, in der die Homologie zu P22 endet. Hier liegen
die sogenannten chi-ahnlichen Sequenzen von A, auf deren Rolle als mégliche Rekombina-
tionspunkte in der Diskussion noch naher eingegangen wird.

Dort, wo aufgrund der Positionsgleichheit der ORFs Gen 13 erwartet wird, konnten weder
auf Nukleotid- noch auf Proteinebene Homologien zu einem der bekannten Holine der lamb-
doiden Phagen nachgewiesen werden. Da es sich bei Gen 13 um ein essentielles Gen han-
delt, mull davon ausgegangen werden, dal} es sich hierbei um ein neues, bisher noch nicht
bekanntes Holingen handelt. Ein Datenbank-Vergleich mit dem Computerprogramm "Blast”
[Altschul, S. et al., 1990] auf Proteinebene ergab sowohl eine Ahnlichkeit zu dem holin-
analogen regA-Protein von Serratia marcescens (30%) als auch eine Ubereinstimmung mit
einer Holinprotein-Sequenz in Haemophilus somnus (32 %) (Abb.4.A.11.).

Auch Gen 19 stellt flir den P22-Ast der lambdoiden Familie ein neues Gen dar. Es ist nahezu
identisch mit Gen Rpnage 21, ZU dem die Homologie auf Nukleotidebene 90 % betragt. Bislang
wurde dieses Gen, dessen gp ein Lysozym darstellt, lediglich beim Phagen 21, einem Vertre-
ter des A-Astes der Familie, gefunden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dieses Gen 19 zum
ersten Mal bei einem Phagen des P22-Astes nachgewiesen werden.

Mit geringfliigigen Abweichungen besitzt PS34 ebenfalls das bereits bekannte Allel des
Gens 15, das auch in P22, Phage 21 und A vorhanden ist. Die Gesamthomologie zu P22
betragt 95%.
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A)
PS34/gpl3 4 MPKIRENFEYSFGGLTAMGGILSLNDWAVEEGILCTUGTEGENWYYRRK 52
M+KI H* HYH A G LS DA F¥c +GTF +NWYY+RK

S. marcescens/gp recA 16 MEKITSEIFYAMALFLAWLGKLSPODIAFEVGAAVGEGTEFLUNWYYRRK 64

B)

PS34/gpl3 2  NRMDKIREWFSYSFGGLTAMGGILSLNDWAVIIGILCTNGTFGINWYYKRKE 53
FMK E G Af +L DWA I GIL #F T INWYYK KE

H. somnus/ 3 [ENMLKNSETTGAYVGSAIARYSGFELADWAAIFGILFGHFTMLINWYYKNKE 54

Holin-Protein

Orfé6

Abb. 4.A.11.: Datenbankvergleich von Gen 13ps34

Dargestellt sind jeweils Ausziige der AS-Sequenzen der Genprodukte.
IA: identische AS
IA: AS mit ahnlichen Eigenschaften

Im Gegensatz zu den bekannten Lysisgenen der Phagen P22, A und Phage 21 besitzen die
drei Lysisgene von PS34 nur zum Teil Uberlappende Leserahmen. Man findet diese nur bei
den Genen 13 und 79. Das Startcodon fir Gen 75 beginnt erst 99 bp nach dem Stopcodon
fur Gen 19. Tatsachlich findet sich fir Gen 15 innerhalb dieses Spacerbereichs auch eine
zweite, eigene Shine-Dalgarno-Sequenz (siehe Abb. 4.A.9.).

Stromabwarts von Gen 15 besteht zunachst Gber ca. 1000 bp keine Homologie zu einem der
drei Standardphagen P22, A oder Phage 21. Erst dann ist der Phage PS34 wieder Uber
186 bp homolog zu P22 (95 %). Es folgt in PS34 im Vergleich zu P22 eine Deletion von
645 bp. Im Anschluf3 daran sind die Sequenzen von P22 und PS34 uber Gen 3 (94 % Homo-
logie) in Gen 2 (96 % Homologie innerhalb der ersten 393 Basen) homolog bis zum Ende
des sequenzierten Bereiches. Die Gesamthomologie in dieser Region betragt 95 %.

Uber die unmittelbar an die Lysisgene angrenzenden Regionen des Phagen 21 existieren
keinerlei Sequenzinformationen.

Abb. 4.A.12. zeigt die Uberginge zwischen homologen und nicht-homologen Sequenzen

zwischen PS34 und den Phagen P22 und Phage 21 im Bereich der Lysisgene.
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A) Homologien zwischen PS34, P22 und A zwischen Gen 23 und 13:

PS34

P22

PS34

P22

A

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

Gen 23
CGGTCACGCG

ERRRRERN
CGGTCACGCG

CTTTTTGAAT

FEEEEEETT
CTTTTTGAAT

CCGTTGTGCT
[ Il
AAGCCCTGAG

LT ErTd
AAGCCCTGAG

GTCATCGCCG
[ |
CCCTATCACC

NERRRRERN
CCCTATCACC

TTCATTAGTA
[
GGGCGTTTTA

NERRRRERN
GGGCGTTTTA

GGAGGTCGCG
[ Il
AGAGGCTTCG

L T
AGAGACTGCG

g — A

TTAARATAGAG
NERRERERN
TTAAATAGAG

I |
ATTGAACAAA

TTAATAGCAT

[AERARRRERN
TTAATAGCAT

AAAGTTGGGT

(ARRRERERN
ARAGTTGGGT

GAATTAAGCG
Il
TTTAACCGCT

(ARRRERERN
TTTAACCGCT

CCCAGCAACA
Il
AATCACCAGA

(ARRRERERN
AATCACCAGA

ATAGTTACGC

CACAAAAGAA

(ARRRERERN
CACAAAAGAA

CTAACAACCT
FEEEETEET
CTAACAACCT

FErrr il
CTAACTGCCT

_ AAACACAGT
[ERRRREEN
_ AAACACAGT

[
CAAA AT GT

CAAATCCCCT
[AERRRRERE
CARATCCCCT

[
TCCTCACGGT

GATTGCTACG

FEEEEE 1l
GATTGCCACG

AAATTTGACT

(ARRRERERN
ARATTTGACT

AATACCGGAA
|
CGGGGCATTT

FEEEEE T
CGGGGCTTTT

GCACAACCCA
FEEE
ACACATCCAG

(AERRERERN
ACACATCCAG

TGCGGCCTTT
|
AACCCAGAAC

(AERRERERN
AACCCAGAAC

CCTGCC_GTT

FEEETEEET
CCTGCC_GTT

[N
CTTGCCTGAT

AGCCTGGATT

(AERRERERN
AGCCTGGATT

el
ATCCTGGATT

TATTGGGGGT

[
CTATGAAGGG

|
CGTGAGGTAA

GATGGCAACA

FEEEEEETT
GATGGCAACA

CAACGA_TGG

[ARRRREEN
CAACGAATGG

GCAGAACCGG
I
TGCGTTTTAA

FEEEEEETT
TGCGTTTTAA

AACTGAGCCG
|

ATACCCTTGC
(AERRERERN

ATACCCTTGC

TACACATGAC
I I
TATGGCTGGG
[ERRRRREN
TATGGCTGG

TTGCCCGTGC
FEEEEEEET
TTGCCCGTGC

PR T
CTGCCCATGC

TGTTCTATCA
(AERRERERN
TGTTCTATCA

FEEEEE 1
TGTTCTTTCC

TATTAACAGC

LR
TATTAACAGC

ATAAATGCAC

(ARRRERERN
ATAAATGCAC

ATCACCAAAT
[
GCACGACATT

LT
GCACGACACT

TAGCCACTGT
I I
TCATTCGTGG

(AERRERERN
TCATTCGTGG

Chi-ahnliche Sequenzen

CTTCGTGAAA
FEEEEETT
CTTCGTGAAG

(AERRERERN
CTTCGTGAAG

ATATCGGTCA
FEEEEEETT
ATATCGGTCA

Il I
_TCTTAATCA

GTAATCGACC
(AERRERERN
GTAATCGACC

FEE
AATATCAACC

ATGATATTGA

EEERERERE
ATGATATTGA

TCGTTAAATA

FEEEEEEET
TCGTTAAATA

GCGTACAGGC
[
TCTGAAAGCG

(AERRERERN
TCTGAAAGCG

CTGTCCTGAA
| I
CGACGGGGTA

[EERERRREE
CGACGGGGTA

GCGGGTGGCA
FEEETET
ATGGGTGGCA

FEEEEEETT
ATGGGTGGCA

CGAACAAATC
FEEEEEETT
CGAACAAATC

FETrrrr
CGGACAAACC

TTATTCCTAA
FEEEEEETT
TTATTCCTAA

| |
AATTCATAAC

B) Homologien zwischen PS34 und Phage 21 zwischen Gen 713 und 19:

PS34
Phage 21
PS34
Phage 21
PS34

Phage 21
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C) Homologien zwischen PS34 und Phage 21 im Bereich zwischen Gen 79 und 15:

PS34
Phage
PS34

Phage

PS34

Phage

PS34

Phage

21

21

21

21

EAFEAGCGTG ATTTGCTTTT TCATGGCAGC GTTGTTCGCA TTCAATGGCA

e

Gen 15

ACGATGCGTG GCCGTGGTTT CTGTCCGTTG GGGTGTTGAT GTCATGAGTC GGTTAACCGC

ACA GAGTAACCGC

GATTATCTCC GCTCTGGTTA TCTGCATCAT CGTCTGCCAG TCATGGGCGG TTAATCATTA

GATTATCTCC GCTCTGGTTA TCTGCATCAT CGTCTGCCTG TCATGGGCTG TTAATCATTA

D) Homologien zwischen PS34 und P22 im Bereich zwischen Gen 79 und 15:

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

PS34

P22

TCAACATAGG TAAATCAGCA TTTGCCGGCT CTACCGTTCT TCGCCAGTTG AATTTAAAGA

fGEEEEEAEE ARTEAGCGTG ATTTGCTTTT TCATGGCAGC GTTGTTCGCA TTCAATGGCA

Gen 15

ACGATGCGTG GCCGTGGTTT CTGTCCGTTG GGGTGTTGAT GTCATGAGTC

[ ERRRN
GTGAGTC

GATTATCTCC GCTCTGGTTA TCTGCATCAT CGTCTGCCAG TCATGGGCGG

AATTATTGCG TCTGTCATTA TCTGCATCAT CGTCTGTCTT TCGTGGGCTG

GGTTAACCGC

[
GTATTAAGGC

TTAATCATTA

AERRRRRN
TTAATCATTA

E) Homologien zwischen PS34 und P22 im Endbereich von Gen 15:

PS34 g:XGigAACC GCGCAGGTTA ACTACCTGCA GGACTACATC AGGACACAAT GCCTGAAATA

b2 CAGGATAACC GCGCAGGTTA ACTACCTGCA GGAGTACATC AGGAGTCAGT GCTTARRATA

PS34 ATTTCCATCA CATAGAAATT TGACAAGTGA CTTTCATGAA AATGCCTCGT AATGCGGGGC

P22 ATTTTAATTT CACTGAAATT TAACAAGTGA CTTTCAGGAR AATGCCTCGC AGATGCGGGG

PS34 TTTTTTATAT CCGCAGTAAA TGCGCTTCAC ACGCGCTACT TCTGAACACA GAACCTTTCA

P22 CG%%%%TGTA TAéGTé%TTC ACéééGCACé GéAGCGCAéA AéAACCACéG AgcéTGACéC

PS34 GGATGACCCT TGAGGATGCC GGTTTGGTGA TCGGTGCCTT TCTGTGGGCC GGAATCGTGT

P22 TTTééAATGG GCCTTTGAGG ATACC;&T;A G;Gé%GéCGA éCCTééGTGG GCTG

Abb. 4.A.12.: Uberginge zwischen homologen und nicht-homologen Bereichen zwischen

PS34, P22, Phage 21 und A

Die Start und Stopcodons der einzelnen Gene sind rot markiert, homologe Basen sind

durch senkrechte Striche markiert.
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4.A.2.3. Uberpriifung der Lysisgene der restlichen 45 Phagen mit
Hybridisierungssonden aus den Lysisgenen des Phagen
PS34

Nach Identifikation der Lysisgene 13 und 79 des Phagen PS34 war es maoglich, durch Aus-
wahl geeigneter Primer mittels PCR Hybridisierungssonden von diesen Genen herzustellen
(Tab. 4.A.1.). Im Anschluf3 daran wurden Southern-Blots der noch zu Uberprifenden 45
Phagen mit den Sonden Z21 (Gen 13ps34) und Z22 (Gen 19ps34) hybridisiert.

Sonde Gen Funktion/ GroRe (bp) markiertes Fragment Hybridisierungs-
(Abstammung) Genprodukt temperatur (°C)
Z21 13 (PS34) Lyse/Holin 207 PCR-Fragment aus PS34 mit 48
den Primern 34/13-F1 und
34/13-R1
222 19 (PS34) Lyse/Endolysin 501 PCR-Fragment aus PS34 mit 44
den Primern 34/19-F1 und
34/13-R1
Tab.4.A.1.: Hybridisierungssonden zur Analyse der Lysisgene der restlichen 45 Phagen

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind in Material und Methoden unter Punkt
2.5. aufgefiihrt.

Dabei stellte sich heraus, dal® 44 der 45 untersuchten Phagen mit beiden Sonden ein Hybri-
disierungssignal lieferten und demzufolge die gleiche Lysisgenkassette besitzen wie der
Phage PS34. Lediglich der Phage PS3 zeigte mit keiner der verwendeten Sonden ein Signal,
so dall davon ausgegangen werden mufte, dald er neue, noch nicht identifizierte Allele der

Lysisgenkassette besitzt.

4.A.2.4. |Identifizierung der Lysisgene des Phagen PS3

Zur |dentifikation der Lysisgene von PS3 mulfdte zunachst ein Ansatzpunkt gefunden werden.
Aufgrund der Positionsgleichheit von Genen mit analogen Funktionen im Genom der lamb-
doiden Phagen konnte davon ausgegangen werden, daf} sich auch die Lysisgene von PS3 in
dem entsprechenden Genomabschnitt zwischen Gen 23 und Gen 3 befinden mufiten. Aus
diesem Grund wurde PS3 analog zu PS34 zunéachst auf Homologien zu P22 in diesen be-
nachbarten Regionen der Lysisgene gepruft. Hybridisierungen von Southern-Blots mit den,
bereits zur Identifizierung der Lysisgene von PS34 verwendeten, Sonden Z20

(Gen 23p2,) und S11 (Gen 15gs4g) lieferten jedoch keine Signale mit PS3. Die einzige Hybri-
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disierungssonde, mit der PS3 ein positives Signal ergab, umfalite den Bereich des Struktur-
gens Tpy, (S7). Zwischen Gen 7 und den Lysisgenen liegen bei P22 ca. 4.000 bp. Aufgrund
des gleichartigen Genomaufbaus aller lambdoiden Phagen war anzunehmen, dal} dieser
Bereich bei PS3 eine ahnliche GrolRe einnimmt. Dies stellte fir die Sequenzierung einen zu
grolien Bereich dar, der fiir die Identifizierung der Lysisgene nicht von Interesse war. Des-
halb wurde zunachst nach einem anderen Ausgangspunkt flr ein darauffolgendes Primer-
walking gesucht. Da in dem rechts der Lysisgene gelegenen Bereich weitgehende Ahnlich-
keiten zwischen den Phagen PS34 und P22 gefunden wurden (siehe Abschnitt 4.A.2.1.), lag
die Vermutung nahe, dal® zumindest ein Teil dieser homologen Sequenzen auch in PS3
existierte. Aus der Shotgun-Klonierung von PS34 stammende Plasmidinserts dieses Berei-
ches und aus Gen 75 wurden deshalb als Sonden zur Hybridisierung (Tab. 4.A.2.) von Sou-

thern-blots der Phagen-DNA von PS3 eingesetzt.

Sonde Abstammung GroRe (bp) markiertes Fragment Hybridisierungs-
temperatur (°C)
223 PS34 7 Pstl/Xbal-Fragment aus 48
Klon pAA 1/3
224 PS34 1617 Pstl/Xbal-Fragment aus 48
Klon pAA 5/4
225 PS34 288 Pstl/Xbal-Fragment aus 48
Klon pAA 5/3
226 PS34 474 Pstl/Xbal-Fragment aus 48
Klon pAA 1/12

Tab.4.A.2.: Hybridisierungssonden zur Analyse von PS3
Die Sequenzen der verwendeten Primer (M13/pUC universal und revers) sind in Ma-
terial und Methoden unter Punkt 2.5. aufgeflhrt.

In Abb. 4.A.13. ist die Lage der zur Hybridisierung verwendeten Sonden aus Gen 75 und

dem Nachbarbereich der Lysisgene von PS34 dargestellt.

N
N
(&}
N
N
w

224

226

Gen 19 Gen 2
™ Gen13 ™ Gen 15 Gen 3 PS34
L ] I |

Abb. 4.A.13.: Lage der zur Analyse von PS3 verwendeten Hybridisierungssonden in PS34
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Um ein Fragment geeigneter Grof3e zur Subklonierung zu identifizieren, wurden verschiede-
ne Restriktionsenzyme zur Herstellung der Southern-Blots eingesetzt: EcoRl, BamHlI, Clal,
Hindlll, Ndel und Stul. Als Positivkontrollen wurde jeweils ein EcoRI-Verdau der Phagen P22
und PS34 mitgefiihrt. Hybridisierungen mit den Sonden Z23 und Z25 lieferten keine Signale.
Positive Ergebnisse lieferten die Hybridisierungen mit den Sonden Z24 und Z26. Zur an-
schlielenden Shotgun-Klonierung wurde ein 4,5 kb gro3es Clal-Fragment ausgewahlt, das
Signale mit den beiden Sonden lieferte (Abb. 4.A.14.).

E = Z g I = E = % g I =

xﬂﬂ°mE_i—_ xﬂﬂ°mg_$—_
5 o8 8 8 ® £ 3 3T 5 o8 89 8 ® £ 3 3T
= Wy WLa 0 T 2 9 = Wy WLa 0o T =2 9

w w

o0 N MO M M M O Mo o O N MO M M M ™M Mo o
¥ N O O n unu uoun uw ¥ N O OO n unu uoun uw
- O Ao oA o oA o o - O A oA o oo o

4,5 kb Clal

Abb. 4.A.14.: Hybridisierung verschiedener Restriktionen von PS3 zur Identifizierung eines
Fragmentes geeigneter GroRe zur anschlieBenden Subklonierung
Restriktionspaltung von PS3 mit verschiedenen Enzymen und der dazugehérige Sou-
thern-Blot nach Hybridisierung mit Sonde Z26. Als GrofRenstandard wurde der
1 kb-Marker aufgetragen, als positive Kontrollen EcoRI-restringierte DNA der Phagen
P22 und PS34. Die Pfeile markieren die Lage des anschliefend subklonierten Clal-
Fragmentes von PS3.

Die Subklonierung des Fragmentes erfolgte analog zu den Experimenten in 4.A.2.1. mit
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Uberlappenden Taql- und Hpall-Klonen in die Accl-Schnittstelle des Vektors plIC20H. Die
daraus erhaltenen Inserts der Plasmide pAA34/1 - 34/12 (Hpall) und pAA35/13 — 35/24
(Taql) wurden im Anschlu® sequenziert. Durch Vergleich der Sequenzen mit den entspre-
chenden Regionen von PS34 und P22 konnte schlielich eine Homologie zwischen dem
Plasmidinsert von pAA34/12 und P22 bzw. PS34 nachgewiesen werden, die im Bereich von
Gen 3 liegt (Abb. 4.A.16.). Von hier ausgehend wurde durch Auswahl geeigneter Primer aus
der jeweils neuesten bekannten Sequenz ein Primerwalking in Richtung Lysisgene durchge-
fuhrt. AulRerdem wurde mit Hilfe eines weiteren Primers die Sequenz von Gen 3 in Richtung
Gen 2 vervollstandigt. Die Lage der einzelnen Primer ist in der Gesamtsequenz von PS3
(Abb. 4.A.15.) dargestellt. Insgesamt wurde ein Bereich von 3.563 bp sequenziert, in dem

aufgrund ihrer Lage an anlogen Positionen im Genom von P22 ORFs der Gene 13, 19, 15, 3

sowie ein Teil des ORFs von Gen 2 identifiziert werden konnten.

TAGAGGGTAA GCTGCCGTTA GTGACTCTTA AGTTGCAACG GTGGCTTTTT TATTTGGGTC 60
AGTCGTATAA AGGTCATTAC GGAAGGCTGT TAACCTTCTT ATCGTGGTTC GAGTCCACGC 120
TGTCCCGCCA AACATGCTGG TTTAGCTCAA TGGTTGGAGC GCCTTCCTAA GAAGGGAGTT 180
GCGGTTCAGT TCCGTCAATC AGCACCAACC AATCCCGCTG GCAGGGATTG CAGGCCGTAG 240
AGTATACGTG CCTTACCCTC TTATCTTCTT GCCCACCTAG CCGTGGGCTT TTCATTCAGG 300
CCGCCGACAA TCACCCTCAT AAGCCACGTA CCTATCATGT CGGACGGCCT TTCCCCACTA 360
CAAATACAGC ACCCCGTTTC TTCGGAGGTG 420
480
540
600
660
GTTTAAATTT 720
M Q T N K F K F
TCTCAGCGTA GCGAGAAGAA CCTGAACGGA GTTAATCCTG ACCTGGTCAA AGTGATCCGC 780
S Q R S E K N L N G V N P D L V K vV I R
CGAGCACTGG AAATTACACC AGTAGACTTC ATCGTTATCG AAGGGGTGAG AACACAAGCC 840
R A L E I T P VvV D F I VvV I E G V R T Q A
AGGCAGAAAG ATATGGTTGC TACTGGGAAG TCACAGACGA TGAACAGCCG CCACCTGAGT 9200
R Q K D M V A T G K S Q T M N S R H L S
GGTAATGCTG TCGACATCAT CCCGGTTAAC ACTACCTGCA AGATTGAAGA GTTCAAGCCG 960
G N A V D I I P V N T T C K I E E F K P
TTGCTCAAGG CGGTTAAACA GGCAGCTGAT GAACAGGGCA TGAAACTACG ATTCGGCATT 1020
L L K A V K Q A A D E Q G M K L R F G I
AACTGGAAGC ATGATCCGTC ACTGCCCATT GAAACCAAAT TCATCGATGC CCCCCACGTT 1080
N W K H D P S L P I E T K F I D A P H V
Stop 19
GAGATACCCG 1140
E I P A
1200

1260
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GAAGCAAAAG
GGAGTTAATT
GGGGAAAAAA

PAZ3-R3
TTCTTTGTGG
GGTCTCGACA
TGACAGAATT
CAGCAGAGAA
ACCAACTGGT
GTGAGGCAAA
AGTGGCCTAA
GTCGTTCAAA
ATGAGATGCT
ACCTGCTTGG

CATTTTATGT
ACTGCTACAT
AAGAAGGAGC
TGCTGACGGT
AAGTGCAAAC
AGCCGTATTC
CTATATGAGC
TGCAGAGACG
AGGTTCAGCG

ACTT

CGAAGTAGCC
TCTGGTCACC
CACTGGCAGC

ATTACAAAGC
AATTAACGGC
CAGATGAAAG

CCATCTACGG
AGTACCACGT
ATTGATCCTC

TGGCGGACTG
ATGGCTTATC
ACAGCAGATG
AGCGATCGCA
TTTGGCGCAG
AGAAGCGTTA
ACTTCCCCGG
GGAAGAGTGG
GGCGGGGGCA
TGTATTCAAT

PAZ3-R2 <«

CTGCCGAGAT
GCTTGACAGA
CAAGTAATGG
GTATATGTGT
GCAGAATTCG
AAGCCGGAGG
AAGACAGCAT
GCGGATAAGT
TCCTTTGATG

7
AC
%////////////////////////////////////////////// 7

A I L

D N L

ATGGAAAGAC
CCAACAACCG
AACCTCGATA
TTCGTTGCTG
GGTGAAGGAA
GACCTGTTCA
TTCTTCGTGC
GATCAGGCTT
ACACAGTCAT
GGTGAGGCGG

ATCGGTTATT
GAGCCAACAC
TCCTCCGTTT
GAAGTAAGCT
CGGCATTAGC
CTGCCGGAGC
CATTGTTCCA
GCATTCATCT
ATTGCAATAC
CCACATTGGT

GTGGGCTTGA
AGCAACCCAA
CTGCCTTATG

GCAGGGGCTA
AATGGCAGAG
AGTTCAAAGC
GAACTTCGAA
TCGCGCAGAA
ATAACGAATG
TAGCGCCAAT
TGGAGTTGGT
CGAAACAGGC
TCATGAATGC

GTTGGTGTAA
ATGTTCAGTC
CAAACCCAAA
CTGCGCTTCC
TCGGCCCGTA
TTGGCGGATA
TTGAAGCTAA
TATCTACTGC
GTTCGGCTAA

S D E E

CCACTTATCC
ACTTCCTGCC
CTTCACGCCA
GATTAAAGCT
TGCTGACCAG
TCTGTTCCGG
CTACACTTCT
CCGCACTATC
CGTGACTATC

Q0 I E

TGGCGACGCA
GTTCTTTCAT
TCATGGCCTC
ATCAAATACG
TACATGTCAG
AGCCAGTACG
GCAAGCGGTT
ACACTAACCG
GAAACAACAT

L L E

AACCAAAGCG

TAATGAAACC
GCCAGTAAGT
GCAAAAAAGA

TTCAATGAGT
ATTACAGCAT
GATACCGCAG
CTGTTCAAAG
AAGCCTATTC
GCAAAGACGA
GTCTACCTGT
AGCGGCGGGA
GAGAATCTTT
GCTCACGTTG

AACGAAACCT
GAACCAGAAA
TATACAAAGA
CTAATGACGG
CGCAAACAGT
GCGAGCTGCT
CAGTAGCTAA
GAGCGGTCAC
CAGGAAGTTA

L L E E

AAGAAGAGAA CTACCGAAAT ACACACTTGC TATATGAGTT TACGCCATAC AGCAAACAGC

1320

1380

1440

1500

1560

1620
1680
1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480
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E EN Y RN T HUL L Y E F T P Y S K Q R
GTGAGTTCAT CGACGCAGGT CATGATTATC CAGAGCGATG TTTTATGGCT GGTAACCAGC 3540
E F I D A G H DY P E RC F MA G N Q L
TTGGTAAGTC ATTTACTGGC GCT

G K s F T G A

Abb. 4.A.15.: Sequenzierter Bereich von PS3
Die ORFs der Gene 13, 19, 15, 3 und der sequenzierte Bereich des ORFs von Gen 2
sind farbig unterlegt, die jeweiligen Start- und Stopcodons unterstrichen. In den codie-
renden Bereichen der Gene ist die Aminosauresequenz im 1-Buchstabencode ange-
geben. Die Lagen der verwendeten Primer sind durch Pfeile tiber der jeweiligen Se-
quenz dargestellt.

4.A.2.5. Homologien des sequenzierten 3,5 kb-Bereichs von PS3 zu
P22, ) und Phage 21

Innerhalb des sequenzierten 3,5 kb-Bereiches besitzt der Phage PS3 in grofen Teilen nur
wenig Ahnlichkeit auf der Sequenzebene zu P22 (Abb. 4.A.16.), keinerlei Ahnlichkeit konnte
zu den Phagen L und 21 nachgewiesen werden. Auf die fehlenden Ubereinstimmungen deu-
teten bereits die Hybridisierungsexperimente zur Genomanalyse hin (vgl. Abb. 4.A.6.). Auch
hier mufy darauf hingewiesen werden, daf® die im Folgenden verwendeten Genbezeichnun-
gen lediglich aufgrund gleicher Positionen der dazugehoérigen Leserahmen an entsprechen-
der Stelle im P22-Genom eingesetzt werden.

Der links von Gen 13 liegende Bereich weist keinerlei Ahnlichkeiten zu bekannten Sequen-
zen anderer Vertreter der lambdoiden Familie auf.

Auch Gen 13ps; zeigt zu keinem der bekannten Holingene lambdoider Phagen Homologien.
Ein Datenbank-Vergleich auf Proteinebene mit dem Computerprogramm "Blast” [Altschul, S.
et al, 1990] fur gp 13 ergab jedoch eine Gesamtibereinstimmung von 11,3 % mit einem hy-
pothetischen integralen Membranprotein von Helicobacter pylori (Abb. 4.A.17.). Anson-sten
konnten weder auf Nukleotid- noch auf Aminosaureebene Homologien zu bekannten Genen
oder Proteinen nachgewiesen werden. Es mul® also davon ausgegangen werden, dal} es

sich bei Gen 13ps3 um ein neues, bisher noch nicht beschriebenes Holingen handelt.
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Abb. 4.A.16.: Homologien des sequenzierten Bereichs von PS3 zu P22
Im oberen Teil der Abbildung ist die Lage der Hybridisierungssonde S11 aus
Gen 15g515 dargestellt, sowie die im 5-Bereich des Gens vorhandene Homologie zu
Gen 15p,,. Die genaue Position des Plasmidinserts von pAA34/12 aus PS3 ist eben-
falls gekennzeichnet.

Gen 19p5; zeigt ebenfalls keinerlei Ahnlichkeit zu einem der bekannten Endolysin-Gene der

lambdoiden Phagen. Allerdings ergab ein Datenbank-Vergleich eine Gesamtilibereinstim-

mung von 12,8 % auf Proteinebene zwischen gp 19es3 und gp PLY118 des Phagen A118

von Lysteria monocytogenes (Abb. 4.A.17.). Bei letzterem handelt es sich um eine L-

Alanoyl-D-Glutamat-Peptidase, die zur Gruppe der Endopeptidasen gehért (siehe auch Ab-

schnitt 4.A.1.).



114 EVOLUTION AUF MODULEBENE IN EINER NATURLICHEN
PHAGENPOPULATION — A. ERGEBNISSE

Die beschriebenen Ubereinstimmungen von 11,3 % bzw. 12,8 % auf Proteinebene erschei-
nen zunachst gering. Man muf} jedoch beachten, dal} es sich hierbei um Gesamthomologien
handelt. Bei naherer Betrachtung erkennt man Bereiche innerhalb der Gesamtsequenzen,
die sehr hohe Ahnlichkeitsgrade aufweisen (Abb. 4.A.17.)

A)

PS3/gpl3: 51 IAVSGETGLIGGLISVEGGLSFHMILVTSGIS 82
IA+ FTGt++ G+ + GGL IfsH §G S
H.pylori/integrales Membranprotein: 8 IAIGLETGILSGIFGIGGGLIIVPIMLATGHS 39

B)
PS3/gpl9: 55 EITPWBrEVIEGVRTOAROKDMVAEGKSOTMNSRALSGNAVDIE 98
E &+ [+ E #RT+ #Q V #G SQTM S HL G A+D 4+
A118/gp PLY118 32 ESNGEEVEIYETERTREQQAANVNSGASOTMRSYHLVGQAEDFN 75
Abb. 4.A.17.: Datenbankvergleich der Gene 13ps3; und 79pg;

Dargestellt sind jeweils Ausziige der AS-Sequenzen der Genprodukte.
IA: identische AS
IA: AS mit ahnlichen Eigenschaften

Bei der Hybridisierung mit Sonde S11 (Gen 75gs1s) konnte kein Signal nachgewiesen wer-
den. Die Sequenzanalyse ergab jedoch, dald auch PS3 ein Allel des bereits bekannten
Gens 15p,;, besitzt (vgl. Abschnitt 4.A.2.6.).

Diese beiden unterschiedlichen Ergebnisse werden verstandlich, wenn man den Bereich
betrachtet, den die Hybridisierungssonde erfal’t (Abb.4.A.16.). Sonde S11 wurde aus dem
5‘-Bereich des Phagen ES18 préapariert, in dem zu Gen 15p,; eine Ubereinstimmung von
96 % besteht. Diese nimmt im 3‘-Bereich des Gens ab. Dort zeigt ES18 grofiere Homologien
zu A. Der Phage PS3 besitzt jedoch im 3‘-Bereich von Gen 15, der von Sonde S11 nicht er-
fakt wird, groe Ahnlichkeit zu P22 (93 %), wahrend im 5‘-Bereich weniger Ahnlichkeiten zu
beobachten sind.

Auch der stromabwarts von Gen 715 gelegene Bereich weist abgesehen von einer 98 bp-
langen Region mit geringer Ahnlichkeit (61 %) zu P22 keinerlei Ubereinstimmung auf Se-

quenzebene zu einem der bekannten lambdoiden Phagen auf. Erst im Bereich der Gene 3
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und 2 bestehen wieder Ahnlichkeiten mit den Sequenzen der entsprechenden Gene von P22
(Gen 3: 91 %, Gen 2: 99 %).

4.A.2.6. Sequenzanalyse der Gene 15p, 15, 715gs1s, 71Sphage21s
15ps3 und 15ps34

Durch die Sequenzvergleiche der Gene 15 der Phagen PS3 und PS34 sowie die Hybridisie-
rungen der ubrigen Phagen mit Sonde 11 konnte gezeigt werden, dal} alle hier untersuchten
Phagen das bereits bekannte Allel von Gen 15 besitzen. Vergleichende Sequenzanalysen
der Gene 15 der Phagen P22, L und ES18 von Schickimaier wiesen bereits auf eine mo-
saikartige Struktur dieser Gene hin [Schickimaier, 1995]. In Abb. 4.A.18. ist ein Vergleich der
bereits bekannten Sequenzen der Gene 15 dieser Phagen mit denen der Phagen 21, PS3
und PS34 dargestellt, der den mosaikartigen Aufbau verdeutlicht. Die Sequenzen enthalten
einzelne Elemente, die zwischen den einzelnen Phagen unterschiedliche Homologiegrade
besitzen. Wahrend PS34 (iber die gesamte Sequenz groRe Ahnlichkeit mit P22 besitzt, zeigt
der Phage PS3 nur im 3'-Bereich Ubereinstimmungen mit P22. Im 5'-Bereich von Gen 15

besitzt PS3 mit keinem der anderen Phagen Ahnlichkeit.
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P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

P22/15.
PS3/15.
PS34/15.
ES18/15.
Phage21/15
Lambda/15.

CAGCGTGATAA -~ ATCATCGCTGATATGCAG
BEGEEEEATA 110 TCATAAGCTGACGCTGRBBRACGECHCARETAD CBACHTEA 8
CAGCGCGACARAAATGCCAGAGAACTGACGCTGEEGAACCGGGTARTTACTGACATACAG

AAGCGTCAACGAGATGTAGCAGAACTCGATGCCAGATACACARAGGAGCTTGCTGATGCT
AAGCGTCAACG"GAUGTAGCC\AGCTCGATGCCAGATACACARAGGAGCTTGCTGATGCT
AAGCGTCAACGTGATGTAGCAGAACTTGACGCCAGATACACAAAGGA/CTTGCTGATGCT
AAGCGTCAGCGTGATGTTGCCGACCTCGATGCAAGATATATARAGGARTTAGCCGATGCG
ATGCGTCAGCGTGATGTTGCTGCGCTCGATGCAARATACACGAAGGAGTTAGCTGATGCG

Abb.4.A.18.:

Vergleichende Sequenzanalyse der Gene 15 der Phagen P22, A, ES18, Phage21,
PS3 und PS34
Ubereinstimmende Nukleotide sind farbig gekennzeichnet.
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4.A.3. Strukturanalyse der Gene 13ps; und 73ps34

Bei den Holingenen handelt es sich um essentielle Gene, die der Phage zur Freisetzung
seiner Nachkommen benétigt. Durch die Untersuchung der Phagen-Kollektion des P22-
Astes im Rahmen dieser Arbeit konnte an entsprechender Stelle in den Phagengenomen der
Phagen PS3 und PS34 jeweils ein ORF identifiziert werden, der weder auf Nukleotid- noch
auf Sequenzebene Ahnlichkeiten zu einem der bekannten Holingene aufweist. Aufgrund der
identischen Lage analoger Gene im Genom der lambdoiden Phagen wird angenommen, dal}

es sich bei den beschriebenen ORFs um zwei neue Allele des Gens 13 handelt.
Weitere Anhaltspunkte fur diese Vermutung liefern die folgenden Vergleiche:

e Die fir die Holingene charakteristischen Strukturen wurden bereits in Abschnitt 4.A.1.
ausfihrlich beschrieben. Beide ,neuen“ Holingene der Phagen PS3 und PS34 besitzen
das duale Startmotiv sowie ein dazwischen liegendes Lysin oder Arginin. Auch die
stromaufwarts von Gen 713 gelegenen Sekundarstrukturen zur Regulation des zahlen-
mafigen Verhaltnisses ihrer Genprodukte sind in den Sequenzen der Gene 13 der bei-
den Phagen vorhanden (Abb. 4.A.19., vgl. auch Abb. 4.A.3.).

e Das Hydrophobizitatsprofil des Holins von PS3 zeigt starke Ahnlichkeit zum Profil des
Holins von P22 (Abb. 4.A.20.), sowohl der C- als auch der N-Terminus sind hydrophil.
Vorhersagen der Sekundarstruktur und die berechnete Anzahl der TMD mit verschiede-
nen Computerprogrammen (siehe Abschnitt 2.20.) deuten auf das Vorhandensein von
zwei bis drei TMD hin (Tab. 4.A.3.). Zusammen mit der Lange von gp 13ps3 von 106 AS
bzw. 102 AS sprechen diese Daten daflr, dal3 es sich bei dem Holin des Phagen PS3

um ein Holin der Klasse | handelt.

e Das Holin des Phagen PS34 ist mit einer Lange von 68 bzw. 65 AS deutlich kleiner. Es
besitzt einen hydrophilen C- und einen hydrophilen N-Terminus. Sein Hydrophobizi-
tatsprofil ahnelt, zumindest in der 3’-Halfte, dem des Phagen 21 (Abb. 4.A.20.). Aller-
dings deuten 3 von 4 Strukturvorhersagen lediglich auf eine TMD hin. Dieses Ergebnis
wird etwas relativiert, wenn man die gleichen Programme auch auf das Holin des Pha-
gen 21 anwendet. Immerhin sagen auch hier zwei von vier Analyseprogrammen nur eine
TMD vorher (Tab. 4.A.3.). Falt man diese Daten zusammen, so mul} das Holin von

PS34 als zur Klasse Il zugehorig eingestuft werden.
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PS3:
U C
U U
U U
G C
Cc G
C G
C A
CcC G MetAlaLysArglMetAsnAsp (13/106)
TACAGCA GGUGGUAUGGCAAAACGUAUGAAUGAC
MetAsnAsp (13/102)
PS34:
U
A U
o) G
C A
U A
C G
C G
C G
CcC G MetTyrArgMetGluLys (13/68)
AGCAAAT UAGAGCAUGUACCGUAUGGACAAA
MetGluLys (13/65)

Abb. 4.A.19.: Sekundarstrukturen in den Translations-Initiations-Regionen der Holin-Gene der
Phagen PS3 und PS34
Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der sdi-Struktur sowie der ersten Basen der
Gene 13p33 und 13ps34

Lambda Phage 21 PS3 PS34
Anzahl | Position | Anzahl | Position | Anzahl | Position | Anzahl | Position
der TMD | der TMD TMD der TMD TMD der TMD TMD der TMD
Predict- 18-35 16-32
Protein 3 45-62 1 36-53 3 48-65 1 25-42
67-84 70-87
14-34 13-29
o 3 40-58 2 ) 3 45-66 1 30-49
61-94 74-94
9-29
Top-Pred 2 39-59 2 7-27 3 47-67 2 6-26
2 64-81 34-54 70-90 29-49
20-42 12-34
SOSUI 2 46-68 1 31-53 2 53.75 1 18-40
Tab.4.A.3.: Vorhersagen der TMD-Anzahl und Positionen mit verschiedenen Computerpro-
grammen

(vgl. 2.20.)
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Abb. 4.A.20.: Hydrophobizitiatsprofile der Holine der Phagen P22, Phage 21, PS34 und PS3

Die x-Achse gibt jeweils die Anzahl der Aminosauren an.
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4. A.4. Funktionalitatstest der Genprodukte 13 der Phagen PS3
und PS34

4.A.4.1. Klonierung der Holingene 13 der Phagen PS3 und PS34

Schon die in 4.A.2. und 4.A.3. beschriebene Lage der ORFs der vermeintlichen Gene 73ps;
und 13ps3s an analoger Position zu Gen 13p,, im Genom von P22 lieferte einen ersten Hin-
weis darauf, dal} es sich um zwei neue Allele des Gens 13 der Lysisgenkassette lambdoider
Bakteriophagen handelt. Der in 4.A.3. durchgeflhrte Vergleich der strukturellen Merkmale
der Gene deutete ebenfalls darauf hin. Im Folgenden sollte diese Vermutung durch einen
Funktionalitatstest geprift und gegebenenfalls bestatigt werden. Um die Funktionalitat der
neuen Holin-Proteine zu testen, mufdten zunachst die Holingene in einen geeigneten Vektor
kloniert werden, in dem anschlieliend eine Expression der Genprodukte mdglich war. Die
Funktion der Holine liegt in der Lasion der Cytoplasmamembran. Dadurch kommt es zu ei-
nem Zusammenbruch des Membranpotentials, der auch ohne Mitwirken des Genproduktes
von Gen 19 (Endolysin) fir die Zellen in den meisten Fallen letal ist (vgl. Abb. 4.A.4.). Die
heute haufig verwendeten Multi-copy-Vektoren (100 und mehr Kopien/Zelle) besitzen in den
meisten Fallen den lac-Promotor /acP, unter dessen Kontrolle die eingefiigten Inserts stehen.
Eine Expression der unter der Kontrolle dieses Promotors stehenden Gene kann durch In-
duktion des Repressors lacl (z. B. durch IPTG) erreicht werden. Befindet sich die lac-
Promotor-Region jedoch auf einem Plasmid mit hoher Kopienzahl, so "titrieren" die vielen
Operator-Kopien den chromosomal-kodierten Repressor aus. Es kommt zur konstitutiven
lac-mRNA-Synthese [Winnacker, 1990]. Mit anderen Worten: selbst in einer optimal repri-
mierten Zelle (ohne Induktor) wirden immer noch gentigend Kopien der toxischen Holingene
gebildet, um die Zelle abzutbéten. Aus diesem Grund scheiterten alle Versuche, die Holingene
von PS3 und PS34 in einen dieser Vektoren einzusetzen, diesen erfolgreich in eine E. coli-
Zelle einzuflhren und hier eine Expression der Holinproteine vollstandig zu reprimieren, was
fur das Uberleben der Zelle essentiell ware. SchlieRlich wurde auf ein 1985 von Stanssens et
al. beschriebenes Kontrollsystem zur Genexpression zurlckgegriffen [Stanssens et al.,
1985], das bereits erfolgreich zur Klonierung letaler Genprodukte eingesetzt wurde (Witte,
personliche Mitteilung). Das hierbei verwendete Plasmid pPLcAT10 ist ein Derivat des
Middle-copy-Vektors pBR322 (ca. 30 Kopien/Zelle) und tragt den P .-Promotor von A unmit-
telbar vor seiner Shine-Dalgarno-Sequenz und der Cloning-site (Abb. 4.A.21.) Durch Einflih-

ren des Plasmids in Zellen des E. coli-Stamms POP2135, die auf ihrem Chromosom den
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temperatur-sensitiven A-Repressor cl857 kodieren, konnte ein System entwickelt werden,
das eine stabile Repression der Genexpression der letalen Holingene erlaubte.

Der temperatursensitiv A-Repressor cl857 ist bei einer Temperatur von 28°C aktiv, der A-
Promotor P_ auf dem Vektor pPLcAT10 wird vollstandig reprimiert und die von ihm aus ge-
steuerte Transkription vollig unterdriickt. Bei einer Temperatur von 42°C liegt der Repressor
hingegen in inaktiver Form vor, die keine Verbindung zum Operator mehr eingehen kann
(Abb. 4.A.21.). Die Initiation der Transkription kann nach Temperaturerh6hung daher unbe-
hindert stattfinden und zur Bildung des gewlinschten Genproduktes fihren. Die Induktion
bendtigt also in diesem Fall, im Gegensatz zu dem zuvor geschilderten lac-System keinen
Zusatz von Induktoren, sondern lediglich eine Temperaturerhéhung von 28°C auf 42°C. Die
Klonierung der Holingene der beiden Phagen PS3 und PS34 erfolgte bei einer Temperatur

von 28°C, um eine vorzeitige Produktion der letalen Holinproteine zu vermeiden.

cl857
42 °C
OLP.
28°C Vektor pPLcAT10
cl857
I I E. coli POP2135
cl857-
Repressorgen

Abb. 4.A.21.: Einsatz eines temperatur-sensitiven Repressors zur Kontrolle des Promotors P,
(modifiziert nach [Winnacker, 1990])
Der chromosomal kodierte, thermolabile Repressor ¢l857 bindet bei einer Temperatur
von 28°C an den auf dem Plasmid liegenden Operator-Bereich O, und verhindert so
die Transkription vom Promotor P, aus. Durch Temperaturerhéhung auf 42°C wird der
Repressor inaktiviert und verlal3t den Operatorbereich, die Transkription kann unge-
hindert stattfinden.
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Wie aus Abb. 4.A.22. ersichtlich, besitzt das Plasmid pPLcAT10 nur wenig geeignete Re-
striktionsschnittstellen zur Ligation eines Inserts. Fir eine effektive Expression ist vor allem
der Abstand des Startcodons zur Shine-Dalgarno-Sequenz entscheidend. Dieser sollte zwi-
schen 5 und 13 Nukleotiden betragen, das Optimum liegt bei 9 Nukleotiden [Gold, 1988].

Da in einem entsprechenden Abstand der Holingene beider Phagen keine passenden
Schnittstellen existierten, wurden die Gene mittels PCR aus der Gesamt-Phagen-DNA ampli-
fiziert. Die hierzu verwendete Pfu-Polymerase (Stratagene) besitzt durch ihre 3-5-
Exonuklease-Proofreading-Aktivitat eine zwolffach geringere Fehlerrate als DNA-
Polymerasen ohne Proof-reading-Aktivitat.

Damit im Anschluf3 an die PCR und Aufreinigung der Produkte eine Ligation in geeignete
Schnittstellen des Vektors pPLcAT10 mdglich war, wurden fiir die PCR-Reaktion Primer
ausgewahlt, die nicht hundertprozentig komplementar zur urspriinglichen Sequenz der Pha-
gen-DNA waren, sondern durch Basenfehlpaarungen die gewlinschten Schnittstellen liefer-
ten (Abb. 4.A.23.: PAZ13/34-F6 und PAZ13/34-R7 bzw. PAZ13/3-F und PAZ13/3-R).

Durch die Wahl unterschiedlicher Schnittstellen auf beiden Seiten von Gen 13 wurde ge-
wahrleistet, dall die Inserts immer nur in einer Richtung in den Vektor eingefiigt werden
konnten. Da PCR-Reaktionen immer blunt-ends liefern, muf3te vor dem Einsetzen der Frag-
mente in den Vektor ein Restriktionsverdau mit den entsprechenden Enzymen durchgefuhrt
werden (Abb. 4.A.22.).

Nach Ligation der PCR-Fragmente in den Vektor pPLcAT10 wurde das Plasmid in E. coli
POP2135 eingeflhrt und die plasmidhaltigen Zellen wurden auf LB-Platten mit Ampicillin
selektioniert. Durch das auf dem Vektor liegende Ampicillin-Resistenzgen sollten auf den
Platten nur diejenigen Zellen wachsen, die den Vektor aufgenommen hatten. Ob diese vek-
torhaltigen Zellen gleichzeitig im Besitz eines Inserts waren, konnte nur durch Sequenzie-
rung der Vektor-DNA geprift werden. Durch Sequenzierung der vollstandigen Inserts in zwei
Richtungen wurde sichergestellt, da} die Sequenz des klonierten Gens fehlerfrei war. Die
Klone, die die Holingene der Phagen PS3 und PS34 enthielten, wurden als pAA50/1 (Gen
13ps3) und pAA47/1 (Gen 13ps34) bezeichnet.
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PS3, Primer PAZ13/34-F6 bzw. PAZ13/3-F
PS34 -

, — Xbal Start Gen13 |— 1

Primer PAZ13/34-R7 bzw. PAZ13-R
/ ¥ _[ stopGen1z | Hindll __ s

PCR
XballHindlll-
Verdau Esht Saf Gl 0 amal  Semrl el 3
LS d_ﬂ_ﬂ_p‘
5 Xbal Hindlll 3

Xbal/Hindlll-
Verdau

i

Ligation
Transformation in pAA47/1
—
POP2135 pAA50/1

Abb. 4.A.22.: Klonierung der Holingene 13 der Phagen PS3 und PS34

Die Phagen-DNA ist rot dargestellt, die durch Fehlpaarung der Primer entstandenen

Restriktionsschnittstellen sind blau gekennzeichnet.
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PAZ13/34-F6: Xbal
5' CTATGAAGCTCTAGAGCATGTA 3°

PS34/13: Gen 13 —p

5'...CCCCTCTATGAAGGGGTAGAGCATGTACC. ... .. ATAGCGTAATACGCGGCGATAAGTGGCGGGGCTATTGC. . .3

3'...GGGGAGATACTTCCCCATCTCGTACATGG. . . . .. TATCGCATTATGCGCCGCTATTCACCGCCCCGATAACG. .. 5"

3' CGCCGCTATTCGAAGCCCCGAT 5°

HindIII PAZ13/34-R7

Abb.4.A.23.: Primerauswabhl fir PCR am Beispiel von Gen 13 von PS34

Dargestellt ist die Originalsequenz von PS34 sowie die beiden Primer
PAZ13/34-F6 und PAZ13/34-R7. In der Originalsequenz sind die Basen, die in den
Primern ausgetauscht wurden rot gekennzeichnet, in den Primern sind die daraus
resultierenden Schnittstellen rot markiert.

4.A.4.2. Komplementationstest

Eine Erhdhung der Inkubationstemperatur auf 42°C oder ein Temperatur-shift von 28°C auf
42°C wahrend des Hochwachsens von pAA47/1 bzw. pAA50/1 sollte zur Expression von
Gen 13 und damit zum Absterben der Zellen fiihren. Es stellte sich jedoch heraus, dalk die
Zellen sowohl bei 28°C als auch 42°C Wachstum zeigten. Aus diesem Grund multe zu-
nachst die Funktionalitdt der Genprodukte der beiden klonierten Holingene angezweifelt
werden.

Am Ende des lytischen Zyklus eines Phagen liegen in einer Wirtszelle 1000 bis 5000 Holin-
molekile vor [Zagotta und Wilson, 1990; Chang et al., 1995; Blasi und Young, 1996]. Das
verwendete Plasmid pPLcAT10 ist jedoch ein Middle-copy-Plasmid mit ca. 30 Kopien pro
Zelle. Es war also denkbar, dal® die Molekilanzahl der Holine, die bei 42°C in pAA47/1 bzw.
pAA50/1 gebildet wurde, nicht ausreichte, um das Membranpotential der Wirtszelle ernsthaft
zu gefahrden.

Da kein anderer Vektor mit einer héheren Kopienanzahl, unter gleichzeitiger Kontrolle des -
P.-Promotors durch den A-Repressor ¢l857, zur Verfiigung stand, wurde zur Uberprifung
der Funktionalitat der beiden Holingene von PS3 und PS34 der im Folgenden beschriebene

Komplementationstest durchgefihrt:

Der Phage ASam7 besitzt eine Amber-Mutation in seinem Holingen, dem S-Gen. Er kann in
einer normalen E. coli-Wirtszelle zwar vermehrt werden, die reifen Phagenpartikel kbnnen

jedoch die Zelle nicht mehr verlassen, da die Lyse des Bakteriums ohne das Genprodukt des
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S-Gens nicht stattfinden kann. ASam7 kann jedoch auf einem sogenannten supF-Stamm
(z. B. E. coli LE392 oder E. coli NM538) vermehrt und freigesetzt werden. Ein supF-Stamm
enthalt das Suppressor-Gen supF. Dieses kodiert fir eine Tyrosin-tRNA, die in der Protein-
biosynthese Amber-Codons (UAG) erkennt und dort anstelle eines Kettenabbruchs die Ami-
nosaure Tyrosin einfligt. Damit entsteht im Falle von ASam7 wieder ein funktionsfahiges Ho-
linprotein, die Wirtszelle kann lysiert und die Phagennachkommen kénnen freigesetzt wer-
den.

Fur die Phagen P22 und A konnte gezeigt werden, dal} die Genprodukte der fast identischen
Holingene sich gegenseitig komplementieren kdnnen [Rennell und Poteete, 1985]. AulRer-
dem sind sowohl das S-Protein des Phagen 21 als auch das T-Protein des Phagen T4 in der
Lage, die A-Holin-Nonsense-Mutante Sam7 zu komplementieren [Bonovich und Young,
1992; Lu und Henning, 1992]. Deshalb war anzunehmen, daf} auch die Holine der Phagen

PS3 und PS34 in der Lage sind, das defekte S-Gen von ASam7 zu ersetzen.

Der eigentliche Komplementationstest lief folgendermalien ab:

Damit in der heranwachsenden Kultur von Anfang an Holine gebildet wurden, wurde das
gesamte Experiment bei 42 °C durchgefihrt. Eine Flissigkultur von pAA47/1 bzw. pAA50/1
wurde bis zu einer ODsgonm = 0,8 herangezogen, aliquotiert, mit unterschiedlichen Ver-
dinnungen eines ASam7-Lysates infiziert und auf LB-Platten mit Ampicillin in Topagar aus-
plattiert. Als Positivkontrolle wurde eine Titerbestimmung von ASam7 auf den E. coli-
Stammen LE392 (supF *) sowie auf JM83 (supF °) vorgenommen. Als Negativkontrollen wur-
de pPLcAT10 ohne Insert in POP2135 sowie pAA47/1 bzw. pAA50/1 ohne Zugabe von
ASam7-Lysat mitgefihrt. Nach Inkubation der Platten Uber Nacht zeigten sich Phagenpla-
ques auf den Platten mit den Kulturen pAA47/1 und pAA50/1 sowie auf den Platten der Posi-
tivkontrolle. Die Negativkontrollen lieferten keine Plaques. Um sicherzugehen, daf} es sich
bei den entstandenen Plaques auf den Platten mit den Kulturen pAA47/1 und pAA50/1, die
nur sehr niedrige Titer aufwiesen, nicht um Revertanten handelte, wurde im Anschlul} aus
Einzelplaqueausstichen parallel eine Titerbestimmung auf die beiden E. coli-Stdamme LE392
(supF ™) sowie auf JM83 (supF °) durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde erneut ein .Sam7-Lysat
mitgeflhrt. Die Titer der aus dem Komplementationstest isolierten Phagen auf LE392 lagen
funf Zehnerpotenzen hoher als die Titer auf JM83, der Titer von ASam7 erreichte auf LE392
Werte, die um vier Zehnerpotenzen hoéher lagen als auf JM83. Die Tatsache, dall auch auf
JM83 Plagues nachweisbar waren, beruht auf der relativ hohen spontanen Rickmutationsra-

te der Amber-Mutation in ASam7.
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Die Daten aus den Experimenten mit pAA47/1 sind in Tab. 4.A.4. und Tab. 4.A.5. darge-

stellt, die Werte aus den Versuchen mit pAA50/1 lagen in der gleichen Groflenordnung.

Durch den wesentlich hdheren Titer der im Komplementationstest entstandenen Phagen auf
dem Supressorstamm LE392 im Vergleich zum Titer auf JM83 konnte gezeigt werden, dal}

es sich hierbei nicht um Revertanten, sondern um ASam7-Phagen handelte.

Titerbestimmung von POP2135 | pPLcAT10 pAA47/1
ASam7 auf
JM83 LE392 A eingesetzte | eingesetzte | erhaltene
(supF) | (supF") Zellen ASam7- Plaques
Phagen
28x10* [ 12x10°| ~10° - - 5,36 x 10’ 3x10° 450
Tab.4.A.4.: Ergebnis des Komplementationstests von Gen 73ps34
Titerbestimmung von Titerbestimmung eines Einzelplaqueausstichs
ASam7 auf von ASam7 auf pAA47/1 auf
JM83 LE392 A JM83 LE392 A
(supF) (supF’) (supF) (supF’)
2,8 x 10°* 1,2 x 10° ~10* 3,8 x 10° 3x10" ~10°
Tab.4.A.5.: Titerbestimmung eines Einzelplaqueausstichs von ASam7 auf pAA47/1 im An-

schluB an den Komplementationstest

Mit dem hier durchgeflihrten Komplementationstest wurde gezeigt, dal3 die Holingene der
Phagen PS3 und PS34 fir funktionsfahige Proteine kodieren, die in der Lage sind, das de-
fekte S-Gen von ASam7 zu komplementieren.

Zusammen mit den Strukturanalysen aus 4.A.3. sowie den in 4.A.2. beschriebenen Positionen
der ORFs im Vergleich zur Position des Lysisgens 13p,, im Genom von P22 kann nun davon
ausgegangen werden, dal® es sich bei den neu entdeckten Genen 13 der Phagen PS3 und

PS34 tatsachlich um weitere, bisher unbekannte Allele des Holingens handelt.
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4.A.5. Modulkombinationen innerhalb der Lysisgenkassette

lambdoider Bakteriophagen

Durch die vorangegangenen Untersuchungen der Lysisgene von 46 Salmonella-Phagen

wurden folgende Allele nachgewiesen:

Fir Gen 15 konnte kein neues Allel gezeigt werden. Die untersuchten Phagen besitzen,
mit mehr oder weniger grolRen Abweichungen, alle das bereits bekannte Allel des Pha-
gen P22. Dies konnte bei den meisten Phagen durch Hybridisierung mit Sonde S11
(Gen 15gs1g) oder wie im Fall von PS3 durch Sequenzanalyse gezeigt werden. Dennoch
bestehen in den Nukleotidsequenzen der verschiedenen Gene 15 deutliche Unterschiede
(vgl. Abschnitt 4.A.2.6.).

PS 3 besitzt ein neues Allel von Gen 19, fur das keine Homologien zu einem bekannten
Endolysingen innerhalb der lambdoiden Familie gefunden wurden. Allerdings zeigt
gp 19es3 Ahnlichkeiten zu der Endopeptidase PLY118 des Listeria monocytogenes-
Phagen A118. Damit wurde diese Endolysingruppe zum ersten Mal bei lambdoiden Pha-
gen gefunden. Alle anderen Phagen besitzen das Endolysingen des Phagen 21, dessen
Vorkommen zwar im A-Ast bekannt ist, es wurde jedoch hier zum ersten Mal innerhalb
des P22-Astes der Familie nachgewiesen.

Fir Gen 13 wurden zwei neue Allele entdeckt. PS3 besitzt ein Holingen, das weder Ho-
mologien zu einem bekannten Gen der Lambdoiden besitzt noch in einem anderen der
gepriiften Phagen nachgewiesen werden konnte. Gp13ps3 weist Ahnlichkeiten mit einem
hypothetischen integralen Membranprotein von Helicobacter pylori auf. Alle anderen
Phagen besitzen das Holingen des Phagen PS34, fiir das ebenfalls keine Ahnlichkeiten
zu einem bekannten Holingen der lambdoiden Phagen entdeckt wurden, dessen gp aber
Ubereinstimmungen mit dem regA-Protein von Serratia marcescens und einer Holin-

Proteinsequenz von Haemophilus somnus besitzt.

Insgesamt sind nach heutigem Stand also folgende Allele der Gene der Lysisgenkassette in
lambdoiden Phagen bekannt (Abb. 4.A.25.):

Gen 15: 1 Allel . Gen13: 4 Allele: a) P22

Gen 19: 4 Allele: a) P22 b) Phage 21
b) Phage 21 c) PS3
c) A d) PS34

d) PS3
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4.B. Diskussion

Trotz der Vielzahl der heute bekannten Bakteriophagen besteht keinerlei Zweifel darlber,
dal} die beschriebenen Isolate nur einen aufierst geringen Teil der insgesamt existierenden
bakteriellen Viren ausmachen [Suttle et al., 1985]. Diese Tatsache wird zusatzlich noch
durch die grof3e genetische Variabilitdt innerhalb der einzelnen Familien kompliziert. 1980
entwickelte Botstein auf der Basis experimenteller Daten aus dem lambdoiden Phagen-
system ein Modell der Phagen-Evolution, das die Uberraschend hohe genetische Variabilitat
innerhalb der lambdoiden Familie erklarte [Botstein, 1980].

Seiner Modultheorie zufolge entstehen neue Phagentypen einfach und schnell durch den
Austausch funktioneller Genomsegmente (Module) infolge von Rekombinationsprozessen.
Erst die Tatsache, dal} alle lambdoiden Phagen den gleichen Genomaufbau besitzen, gibt
ihnen die Moglichkeit, funktionelle Segmente zur Erhohung der Diversitat auszutauschen,
ohne daf die Gefahr besteht, dabei essentielle Bereiche des Genoms zu verlieren.

Botstein postulierte in seiner Modultheorie, dal® diese Austauschereignisse die treibende
Kraft fur die Phagenevolution sind, da die Evolution auf der Ebene der Module es den Pha-
gen ermoglicht, sich effizient an veranderte Umweltbedingungen anzupassen. Die Evolution
findet dabei weniger auf der Ebene des intakten Phagen als vor allem auf der Ebene der
Module statt. Die Evolution auf Nukleotidebene wird als Folge von Diversifikationsvorgangen
innerhalb der einzelnen Segmente angesehen, die jeweils bestimmte Funktionen erflllen.
Dabei behalt jedes Segment seine funktionelle Kompatibilitdt und die zur Rekombination
notwendigen homologen Sequenzen, so dald die Neuanordnung der einzelnen Segmente
problemlos ist und haufig stattfindet.

Da sich auf diese Art nicht nur die grofde Vielfalt innerhalb der lambdoiden Familie [Casjens
et al., 1992a] erfolgreich erklaren la3t, sondern auch die anderer Phagenfamilien (z. B. der
T4-Phagen von E. coli [Kutter et al., 1996, Monod et al., 1997]), wurde die modulare Theorie
der Phagenevolution sehr schnell als Standardhypothese flir die Evolution der Bakteriopha-
gen im Allgemeinen akzeptiert.

Die Rekombination zwischen lambdoiden Phagen in natiirlichen Populationen ist bereits
seit langerer Zeit Gegenstand intensiver Untersuchungen. Bereits 1971 vermutete Hershey
aufgrund von Heteroduplexanalysen, dald die verschiedenen ,A-Arten“ durch Rekombina-
tionsvorgdnge miteinander in Verbindung stehen [Hershey, 1971], Fragen bzgl. der Haufig-
keit und Signifikanz dieser Vorgange in der Populationsbiologie von lambdoiden Phagen
konnten durch seine Experimente jedoch nicht beantwortet werden. Untersuchungen einer

Sammlung von lambdoiden Salmonella-Phagen aus Naturisolaten neueren Datums ergaben
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schliellich, dal fur die Neukombination von funktionsfahigen Phagen innerhalb der lambdoi-
den Familie ein enormes Variationspotential an austauschbaren Modulen zur Verfugung
steht [Schickimaier, 1995].

4.B.1. Die Lysisgenkassette der lambdoiden Bakteriophagen

In Teil 4.A. der vorliegenden Arbeit wurden die Allelhdufigkeiten und -kombinationen inner-
halb einer Genkassette, der Lysisgenkassette, in einer Phagenkollektion aus Naturisolaten
von Salmonella typhimurium untersucht. Die von Schicklmaier [Schickimaier, 1995] durchge-
fuhrte Studie der Genomzusammensetzung der Salmonella-Phagen lie3 darauf schlie3en,
dafl’ mit den bis dahin bekannten Varianten der einzelnen Lysisgene noch nicht die gesamte
Palette an verfugbaren Modulen abgedeckt war. Nur 11 von 57 Phagen besalien die glei-
chen Lysisgene wie P22. Die restlichen 46 Phagen zeigten Abweichungen zu den bekannten
Genen der Phagen P22 und A (vgl. 4.A.2.).

Durch die Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnten alle
noch nicht identifizierten Allele der Lysisgenkassette dieser Phagenkollektion aufgeklart wer-

den.

Die Allele des Gens 713 der lambdoiden Bakteriophagen:

Zu Beginn dieser Arbeit waren zwei Allele des Holingens bei lambdoiden Phagen bekannt:
Das S-Gen,, das zum Gen 13p,, auf Nukleotidebene eine Ubereinstimmung von 89 % auf-
weist, und das S-Genpnage 21, das zu den beiden ersten keinerlei Ahnlichkeit besitzt. Durch die
Untersuchung der Phagen-Kollektion des P22-Astes im Rahmen dieser Arbeit konnten an
entsprechender Stelle in den Phagengenomen zwei ORFs identifiziert werden, die weder auf
Nukleotid- noch auf Sequenzebene Ahnlichkeiten zu einem der bekannten Holingene auf-
weisen (Teil 4.A.2.). Aufgrund der Lage der ORFs wurde angenommen, daf} es sich hierbei
um zwei neue Allele des Gens 13 handeln mul3. Der in Teil 4.A.4 entwickelte Funktionstest
fur Holine sowie die Strukturanalysen in Teil 4.A.3. bestatigen diese Vermutung.

Wahrend das Holingen von PS3 (713ps3) nur ein einziges Mal nachgewiesen werden konnte,

besallen 45 der 46 untersuchten Phagen das gleiche Allel von Gen 13 wie PS34 (13psaas).
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Die Allele des Gens 19 der lambdoiden Bakteriophagen:

Zu Beginn dieser Arbeit waren innerhalb der lambdoiden Familie drei verschiedene Allele
des Gens 719 bekannt: die Transglykosylase des Phagen A sowie die beiden nicht identi-
schen Lysozyme von P22 und vom Phagen 21. Durch die Untersuchungen im Rahmen die-
ser Arbeit konnte dieses Spektrum um ein Allel erweitert werden. Der Phage PS3 besitzt an
aquivalenter Position in seinem Genom, zwischen den Leserahmen der Gene 13 und 15
einen ORF. Die Position des ORF sowie die nachgewiesene Ahnlichkeit zu dem PLY118-
Protein des Listeria monocytogenes-Phagen A118 lassen vermuten, dal} es sich hierbei um
ein neues Allel von Gen 19 handelt. Ein Funktionstest flir gp 19 stand nicht zur Verfigung.
Gp PLY 1184118 wurde 1995 von Loessner et al. entdeckt und als Endopeptidase identifiziert
[Loessner et al., 1995]. Innerhalb der lambdoiden Familie wurde bis zum heutigen Zeitpunkt
bei keinem Vertreter aulRer PS3 eine Endopeptidase als lytisches Enzym nachgewiesen.
Eine Ahnlichkeit zur Transglykosylase des Phagen A konnte bei keinem der gepriiften Pha-
gen nachgewiesen werden.

Alle anderen Phagen der Kollektion besitzen das Lysozym des Phagen 21 (Rphage21). Damit
gelang es zum ersten Mal, dieses Gen bei Phagen des P22-Astes der lambdoiden Familie

nachzuweisen.

Die Allele des Gens 15 der lambdoiden Bakteriophagen:

Fur das Gen 15 konnte kein neues Allel nachgewiesen werden. Alle hier untersuchten Pha-
gen besitzen das bisher einzige, bereits bekannte, Allel von Gen 15, dal} mit mehr oder we-
niger grolen Abweichungen in allen bis heute untersuchten Vertretern der Lambdoiden vor-
handen ist. Eine Sequenzanalyse der Gene 15 der Phagen P22, A und ES18 zeigte, dal}
diese Gene eine mosaikartige Struktur besitzen [Schickimaier, 1995], in der einzelne Ele-
mente enthalten sind, die zwischen den einzelnen Phagen unterschiedliche Homologiegrade
besitzen. Dies konnte auch durch die vergleichende Sequenzanalyse der Gene 15 der Pha-
gen PS3, PS34, P22, ES18, Phage 21 und A in Teil 4.A.2.6. bestatigt werden. Die homolo-
gen Elemente erlauben es den Phagen, Regionen hoher Ahnlichkeit als Austauschelemente
im Sinne von Mikrohomologien zu nutzen. Sequenzvergleiche der 15er Gene der Phagen
P22, X und HK97 sind bereits als Hinweis flir intragenische Cross-over-Ereignisse gedeutet

worden [Casjens et al., 1992a].
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Innerhalb des Leserahmens von Gen Rz wurde beim Phagen A ein weiteres Lysegen, Rz7,
identifiziert, das fUr ein Lipoprotein der auleren Membran kodiert [Hanych et al., 1993; Tay-
lor et al., 1996]. Auch in den Phagen P22, Phage 21, ES18, PS3 und PS34 konnte jeweils

ein weiterer ORF in der kodierenden Sequenz von Gen 1715 nachgewiesen werden

(Abb. 4.B.1.).
1 221 403 462 nt
w » (RelRz1)
385 438 nt
M P22 (15115.1)
403 462 nt
ﬂ Phage21 (Rz/Rz1)
1 221 409 471 nt
A AS LS SS LIS IS ES18 (15/15.1)
453 nt
ﬂ PS3 (15715.1)
1 200 385 438 nt
LSS LA LSS LS PS34 (15/15.1)

Abb. 4.B.1.: ORFs innerhalb der kodierenden Sequenzen der Gene 715 der Phagen A, P22,

Phage 21, ES18, PS3 und PS34
nt = Nukleotide

straffierte Flachen = ORFs innerhalb der kodierenden Sequenzen der Gene 15
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Modulkombinationen innerhalb der Lysisgenkassette:

Damit ergibt sich flr die gesamte Phagen-Kollektion folgende Zusammensetzung der Lysis-
genkassette (Abb. 4.B.2.):

11 Phagen besitzen die P22-Allele der Gene 19p,, und 13, und somit die gleiche Genkom-
bination innerhalb der Lysisgenkassette wie P22 selbst. 45 Phagen besitzen das Lysozym-
gen des Phagen 21 (Rpnage21) in Kombination mit dem bislang noch nicht bekannten Allel des
Holingens 13 (713ps34). Zu diesen Phagen gehort auch der Phage G119, der als Prophage in
den Superinfektionsexperimenten in Teil 3 dieser Arbeit eingesetzt wurde. Nur der Phage
PS3, der aulRer den Kopfgenen auch ansonsten wenig Gemeinsamkeiten mit einem der be-
kannten lambdoiden Phagen aufweist (Abb. 4.A.2.), besitzt sowohl ein weiteres neues Allel
von Gen 19 (19ps3) als auch ein neues Allel von Gen 13 (13ps3). Beide Gene wurden bislang
weder bei einem Vertreter der beiden Aste der lambdoiden Phagen noch bei einer anderen
Familie gefunden.

Innerhalb der Lysisgenkassette existieren damit nach heutigem Wissensstand 4 Allele fur
Gen 13, 4 Allele fur Gen 19 und ein Allel fir Gen 15. Dies bedeutet, dal} theoretisch 16 ver-
schiedene Kombinationsmdglichkeiten denkbar sind. Insgesamt wurden bis heute 5 dieser
Kombinationen in nattrlichen lambdoiden Salmonella-Phagen nachgewiesen. Da die Gen-
produkte der einzelnen Lysisgene der Kassette ihre Funktion vollig unabhangig von den bei-
den Partnern ausfiihren kdnnen und die Komplementationsfahigkeit einzelner Allele der Kas-
sette gezeigt werden konnte (vgl. Abschnitt 4.A.4.2.), sollte theoretisch jede Kombination
lebensfahige Phagen hervorbringen. Hierflr sprechen auch zwei P22/G119-Hybridphagen
aus den Superinfektionsexperimenten in Teil 3 dieser Arbeit, die das Lysozymgen des Pha-
gen 21 (Rphage21) in Kombination mit dem Holingen von P22 (13p,,) besitzen (in Abb. 3.A.10.:
HM-Gruppe 2). Zumindest unter Laborbedingungen konnte somit die Lebensfahigkeit einer
weiteren Kombinationsmoéglichkeit der bekannten Allele innerhalb der Lysisgenkassette

nachgewiesen werden.

Die natlrlichen Isolate der Gattung Salmonella, aus denen die 56 Phagen isoliert wurden,
die fiur die Analysen in dieser Arbeit und die vorangegangenen Untersuchungen von
Schicklmaier zur Verfligung standen, stammten aus verschiedensten Quellen (Mensch,
Pferd, Huhn, Schwein, Oppossum, Truthahn, Katze, Hund, Rind, Hase, Reiher, Abwasser)
und Habitaten (9 Herkunftslander) und wurden Uber einen Zeitraum von beinahe 30 Jahren
gesammelt. Teilweise handelt es sich um Isolate, die aus raumlich begrenzten Gebieten in-

nerhalb zeitlich begrenzter Abschnitte isoliert wurden, teilweise stehen die
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Kombinations- A B C
Nr.

v | I [ e *

> | | I P 1

6 | T S| | rekombinante
Nachkommen 2

von G119 und
P22

Abb. 4.B.2.: Kombinationen der Lysisgene in den untersuchten Salmonella-Phagen

A: Lysisgene, farbig gekennzeichnet
B: erstmals nachgewiesen bei
C: Anzahl der Vertreter in der untersuchten Phagenkollektion

Abstammungsgebiete und Isolationszeitrdume in keinerlei Verbindung zu einander. Zur bes-
seren Ubersicht ist in Tab. 4.B.1. die Herkunft der Salmonella-Isolate in den einzelnen Kom-
binationsgruppen der Lysisgenkassette dargestellt. Eine detaillierte Auflistung der einzelnen
Phagen findet sich in Abschnitt 2.1.2..

In keiner der nachgewiesenen Lysisgenkombinationen laRt sich ein Zusammenhang zwi-
schen dem Isolationsgebiet, -zeitraum, -stamm oder der Quelle und der Zusammensetzung

der Lysisgene feststellen.
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Lxsisgenkombination

Gen 13ps34, Gen 19Ph39e_21; Gen 15p2_2

Phagen

PS5, PS10, PS12, PS30, PS31, PS32, PS33,
PS34, PS38, PS39, PS40, MI78, MI81, MI84,
MI85, MII94, MII95, MII96, MII97, MII9S,
MII100, MIIM02, MIIM03, MII106, MIIM107,
G110, G111, G112, G113, G115, G116,
G118, G119, G120, G123, G124, G126,
G127, G128, G131, G134, G135, G136,
G137, G139

Salmonella-Stamme

S. typhimurium, S. heidelberg, S. typhimuri-
um Copenhagen

Quellen Pferd, Oppossum, Huhn, Schwein, Hund,
Mensch, Truthahn, Katze, Rind
Herkunft USA (verschiedene Gebiete), Mexiko, Mon-

golei, Deutschland, Israel

Isolationszeitraum

1986-1994

Lysisgenkombination

Gen 13p2, Gen 19p2_2, Gen 15p2

Phagen

PS4, PS21, PS22, PS41, PS43, PS44, PS45,
PS46, PS49, G121

Salmonella-Stamme

S. typhimurium, S.saintpaul, S. paratyphi B, ,
S. typhimurium Copenhagen

Quelle Hase, Reiher, Mensch, Rind, Katze, Abwas-
ser
Herkunft USA (verschiedene Gebiete), Frankreich,

Afrika, Mittlerer Osten, GroR3britannien

Isolationszeitraum

<1965-1990

Lysisgenkombination

Gen 13ps3, Gen 19ps3, Gen 15p2

Phagen PS3
Salmonella-Stamme S. typhimurium
Quelle Pferd

Herkunft USA
Isolationszeitraum 1987

Tab. 4.B.1.:

Abstammung der hinsichtlich ihrer Lysisgenkassette untersuchten Phagen

Die Verteilung der einzelnen Gene und Genkombinationen innerhalb der Lysisgenkassette

laRt jeweils drei verschiedene Interpretationsmoglichkeiten zu. Dies soll an Hand der folgen-

den drei Beispiele verdeutlicht werden:

1. Mdgliche Ursachen flir das Vorhandensein

der grofRen Zahl der Vertreter von Kombina-

tion 4 in Abb. 4.B.2. (Lysisgene des Phagen PS34: Gen 13psas, Gen 79pnage21 Und Gen

15p2,):
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e Der bereits angesprochene Austausch eines Lysisgens (Gen 79) zwischen einem
Vertreter des P22-Astes und des A-Astes der lambdoiden Familie kénnte sich bereits
vor langerer Zeit vollzogen haben und dann im Laufe der Jahre zwischen den Gene-
rationen konserviert worden sein.

e Denkbar ware auch, dall diese Kombination einen Selektionsvorteil gegeniiber ande-
ren Kombinationen hat und sich in relativ kurzer Zeit gegeniber anderen moglichen
Kombinationen durchsetzen konnte. Ein Argument hierflr liefern auch die Ergebnisse
der Superinfektionsexperimente zwischen G119 und P22 in Teil 3 dieser Arbeit. Die
weitaus grolite Gruppe (60%) der rekombinanten Nachkommen der beiden Phagen
aus den Superinfektionsexperimenten besitzt im Bereich der Lysisgenkassette die-
selbe Modulzusammensetzung wie die grote Gruppe der Phagen aus der Kollektion
natlrlicher Salmonella-lsolate. Bei ersten handelt es sich um diejenigen Phagen, die
sich im Verlauf der Experimente Uber mehrere Generationen hin als dominante
Gruppe gegentiber anderen mdglichen Modulkombinationen durchgesetzt hat. Dabei
mul beachtet werden, dald es sich bei diesem Zeitraum evolutiv gesehen naturlich
trotzdem um einen kurzen Zeitraum handelt.

e Der Vollstandigkeit halber sollte eine weitere, theoretisch denkbare Erklarungsmdég-
lichkeit flir das haufige Auftreten einer bestimmten Modulkombination erwahnt wer-
den: Es sollte stets nach einem Zusammenhang zwischen raumlicher und zeitlicher
Isolation der Wirtsstdamme gesucht werden. In dem hier vorliegenden Beispiel konnte

ein solcher Zusammenhang jedoch nicht nachgewiesen werden (Tab. 4.B.1.).

2. Magliche Ursachen fiir das einmalige Auftreten von Kombination 5 der Lysisgenkassette
in Abb. 4.B.2. (Phage PS3: Gen 13ps3, Gen 19ps3 und Gen 15p,,):

e Dies kénnte zum einen ein Hinweis darauf sein, dal} die beiden Lysisgene 73ps; und
19053 oder ihre Kombination dem Genpool der lambdoiden Phagen erst seit kurzer
Zeit angehoéren und sich in der vorhandenen Zeit noch nicht weiter verbreiten konn-
ten.

e Genauso gut ware es aber mdglich, dall die beiden Lysisgene oder ihre Kombination
fur ihren Besitzer einen Selektionsnachteil darstellen und sich aus diesem Grund bis
heute nicht in dem Malie durchsetzen konnten wie z. B. die Lysisgenkombinationen
der Phagen PS34 oder P22.

o Theoretisch ware auch hier ein Zusammenhang zum lIsolationzeitraum oder -ort
denkbar. Aufgrund der verfiigbaren Daten lassen sich diesbezlglich jedoch keine

Aussagen treffen.
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3. Mégliche Ursachen fiir den fehlenden Nachweis einer Ahnlichkeit zur Transglykosylase
von A\ bei den gepriften Phagen:

e Gen R, gehort dem Genpool der Lambdoiden erst seit relativ kurzer Zeit an.

e Andere Endolysintypen besitzen gegenuber der Transglykosylase von A Selektions-
vorteile.

e L gehort zum A-Ast der Familie. Zwar konnte ein Austausch eines Lysisgens zwi-
schen den beiden Asten beobachtet werden, dennoch ist aufgrund von Wirtsbarrieren
nicht damit zu rechnen, daf} ein solcher Austausch haufig stattfindet. In diesem Fall
ware es also durchaus denkbar, dafd rdumliche und zeitliche Isolationsbedingungen

eine groRere Rolle spielen als in den ersten beiden Fallen.

In allen geschilderten Beispielen steht jeweils der zeitliche Aspekt dem selektiven Aspekt
gegeniiber. Zum zeitlichen Aspekt muly die Frage beantwortet werden, seit wann ein Allel
oder eine Allelkombination dem Genpool angehdért und wieviel Zeit es (sie) hatte, um sich
gegeniber anderen durchzusetzen. Im Gegensatz dazu gehdrt zum selektiven Aspekt die
Frage, ob ein Allel oder eine Allelkombination Selektionsvor- oder -nachteile gegeniber ei-
nem(r) anderen besitzt. In jedem einzelnen Fall mull zusatzlich Gberprift werden, ob ein Zu-

sammenhang zu den jeweiligen Isolationsbedingungen besteht.

Insgesamt zeigen die vorliegenden Ergebnisse, daf innerhalb der Lysisgenkassette zwar ein
groBes Variationspotential vorhanden ist, ein Austausch der Lysisgene in der Natur jedoch
bei weitem nicht so haufig vorkommt, wie man es an Hand dieses Potentials erwarten kénn-
te.

Bestimmte Modulkombinationen besitzen offensichtlich Selektionsvorteile gegentber ande-
ren und setzen sich sogar gegentber denjenigen Kombinationen durch, die zu Beginn einer
Superinfektion (z. B. aufgrund eines gehauften Vorkommens homologer Sequenzen) ver-
mehrt auftreten. Der Selektionsgedanke auf Modulebene ist nicht neu. Bereits Botstein be-
zeichnete jedes in der Natur vorkommende Virus als vorteilhafte Modulkombination, selekti-
oniert auf die optimale Funktion in einer bestimmten dkologischen Nische [Botstein, 1980].
Neu dagegen ist der Gedanke, dal Modulkombinationen, die zunachst vermehrt auftreten,
da sie entweder vorteilhafter sind oder aufgrund besserer flankierender Homologien leichter
durch Rekombination entstehen, im Laufe der Generationen durch andere Kombinationen

verdrangt werden, die langfristig gesehen die gréBeren Uberlebenschancen besitzen.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt, der ebenfalls eine Rolle bei der unterschiedlichen Haufigkeit
der einzelnen Lysisgenkombinationen spielen kdnnte, ist das Vorkommen oder Fehlen be-
stimmter Linkersequenzen, die den zentralen Punkt der Linkerhypothese von Susskind und
Botstein [Susskind und Botstein, 1978] bilden. Auf diesen Punkt wird im nachsten Kapitel

detailliert eingegangen.

4.B.2. Die Modultheorie von Botstein am Beispiel der Lysisgen-
kassette lambdoider Bakteriophagen

Der Modulbegriff:

Seit ihrer Formulierung im Jahre 1980 wird die Theorie der modularen Evolution von Botstein
allgemein als Standardhypothese fiir die Evolution der Bakteriophagen akzeptiert. Im Laufe
der Jahre zeigte sich jedoch, dal die urspriingliche Theorie in einigen Punkten verschiede-
ner Erganzungen bedarf.

So weild man heute, dall der Begriff des Moduls in seiner urspringlichen Definition von
Botstein nicht ausreichend ist. Botstein verstand unter Modulen austauschbare genetische
Elemente, die bestimmte biologische Funktionen erfllllen und somit eine funktionelle Einheit
darstellen. Es wurde gezeigt, dal? die austauschbaren Regionen sehr unterschiedliche Aus-
dehnungen haben koénnen, die von Gengruppen Uber einzelne Gene bis hin zu Gensegmen-
ten reichen. Diese Beobachtungen sind nicht neu; bereits vergleichende Sequenzanalysen
[Moore et al., 1981] sowie Heteroduplexanalysen [Highton et al., 1990] in lambdoiden Pha-
gen deuteten auf Ubergéange zwischen homologen und heterologen DNA-Segmenten inner-
halb von Genen hin. Neuere Untersuchungen zeigen, daf} auch bei Phagen auRerhalb des
lambdoiden Systems die kleinste Austauscheinheit auf der Genebene oder sogar darunter zu
finden ist [Briissow et al., 1998; Neve et al., 1998]. Diese Feststellungen stimmen nicht exakt
mit der klassischen Moduldefinition Uberein, da die austauschbaren Einheiten offensichtlich
kleiner sind als die funktionellen Komplexe. Aufgrund der Ergebnisse bei der Analyse von
Streptococcus thermophilus-Phagen schlagen Neve et al. [Neve et al., 1998] die Einfihrung
eines neuen Begriffes vor: Wahrend der Modulbegriff in Zukunft zur Bezeichnung eines Sets
von funktionell verwandten Phagengenen verwendet werden soll, soll der Begriff des ,Re-
kombinons* dazu dienen, die austauschbaren DNA-Segmente zu beschreiben.

Dies wirde jedoch bedeuten, dal} eine vdllig neue Definition des allgemein verwendeten und
anerkannten Wortes ,Modul® benétigt wird. Es erscheint hingegen sinnvoll, die beiden Beg-

riffe ,Modul“ und ,Modulkassette® in der folgenden Form zu verwenden: Der Begriff ,Modul*
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wird weiterhin in seiner urspringlichen Form als genetisch austauschbares Element einge-
setzt und als Erganzung wird die Bezeichnung ,Modulkassette“ eingefiihrt. Dieser steht flr
eine Gruppe von Modulen, die aufgrund ihrer Funktionen in engem Zusammenhang stehen.
Dies soll anhand der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Lysisgene verdeutlicht werden:

Alle drei Lysisgenprodukte kdénnen ihre jeweilige Funktion véllig unabhangig voneinander
ausuiben. Zumindest die Gene 13 und 19 sind jedoch durch das Zusammenspiel ihrer Gen-
produkte zur Lyse der Zelle und damit zur erfolgreichen Freisetzung der Phagennachkom-
men unbedingt erforderlich. Im Falle der Lysisgene erscheint es deshalb sinnvoll, die einzel-
nen Gene als eigenstandige austauschbare genetische Einheiten oder Module zu bezeich-
nen und die Gesamtheit der Lysisgene als Modulkassette oder Gruppe von Modulen, die auf

Grund ihrer Funktion eine zusammenhangende Einheit bilden.

Die Linker-Hypothese:

Bereits 1978, bevor das gesamte Genom des Phagen A sequenziert war, bezeichneten
Susskind und Botstein das lambdoide Genom als ein Set funktioneller Module, die in allen
natlrlich vorkommenden Vertretern der lambdoiden Familie vorhanden sind [Susskind und
Botstein, 1978]. Sie postulierten, dal} diese Module eine Reihe von verschiedenen Allelen in
den unterschiedlichen Phagen besitzen und durch funktionslose Linker-Segmente voneinan-
der getrennt werden. Diese sind in den einzelnen Phagen in homologer Form an fixierten
Punkten im Genom zu finden und dienen lediglich als moégliche Rekombinationspunkte.
Durch homologe Rekombination kann es so zur Neuentstehung von Modulkombinationen
(d.h. neuen Phagen) kommen. Diese sogenannte Linker-Hypothese birgt jedoch einige
Schwierigkeiten:

Falls die Linker-Sequenzen tatsachlich funktionslos sind, ware der einzige Selektionsdruck
fur ihre Konservierung die Fahigkeit, an Austauschvorgangen zur Konstruktion neuer vorteil-
hafter Kombinationen teilzunehmen. Dieser Selektionsdruck ware allerdings vergleichsweise
gering. Aulerdem stellte sich mittlerweile heraus, daf die inzwischen vollstandig bekannte
Sequenz des A-Genoms nur sehr wenig funktionslose DNA enthalt, die als Linker-Sequenz
dienen konnte. Allerdings liefert die Linker-Hypothese eine Erklarung fiir die abrupten Uber-
gange zwischen Regionen hoher Ubereinstimmung und nicht-homologen Sequenzen durch
extreme Unterschiede in den Sequenzen zu einer oder beiden Seiten der homologen Seg-

mente in den Elternphagen.
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Eine Alternative zur Modultheorie und der damit zusammenhangenden Linkerhypothese
wurde 1983 von Benedik et al. entwickelt [Benedik et al., 1983]. Sie verneinten die Existenz
von Linkersegmenten und postulierten, dall die in allen Phagen vorhandenen homologen
Sequenzen von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen und die notwendigen Rekombi-
nationsprozesse bereits vor langer Zeit stattgefunden haben. Die heute stattfindenden Aus-
tauschvorgange kdmen demnach nur durch die zufallig noch vorhandene Existenz der homo-
logen Bereiche in einzelnen Phagenpaaren zustande und nicht durch deren Konservierung
als Linkersegmente. Nach Benedik mifite man davon ausgehen, dall die lambdoiden Pha-
gen Uber immer grofere Abschnitte immer weiter auseinander driften, da kein ersichtlicher

Grund flr das Verharren in einem gemeinsamen Genpool vorhanden ware.

Dal gerade die homologe Rekombination eine wichtige Rolle in der Evolution von Phagen

spielt, zeigen die folgenden Beispiele:

e Untersuchungen der Schwanzfasergene in lambdoiden E. coli-Phagen ergaben, daf3 in
den hierfur zustandigen Genbereichen verschiedene konservierte Bereiche in so unter-
schiedlichen Phagen wie A, P2, P1, T4, T7 und Mu existieren [Haggard-Ljungquist et al.,
1992; Casjens et al., 1992a].

o Bei Streptococcus-Phagen wird ein zweistufiger Evolutionsprozel3 postuliert, der aus ei-
ner, evolutiv gesehen, alteren Phase der Entstehung der Basisgenomstruktur durch ho-
mologe Rekombinationsvorgange und einer zweiten neueren Phase der Diversifikation

durch Punktmutationen, Deletionen und Insertionen besteht [Desiere et al., 1998].

Durch Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Allele der Lysisgene 13, 79 und
15 sowie ihrer benachbarten Regionen mit den bereits bekannten Sequenzen der Phagen
P22, Phage 21 und A konnten verschiedene Bereiche mit hohen Ubereinstimmungen zwi-
schen den bekannten Allelen der einzelnen Gene identifiziert werden. Die Lage dieser ahnli-
chen Sequenzen, die als mogliche Linkersegmente zur Rekombination dienen kdnnten, ist in
Abb. 4.B.4. dargestellt. So findet sich in 5-Bereich von Gen 19 der Phagen P22, Phage 21
und PS34 ein Bereich, der tber 10-18 bp groRe Ubereinstimmungen zeigt. Dieser Bereich
konnte ein Beweis flr die Existenz von Mikrohomologien innerhalb kodierender Sequenzen
sein. Bemerkenswert ist, dal} die entsprechenden Homologien nicht in allen untersuchten
Phagen gleichzeitig auftauchen. Die Phagen A und PS3 besitzen diesen Bereich nicht und
zeigen auch zueinander keinerlei Ahnlichkeiten. Links von Gen 13 findet sich in den Phagen

P22, X und PS34 eine 200 bis 250 bp lange ahnliche Sequenz, die ebenfalls als moglicher
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Rekombinationspunkt dienen kénnte. In diesem Bereich befindet sich jeweils eine der soge-
nannten chi-ahnlichen Sequenzen der Phagen A und P22 (vgl. Abb. 4.A.9.). In E. coli sind
die nur 8 bp langen Chi-Sequenzen bevorzugte Stellen bei der Rekombination, die im
Durchschnitt einmal alle 5000 bp im E. coli-Genom vorkommen. Sie werden von dem multi-
funktionellen rec-BCD-Enzym erkannt, das dann einen endonukleolytischen Schnitt vier bis
sechs Nukleotide 3‘-warts der chi-Sequenz setzt. Veranderungen in der Konsensus-Sequenz
oder ihr Fehlen verringern die Rekombinationshaufigkeit betrachtlich. Die Phagen P22 und A
besitzen weder chi-Sequenzen noch konnen sie den rec-BCD-Weg der Rekombination
nutzen. Statt dessen sind sie durch die dsDNA-Exonuklease-Aktivitat des Enzyms gefahrdet.
Deshalb werden unmittelbar im Anschlufd an die Infektion der Wirtszelle phageneigene Pro-
teine als Gegenmalinahmen gebildet. Diese werden bei P22 durch das abc-Gen (Anti-Rec-
BCD), in A das analoge gam-Gen [Murphy, 1994] kodiert. In beiden Phagen existieren je-
doch vier der bereits erwahnten chi-dhnlichen Sequenzen, die teilweise durch eine einzige
Basensubstitution in die aktive chi-Form Uberfihrt werden kdbnnen, die dann vom RecBCD-
System des Wirtes erkannt wird [Smith et al., 1981]. Eine dieser chi-ahnlichen Sequenzen
ist, wie bereits erwahnt, Bestandteil des stromaufwarts von Gen 13 gelegenen 200-250 bp
groRen Bereichs, der in den Phagen P22, A und PS34 groRe Ubereinstimmungen besitzt
(Abb. 4.B.4.).

AS 20-39
10-18 bp
200-250 bp i 100-150 bp

23 13 P22
23 S A

S Phage21

PS3

23 PS34

Abb. 4.B.4.: Mogliche Rekombinationspunkte zur Kombination der Lysisgene
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Gen 15 selbst bietet durch seinen mosaikartigen Aufbau eine ganze Reihe von moglichen
Rekombinationspunkten. Campbell diskutiert unter anderem die Mdglichkeit, da® die Termi-
nator-Initiatorsequenz ATGA in den beiden Uberlappenden Genen R und Rz des Phagen A
als Mikrohomologie am Austausch der beiden Gene mit anderen Phagen beteiligt sein kénn-
te [Campbell, 1994]. Von Casjens et al. wurde in den Phagen P22, X, PA2, Phage 21 und
HK97 ein homologer Bereich in den Codons 20 - 39 von Gen 15 nachgewiesen, der eben-
falls als Mikrohomologie diskutiert wird [Casjens et al., 1992a]. Diese Beobachtungen decken
sich mit den Sequenzvergleichen dieser Region des Phagen PS34 mit der entsprechenden
Region von P22 in dieser Arbeit. In PS3 existiert dieser Bereich nicht (Abb. 4.A.18.: Basen
60 — 117).

Auch innerhalb der etwas weiter entfernt liegenden benachbarten Bereiche der Lysisgene,
z. B. in Gen 23 oder in Gen 3, finden sich genigend Sequenzhomologien, die als Aus-
tauschpunkte fur die Lysisgenkassette oder Teile davon dienen kénnen. In Teil 5 dieser Ar-
beit wird durch Sequenzvergleich ausgewahlter Phagen gezeigt, dal® vor allem Gen 3 unter
den lambdoiden Phagen des P22-Astes hochkonserviert ist. In den Phagen P22, PS3 und
PS34 findet sich aulerdem ein 3‘-warts von Gen 15 gelegener 100-150 bp grofl3er sehr ahn-
licher Bereich innerhalb der nicht-kodierenden Region zwischen den Genen 15 und 3, der

ebenfalls geeignet fir homologe Rekombinationsereignisse scheint.

Auffallig ist, dal die Phagengruppe mit den am haufigsten vertretenen Lysisgenen (Gen
13psas, GeNn 19pnage 21, Gen 15p,, ) samtliche moglichen Rekombinationspunkte besitzt, wah-
rend die nur einmal auftretende Kombination (Gen 13ps3, Gen 71953, Gen 15p,, ) nur einen
der identifizierten Rekombinationspunkte (vgl. Abschnitt 4.B.1., Abb. 4.B.2.) aufweist. Hier
konnte ein weiterer Grund fir die bereits in Abschnitt 4.B.1. angesprochene unterschiedliche

Haufigkeit der einzelnen Modulkombinationen der Lysisgenkassette zu finden sein.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal} die einzelnen Allele der Ge-
ne der Lysisgenkassette prinzipiell gegeneinander ausgetauscht werden koénnen, so dal}
wieder lebensfahige Phagennachkommen entstehen. Die nachgewiesenen homologen Se-
quenzen, die als mogliche Rekombinationspunkte dienen kdnnen, sind jedoch nicht in allen
untersuchten Phagen vorhanden. Jedes Phagenpaar einzeln betrachtet besitzt jedoch genu-
gend homologe Sequenzen, die einen Austausch von Genen oder Gensegmenten der Lysis-
genkassette zwischen ihnen ermoglichen. Mit anderen Worten, jeder Phage kann prinzipiell
mit jedem der bekannten Allele der Lysisgene Uberleben und die Wirtszelle lysieren, er kann

aber nicht jedes Gen von jedem Phagen in einem einzigen Schritt ibernehmen. Ein Ablauf
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Uber mehrere Zwischenstufen, an denen verschiedene Phagen beteiligt sind, ware jedoch
ohne weiteres denkbar. In den benachbarten Regionen der Lysisgene existieren ausreichen-

de Ubereinstimmungen auf der Sequenzebene, um die gesamte Kassette auszutauschen.

Das Vorhandensein von Linker-Sequenzen im klassischen Sinne als funktionslose Sequen-
zen mufll demnach zumindest fir die Gene der Lysiskassette aus folgenden Griinden modifi-

ziert werden:

¢ Die homologen Sequenzen, die den Phagen als mdgliche Punkte zum Austausch ver-
schiedener Gene Uber homologe Rekombination dienen kdnnen, liegen nicht nur zwi-
schen den funktionellen Modulen (unabhhangig von der Definition eines Moduls), son-
dern auch innerhalb der einzelnen Gene.

e Die Linker-Sequenzen besitzen sehr unterschiedliche Ausdehnungen, zumeist handelt es
sich aber um kleinere Sequenzbereiche, die in der Literatur als Mikrohomologien be-
schrieben werden.

e Zwischen einzelnen Phagenpaaren lassen sich zwar homologe Bereiche nachweisen,

diese sind jedoch nicht, wie urspriinglich vermutet, in allen Phagen konserviert.

4.B.3. Wieviele verschiedene lambdoide Bakteriophagen
konnen theoretisch existieren?

Mit der Untersuchung der Anzahl der verschiedenen modularen Allele und ihrer Kombina-
tionsmdglichkeiten innerhalb der Lysisgenkassette macht die vorliegende Arbeit einen ersten
Schritt zur Beantwortung der zu Beginn dieser Arbeit gestellten Frage: ,,Wieviele verschie-
dene lambdoide Bakteriophagen konnen theoretisch existieren?“.

Es konnte gezeigt werden, dal} allein fir die Lysisgenkassette theoretisch 16 verschiedene
Varianten entstehen kdnnen, von denen allerdings nur funf Kombinationen in naturlichen
Populationen nachgewiesen werden konnten. Es besteht jedoch kein Grund zu der Annah-
me, dal} die anderen nicht ebenfalls lebensfahig waren, wie durch die Rekombinationsversu-
che in Teil 3 deutlich wird. In Abb. 4.B.3. sind die bis heute bekannten Allele einiger Modul-
kassetten dargestellt. Dabei sind die verschiedenen Allele der einzelnen Gene jeweils durch
unterschiedliche Farben hervorgehoben. Aufgeflihrt werden neun Genomabschnitte, flr die
jeweils die Existenz unterschiedlicher Allele nachgewiesen wurde. Die Anzahl der in der Lite-

ratur beschriebenen funktionellen Einheiten ist teilweise noch gréfier. In einem Artikel Gber
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die Evolution von Bakteriophagen sprechen Cajsens et al. allein 11 verschiedene Segmente
an, die sie als Ubergeordnete funktionelle Einheiten auffassen, die wiederum aus mehreren
Untereinheiten zusammengesetzt sind [Casjens et al., 1992a]. Highton identifizierte durch
Heteroduplexanalysen sogar 35 Einheiten, von denen die meisten ebenfalls verschiedene
alternative Formen besitzen [Highton et al., 1990]. Selbst unter der Voraussetzung, dal eini-
ge der identifizierten Segmente teilweise die gleichen Module beschreiben, wird an dieser
Stelle bereits deutlich, dald flir den Austausch ein enormes Variationspotential zur Verfliigung
stehen muf3. Fir eine Reihe von Modulen wurde ein Austausch bereits nachgewiesen
[Botstein und Herskowitz, 1974; Hilliker und Botstein, 1976; diese Arbeit].

Bis heute wurden 5 Allele fir die Kopf- und Verpackungsgene, 9 Allele fiir die Repressor-
spezifitaten der IlmC-Region sowie 3 bzw. 4 Allele fiir die DNA-Replikationsgene beschrie-
ben (Abb. 4.B.3.) [Campbell, 1994; Schickimaier, 1995]. In den nicht-essentiellen Regionen
(SieA, SieB, Imml) kann es vorkommen, dal} ein Phage kein Allel fiir das entsprechende
Gen besitzt. Dies ist durch leere, weille Kastchen dargestellt und stellt ebenfalls eine weitere
Variationsmaoglichkeit dar. Unter der Voraussetzung, dal® ein Austausch der verschiedenen
Allele der einzelnen Segmente innerhalb der Familie der Lambdoiden tatsachlich in jedem
Fall zur Entstehung neuer, lebensfahiger Phagen fuhrt, erhalt man durch einfache Rechnung
662.080 verschiedene Kombinationsmoglichkeiten. Man kann davon ausgehen, daf} von den
in der Natur vorkommenden lambdoiden Bakteriophagen bis zum heutigen Zeitpunkt
hdchstwahrscheinlich nur ein geringer Teil isoliert und charakterisiert wurde. Deshalb ist an-
zunehmen, das der tatsachliche Genpool der lambdoiden Familie in Wirklichkeit noch sehr
viel groRer ist. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dald Rekombinationsprozesse zum Aus-
tausch von funktionellen Einheiten in der Natur bei weitem nicht so haufig vorkommen oder
zu lebensfahigen Nachkommen fiihren, wie dies an Hand der Vielzahl der existierenden Alle-
le der einzelnen Module theoretisch mdglich ware. Offensichtlich findet eben auch auf der
Modulebene eine Selektion zugunsten der erfolgreichsten Kombinationen statt, die dann an

die Nachkommen weitervererbt werden.
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Verpak- SieA Imml c3 SieB 24 c2 DNA-Replika- Lysisgene
kung tion
18 12 13 19 15

]
[ ]

[ ]

]
BEN
BCN

HESENR N § N

JON

5 x2x 2x 2 x3x 3x 9 x3x 4 x4 x 4x1

662.080 verschiedene Kombinationsmadglichkeiten

Abb. 4.B.3.: Modulkombinationen lambdoider Bakteriophagen
Allele von: Il P22 = BN ES18 1 HK97 HM Phage 21

ol m PS100 424 1 7 Allel noch unbekannt
1434 ¢80 MEWIPS34 CIPS3 1 nicht-essentiell
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5. Evolution auf Nukleotidebene bei lambdoiden Bakterio-
phagen

Die Evolution der Phagen findet nach der Modultheorie von Botstein [Botstein, 1980] haupt-
sachlich auf der Ebene der Module statt. Es besteht jedoch kein Zweifel dartber, dal3 auch
die Module mutativen Einflissen unterliegen und auch bei Phagen eine Evolution im klassi-
schen Sinn auf Nukleotidebene stattfindet. So zeigt das einzige bis heute bekannte Allel des
Gens 15 der Lysisgenkassette lambdoider Bakteriophagen eine Reihe von Basensubstitutio-
nen, die sich u.a. durch Mutationen erklaren lassen.

Zur Untersuchung der Evolution auf der Ebene einzelner Basen empfiehlt sich die Auswahl
einer aus mehreren Genen bestehenden funktionellen Einheit, deren Genprodukte aufgrund
ihrer eng zusammenhangenden Funktionen nicht voneinander getrennt werden kdnnen. In
einem solchen Fall muf3 davon ausgegangen werden, daf} die Nukleotidsequenz der gesam-
ten Kassette wesentlich hoher konserviert ist als dies z. B. in der, bereits in Teil 4 ausfihrlich
beschriebenen, Lysisgenkassette der Fall ist. Die hier beteiligten Genprodukte kénnen ihre
Funktionen vdllig unabhangig voneinander erfillen. Eine Gruppe von eng miteinander ver-
zahnten Genen und Genprodukten befindet sich bei den lambdoiden Phagen in dem strom-
abwarts an die Lysisgenkassette angrenzenden Bereich, der die zur Verpackung der Pha-
gen-DNA notwendigen Gene sowie die Gene fir die Kopfstruktur enthalt. Die unterschiedli-
chen Verpackungsmechanismen der Phagen P22 und A wurden bereits in der Einleitung
dieser Arbeit beschrieben. Die Genprodukte der Kopf- und Schwanzregionen dieser beiden
Phagen sind so exakt aufeinander abgestimmt, dafld ein Austausch einzelner Genprodukte
(Subfunktionen) nicht méglich ist [Campbell und Botstein, 1983]. Man kann also davon aus-
gehen, dall die ldentifizierung eines zu dieser funktionellen Einheit gehérenden Genes
Ruckschlisse auf die anderen an der Verpackung beteiligten Gene und Genprodukte zulaft.
Mit anderen Worten: Besitzen zwei Phagen ein identisches Gen der Kassette, so stimmen
hdchstwahrscheinlich auch alle anderen Gene der Region Uberein, sie bilden ein Modul.
Wenn auch innerhalb der Verpackungsregion der Austausch einzelner Gene nicht méglich
ist, bleibt den Phagen dennoch die Mdéglichkeit, ihre vollstandigen Verpackungs- und Mor-
phogeneseregionen untereinander auszutauschen. Ein solcher Vorgang kénnte z. B. bei
dem bereits in der Einleitung der vorliegenden Arbeit beschriebenen nattrlichen lambdoiden
Hybridphagen ES18 stattgefunden haben. Wahrend die rechte Halfte seines Genoms der
von P22 sehr ahnlich ist, muld die linke Halfte, in der auch die fir die Verpackung und Mor-
phogenese verantwortlichen Gene liegen, von einem anderen Vertreter der lambdoiden Fa-

milie abstammen. Obwohl ES18 von seinem Aussehen her eher dem Phagen A gleicht, han-
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delt es sich dennoch um einen allgemein transduzierenden Phagen, der genauso wie P22
seine DNA nach einem headful-Mechanismus verpackt.

Die Organisation der einzelnen Gene im Operon flir die spaten Gene, zu denen neben den
Genen fur die Verpackung und Kopfstruktur auch die Lysisgene gehdren, wurde bei den
lambdoiden Phagen im Laufe der Evolution beibehalten. Ein Vergleich der Phagen P22 und
A zeigt, dald bei beiden stromabwarts an die Lysisgene zunachst eine ca. 2000 bp groRRe
nicht-essentielle Region anschlieRt. Hierauf folgen die Gene flr die Verpackung und Mor-
phogenese (Abb. 5.A.1.).

Innerhalb der Verpackungsregion liegen bei beiden Phagen zunachst die fir die DNA-
Verpackung notwendigen Gene 3p,; und 2pp, bzw. Nu1, und A;, die Gene 71py, bzw. B, fur
das portal protein, die Gene 82, bzw. Nu3;, fir die Gerlstproteine, die Gene 5p2, bzw. D, und
E;. fur die Hullenproteine sowie die Kopfgene 4p2 und 10p; bzw. Fll,. Zusatzlich besitzt der
Phage X die Gene W,, C; und Fl,, die zwischen den bereits aufgefiihrten Genen liegen.
Zwischen den Genen und Genprodukten der Phagen P22 und A und auch des Phagen 21
sind weder auf Nukleotid- noch auf Aminosiureebene Ubereinstimmungen nachweisbar
[Backhaus, 1985; Eppler, 1991]. Allerdings konnten Casjens et al. Ahnlichkeiten in den
Hydrophobizitatsprofilen und den Sekundarstrukturen der Proteine Nu1;,, 1phage 21 Und 3p2
zeigen [Casjens et al., 1987).

Gp 3p2; ist fur die Erkennung der pac-site auf der Phagen-DNA und damit fir den Start des
Verpackungsprozesses verantwortlich. In einem Bereich von 120 Basen um die pac-site her-
um wird an einer von sechs moéglichen Positionen ein endonukleolytischer Schnitt gesetzt.
Hierbei entsteht das linke P22-DNA-Ende des ersten Verpackungszyklus. Die pac-site selbst
liegt in der kodierenden Region von Gen 3. Unmittelbar an Gen 3 schlief3t sich tberlappend
Gen 2 an. Die Genprodukte beider Gene bilden zumindest teilweise einen Komplex und sind
notwendig fur die erfolgreiche Bildung der Enden sowie die DNA-Verpackung wahrend der
Zusammensetzung der Nachkommenviren.

Dank der relativ geringen Sequenzspezifitat des gp 3 besitzt P22 die, bereits in der Einlei-
tung beschriebene, Fahigkeit zur allgemeinen Transduktion. Gp 3 erkennt namlich nicht nur
die echte pac-site, sondern auch pac-dhnliche Signale auf dem Bakterienchromosom und
auf Plasmiden. Dadurch ist prinzipiell die Verpackung jedes chromosomal- und plasmidko-

dierten bakteriellen Gens moglich.

In vorangegangenen Experimenten wurde fur alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Phagen ihre Fahigkeit zur allgemeinen Transduktion nachgewiesen [Schickimaier, persénli-

che Mitteilung]. Man kann davon ausgehen, dal} alle Phagen des P22-Astes, die die
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Fahigkeit zur allgemeinen Transduktion besitzen, im Besitz einer pac-site sind. Nach einer
Infektion durch den Wildtyp von P22 tragen ca. 2 % der freigesetzten Partikel ein DNA-
Fragment des Wirts in der GroRe des P22-Chromosoms anstelle von Phagen-DNA [Ebel-
Tsipis et al., 1972]. Mutationen, die die Frequenz der Transduktanten beeinflussen, wurden
nicht nur in P22 [Schmieger, 1971; Schmieger, 1972], sondern auch in den Phagen P1 [Wall
und Harriman, 1974; Yamamoto, 1982], T1 [Borchert und Drexler, 1980] und T4 [Wilson et
al., 1979] nachgewiesen. Es zeigte sich, dall eine ganze Reihe der Mutationen in P22 zu
einer Erhéhung der normalen Transduktionsrate fihrten [Casjens et al., 1987]. Diese Mutan-
ten werden deshalb als HT-Mutanten (High fequency of Transduction) bezeichnet. In den
durch die HT-Mutanten infizierten Wirtszellen finden mehr Verpackungsinitiationen auf dem
Wirtschromosom statt als in Zellen, die durch den normalen P22-Wildtyp infiziert werden
[Casjens et al., 1992b]. Der DNA-Verpackungsprozel3 der HT-Mutationen kann folgender-

mafden beeinflult sein:

e Veranderung der pac-site oder der benutzen pac-Schnittstellen in der kodierenden Se-
quenz von Gen 3

e Verringerung der ohnehin schon geringen Sequenzspezifitat des gp 3 bei der Erkennung
der pac-site und dadurch Verursachung zufélliger Verpackungsereignisse an anderen

Stellen der Phagen-DNA durch die Benutzung anderer pac-sites.

Zur Untersuchung der Evolution auf Nukleotidebene in einer Genkassette, die aufgrund der
zusammenhangenden Funktionen ihrer Genprodukte als hoch-konserviert gilt, sollten in
Teil 5 der vorliegenden Arbeit die Nukleotidsequenzen der Gene 3 verschiedener Phagen
des P22-Astes der lambdoiden Familie verglichen werden. Bei vorangegangenen Untersu-
chungen von Schicklmaier [Schickimaier, 1995] stellte sich heraus, dal® alle im Rahmen die-
ser Arbeit untersuchten Phagen ein Hybridisierungssignal mit der Sonde S7 (Tab. 3.A.1. und
Abb. 3.A.1.) fir Gen 7p,, lieferten (Abb. 4.A.3.). Die Funktionen der einzelnen an der Ver-
packung beteiligten Genprodukte sind so exakt aufeinander abgestimmt, dal} ein Austausch
von Subfunktionen nicht mdglich ist. Deshalb konnte, wie bereits erlautert, davon ausgegan-
gen werden, daR alle Phagen, die im Besitz von Gen 7p,, sind, auch die Ubrigen an der Ver-

packung beteiligten Gene von P22 besitzen, also auch Gen 3.
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5.A. Ergebnisse

5.A.1. Sequenzanalyse der Gene 3 lambdoider Phagen

Die Nukleotidsequenzen der Gene 3 der Phagen PS3 und PS34 wurden bereits in Abschnitt
4.A. ermittelt. Zur Sequenzierung von Gen 3ps; wurde der Primer Gen3-R verwendet. Ein
Vergleich der Sequenzen der Gene 3 der Phagen PS3, PS34 und P22 ergab eine
hundertprozentige Ubereinstimmung in dem Bereich der drei Phagen, in dem der Primer
bindet. Analog dazu wurde durch Sequenzvergleich des Anfangsbereichs von Gen 3 der drei
Phagen P22, PS3 und PS34 der Primer Gen3-F ausgewahlt. Die Lage beider Primer ist in
Abb. 5.A.2. dargestellt. Da es sich bei Gen 3 um eine hoch-konservierte Region handelt, war
anzunehmen, dal diese Primer in den meisten der hier untersuchten Phagen ebenfalls
binden. Sequenziert wurden die Phagen PS11, PS30, MI85 und G119. Diese Phagen
stammen ebenfalls aus der bereits in Teil 3 und 4 untersuchten Kollektion des P22-Astes der
lambdoiden Familie und stellen eine willkirliche Auswahl dar. Gen 3 hat eine Lange von 489
Basen. Die Sequenzierung in beide Richtungen ausgehend vom linken und rechten Ende
deckte den gesamten Bereich des Gens ab.

Abb. 5.A.2. und Abb. 5.A.3. zeigen einen Vergleich der Nukleotidsequenzen bzw. der

Aminosauresequenzen der untersuchten Phagen mit den publizierten Sequenzen von P22
und LP7. Die Sequenz des Gens 3 von LP7 wurde 1992 von Petri und Schmieger
veroffentlicht und zeigt eine Ubereinstimmung von 91% zu P22 auf Nukleotidebene [Petri
und Schmieger, 1992].

Insgesamt konnten 47 Basensubstitutionen im Vergleich zu den Sequenzen von P22 und
LP7 beobachtet werden, aber nur 6 davon fiihrten in unterschiedlichen Phagen zu einem
Austausch in der Aminosauresequenz. Dies lag zum Teil auch daran, da® die meisten

Basenaustausche die dritte Position des Tripletts betrafen.

Gen3-F
> 60
P22 ATG GC GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTH TGG GAG GCC CGC AGT AGH CAT GGG CGHE AAT cCH
LP7 ATG GCH GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTC TGG GAG GCC CGC AGT AGEC CAT GGG CGT AAC CCG

PAZ3 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTC TGG GAG GCC CGC AGT AGC CAT GGG CGT AAC CCG
PAZ11 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTC TGG GAG GCC CGC AGT AGC CAT GGG CGI AAC CCG

PAZ30 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTHl TGG GAG GCC CGC AGT AGH CAT GGG CGHE AAC cCH
PAZ34 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTHl TGG GAG GCC CGC AGT AGH CAT GGG CGH AacC cCl

PAZ85 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTC TGG GAG GCC CGC AGT AGC CAT GGG CGT AAC CCG

PAZ119 ATG GCA GCA CCA AAG GGC AAC CGA TTC TGG GAG GCC CGC AGT AGC CAT GGG CGT AAC CCG

* Kk x Kk x khkk kkk kkkx kxkk kkkx krxk kK kkk kkk kkk kxkk kk*x kx *kk kkk kkk kkk Kkxk
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120
P22 aan TTC GAf TCG cCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAH
LP7 ARA TTC GAG TCG CCl|l GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAB
PAZ3  AAA TTC GAG TCG CCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAG
PAZ11l AAA TTC GAG TCG CCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAG
paz30 AAA TTC GAE TCG cCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAH
paz34 AAA TTC GAf TCG CCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAH
PAZ85 AAA TTC GAG TCG CCll GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAG
PAZ119 AAA TTC GAG TCG CCA GAG GCG CTG TGG GCT GCT TGT TGT GAA TAC TTC GAG TGG GTG GAG
kkKk kkk kK *k Kk Kk kK kkhkk Kkkk kkhkk Kkkk kkk kkk kkhkk Kkkk kkhkk kkk kkhkk kkk kkkk Kkkk kK%

180
P22 GCT AAC CC CTA TGG GAG ATG AAG GCE TTC TCH TAT CAB GGT GAA GT@ AEA CAA GAG CCT
LP7 GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAA GGA GAA GTT ACA CAA GAG CCT
PAZ3  GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAA GGA GRA GTT ACA CAA GAG CCT
PAZ11l GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAA GGA GAA GTI ACA CAA GAG CCT
PAZ30 GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAf GGA GRA GTT ACA CAA GAG CCT
PAZ34 GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CA GGA GAA GTT ACA CAA GAG CCT
PAZ85 GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAA GGA GRA GTT ACA CAA GAG CCT
PAZ119 GCT AAC CCA CTA TGG GAG ATG AAG GCT TTC TCA TAT CAA GGA GAA GTT ACA CAA GAG CCT
* Kk Kk Kkkk Kk kkk Kkkhkk kkk Kkkk kkk k*k *x Kk k kx * Kk Kk * * *k*k k* * k kkk Kkkk Kkkx%k

240
P22 ATE ccc aac ATG BGH GCc@ a1c acc ATH AcT GG CcT@ ACH cT@ TTC BTH GAT GTG ACG CTT
LP7 ATT GCC AAG ATG BGG GCE ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC GTC GAT GTG ACG CTT
PAZ3  ATT GCC AAG ATG BGG GCE ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC CTC GAT GTG ACG CTT
PAZ11l ATE GCC AAG ATG AGG GCE ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC CTC GAT GTG ACG CTT
pPAz30 ATE GCC AAG ATG AGE GCA ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC CTC GAT GTG ACG CTT
PAz34 AT GCC ARG ATG BAGG GCA ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC CTC GAT GTG ACG CTT
PAZ85 ATI GCC AAG ATG AGGE GC ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC CTC GAT GTG ACG CTT
PAZ119 ATT GCC AAG ATG AGG GCE ATG ACC ATC ACT GGG CTA ACG CTA TTC ETC GAT GTG ACG CTT
* * *kk kkk Kkk*k * * % *kk kkk kK *k Kk kK * K% * K% * k% * Kk k * *kkk kkhkk Kkkhkk kK%

300
P22 G2l aca 166 cG B8~ TAH BB Brc Ber cra GAE TTA TCT GA GTC GTT ACG CGA GCA GAR
LP7 GAG ACA TGG CGA CAA TAC AGG GTG HcA GaA GAC TTA TCT GAG GTC GTT ACG CGA GCA GAG
PAZ3  GAG ACA TGG CGA CAA TAC AGG GTG HGa GAA GAC TTA TCT GAG GTC GTT ACG CGA GCA GAG
PAZ1l GAG ACA TGG CGA CAA TAC BAGG GTG BGA GAA GAC TTA TCT GAG GTC GTT ACG CGA GCA GAG
paz30 GaAE Aca 176G ccl B8~ TAl BGE Brc Cca Gaa Ga]l TTA TCT GAG GTC GIT ACG CGA GCA GAG
paz34 GaAE Aca 176G cG B8~ T2l BGE Brc Cca Gaa Gafl TTA TCT GAG GTC GIT ACG CGA GCA GAG
PAZ85 GAG ACA TGG CGA CAA TAC AGG GTG fGA GAA GAC TTA TCT GAG GTC GTT ACG CGA GCA GAG
PAZ119 GAG ACA TGG CGA CAA TAC BAGG GTG BEGA GRA GAC TTA TCT GAG GTC GIT ACG CGA GCA GAG

* K *kk kkk kK *  kk * * % * Kk kkhkk k%K Kk Kk Kkkk Kkk *kkk kkhkk kkhkk Kkkk kkk Kk*k

360
P22 ca§ @rc ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCH GGC GcA GeC GET Gaf CTT CTC AAC GCT AAC ATC
LP7 CAR ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCC GGC GCA GCC GAT GAT CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ3  CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCE GGC GCA GCC GET GAT CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ11 CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCC GGC GCA GCC GET GAT CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ30 CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCC GGC GCA GCC GET GR CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ34 CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCC GGC GCA GCC GET GAE CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ85 CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCE GGC GCA GCC GET GAT CTT CTC AAC GCT AAC ATC
PAZ119 CAA ATC ATC TAC GAC CAG AAA TTC TCC GGC GCA GCC GET GAT CTT CTC AAC GCT AAC ATC
* K kKhkk hAhkk kkhkk kkk kkhkk kkk kkk Kk k kkk Kkkk kkk Kk Kk kkk Kkkk kkk kkk kkk kkkk Kkk%k
4 ______

420
P22 ATE GcC CGE GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA BTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
LP7 AT GCC CGC GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA TTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
pAz3  AT@ GCC CGE GAT TTG GGC CTC AARA GAG CAG TCG CAA TTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
pPaz11l AT GCC CGE GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA TTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
PAZ30 ATA GCC CGJl GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA [TT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
PAZ34 ATA GCC CGlf GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA BTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
pPAz85 AT@E GCC CGE GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA TTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG
PAZ119 GCC CGE GAT TTG GGC CTC AAA GAG CAG TCG CAA TTT GAA GAC GTG ACA CCT GAT AAG

ATH
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Gen3-R
e 480
P22 GGA GAT CGC GAT AAG CGEll CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
LP7 GGA GAT CGC GAT AAG CGll CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ3  GGA GAT CGC GAT AAG CGC CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ11l GGA GAT CGC GAT AAG CGE CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ30 GGA GAT CGC GAT AAG CGC CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ34 GGA GAT CGC GAT AAG CGE CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ85 GGA GAT CGC GAT AAG CGC CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
PAZ119 GGA GAT CGC GAT AAG CGE CGC TCT CGT ATC AAG GAG CTA TTC AAC CGT GGA ACT GGA CGC
*kkk Kkkhkk kkk kkk Kkkk kk kkhkk Khkkhkk kkhkk Kkhkk kkhkk khkk kkhkk khkk kkhkk Kkkk kkhkk Kkkk kkk k)%
489
P22 GAT TCT TGA
LP7 GAT TCT TGA
PAZ3  GAT TCT TGA
PAZ11l GAT TCT TGA
PAZ30 GAT TCT TGA
PAZ34 GAT TCT TGA
PAZ85 GAT TCT TGA
PAZ119 GAT TCT TGA
*kk kkk Kkk*k
Abb. 5.A.2.: Nukleotidsequenzvergleich von Gen3 lambdoider Phagen
Abweichende Basen sind farbig dargestellt. Basen, die in allen Phagen lbereinstimmen,
sind durch * gekennzeichnet.
60
P22 MAAPKGNRFW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVEQEP
LP7 MAAPKGNRFW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
Ps3 MAAPKGNRFW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
PS11  MAAPKGNREW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
PS30  MAAPKGNREW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
PS34  MAAPKGNREW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
PS85  MAAPKGNREW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
PS119 MAAPKGNREW EARSSHGRNP KFESPEALWA ACCEYFEWVE ANPLWEMKAF SYQGEVIQEP
kAhkhkhkAhkhkkhhkhkkh KAhhkkhkhkhkhhhkkd K*hhkkhhkdhhkhkh hhkkdhkhkhhkhkhkx *hkkhrkhkkhkhkkhrkxk **xkk k*x **x%k
120
P22 IAKMRAMTIT GLTLFEDVTL ETWREYRLRE DLSEVVTRAE QOEIYDOKFSG AABMDLLNANI
LP7 IAKMRAMTIT GLTLFLDVTL ETWRQYRVRE DLSEVVTRAE QIIYDQKFSG AADDLLNANI
PS3 TIAKMRAMTIT GLTLFLDVTL ETWRQYRVRE DLSEVVTRAE QIIYDQKFSG AABDLLNANT
PS1l  IAKMRAMTIT GLTLFIDVTL ETWRQYRVRE DLSEVVTRAE QIIYDQKFSG AAEDLLNANI
PS30  IAKMRAMTIT GLTLFIDVTL ETWREYRMRE DLSEVVTRAE QITYDQKFSG AAEDLLNANT
PS34  IAKMRAMTIT GLTLFIDVTL ETWREYRMRE DLSEVVTRAE QIIYDQKFSG AAEDLLNANI
PS85  IAKMRAMTIT GLTLFLDVTL ETWRQYRVRE DLSEVVTRAE QITYDQKFSG AAEDLLNANT
PS119 IAKMRAMTIT GLTLFIDVTL ETWRQYRVRE DLSEVVTRAE QIIYDQKFSG AAEDLLNANI
X kX kkkk Kk kK *****.**** *kkkk kk kk Kkkhkkkkkkkk*k *.******** *k Kkkhkkkkk*k
163
P22 IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
LP7 IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS3 IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS11  IARDLGLKEQ SQFEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS30  IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS34  IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS85  IARDLGLKEQ SQFEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.
PS119 IARDLGLKEQ SQEEDVTPDK GDRDKRRSRI KELFNRGTGR DS.

Kk Kk ok Kk kK Kk kK

*k kAR Kk Kk K

KAk Kk kK Kk kK

khkk kKA k kK kK

* Kk Kk

Abb.3.B.19.: Aminosauresequenzvergleich von Gen 3 lambdoider Phagen
Abweichende Amminosauren sind farbig dargestellt. Aminosauren, die in allen
Phagen Ubereinstimmen, sind durch * gekennzeichnet.
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5.B. Diskussion

Die in Abschnitt 5.A. durchgefiihrte Sequenzanalyse der Gene 3 einiger lambdoider Phagen
zeigt, dal® Unterschiede in den Sequenzen der Gene 3 bestehen. Diese sind Uber die ge-
samte kodierende Region verteilt. Die Homologiegrade zu den Phagen P22 und LP7 sind in
Tab. 5.B.1. dargestellt. Sie liegen aufgrund der starken Konserviertheit der Gene der Ver-
packungsregion mit 91 - 99 % erwartungsgemal hoch und verursachen nur wenige AS-
Substitutionen. Insgesamt besitzen die Gene 3 der analysierten Phagen mehr Ubereinstim-

mungen mit LP7 als mit P22.

Phage Homologie | Anzahl ab- Anzahl Homologie | Anzahl ab- Anzahl
zu weichender AS- zu weichender AS-
P22 (%) Basen Austausche LP7 (%) Basen Austausche
P22 100 - - 91 43 7
LP7 91 43 7 100 - -
PS3 91 41 5 99 3 1
PS11 91 41 5 99 3 1
PS30 95 26 3 95 25 3
PS34 95 26 3 95 25 3
MI85 91 41 5 99 2 1
G119 91 42 4 99 3 2
Tab. 5.B.1.: Homologiegrade der Gene 3 der untersuchten Phagen im Vergleich zu

P22 und LP7

Gen 3ist in zweierlei Weise an der DNA-Verpackung beteiligt:

1. Auf Nukleotidebene durch die Bereitstellung der pac-site und der pac-Schnittstellen als
Erkennungssequenzen flr gp3 und andere Proteine.
2. Auf Proteinebene flir den Start des Verpackungsprozesses durch die Erkennung der pac-

site.

Sowohl Anderungen in der Nukleotid- als auch in der Aminosduresequenz kénnen Auswir-
kungen auf die Transduktionshaufigkeit der betroffenen Phagen haben. Die Lage der Se-
quenzabweichungen der Gene 3 der untersuchten Phagen untereinander und im Vergleich
zu P22 und LP7 lalkt Konsequenzen in Bezug auf ihre jeweiligen Verpackungsprozesse ver-
muten.

Anderungen auf Nukleotidebene, die keine AS-Substitution zur Folge habe, kénnten dann
einen EinfluR haben, wenn in dem betroffenen Bereich Erkennungssequenzen wie die pac-

site oder Schnittstellen liegen.
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Eine mdgliche Sequenz der pac-site von P22 (5' AAGATTTATCTG 3*) wurde 1987 von Cas-
jens et al. aufgrund von vergleichenden Sequenzanalysen zweier HT-Mutanten mit P22 ver-
offentlicht [Casjens et al, 1987)].

Vergleichende Sequenzanalysen der Gene 3 und Unterschiede in den Transduktionsraten
verschiedener chromosomal- und plasmidkodierter Marker zwischen den Phagen P22 und
LP7 deuteten zum einen darauf hin, dal LP7 nicht exakt die gleiche pac-site erkennt wie
P22 und zum anderen, dal} die Erkennungsregion des pac-Signals komplizierter ist und nicht
nur eine bestimmte Basenabfolge darstellt. Es kénnte sich vielmehr um ein zweiteiliges
Signal handeln oder eine zusatzliche Beeinflussung der spezifischen Erkennung durch eine
zweite Sequenz in einiger Entfernung [Petri und Schmieger, 1990]. So fand Backhaus her-
aus, dal} innerhalb der kodierenden Sequenz von Gen 3 eine ganze Reihe von direkten und
indirekten Sequenzwiederholungen liegen. Er nahm an, daf eventuell diese symmetrischen
Sequenzelemente als Signale fiir den Erkennungsprozel® der pac-site dienen kénnen, dem
dann als separater Prozel} die Schnittreaktion folgt [Backhaus, 1985].

Die Analyse einer HT-Mutante von P22 mit veranderter Erkennungsspezifitadt von gp 3 deutet
aullerdem auf die Beteiligung einer weiteren, 110 bp stromaufwarts der pac-
Konsensussequenz gelegenen, Region (+110-Region) bei der Initiation der Verpackung hin,
die ebenfalls in der kodierenden Sequenz von Gen 3 liegt [Schmieger, H., 1972; Casjens et
al., 1987).

Auch in den hier untersuchten Phagen finden sich in der unmittelbaren Umgebung der +110-
Region einige Basensubstitutionen sowie eine AS-Substitution gegenuber P22 (Abb. 5.B.1.).
Welche sonstigen Sequenzen oder Strukturen noch eine Rolle spielen kdnnten, ist nach wie
vor unklar.

Da die exakte pac-site von P22 bislang noch nicht ermittelt wurde, wird im Folgenden zum
Vergleich die vermeintliche pac-Sequenz von Casjens et al. [Casjens et al., 1987] herange-
zogen. Die Sequenzen der moglichen pac-sites der in dieser Arbeit untersuchten Phagen
stimmen entweder mit der von P22 (zwei Phagen) oder mit der von LP7 (vier Phagen) uber-
ein (Abb. 5.B.2.).
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P22: 5'.......... AAGATTTATCTG. .. ........ 3
PS30: 5'e..i.in.n. AAGATTATCTG. ..o o vt n .. 30
PS34: 5., AAGATTATCTG. ..o o vt ... 30
PS3: 5'.......... AAGARTTATCTG. ..o v v e L. 3
PS11: 5%e..cn.... AAGARTTATCTG. .o v et 3
MI85: 5% ......... AAGARTTATCTG. . ..o ool L. 3
G119: 5'......n... AAGARTTATCTG. ... oo ... .. 30
LP7: 5'.......... AAGiITTATCTG ........... 3

Abb. 5.B.2.: Sequenzen der vermeintlichen pac-site der untersuchten Phagen

Sollte es sich bei der von Casjens et al. verdffentlichten Sequenz tatsachlich um die pac-site
handeln, so sagt allein die Tatsache, dal} alle hier untersuchten Phagen eine der beiden pac-
Sequenzen von P22 oder LP7 besitzen, nicht viel darlber aus, ob alle allgemein transduzie-
renden Phagen der lambdoiden Familie bei der Verpackung die gleichen Strukturen erken-

nen oder die DNA an gleichen Positionen im Gen 3 geschnitten wird.

Das linke DNA-Ende des ersten Verpackungszyklus entsteht nicht durch einen endonukleo-
lytischen Schnitt an der pac-site selbst, sondern an einer von sechs mdglichen Positionen,
die in einem Bereich von ca. 120 Basen um die pac-site herum liegen. Dies beweisen Er-
gebnisse aus dem Jahre 1985 von Backhaus [Backhaus, 1985]. Die dort ermittelten Schnitt-
positionen zeigten eine charakteristische Verteilung (Abb. 5.B.3.). Hierbei ist auffallend, daf}
sich diese Schnittpositionen nicht als exakte Sequenzen definieren lassen, sondern sich je-
weils um bestimmte Positionen herum mit einer bestimmten Schnitthaufigkeit anordnen. Da-
bei sind die zentralen und haufigsten Schnitte jeweils 2 bp voneinander entfernt. Eine ein-
deutige Konsensussequenz im Schnittbereich selbst kann dabei nicht identifiziert werden.
Auch in der um die pac-site gelegenen 120 bp gro3e Region, in der die endonukleolytischen
Schnitte fur das 5-Ende des ersten Verpackungsprodukts gesetzt werden, findet sich in den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Phagen im Vergleich zu P22 eine Anhaufung von
Basensubstitutionen (Abb.5.B.1.).
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120 bp
pac 1 pac 2 pac 4 pac 5 pac 6
ek o 5 5 P et o 5 5 e ot S S
EEEEEER EEEN
pac-site
Gen 3

Abb. 5.B.3.:  Verteilung der pac-Schnittstellen in Gen 3 von P22
(modifiziert nach [Backhaus, 1985])
**++++** zeigt die zum Zentrum hin erhdhte Schnittwahrscheinlichkeit um bestimmte
Positionen herum an.

Abweichungen in der Aminosauresequenz von gp 3 koénnten zur Folge haben, dall das
Protein die pac-site oder die entsprechenden Schnittstellen mit unterschiedlicher Effizienz
erkennt und sich so die Transduktionshaufigkeit andert. Dies ist z. B. bei den bereits erwahn-
ten HT-Mutanten der Fall.

Die fur die verschiedenen Phanotypen der HT-Mutanten verantwortlichen Mutationen liegen
zumeist in der 3‘-gelegenen Halfte von Gen 3 (Abb. 5.B.1.), viele davon ebenfalls im 120 bp-
Bereich um die pac-site herum. Die Basensubstitutionen in den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Phagen liegen nur in einem Fall exakt an einer entsprechenden Position der
Substitutionen einer HT-Mutante: Durch Austausch einer Base an Position 253 erfolgt ein

AS-Austausch in Position 85 von Thrpys ZU Seryt-mutante UNd ZU Glan7’ PS3, PS11, PS85, PS119-

Ein Vergleich der Nukleotid- und AS-Sequenzen der Gene 3 der Phagen P22 und LP7 mit
den Positionen der Substitutionen von HT-Mutanten von P22 veranlaflte Petri und Schmie-
ger zu der Annahme, dal® im Bereich der Basen 330 bis 340 eine Proteindomane liegt, die
einen EinfluR auf die Benutzung der pac-Schnittstellen hat (Abb. 5.B.2.) [Petri und Schmie-
ger, 1990]. Auch in diesem Bereich finden sich in den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Phagen verschiedene Basensubstitutionen.

Die nachgewiesenen Basensubstitutionen sind in der Regel in der dritten Position des
Tripletts fur die jeweiligen AS zu finden. Diese sogenannten neutralen Mutationen haben

keinerlei Auswirkung auf die AS-Sequenz des Proteins. Deshalb findet keine Selektion fir
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oder gegen eine Basensubstitution in der dritten Position des AS-Codons statt. Letzteres ist
in einer stark konservierten Region zu erwarten.

Festzustellen bleibt, dal® viele der hier nachgewiesenen Basensubstitutionen in Bereichen
liegen, denen aufgrund vorangegangener Analysen eine Rolle bei der DNA-Verpackung der
lambdoiden Phagen zugeschrieben wird. Um weitergehende Aussagen machen zu kénnen,

muften allerdings eingehendere Untersuchungen folgen, in denen

a) die Transduktionshaufigkeit der einzelnen Phagen und

b) die exakten Schnittpositionen des ersten Verpackungsproduktes ermittelt werden sollten.

Wie bereits erwahnt, besitzen Phagen, die nach dem headful-Mechanismus verpacken, auf-
grund der geringen Sequenzspezifitat von gp3 die Fahigkeit zur allgemeinen Tranduktion.
Die allgemeine Transduktion ist einer der Mechanismen, die eine wichtige Rolle beim hori-
zontalen Gentransfer spielen. Dieser wiederum gewinnt gerade in der heutigen Zeit, in der
Nutzen und Risiken an der Freisetzung genetisch veranderter Organismen in die naturliche
Umgebung vermehrt diskutiert werden, verstarkt an Bedeutung.

Hier stellt sich die Frage, ob die Transduktion als Mechanismus des horizontalen Gentrans-
fers jemals vollig verhindert werden kann. Falls sich durch weitergehende Untersuchungen
herausstellen sollte, da® die gefundenen geringfliigigen Anderungen in der Sequenz der Ge-
ne 3 tatsachlich einen Einflul auf die Transduktionshaufigkeit der entsprechenden Phagen

haben, muf} diese Frage verneint werden.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Evolutionsmecha-
nismen zu leisten, die zur Entstehung der enormen Vielfalt der lambdoiden Phagen gefuhrt
haben. Die einzelnen, in sich geschlossenen Teile, bieten einen Einblick in die Variabilitat
von Phagengenomen und die Anpassungsfahigkeit des Systems Phage. Dazu wurde die

modulare Architektur der Phagengenome unter verschiedenen Gesichtspunkten analysiert:

¢ In einer natlrlichen Phagenpopulation aus Naturisolaten von Salmonella typhimurium
wurde die Modulzusammensetzung innerhalb einer bestimmten Gruppe von Genen, der
Lysisgenkassette, untersucht (Teil 4 der vorliegenden Arbeit).

Dabei zeigte sich, dal® innerhalb dieser Kassette prinzipiell ein grof3es Variationspoten-
tial vorhanden ist, das jedoch in der Natur bei weitem nicht in dem Male genutzt wird,
wie es auf Grund der Anzahl der existierenden modularen Allele zu erwarten ware. Dies
gilt auch fir die theoretisch errechenbare Anzahl lambdoider Phagen insgesamt im Ver-
gleich zur Anzahl bisher nachgewiesener Modulkombinationen. Die durchgefiihrten Un-
tersuchungen zeigen, daf die einzelnen Allele der Gene der Lysisgenkassette grund-
satzlich gegeneinander ausgetauscht werden kénnen, so dal wieder lebensfahige Pha-
gennachkommen entstehen. Auch homologe Sequenzen, die als mogliche Rekombina-
tionspunkte dienen koénnten, konnten durch vergleichende Sequenzanalysen in einzel-
nen Phagenpaaren nachgewiesen werden.

Offensichtlich spielen jedoch weitere Faktoren eine Rolle. Hier sind zum einen Selek-
tionsvor- oder -nachteile eines Allels oder einer Allelkombination zu nennen, aber auch
der zeitliche Aspekt darf nicht vernachlassigt werden (Seit wann gehért ein Allel oder ei-
ne Allelkombination dem Genpool an und wieviel Zeit hatte es (sie), um sich gegenlber
anderen durchzusetzen?). Ein Faktor, der ebenfalls in jedem einzelnen Fall beachtet
werden mulR, ist die jeweilige Isolationsbedingung des Phagen.

o Die Frage, wie haufig ein Phage von der Mdglichkeit des Modultransfers tatsachlich Ge-
brauch macht, war Gegenstand von Teil 3 der vorliegenden Arbeit. Dazu wurde durch
Simulation von Superinfektionen unter Laborbedingungen die Haufigkeit untersucht, mit
der unterschiedliche superinfizierende Phagen durch Rekombination auf den Genpool
eines Prophagen zurlickgreifen. Hierbei zeigte sich, dall die zu Beginn durch Rekombi-
nationsereignisse bevorzugt entstehenden Modulkombinationen nicht mit den Kombina-
tionen identisch sind, die sich im Laufe der Generationen durchsetzen. Verantwortlich
hierfir konnten sowohl gehauft auftretende homologe Sequenzen als auch Selektions-

mechanismen sein.
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Eine wichtige Rolle kommt auch der zweiten Immunitatsregion Imml zu, die P22 zusatz-
lich zur ImmC-Region, besitzt. Durch die Induktion des in der Wirtszelle etablierten Pro-
phagen und Herbeifiihrung seiner Replikation, besitzen Phagen, die im Besitz eines
Antirepressors sind, die Méglichkeit, vermehrt auf den Genpool des Prophagen zurlck-
zugreifen. Auch die Tatsache, dall die meisten der neu entstandenen Phagenrekombi-
nanten im Laufe der Zeit den Antirepressor von P22 "lbernommen" haben, spricht dafr,
dall Phagen, die eine Antirepressor besitzen, langfristig einen Selektionsvorteil gegen-
Uber Phagen ohne zweite Immunitatsregion haben. Ungeklart bleibt die Frage, warum
dann bislang innerhalb der lambdoiden Familie kein Antirepressor mit einer anderen
Spezifitat gefunden wurde und auch nur eine geringe Anzahl an Phagen, die den Anti-
repressor von P22 besitzen. Denkbar ware, dal der Antirepressor evolutiv gesehen neu-
eren Ursprungs ist und dem Genpool der lambdoiden Familie erst seit kurzem angehort.
Rekombinationsprozesse unter geeigneten Laborbedingungen stellen einen haufig ablau-
fenden Prozel} dar. Allerdings lag die Anzahl der tatsachlich stattgefunden Rekombinati-
onsereignisse insgesamt hodchstwahrscheinlich wesentlich héher als die Anzahl der
nachgewiesenen rekombinanten Phagen. Dies liegt zum einen daran, dafl} nur ein gerin-
ger Teil der Regionen, in denen Austauschereignisse moglich waren, Gberhaupt getestet
werden konnte. Zum anderen flhrten vermutlich nicht alle entstandenen Modulkombina-
tionen zu lebensfahigen Phagennachkommen, sondern ein Teil davon fiel Selektionsme-
chanismen zum Opfer.

e Zur Untersuchung der Evolution bei Phagen im klassischen Sinn auf Nukleotidebene
wurden in Teil 5 dieser Arbeit die Gene 3 der Verpackungsregion verschiedener lamb-
doider Phagen analysiert. Die Genprodukte dieser Region kénnen aufgrund ihrer eng zu-
sammenhangenden Funktionen nicht voneinander getrennt werden, so daf} ein Aus-
tausch einzelner Gene nicht maéglich ist. Die nachgewiesenen Sequenzunterschiede in
den Genen 3 der untersuchten Phagen lassen sich durch Mutationen auf der Ebene ein-
zelner Basen erklaren. Beispiele fir mutative Veranderungen finden sich auch in Genen,
die im Sinne der Modultheorie von Botstein funktionelle Einheiten darstellen. So zeigt das
einzige bis heute bekannte Allel des Gens 15 der Lysisgenkassette lambdoider Bakte-
riophagen eine Reihe von Basensubstitutionen, die sich u. a. durch Mutationen erklaren

lassen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal die grol3e Vielfalt der lambdoiden Phagen durch
unterschiedliche Mechanismen entstanden sein mul}. Hierbei spielen Mutationen auf der
Ebene einzelner Nukleotide die gleiche Rolle wie bei allen anderen Lebewesen auch. Aller-
dings bietet die Evolution auf der Ebene einzelner Module den Phagen eine zusatzliche Mog-

lichkeit, sich schnell und effizient an veranderte Umweltbedingungen anzupassen. Dabei
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muf jedoch beachtet werden, dal’ die Entstehung und die Etablierung von neuen Modul-
kombinationen unterschiedlichen GesetzmaRigkeiten folgen. Die Selektionsmechanismen,
die bei der klassischen Evolution auf der Ebene einzelner Nukleotide greifen, spielen auch
bei der Evolution auf der Modulebene eine wichtige Rolle. Nicht jede neu entstandene Mo-
dulkombination flihrt automatisch zu lebensfahigen Phagennachkommen und nicht jede le-
bensfahige Kombination kann sich dann im Laufe der Generationen tatsachlich gegenlber
anderen Kombinationen durchsetzen. So wird es durchaus verstandlich, daf} trotz des enor-
men Variationspotentials, das den lambdoiden Phagen aufgrund der Vielzahl der nachge-
wiesenen Allele in den einzelnen Kassetten zur Verfigung steht, insgesamt bis heute nur ein

geringer Teil der theoretisch denkbaren Modulkombinationen nachgewiesen werden konnte.
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