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Summary

Summary

Since the discovery of the general protein glycosylation pathway in Campylobaeter

jeijuni in 1999 and the demonstration that the glycans are attached through an N­

linkage, a surge of research activity has resulted to characterize and exploit this

system. What emerged from these efforts is the finding that N-linked protein

glycosylation is found in all three domains of life and that it follows a general

principle in archaea, bacteria and eukaryotes. Sequence sirnilarity of proteins involved

in these processes as well as the conserved conceptual framework strongly support the

hypothesis that N-linked protein glycosylation is homogenous in alllife forms. The

bacterial pathway originally identified in C. jejuni and extensively studied in the

heterologous host Eseheriehia coli has been instrumental to define the basic

mechanisms underlying the process of N-glycosylation.

The focus of this thesis is on the characterization of the pgl glycosyltransferases

involved in the biosynthetic pathway of the lipid-linked oligosaccharide precursor for

N-linked protein glycosylation, and elucidation of the components of this pathway in

the bacterium C. jejuni. Due to the pathogenic nature of C. jejuni this study was

carried out in the lab strain E. coli. We optimized the expression and glycosylation of

the C. jejuni glycoprotein AcrA by the pgllocus to improve the read-out system in E.

coli and get efficient protein glycosylation. A periplasmic but soluble form of AcrA

was successfully constructed and glycosylated, demonstrating that glycosylation takes

place in the periplasm of bacteria, functional equivalent of the endoplasmic reticulum

in its eukaryotic counterpart. We characterized the glycosylransferases and sugar

biosynthesis genes based on differential mobility on SDS·PAGE of AcrA depicting

hypoglycosylation, glycosylation with a shorter glycan, totalloss of glycosylation or

no effect on glycosylation of this protein. Some proteins of C. jejuni were

complemented by homologous proteins of E. coli. One such protein, PgIC was shown

to be complemented by WecA of the LPS biosynthesis pathway of E. coli. This cross­

talk between E. eoli LPS biosynthesis and C. jejuni protein glycosylation was not

limited to WecA. We also observed complementation of WlaB and PglD by E. eoli

proteins. Moreover, the PgI oligosaccharide was transferred to Lipid A forming a

hybrid LPS. At a higher level, we detected and investigated the biosynthesis of a

hybrid O-antigen due to the combined action of PgI and LPS glycosyltransferases in

E. coli. This novel O-antigen was highly immunogenic and able to form a hybrid LPS
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in E. eoli KI2. Antibodies were raised against the hybrid LPS and are being used as a

sensitive and specific readout of glycosylation not only in E. eoli but also in C. jejuni

cells.
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Zusammenfassung

Die Entdeckung einer generellen Glykosilierung in Campylobacter jejuni im Jahre

1999 und der Erkenntnis, dass die Zucker über Asparaginreste gebunden sind, führte

zu einer Zunahme der Forschungstätigkeit mit dem Ziel, dieses System zu

charakterisieren. Das Resultat dieser Bestrebungen ist die Erkenntnis, dass N­

gebundene Glykosylierung in allen drei Domänen der Lebewesen zu finden ist und

dass das generelle Prinizip in Archaen, Bakterien und Eukaryoten vergleichbar ist.

Die Hypothese, dass es sich um einen homologen Prozess handelt, wird gestützt durch

Ähnlichkeit der beteiligten Proteine auf Sequenzebene und dem konservierten Gerüst,

auf dem die N-gebundene Glykosylierung aufbaut. Der ursprünglich in C. jejuni

entdeckte Stoffwechselweg, welcher ausführlich im heterologen Wirt E. coli

untersucht wurde, war nützlich, um die grundlegenden Mechanismen der N­

Glykosylierung zu definieren.

Der Fokus dieser Doktorarbeit liegt auf der Charakterisierung, der an der Biosynthese

der lipid-gebundenen Oligosaccharidvorläufer beteiligten Glykosyltransferasen und

der Beschreibung der Komponenten dieses Stoffwechselweges von C. jejuni.

Aufgrund der Pathogenität von C. jejuni wurden die Arbeiten mit einem E. coli

Laborstamm durchgeführt. Um die Beurteilbarkeit und die Effizienz der

Proteinglykosilierung zu verbessern, haben wir die Expression sowie die

Glykosylierung des Glykoproteins AcrA optimiert. Wir haben eine im Periplasma

lösliche Form von AcrA konstruiert, welche auch glykosyliert wurde. Mit diesem

Experiment zeigten wir, dass bakterielle Glykosilierung im Periplasma stattfindet, was

dem Äquivalent des eukaryotischen Endoplasmatischen Retikulums entspricht. Die

Gene der Glykosyltransferasen und jene, die an der Biosynthese der Zucker beteiligt

sind, wurden mit Hilfe eines Mobilitätsunterschieds von AcrA in SDS-PAGE

charakterisiert. Auf diese Weise lassen sich verminderte Glykosylierung,

Glykosylierung mit einem kürzeren Zucker, vollständige Abwesenheit von

Glykosylierung oder normale Glykosylierung unterscheiden. Einige Proteine von C.

jejuni wurden durch homologe Proteine aus E. coli komplementiert. PglC, eines dieser

Proteine, konnte durch WecA aus dem LPS Biosyntheseweg von E. coli

komplementiert werden. Diese Gemeinsamkeit zwischen der E. coli LPS Biosynthese

und C. jejuni Proteinglykosilierung war nicht auf WecA beschränkt. Ebenfalls durch
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E. coli Proteine komplementiert wurden WlaB und PgID. Darüberhinaus konnten PgI

Oligosaccharide auf Lipid A übertragen werden, was zur Entstehung von Hybrid-LPS

führte. Auf einer höheren Stufe detektierten und untersuchten wir die Biosynthese

eines hybriden O-Anigens, welches durch die kombinierte Wirkung von PgI- und

LPS-Glykosyltransferasen in E. coli zu Stande kam. Dieses neue OvAntigen war hoch

immunogen und in der Lage ein Hybrid-LPS in E. Coli Kl2 auszubilden. Gegen

dieses Hybrid-LPS wurden Antikörper hergestellt, die zur empfindlichen und

spezifischen Beurteilung der Glykosylierung in E. Coli, wie auch C. jejuni, verwendet

werden.
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