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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Mycoplasmenmembran

Membranen snd fir das Leben ener Zdle von entscheidender Bedeutung. Se umschlief3en
Zdle und Zdlorgandlen, grenzen Zdlen gegen die Umgebung & und hdten somit
lebenswichtige Funktionen der Zele aufrecht. Trotz unterschiedlicher Funktionen haben dle
biologischen Membranen enen gemeinsamen Aufbau: Jede Membran besteht aus ener sehr
dinnen Lipiddoppeschicht mit amphipathischen Proteinen, die durch nicht kovaente
Wechsdwirkung zusammengehdten werden. Die Lipidmolekile sind in ener durchgehenden
Doppelschicht angeordnet und dienen as mehr oder weniger undurchléssige Barriere fur die
meisen wasserlédichen Molekile. Hydrophile und geladene Proteine passeren nur  Uber
spezifische Transportwege die Membran.

Fir Untersuchungen von Biomembranen wurde die leicht isolierbare Mycoplasmenmembran
herangezogen (Razin, 1993). Elektronenmikroskopische Aufnahmen dieser kleingen sich
sbst replizierenden Organismen, der Mycoplasmen, zeigten, dass ihnen im Gegensatz zu
anderen Bakterien, die Zdlwand fehlt. Die Mycoplasmen wiesen nur eine enzdne Membran
von 80-100 A Dicke auf.

Anaysen der chemischen Kompostion zeigten, dass se hauptsachlich aus Proteinen (60
70% der Membranmasse), Lipiden (20-30 %), enigen Carbohydraten und ener geringen
Menge anhaftender zytoplasmatischer Begtandteile (RNA und DNA) zusammengesstzt snd
(Razin, 1963). Das prozentude Verhdtnis von Lipiden zu Proteinen konnte durch Anderung
der Kultivierungsbedingungen  beeinflust  werden, und war auch vom Alter ener
Mycoplasmenkultur abhangig.

Im Gegensatiz zu anderen bakteridlen Membranen enthdten Mycoplasmenmembranen in der
Reged Cholesterin (Argaman & Razin, 1965), weches ene wichtige Rolle ds
architektonische  Komponente in der Lipiddoppelschicht spidt, um der Mycoplasmen
membran die notwendige Fedtigkeit zu geben, da, wie oben erwdhnt, diese Bakterien keine
Zdlwand besitzen.

Da die Zytoplasmamembran die enzige Membran in Mycoplasmen is, dnd vide
enzymatische Prozesse, wie auch gpezifische Transportprozesse fur die  Aufnahme
lebensnotwendiger Stoffe mit diessr Membran verbunden. Aufgrund des kleinen Genoms der
Mycoplasmen, denen die meigen Gene fehlen, die in der Aminosdurebiosynthese und der
Kofaktor-Biosynthese involviert snd, snd Mycoplasmen auf ihre Wirtszdle angewiesen, um
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essentidle Aminosauren, Fettséuren, Cholesterin und  Vitamine Uber Trangportsysteme in die
Zdle aufzunehmen (Himmdrach et al., 1996; Pollack et al., 1997). Die Zytadhd&enz it eine
notwendige Voraussetzung, um Uber den engen Kontakt zur Wirtszelle diese lebenswichtigen
Bedandteille dem Wirt entziehen zu konnen. Da Mycoplasmen die aulere Zelwand fehlt,

siden die Bedandtelle der Mycoplasmenmembran und die darin enthatenen Proteine ene
wichtige Rolle bel der Adhé&renz.

1.2. Transportsyseme der Mycoplasmen

Aufgrund des kleinen Genoms (580 kb be Mycoplasma genitalium und 700-800 kb bel
Mycoplasma hominis) konnen, wie oben ewahnt, enige Subdanzen wie z.B. enige
Fettsburen, Aminosduren, Puring, Pyrimidine und Cholesterin von den Mycoplasmen nicht
seber synthetisert werden, sondern miissen von der Umwedt (Wirtszelle, Medienbestandteile)
affgenommen werden. EsS wurde angenommen, dass ene ehodhte Anzahl  von
Trangportsystemen fir essentiedle Néhrgtoffe in Mycoplasmen exisieren (Razin, 1993). Die
Sequenzierung der Genome von M. genitalium und M. pneumoniae zeigte, dass diese
Annahme nicht bestétigt werden konnte (Fraser et al., 1995, Himmereich et al., 1996). Dies
veranlaste zu der Hypothese, dass die vorhandenen Transportsysteme  geringe
Subgtratspezifitdten besitzen, um den Verlust der spezifischen Trangporter, der durch die
Genomreduzierung hervorgerufen wurde, zu kompensieren.

Dra Typen von Transportsysemen konnten nach Sequenzandyse der Genome von M.
genitalium und M. pneumoniae abgeletet werden. Der erste Transporter bestand aus einem
Transmembranprotein, das ds Carier fungiet. Das zwete Trangportsysem setzte Sch aus
enem  Phosphoenolpyruvat-abhéngigen  Zucker-Phosphotransferase- Transportsystem  (PTS)
zusammen, das Zucker unter Phosphorylierung in die Zdle transportiert, wo er im folgenden
dem intrazdlul&en Metabolismus zugefihrt wird. Der dritte Trangporttyp umfasst die ABC
(ATP-binding-cassette) Transporter, die die gréfde Gruppe der Transportsysteme bilden.
ABC-Transporter besitzen dle einen dhnliche Aufbau, bestehend aus vier Hauptdoménen, die
je nach Organismus (prokaryontisch oder eukaryontisch) zu einer Doméane fusionieren oder
dch aus mehreren Multi-Domédnen zusammensetzten (Higgins, 1995). Vide der ABC
Transporter haben eine wichtige klinische Funktion: das menschliche P-Glykoprotein fihrt
durch Uberexpresson in Krebszellen zu einem Export chemothergpeutischer Medikamente,
0 dass die Zdlen unempfindlich gegeniiber cytotoxischen Arznemitteln werden. Mutationen
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in Genen, die fir Proteine von ABC-Transportern kodieren, fuhren zu Syndromen wie
Adenoleukodystophie, Zellweger Syndrom und zytischer Fibrose (Higgins, 1995).

In Escherichia coli K-12 mit einer Kodierungskapazitét von 4289 Proteinen konnten Uber 80
ABC-Trangporter identifiziert werden, wohingegen nur sechs in M. genitalium mit inggesamt
468 Proteine gefunden wurden. M. gentialium bestzt nur enen Oligopeptidtransporter,
wohingegen in Bacillus subtilis e@n Di-, e@n Tri- und zwea Oligo-Peptidtransporter
beschrieben wurde (Perego et al., 1991; Slack et al., 1991; Koide & Hoch, 1994). Es ist
anzunehmen, dass dea Oligopeptidtransporter  in Mycoplasmen durch  die reduzierte
Substratspezifitét die Funktionen der vier Peptidiransporter in Bacillus subtilis innehat.

Bisher i wenig Uber die ABC-Transporter einschliefdich der Oligopeptidpermeasen in
Mycoplasmen bekannt. Es konnte nur auf Homologievergleiche zu berets untersuchten
Permeasen  zurlickgegriffen  werden.  Wie in Abbildung 1 dargedtelt, bestehen die
Oligopeptidpermeasen der Gram-negativen und Gram-podtiven Bekterien aus zwe ATP-
bindenden Doménen (D und F) und zwei membrandurchspannenden Doménen (B und C). Die
Subgtrat-bindende Doméne (A) i in Gram-negativen Bakterien im periplasmatischen Spdt
lokdigert, wohingegen diese Doméne in Gram-positiven Bakterien Uber enen Lipidanker in
der Zdlmembran verankert ist (Abb. 1).

Gram-negative Bakterien Gram-positive Bakterien

Membran

periplasmatischer @

Spalt

A
Zytoplasma T - ; _ Zytoplasma
membran _ c e - ] © B | membran

Abb 1. Organisation der Oligopeptidpermease in gram-negativen und gram-positiven Bakterien.

Die Oligopeptidpermease besteht aus einer Substrat-bindenden Doméne OppA (A), die in gram-negativen Bakterien
im periplasmatischen Raum frei vorliegt, wohingegen in gram-positiven Bakterien aufgrund des Fehlens einer
duReren Zellmembran das OppA in der Zellmembran verankert ist (2 ). Desweiteren besteht die Oligopeptidpermease
aus zwei hydrophoben integralen Membranproteinen OppB (B) und C (C), die die Pore durch die Membran bilden,
und zwei ATP-bindenden Proteinen OppD (D) und OppF (F), die die Energielieferanten des Transporters darstellen.

[] Substrat-bindende Doméne[ ] membrandurchspannenden Doménen, [I] ATP-bindenden Doméanen
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De Mechanismus des Peptid-Transports der Permease durch die Zytoplasmamembran wurde
von mehreren Arbeitsgruppen  untersucht. Die  Subdrat-bindende Doméne bindet  den
Liganden und flhrt ihn den Transmembrandoménen zu, die durch eine Konformations-
anderung, bewirkt durch die ATP-Hydrolyse der zytoplasmatischen ATP-bindenden
Doménen, den Transport durch die Membran ermdéglichen (Nikaido & Hall, 1998).

Diess ABC-Trangporter waren die haufigen gefundenen Transporter in Bacillus subtilis
(Kunst et al., 1995) und Escherichia coli (Blattner et al., 1997). Im minimaen Genom von M.
genitalium wurden sechs putative  Protenbindungs-abhéngige-Transportsysteme  (PBA)
identifiziert, die dle zur Klasse der ABC-Trangporter zéhlten. FUnf dieser Transporter zeigten
Homologien zu Permeasen, die Monosaccharide, Phosphate, Disaccharide, Polyamine und
Oligopeptide  transportierten.  Das  sechgte  Transportsysem  war homolog  zum
Proteinbindungs-abhéngigen Transportsystem  (PBA) von  Mycoplasma  hyorhinis, dessen
Funktion noch nicht geklat werden konnte. Von Mushegian und Koonin (1996) wurde
aufgrund von Homologievergleichen der Genome von  Mycoplasma genitalium  und
Haemophilus influenzae dar minimale Genbestand einer Zdle mit 256 Gene bestimmt. Von
den sechs putativen Permeasen, die in M. genitalium identifiziet wurden, zdhlen die Gene,
die die Oligopeptidpermease-Proteine kodieren, zur minimden Genausstattung. Dieser
Befund wies schon auf die Unentbehrlichkeit und Bedeutung von Oligopeptidpermeasen in
parasitéren Bakterien hin.

Im Rahmen mene Diplomarbeit war der genkodierende Bereich der putativen Subdtrat-
bindenden Doméne OppA (dort noch aufgrund seines Molekulargewichtes as P100 benannt)
neben den beden hydrophoben integrden Membrandoméanen OppB und OppC ener
Oligopeptidpermease in Mycoplasma hominis FBG identifiziet worden (Durr, 1997). Der
Nachweis der Subdratbindung wa zu diessm  Zetpunkt noch nicht  erbracht.
Uberraschenderweise zeigte sich in anderen Mycoplasmaspezies, dass die putative Substrat-
bindenden Doménen der Permease neben der postulierten Fahigkeit, Substrat zu binden und
den porenbildenen Permeaseproteinen zuzuleiten, auch weltere Eigenschaften aufwiesen. Die
subgtrathindende Doméne P37 von M. hyorhinis wurde in der Membran ener mit M.
hyorhinis infizieten FSO Maus Sarcoma Zdllinie identifiziert, wo de @nen Einfluss auf die
Invasvitat der FS9 Maus-Sarkoma-Zdlen hatte (Dudler et al., 1988). Die Substrat-bindende
Funktion des P37 fir die Permease wurde bidang auf Proteinebene nicht nachgewiesen. In M.
fermentans zeigte die putative Subgtrat-bindende Doméne P78 phasenvariable Expresson des
Proteins. Welche Auswirkungen das An- und Abschdten dieses Proteins auf die Funktion des
postulieten  ABC-Trangporters in M. fermentans hat, ig bisher ebenfdls noch nicht
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erschopfend untersucht. Fir das von mir in mener Diplomarbeit charakteriserte OppA
Protein der postulierten Oligopeptidpermease von M. hominis, konnte nach Computeranalyse
egne putaive ATP-Bindungdoméne im C-Terminus wie auch mehrere Phosphorylierungs-
dellen Uber das Protein vertalt identifiziert werden. Zusizlich konnte bereits 1993 von
Herich und Mitarbeitern ene Beteligung des OppA Proteins an de  Zytadhdrenz
beschricben werden, so dass en Inenandergreéfen mehrerer Funktionsmerkmde dieses
Proteinsin M. hominis nehdag.

Fur vide ABC-Transporter wurde en pleotroper Effekt beschrigben. Diese Transporter
zeigen neben ihrem Subdrattransgport noch andere Funktionen im  Bakterium, wie zum
Beigoid Adhdaenz (Cunddl et al., 1995), Virulenz (Vile & Frey, 2001), sowie Sporulation
(Perego et al., 1991) oder Kompetenz (Magnuson et al.,1994).

1.3 Pahogenitét und Adhérenz der Mycoplasmen

Wie engangs beschrieben, spiet neben dem Trangport von essentidlen Nahrstoffen die
Adh&enz ene wichtige Rolle bei Mycoplasmen. Die Kompetition um Néahrsoffe und
Biosynthese-Vorlaufer fir die Mycoplasmen kann die Integritdéé und die Funktion der
Wirtszelle veréandern. Der erste und essentielle Schritt zur Kolonisation der Mycoplasmen ist
ihre Fahigkat, an der Oberflache der Epithezellen zu adh&ieren, und fihrt be M. hominis zu
Entzindungen des klenen Beckens (PID: pelvic inflammatory diseese), akuter Infektion des
oberen Harntrakts (Pyelonephritis) (Thomsen, 1978), Infektionen post abortum, milder
Septikémie nach Aborten und Geburt. Be Neugeborenen wurde M. hominis be lechten
Infektionen im Respirdiongaum bis hin zur Meningitis (Waites et al., 1990) isoliert. Die
Pathogenitét von M. hominis scheint insgesamt gering zu sain, da extragenitde Infektionen
meiste nur bel Immunsupprimierten auftreten.

Die Zytadh&renz der Mycoplasmen wurde as Hauptvirulenzfaktor angesehen, da adhérenz-
Oefiziente Mutanten avirulent waren und ihnen Strukturen fehlten, wie Glykokayx,
Lipoteichonsaure und Fimbrien (Rli), die in anderen Bakterien as Hauptvirulenzfaktoren
beschrieben wurden (Rottem & Naot, 1998). Wie bereits eingangs erwahnt, snd aufgrund der
fehlenden Zdlwand mes mehrere  Membrankomponenten an der Adhéenz betelligt. In
enigen Mycoplasmen, wie zB. Mycoplasma pneumoniae, M. genitalium und M.
gallisepticum wurden spezifische polare ,tip“-Strukturen gefunden, die die Anheftung an die
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Wirtzdle vermitteln (Hu et al., 1987). Kene diesr spezifischen Anheftungsstrukturen
konnte in M. hominis identifiziert werden. Von Henrich et al. wurden im Jahre 1993 die
Membranproteine P50, sowie das oben beschriebene Membranprotein OppA, ads Adhéasine
von M. hominis FBG identifiziert.

De Mechanismus der Adhérenz wurde von Kahane (1984) und Almagor und Mitarbeitern
(1985) intensv fur Mycoplasmen untersucht. Se konnten mehrere Schritte bel der Adhérenz
der Mycoplasmen an ihre Wintszdle nachweisen und en Schema fur diesen Mechanismus der
adhé&rierenden Mycoplasmen aufgdlen. Die Adhaenz der Mycoplasmen efolgte je nach
Spezies an unterschiedliche Wirtszellrezeptoren (Saoglykokonjugate, Proteine, Sulfatide), so
wie durch hydrophobe Interaktion zwischen Membranbestandtellen der Mycoplasmen und
der Wirtszdlmembran (Minion et al., 1984, Fedner & Bredt, 1983). Adhdrierte
Mycoplasmen verdnderten den  Transportmechanismen der Wirtszdle und  induzierten
Chromosomen-Aberrationen. Das metabolische Abfalprodukte H,O,, welches nach Transport
von Glyzerin Uber enen ABC-Transporter aus diesem ads Abbauprodukt entsteht, ruft
oxidative Schédigungen an der Wirtszdle hervor (Vile & Frey, 2001; Razin, 1981b). Durch
die Oxidation von Lipiden und Proteinen in der Wirtszdlmembran wird die Membran
durchldssg. Néahrdoffe gedangen durch die Membran und dehen den zytadhdsven
Mycoplasmen zur Veflgung, die wiederum Uber Trangportsysteme diese freigesetzten
Nahrgoffe aufnehmen. Hier zeigt sSch eneut das Zusammenspid von Transport und

Adhé&renz der parasitaren Mycoplasmen.

1.4 Fragesdlung der Arbeit

Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass der genkodierende Bereich fur das
Membranproteins P100, welches sch nach der Arbeit von Henrich et al. (1993) an der
Zytadh&renz von Mycoplasma hominis beteligt is, in unmittelbarer Néhe zu zwe Genen,
oppB und oppC lag (Durr, 1997). Die von der Gensequenz abgeleiteten Proteinsegquenzen
zeigten Homologien zu den integrden Membranproteinen einer Oligopeptidpermease.  Des
weiteren konnte ich zeigen, dass diese dra Gene in ener Operongtruktur organisert waren.
Das mMRNA-Transkript umfasste 9,5 kb, welches vid grol3er war, ds der Bereich, der von den
Genen pl00, oppB und oppC abgedeckt wurde. Da nach Higgens et al. (1992),
Oligopeptidpermeasen  von  finf  Genen, oppABCDF, kodiet werden und in ener
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Operongruktur organisert sind, wurde angenommen, dass noch weitere Gene im opp-Locus
von M. hominis zu vermuten waren. Ein Zid diessr Arbeit war es die wateren Gene zu
identifizieren, zu sequenzieren und zu zeigen, dass diese Gene mit oppA, oppB und oppC
polycisronisch organidert dnd. Bisher exidieten keine proteinchemischen Untersuchungen
Uber Oligopeptidpermeasen in Mycoplasmen. So sollte en waelterer  Schwerpunkt meiner
Arbelt, die Expresson sowie Lokdisation der Opp Proteine in M. hominis zu andyseren sain
und das OppA Protein, dem mehrere Funktionen zugeschrieben wurden, néher zu
charakterisgeren, um en Moddl diessr Oligopeptidpermease in M. hominis ergdlen zu

kdnnen.
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2. Materialien

2.1 radioaktive Substanzen

? (°“P)-dATP 5000 Ci/ mmol Amersham -Pharmacia
? (“P)-ATP 5000 Ci/ mmol Hartmann Analytic
? (°“P)-Phosphorsiure 3000 Ci/ mmol Hartmann Analytic
a (**P)-ATP 5000 Ci/ mmol Hartmann Andlytic

2.2 Bakteriensgamme

Zur Andyse der Speziespezifitdt verschiedener Proteine von Mycoplasma hominis wurden
125 klinische Isolate verwendet, die aus der Stammsammlung des Indtituts fir Medizinische
Mikrobiologie und Virologie der Universitdt Dussddorf stammten, 47 Isolate wurden von Dr.
med. Blenk aus Nurnberg zur Verfigung geselt (Med. Laboratorium, Rohrmannstr.12,
90429 Nurnberg). Die Stédmme M. hominis Typ Stamm PG21 (NCTC 10111), M. pneumoniae
(NCTC 10119) und M. pulmonis (NCTC 10139) wurden vom Nationd Collection of Type
Cultures, London, United Kingdom bezogen.

Desweiteren  wurden folgende Escherichia coli  S@mme fir  Klonierungs-  und

Expressonsstudien verwendet.
DHaFIQ F, j80dlaczDM15, D(lacZYA-argF)U169, | Life

deoR, recAl, endAl, hsdR17 (rk.,mk+ ),|Technologies
SUpE44, | 7, thi-1, gyrA96,
relA1/F’, proAB 7, lacl%ZDM 15, zzf::Tn5 [Knf]

DH5a F F, j80daczDM15, D(lacZYA-argF)U169, | Life

deoR, recAl, endAl, hsdR17 (rk-,mk+), | Technologies
SUpE44, | °, thi-1, gyrA 96,
rdAl

SG13009 Nal> Strerif> lac ara ga” mtl” F recA™ ur* Qiagen
[PREP4]

BL21(DE3)pLysS F, ompT, hsdSs (rsms’) gd dem (DE3) pLysS | Novagen
(camR)
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2.3 Vektoren

Zur Klonierung wurden folgende V ektoren verwendet:

Pasmid Grole (kb) Redtigtenz- Charakteristika Hrma
gene
pT7T319U |29 Amp pBR322-ori, Pharmacia Biotech

f1-ori, lacZ Gen, T3-
und T7-Promotor

pGEM-T 3,0 Amp lacZ'Gen, T3- und T7- Promega
Promotor, f1-ori
pQE 40-42 4,0 Amp 6xHis, DHFR, T5 Qiagen

Promotor, 2 lac
Operatoren, RBSl|

pBX 4.4 Amp C-terminder Protein C- Roche
Epitope

pXB 4.4 Amp N-terminder Protein C- Roche
Epitope

2.4 Redtriktionsenzyme
Redtriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Roche, Biolab und MBI verwendet und
wiein Kagpitel 3.3.1 beschrieben eingesetzt.

2.5 Membranen

Nylonmembran, positiv geaden 0,45 um Prorengrof3e Boehringer Mannheim

Protran, Nitrozellulose 0,45 um Prorengrolie Schleicher und Schudl

2.6 Oligodesoxyribonuklectide (Primer)

Amplikon Bezeich- Tm Sequenz

nung in°C
OppA-I P100-1b | 56,6 > GGATGGTACCGCATGCTATGTAAAATAGACC®
OppA-I P100-2a | 557 ® CCACTOGA GGCTTGGGCTGCATAT
oppA-D P100-3 55,7 ® AGCCTCGAGTGGCCAAGCAACTCA®
oppA-D P100-4 55,0 SCATTCATGTATAGTTGTGGAGCATTTAAY
oppA-E P100-5 50,8 ®CAACTATACATGAATGCATGGGAAAAAGT®
oppA-E P100-6 58,1 > TTTGCGGCCGCCTGCAGI TTTTTAGTATCTTTGA ®
oppB-1* Oppb2 57,2 S TTTGCGTCGACTGTATATATAAAGCAGAGTTTGGGTT®
oppB-1 oppB-1 456 *AAAAAGCATGCACAAAATATATATTAAAA®
oppB-1 Oppb-2trpl | 460 SCATCAAACCATTTTCCACGCTT®
oppB-2 Oppb-3trpl | 509 ¥ GCGTGGAAAATGGTTTGATGTGTCT®
oppB-2 Oppb-4trp2 | 50,9 >TTCCTGGTACCTGCCAATATTGTTC
oppB-3 Oppb5-trp2 | 55,2 *GAAAATATTGGCAGGTACCAGGAACATCA®
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Amplikon Bezeich- Tm Sequenz
nung in°C
oppB-3 Oppb6-trp3 | 44,0 GAAAAATAACCAATAGTTTCTCTTG
oppB-4 Oppb7-trp3 | 46,6 SGAAACTATTGGTTATTTTTCTTGGCA®
oppB-4 OppB-end | 631 % CTGCGGCCACGTCGACGTTATCTCCTTTAACAG
oppC-1* Oppc2 524 S TCGTGTCGACTTGATGATGTTCCTAATAAA®
oppC-1 Oppe-1 51,2 STATTTGCATGCAATATAAATGAAGTTAAAGCCTT-T®
oppC-1 Opp-2 53,1 ®CATACCATGCGGTAGTCCAAATATCGT®
trp123
oppC-2 Oppc-3 58,1 > ACTACCGCATGGTATGCAACATGGAGAGCAATT®
trp123
oppC-2 Opp4trp4 | 556 ®ATGTCGACATCCATATTAATGTAGGAGGTGCTA®
oppC-2 Oppc4- 40,2 SATAATAAGATCCATATTAATGTAGG®
trp4a
oppC-3 Oppc5-trp4 | 40,2 SATTAATATGGATCTTATTATTTGTTT®
oppC-3 Oppc6-trp5 | 489 ¥ AATCCTGGCCATCCAACTATTGTT®
oppC-4 Oppc7-trp5 | 534 *TTGGATGECCAGGATTTGTTGGAATAAC
oppC-4 Oppc8-rp6 | 48,1 *TGATGCTATCCATAGAATAACACCT®
oppC-5 oppCo-trpé6 | 47,2 STATTCTATGGATAGCATACTAGC®
oppC-5 Oppclo- | 606 > ATAAGCGGCGCGTCGACCTTACCTTTTCCTTTG
end
oppD-1 OppD-1a | 519 YAAGTACCGCATGCTGGCAAAAATTATTAATAAAY
oppD-1 OppD-2 | 509 ®GTCCCCTTATATATTGCCAATATTTTTGTTTTTT®
oppD-2 OppD-3  |471 SCAAAAATATTGGCAATATATAAGGGGA ¥
oppD-2 OppD-4 | 485 STAAGTTGAGTTTTTCCAATCTTCATTATTATTTA®
oppD-3 Opp-5b 50,9 SAATAATGAAGATTGGAAAAACTCAACTTATACTG
oppD-3 OppD7a | 524 ®GTATAGCGCTAATTAATGCCAAGTATATG
oppD-4 OppD-8 | 524 ®GCATTAATTAGCGCTATACCCGAATCAAAA®
oppD-4 OppD-9 |513 ®CGCAACATGGTTATTATCTCCCTGAAG
oppD-5 OppD-10 [531 SCTTCAGGGAGATAATAACCATGTTGCGG®
oppD-5 OppD-11a | 57,9 ® CTTGOGGCCGCGTCGACTTCATTGTTAAATS
oppF-1 OppFla |497 > AGAAGGTA COGCATGCAAAATAATAAAAAT®
oppF-1 OppF2a | 469 SCTTTTTAACATTTAACCAATCTTTAAAAATATC
OppF-2 OppF3 418 *TAAAGATTGGGTTAAATGTTAAAAAGA *
oppF-1 OppF10 |[595 ¥ ATGCTCGAGTTGAATTCTAGCTTATTTAGGTTTTCTGTCCACTT
TTTAAY
oppF-1 OppFll  |516 ® CTAACTCGAGAAGAATTCAATTTTGACATTTC
oppF-3 OppF6b | 473 STACCCACTTGTGGTCAATTCC®
OppF-4 OppF-6-1 | 489 ®GACCACAAGTGGGTAGAAACTAAT
OppF-4 OppF7-1 |513 STTACGTCGACCCCACTTCATATGTTT®
OppF-5 Opp~7a |594 ®GATGGTCGACATATGAAGTGGGTATGGCGTAAAAGATA®
OppF-5 OppF8 65,3 > TGGCGGOOGCCTGCAGTAATTCTTTATGTTCTTTCTCTAATTTT
GCATTATGTGTCATTGTT®
RT-PCR-1 | 700 617 ® GCTCCACAGCTGTACATGAACGCGTGGGAAAAAGT®
RT-PCR-1 | OPPB-3 65,5 ®GACCCAAAAACTAGGCTAAATAAAGGAA®
RT-PCR-26 | OPPB-1 | 60,0 SATATTTGTTATGTCAATAACCTCA®
RT-PCR-2 | 659 68,0 ®GCCTTATATACAGGATCGGTTTCT®
RT-PCR-3  [OppC-1  |491 ¥CCTGCATCTTCTCCAATTGT?®
RT-PCR-3 | Oppd2 476 ¥ ATACCCCCTGATAGAGTGTGA®
RT-PCR-4/5 | OppD1 490 SACATTTGGATTGCGTTCG
RT-PCR-4/6 | oppF1 50,7 STCTAAGTAATCTAAAGCAAATGAAACA®
RT-PCR-5 | Gerxx 480 SCTACTATATGAAGGCAGAAACCA®
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Primer Bezeich- Tm Sequenz
Extension Nung in°C
P100-pel |[532 ®GGACCCAAGACCAAGTAATCATAA®
P100-pe2 | 469 >TACATGAAGCGGCTACTAATC®
oppB-pel |526 ®ACGCTATTCTTTGTAATATATATTTTGTCA®
Sequen-
zierung
607 54,0 > AGAACCACAAAAGAAAGAAGT®
658 64,0 *TATGATGCTAAAATTGCAGGTAAGT®
659 68,0 ®GCCTTATATACAGGATCGGTTTCT®
665 64,0 SATATTAATGGCAAAGAATACACAGT®
1114 54,8 *AAATTGAATTCTAGCTTATTTAGGTTTTCTGTCCA-
(OppF12) CTTTTTAAA®
1113 589 Y*AAGGCAGATCTAAATATTTAATTTCATATAAGCC?
(OppF13)
OppF15 | 500 ®CAAGTATTGGCAAAAATAAAACC?
OppF-Seq3 | 50,2 TTTTAATAGTCCAACATCTTCCAAT
Typell 54,0 *GTATAAGTTTGAAGTCTACG®
Tabelle 1

Oligodesoxyribonuklectide 607, 658, 659, 665 und 1113-1114 wurden von PD Dr. H. Schaa (Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Virologie, HHU Dusseldorf) synthetisiert; von der Firma Metabion wurden die
Oligodesoxyribonuklectide ~ pl100-pel,  plO0-pe2, oppB-pel  synthetisiert und ale  weiteren
Oligodesoxyribonuklectide wurden von der Firma MWG-Biotech AG hergestellt. Das Oligodesoxyribonuklectid
Type Il wurde von der Firma Qiagen bezogen.

Die unterstrichenen Basen zeigen Mutationen bezuglich der genomischen DNA desopp-kodierenden Bereiches.
Die entstandenen PCR-Produkte wurden nummeriert (siehe 1. Spalte in der Tabelle, und Amplifikationsschema
in Kapitel 3.2.1, Abb.10 und Kapitel 3.3, Abb. 18). Des weiteren sind die Oligodesoxyribonukleotide fir die
RT-PCR, Primer Extension (pl00-pel, pl00-pe2, oppB-pel) und die Sequenzierung der klonieten PCR-
Fragmente angegeben.
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3. Methoden

3.1 Kultivierung von Bakterien

3.1.1 Mycoplasmen Kultivierung
nach Blazek et al.,1990 und Feldmann et al., 1992

M.hominis FBG wurde in PPLO Medium (21 % (w/v) PPLO Broth (Difco), 10% (w/v)
Hefeextrat (FHow), 10% (v/v) mykoplasmenfreies und hitzeinaktiviertes Pferdeserum (Gibco),
0,002 % (w/v) Phenolrot) mit 1% (w/v) Arginin (Merck) und M. pneumoniae, wie auch M.
pulmonis wurden in PPLO Medium mit 1% (w/v) Glucose (Merck) bis zu ener
logarithmischen  Wachsumsphase (Farbumschlag  des  Kulturmediums)  kultiviert.  Die
Mycoplasmen wurden anschliel3end 20 min bei 4°C und 7000 x g zentrifugiert und bet —20°C
gelagert oder direkt in die unter ,Proteinchemische Methoden* (Kapitd 3.10) beschriebenen
Experimente eingesetzt.

3.1.2 Kultivierung von Bakterien mit Plasmiden

Die in Kapited 2.2 beschriebenen Escherichia coli St@mme wurden aus einem Glycerinstock
oder von ener Einzdkolonie in LB-Medium (20% (w/v) LB-Broth Base (Gibco BRL)) mit
50-100 pg/ml Amipicllin (Boehringer Mannhem) oder 10-25 pg/ml Kanamycin (Serva) bis
zu ener ODgoonm VON 0,7 bis 1,0 kultiviert. Die Bakterieng@mme DH5aF" und BL21 besal3en
keine Antibotika-Resistenz, wohingegen DH5aF1Q und SG13009 Kanamycinresitent waren.
Die AmpidlinrResgenz eflangten die tranformierten Bakterien Uber ihr Plasmid. Mittels
Zentrifugation bel 7000 x g, 30 min und 4°C wurden die Bakterien gearntet.

3.2 Nukleinsdur e solierungen und -aufrenigungen

3.2.1 RNA-Isdlierung
nach Chomczynski & Sacchi, 1987

Die Isolierung der Gesamt-RNA efolgte aus 2 Litern logarithmisch gewachsener M. hominis-
Kultur nach der Vorschrift von Chomczynski und Secchi. Alle verwendeten Losungen
wurden zur Eliminierung der mdglichen RNase-Kontaminationen mit 0,04% [v/v] DEPC
behandelten H,O angesetzt (Maniatis et al.,1989). Die Konzentrationsbestimmung der RNA
erfolgte anschlief3end gemdl3 Kapitel 3.7.
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3.2.2 DNA-Isolierungen

Praparation genomischer DNA aus Mycoplasmen

Die Isolierung der genomischen DNA efolgte unter Verwendung des ,,QlAamp Tissue Kits'
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wie von Henrich et d. (1998) beschrieben.

Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli
nach Birnboim & Doly, 1979

Pasmid-DNA wurde mittes akdischer Lyse isoliert. Fir andytische Zwecke wurden 1,5 ml
Kultur nach Maniatis et al. (1989) prépaiet, um ene Kloncharakteriserung mittels
Redriktion vornehmen zu koénnen. Plasmid-Prgparationen fir Sequenzierungen wurden nach
,Plaamid Mini Purification Protocol® von Roche durchgeftihrt. Die erhaltende DNA-Menge
lag im Bereich von 1-5ug/ 1,5 ml Kultur.

Grofere Mengen DNA wurden aus einer 50-100 ml Bakterienkultur nach dem Protokoll far
Maxi-Prparationen von Qiagen aufgereinigt. Diess DNA-Mengen (20-50 pg) rechten fir
weitere Klonierungs- und DNA-Modifikationen aus.

Aufrenigung von Oligodesoxyribonukleotiden
nach Caruthers, 1982

Die in Kapitd 2.7 angegebenen Oligodesoxyribonukleotide 607, 658-659, 665, 685-704,
1113, 1114 wurden mit der ,,Applied Biosystems 381 Maschine nach der Phosphoamidit-
Methode synthetisert. Mittels einer PD-10-Saule (Pharmacia) wurden die Oligodesoxy-
ribonukleotide aus dem ammoniakdischen Milieu in 10 mM TrisHCI pH 7,5 Uberfihrt.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
nach dem , Qiaex || Agarose Gel Extraktions* Protokoll von Qiagen

Das geldektrophoretisch getrennte, Ethidiumbromid geférbte DNA-Fragment wurde unter der
UV-Lampe bel ener Wdlenlénge von 312 nm aus dem Agarosegd herausgeschnitten und mit
Hilfe des Qiagen-Kits (Qiaex Il Agarose Ge Extraktion) Uber sane Affinitéd an ,,Glasmilch”
isoliert.
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3.3 Nukleinsduremodifizier ungen

3.3.1 Redtriktion
nach Maniatis et al., 1989

1-2 pg Pasmid-DNA wurde mit 2,5 Units der jeweligen Redtriktionsendonuklease unter den
vom Hergdler empfohlenen Inkubationsbedingungen fir @n bis zwea Sunden inkubiert. Zur
Redriktion von 5 pg genomischer DNA wurden 25 Units der Redtriktionsendonuklease
engestzt. Die Andyse der DNA-Fragmente efolgte auf 08 — 2,0 %igen Agarosegelen
(Kapitd 3.4.1)

3.3.2 Dephosphorylierung mit akaischer Phosphatase
nach Maxam & Gilbert, 1980

Um hohe Reigationsraten zu vermeiden, wurden be ungerichteten Klonierungen, d.h. bel
kompatiblen Vektorenden oder ,blunt-end-Ligationen die linearigerten Vektoren mit
akaischer Phosphatase (Boehringer Mannheim) nach der Vorschrift von Maxam und Gilbert
(1980) dephosphoryliert. 50 pmol der DNA-Fragment-Enden wurden mit 1 Unit akaischer
inkubiert. Die Dephosphorylierung des Vektors wurde mittels Ligation und Transformation
Uberpriift (Sehe Kapitd 3.6.1).

3.3.3 Deletionen von restringierter Doppelsang DNA
nach Henikoff, 1984

Die Plasmid-DNA (pQE41-oppA!, siehe Kapitel 4.3.2) wurde mit zwe Restriktionsenzymen
(Sall, Pstl) geschnitten, die jewells eén 5 und ein 3 Uberhéngendes Ende erzeugten. Mit Hilfe
der Exonuklesse Il wurde die geschnittene Plasmid-DNA von ihrem 5 Uberhdngenden Ende
sukzessve verkirzt. Die sukzessve Verkirzung sollte 30 Basen pro Minute betragen. Nach
Angaben des Herstelers wurde die NaClKonzentration folglich auf 75 mM engestdlt und
die Resktion bei 21 °C durchgefiihrt. Mit Hilfe der S1-Nuklesse wurden die Einzestrang
DNA-Bereiche anschliellend entfernt, so dass die nun ,blunt end” vorliegende Plasmid-DNA
mit der T4 DNA Ligase, wie in Kapited 3.5 beschrieben, rezirkularisert und in kompetente
E.coli Zdlen propagiert werden konnte. Nach Préparation der Plasmid-DNA einzener E.coli
Klone wurden die unterschiedlich deletierten Plasmid-DNAs mittels Resiriktion untersucht.
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3.3.4 Polymerase-K ettenresktionen (PCR)
modifiziert nach Saiki et al., 1988

Zur  Expresson der  verschiedenen  Opp-Protein-kodierenden  Bereiche  wurden
Oligodesoxyribonukleotide as Primer in die PCR eingesetzt, um die Kodons TGA in TGG
umzuwandeln. Um zusdtzlich die Klonierung einzener PCR-Produkte zu erleichtern, wurden
Redriktionschnittstellen  in die  Primersequenz eingefigt, ohne dass dch  die
Aminosauresequenz veranderte.

Die PCR wurde unter den folgenden Bedingungen im DNA Thermd Cycler 480 von Perkin
Elmer oder im UNO-Thermoblock von Biometra durchgeftihrt. In eénem Volumen von 50 pl
wurden 1 ng Plasmid DNA ds Template, je 100 pmol der beiden Oligodesoxy-ribonuklectide,
200 uM dNTP, 1 x High Fiddity Expand Puffer mit 1,5 mM MgCh und 1,75 U Expand High
Fddity Polymerase (Roche, Deutschland) eingesetzt und die Probe 5 min auf 95°C erhitzt.
Anschlief?end erfolgten 35 Zyklen mit 1 min 95°C, 1 min Ty, - 2°C, 1 min plus 3 s pro Zyklus
bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch andysiert (Kapitel 3.2.1).

3.3.5 Vebindung von PCR-Produkten Uber SOE (splicing by overlap extendon)

modifiziert nach Horten et al., 1989

Mit Hilfe der SOE-Methode wurden in einer ersten Resktion zwel PCR-Fragmente (je 10 ng),
die enen Uberlappungsbereich von mindestens 16 Nukleotiden aufwiesen, bel  ener
Temperatur von 63°C hybridisert, und die enzedrangigen Bereiche unter Zuhilfenahme der
Expand™ High Fiddity Polymerase (Roche, Deutschland) bei ener Temperatur von 72°C
aufgefllt. In einer anschlielfenden PCR (sehe Kapitd 3.3.4) wurde das Gesamtfragment mit
zwe endstandig hybridiserenden Oligodesoxyribonukleotiden amplifiziert.

3.3.6 RT(reverse Transkriptase)-PCR

Die reverse Transkriptase PCR wurde nach dem von Henrich et al. (1999) beschriebenen
Protokall durchgefiihrt. Die RT-PCR des Fragments von OppB- bis zum OppFProtein-
kodierenden Bereichs wurde mithilfe der Polymerase Expand long (Roche) nach dem von
Kitzerow und Henrich (2001) beschriebenen Protokoll durchgefihrt.
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3.3.7 Markierung von DNA
nach der , Random Primed DNA Labeling - Methode der Firma Boehringer Mannheim

Zur Digoxigeninmarkierung wurden 05 — 1 pg DNA engesstzt und nach Angaben des
Hergdlers durchgefihrt. Fir die Konzentrationsbesimmung der  Digoxigenin - (Dig)-
markierten DNA-Sonde wurde ene vorgegebene Dig-markierte Sonde (Boehringer
Mannhem, Deutschland) von 1 ng/pl bis 0,01 pg/l verdinnt und auf die Nylonmembran
(Boehringer  Mannheim, Deutschland)  aufgetragen.  Gleichermaien wurde mit  der
Digoxigenin-markierten DNA-Sonde verfahren. Nach UV-Fixierung der DNA-Proben an die
Membran wurde ene Chemilumineszenzdetektion der Dig-markierten Sonde durchgefuhrt
(9ehe Kepitd 34). Durch Sgndintendtétsvergleich von Probe und Standard wurde die
Konzentrationsbestimmung der synthetisierten Sonde ermdglicht.

3.3.8 Primer Extension Andyse
nach Ayer & Dynan ,1988

Je 30 pmol der Oligodesoxyribonukleotide p100-pel, p100-pe2 und oppB-pel wurden mit [
32PdATP 4,5 h bei 37°C mit Hilfe der Polynukleotidkinase (Boeringer Mannheim) nach der
Vorschrift von Richardson (1968) markiet und Uber ene NAP-5-Saule (Pharmecia)
aufgereinigt.

Gesamt-RNA (10 pg) von M.hominis wurde mit den jeweligen markierten
Oligodesoxyribonukleotide in Hybridiserungspuffer (50 mM TrigHCl pH 8,3, 60 mM NaCl
und 10 mM DTT) denaturiert. Die Hybridiserung der Oligodesoxyribonuklectide an die RNA
efolgte be ener Temperatur, die 3°C unter der Schmeztemperatur der Primer lag (Sehe
Tabele 1). Die reverse Transkription der RNA efolgte mit Hilfe der AMV (avian
myeobastoma virus, Boehringer Mannheim) reversen Transkriptase fir 1 Stunde. In einem
padlden Ansaz wurden mit den gleichen Oligodesoxyribonukleotiden Sequenzierungen an
genomische DNA durchgefihrt, die die geeektrophoretische Bestimmung der exakten Lénge
des reverstranskribierten mRNA-Bereichs ermdglichte.

Die Sequenzierungsprodukte und die Proben der ,Primer Extenson® Andyse wurden
nebenenander auf enem 8M Handoff-Polyacrylamidgd be 80-100 Watt und ener
Temperatur von 55-60°C fir 2-4 h in der ,Poker Face® Sequenziergelkammer SE1500
(Hoeffer, San Francisco, USA) aufgetrennt. Als Gd- und Laufpuffer diente TBE-Puffer (9
mM Tris 9 mM Borsure, 2 mM EDTA pH 80). Nach der Elektrophorese wurden die
beiden, das Harngtoff-Polyacrylamidgedl umschliel3enden Platen voneinander getrennt, wobel
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das Gd an der mit ,BindSlan® (10 ml Ethanol mit 330 pl 10 %iger Essgsaure und 30 pl
BindSlane (Pharmacid) beschichteten Platte haften blieb. Die zwete Platte war vor dem
Gieen des Gds mit ener 2 %igen Dimethyldichlorslanldsung  (Pharmecia) in 1,1,1-
Trichlorethan beschichtet worden, damit diese Plate gut vom Harngoff-Polyacrylamidgd zu
entfernen war. Zur Entfernung des Harndoffs wurde das auf der Glagplaite fixierte
Sequerziergd fur 10 min in 10 %iger Essgsiurddsung und anschliellend grindlich in agua
dest. gewaschen. Nach dem Trocknen des Gels (1 h bei 80°C) wurde ein Screen (Kodak) fur
1-3 Tage be Raumtemperatur aufgelegt, der anschlieflend mittels des Phosphorimagers FLT
3000 (Fuji) andlysert wurde.

3.4 Nukleinsaur echr omatogr aphie
3.4.1 Gddektrophoretische Auftrennung von DNA unter nativen Bedingungen

nach Maniatis et al.,1989

DNA- Fragmente von 100 bp bis 50 kb wurden in 0,7-20 % igen Agarosegelen unter
Verwendung von 05 x TBE (45 mM Tris, 45 mM Borsdure, 1,0 mM EDTA, pH 8,0)
aufgetrennt. Die mit /6 Volumen Probenpuffer (0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 0,25 % [wiv]
Xylencyanol), 15 % [v/v] Ficoll 400) versetzte DNA wurde bei 40 mA (80 V) 1 bis 2 h bei
RT im Agarosegd aufgetrennt. Zur Anfarbung der DNA-Fragmente wurde das Gel nach dem
Lauf fir die Dauer von 20 min in 0,1 % iger Ethidiumbromidigsung inkubiert. Mittels des
Modu-Digt- Store-Duo-Geréts  (Intas, Gottingen) wurde das Ethidiumbromid-geférbte Gel
photographiert.

3.4.2 Gddektrophoretische Auftrennung der RNA unter denaturierenden Bedingungen
(Formaldehydodl)

modifiziert nach Maniatis et al. ,1989

Die zu andyserende MycoplasmentRNA (40 pg) wurde in RNA-Probenpuffer (7 % [viv]
Formddehyd, 50 % [v/v] Formamid, in 1 x MOPS) aufgenommen, 10 min ba 68°C
denaturiert und bis zum Auftragen der Probe auf Eis gestdlt. Die RNA-Probe wurde kurz vor
der Auftrennung im Formadehydge mit 1/10 Volumen Auftragspuffer (50 % [viv] Glyzerin,
1 mM EDTA, pH 80, 0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 0,25 % [w/v] Xylenzyanol) versetzt.
Die gedektrophoretische Auftrennung der RNA efolgte in enem 1 % igen Agarosege, das
2,2 M Formaldehyd und 1 x MOPS (0,2 M MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH
7,00 enthidt, fur 3 h be 80 V (50-60 mA). Die Markerspur wurde vom Gd getrennt,
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Ethidiumbromid-geférbt  und photographiert. Die zu andyserende RNA wurde durch
Diffusongrandfer aus dem Gd auf Nylonmembran trandferiert (Kapitd 34.3). Zur
Besaitigung moglicher  RNase Kontaminationen wurden die verwendeten Lésungen  miit
0,04 % DEPC (Manidtis et al.,1989) vorbehandelt.

3.4.3 Nukleinsuretransfer auf eine Membran

Der Nuklensduretrandfer von DNA und RNA wurde nach der in Maniats et al.(1989)
beschriebenen Methode mit folgenden Modifikationen durchgefihrt:

Vor Trander auf Nylonmembran wurde die geleektrophoretisch getrennte DNA  denaturiert
(2 x 15 min in Denaturierungddsung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl)) und anschliel¥end in einer 2
X 15 mindtigen Inkubation neutrdisert (Neutrdisationddsung (0,5 M TrigHCI, pH 7,5, 3 M
NaCl).

Die im Formadehydgd aufgetrennte RNA wurde 5 bis 10 min in H,O gewaschen, um das
Formaldehyd zu entfernen, und anschlielend zweima 20 min in 10 x SSC (1,5 M NaCl, 15
mM Natriumcitrat, pH 7,00 geschwenkt. Der Transfer der DNA und RNA auf de
Nylonmembran (Boeringer Mannheim, Deutschland) erfolgte bet RT 3 h bis 16 h in ener
Kapillarblotkammer (Capillary blotting Unit; Scotlab Ltd) nach Vorschrift des Herstdlers.
Als Tranderlosung wurde 10 x SSC verwandt. Die DNA und RNA wurden Uber UV-
Bestrahlung mit 0,6 Jcn mit der Membran quervernetzt.

Zur  Visudiderung des membradfixieten RNA-Langenstandards wurde dieser  mit
Methylenblau geférbt (Maniatis et al., 1989).

3.5 Hybridiserung und Chemilumineszenzdetektion
modifiziert nach Southern, 1975

Die Southern- und Northernblot Anadysen efolgten nach der in Maniatis et al. (1989)
beschriebenen Methoden mit folgenden Modifikationen:

Die Uber UV-Quervernetzung an die Nylonmembran gekoppelte DNA und RNA wurde in
Churchpuffer (7 % [w/v] SDS, 50 mM Natriumphosphat, pH 7,0) ene Stunde bei 65 °C
préhybridisert und Uber Nacht bei 65 °C mit der Dig-markierten DNA-Sonde (10-12 ng/ml
fir DNA, 20-25 ng/ml fir RNA) hybridisert. Zum Entfernen der ungebundenen DNA-Sonde
wurde die Membran 30 min bel 65°C und danach noch ma 40 min be RT in Phosphatpuffer
(40 mM Natriumphaosphat, pH 7,2, 1 % (w/v) SDS) gewaschen.
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Die Detektion der Dig-markieten DNA-Sonde efolgte nach Hersdlerangaben mit Anti-
Digoxigenin-Antikorpern, die  mit akadischer Phosphatase konjugiet  waren.  Die
Viaudiserung Hybridiserungs-postiver Banden efolgte mittds enzymatischer Dephos-
phorylierung des Chemilumineszenzsubstrats CSPC®  (Boehringer  Mannheim,  Deutschland)
durch die dkdische Phosphatase, wobel das emitiete Licht zur Schwézung enes
Rontgenfilms (Kodak) fuhrte.

3.6 Klonierung
3.6.1 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden mit dem Ligationskit , T4 DNA Ligass® von der Firma AGS (Hedeberg)
durchgefiihrt. Bel Ligationen wurde das molare Verhdtnis von Vektor- zu Insert-DNA 1:2
gewdhit. Die Ligationsansiize wurden 2-3 h bel 22 °C oder Uber Nacht bel 16 °C inkubiert.
Anthlief?end wurden die Proben bel -20°C gelagert oder direkt zur Transformation
kompetenter E. coli Bakterien eingesetzt.

3.6.2 Trandormation von Plasmid-DNA in E. coli

modifiziert nach Hanahan, 1995

Zu 100 pl ener aufgetauten, kompetenten E. coli BakterienSuspenson (nach Manatis et.al.,
1989) wurden 5-10 ng Plasmid-DNA gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach
wurde der Ansatz 2 min ba 42°C erhitzt und anschliellend 2 min auf Eis abgekihlt. Zur
Regenerdtion der Zdlen wurden diese mit 400 pl SOC-Medium (2 % (w/v) Bacto-Trypton,
05 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) NaCl, 20 mM Glucose) versetzt und 1 h bei 37 °C
unter Schitteln inkubiert. Im Anschlu? daran wurde der gesamte Transformationsansaiz auf
die mit entsprechenden Antibiotika versetzten LB-Platten (1,5 % Agar in LB-Medium, 100
pg/ml Ampiallin oder / und 25 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und Uber Nacht ba 37 °C
bebritet.

3.7 Spektralphotometrische Bestimmung der Nukleinsdur ekonzentr ation

Die gpektraphotometrische Bestimmung der  Nukleinsurekonzentration ener  Losung
erfolgte nach der von Manidis et al. (1989) beschriebenen Methode.
Die Konzentration wurde folgendermal3en berechnet:
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1 OD260nm © 50 pg /ml DNA
© 40 pg/ml RNA
© 33 pg/ml Oligodesoxyribonuklectide

3.8 DNA-Féllung

nach Maniatis et al. , 1989
Durch die Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 3 Volumen 96 % Ethanol wurde
die Préazipitation von DNA ba ener 30-minitigen Inkubation be -70 °C bewirkt. Die DNA
wurde durch Zentrifugation bei 11.000 x g, 15 min und 4°C gewonnen. Nach Waschen des
DNA-Niederschlags mit kdtem 70 % igen Ethanol und anschlief?endem Trocknen wurde die
DNA in 10 mM TrigHCl, pH 7,5 oder H,O aufgenommen.

3.9 Seguenzierung

Die Sequenzierungen wurden vom BMFZ (Biologisch Medizinisches- Forschungs-Zentrum
der Heinrich-Hene-Universitét Disseldorf) auf der ABI 373A Maschine nach der Didesoxy-
Chain Resgktion (Sanger et al., 1977) durchgefihrt.

3.10 Proteinchemische M ethoden

3.10.1 Expression rekombinanter Proteine
modifiziert nach Dobdli et al., 1990

Fur andytische Zwecke wurden 25 ml LB-Amp/KarMedium (mit 100 pg/ul Ampiallin
und/oder 25 pg/ml Kanamycin) mit 05 ml der Bakterienlbernachtkultur von E. coli DHa
FI1Q oder SG13009 (mit den Plasmiden pQE 40, pBX oder pXB)und fir préparative
Andysen 500 ml mit 10 ml der Bakterientibernachtkultur bempft und bis zu einer ODsoonm
von 0,7 bis 09 unter Schitteln angeziichtet. Aus der Bakterienkultur wurden 1 ml  ds
Negativkontrolle  entnommen, und die verblebende Bakterienkultur mit PTG
(Endkonzentration 1 mM) zur Expresson des gewilnschten Proteins induziet. Die
Bakterienkultur wurde fur weitere 3 h bel 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden die Bakterien
durch Zentrifugation bel 10.000 x g geerntet. Entweder wurde das Bakterienpellet direkt in
Probenpuffer (10 % [v/iv] SDS, 04 M TrigHCI, pH 6,8, 0,1 % [w/v] Bromphenolblau, 25 %
[vv] Glyzerin, 5 % [viv] R-Mercgptoethanol) aufgenommen und  bis  zur
geldektrophoretischen  Auftrennung  (Kapitd 3.10.2) ba -20°C gelagert oder be —70°C
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engefroren, um ene <spdere Aufreinigung der rekombinant  exprimierten  Proteine  zu
ermdglichen (Sehe Kapitel 3.10.4).

3.10.2 Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese
Eindimend ona e Proteinauftrennung

nach Laemmli, 1970

Die gddektrophoretische Auftrennung von Proteinen efolgte mittes  diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  in - TrissGyzan-Puffeen nach  der
Methode von Laemmli (1970). Die Proteine (Zellysat oder aufgereinigte Proteine) wurden 10
min bel 95°C im Probenpuffer (10% (w/iv) SDS; 04 M TrigHCI pH 6,8, 0,1% (w/v)
Bromphenolblau; 25% (viv) Glyzerin; 5% (viv) -Mercaptoethanol) denaturiert und in 8-12
%igem SDS-Polyacrylamidgden, je nach Molekulargewicht der zu trennenden Proteine,
mittels eines Vertikagddektrophorese-Sysems  (Life  Technology) aufgetrennt.  Als
Molekulargewichtsstandards wurden der ,Low bzw. High- Range-Standard® (Gibco, BRL)
und der ,,Prestained” Standard (Low, High) von Biorad verwendet.

Zweidimeng onde Proteinauftrennung
nach O Farrell et al., 1975

Zur hochauflésenden Proteintrennung wurden die Proteine in der 1. Dimenson nach der
Methode von O Farrell unter NEPHGE-Bedingungen gema? ihrer Ladung fir insgesamt 7200
Vh separiert und in der 2. Dimension nach ihren Molekulargewichten getrennt.

Férbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgden

Fur die Coomassie-Férbung wurden die Gele fir mindestens 1h bel RT in ener Losung aus
0,1% (w/v) Coomassie Birilliant Blau R250 (Serva), 10% (v/v) Eisessg, 40% (viv) Ethanal in
agua dest. geschwenkt. Zur Entfarbung der proteinfreien Bereiche wurde das G mit 7% (V/v)
Essgsdure, 5% (v/iv) Ethanol unter Schitteln inkubiert. Mit diessr Methode lassen sch
Proteinmengen ab ca. 100 ng/Bande nachweisen.

Um geinge Proteinmengen von bis zu 5 ng/Bande visudiseren zu kodnnen, wurde ene
Silberférbung angewendet (Blum et al., 1987). Das Prinzip dieser Geféarbung besteht darin,
dass Formadehyd im dkalischen Milieu Siberionen in Protenkomplexen schndler reduziert
ds solche, die nicht an Proteine gebunden sind. Die Farberesktion ist stark pH-abhédngig und
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kann durch Ansduern gestoppt werden. Nach mindestens 3 h Fixierung in 50% (V/V)
Methanol, 12% (v/v) Essgsaure, 0,0185% (v/v) Formadehyd wurde das Geal 2 x 10 min in 50
% (viv) Methanol und 1 x 10 min in 30 % (v/v) Ethanol gewaschen. Anschliel3end wurde es
in 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat 1 min inkubiert und 3 x 10 sk gewéssart. Nach ener 20
mindtigen Inkubation in 2% (w/v) Silbernitrat, 0,028% (w/v) Formddehyd wurde das
Polyacrylamidgel gewédssert und mit 6% (w/v) Natriumcarbonat, 0,004% (W)
Natriumthiosulfat, 0,0185% (v/v) Formadehyd bis zur gewlnschten Intensté entwickdt. Die
Reaktion wurde mit 25% (v/v) Methanal, 12% (v/v) Essigséure gestoppt.

3.10.3 Wester nblotanalyse

Gel e ektrophoretischer Proteintransfer
nach Towbin et al., 1979

Die Ubetragung der gedektrophoretisch getrennten  Proteine  aus enem  SDS-
Polyacrylamidgd auf Nitrozdlulosemembran  (Schleicher und  Schudl) efolgte in ener
Semitrockenblot-Apparatur (Phase, Mdlln) unter Verwendung eines Gel-Membran Sandwichs
mit puffergetrénkten Flterpapieren  (Whatman 3MM, Maidstone), fur 45 min bei 0,8
mA/cnf. Je dreél Filterpapiere waren mit Kahodenpuffer (25 mM  Tris 40 mM 6
Aminohexansure, 20% Methanol), Anode I-Puffer (30 mM Tris , 20 % Methanol) oder
Anode II-Puffer (300 mM Tris, 20 % Methanol) getrankt und bildeten ein Sandwich aus
Kahodenpuffer-getranktem  Whatman-Papier,  Polyacrylamidgdl,  Nitrozelulosemembran,
Anodenpuffer I-getranktem  Whatman-Papier und  Anodenpuffer  [1-getranktem  Whatman
Papier.

Immundetektion

Nach dem Transfer der gedektrophoretisch getrennten Proteine aus dem SDS-
Polyacrylamidgdl auf die Nitrozdlulosemembran wurden die proteinfreien Bindungsstelen
der Membran mit 5 % Milchpulver/PBS gesdtigt (30 min RT) und die Membran
anchlielend mit dem 1. Antikorper (Verdinnung je nach Qudité des Antikorpers pur bis
1/100 in 1% Milchpulver in PBS) inkubiert. Nach zwemaligem Waschen der Membran mit
PBS wurden die gebundenen Antikérper durch 1 h Inkubation mit Peroxidase-konjugierten
Ziege-anti-Maus-Antikrpern - oder  Ziege-anti-Kaninchen-Antikorpern - (1:5000  verdinnt;
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Dianovd) makiert und nach dre weiteren Waschschritten durch Substratumsatz mit ECL
(Pierce) nach Angabe des Herstellers sichtbar gemacht.

3.10.4 Affinitatschr omatogr aphische Aufreinigungen von Proteinen
Hersdlung der Affinitdissiulen

Zur Hegdlung der Affinitdtssdulen wurden Proteine (250-500 pg) bzw. aufgerenigte
Antikérper (1 - 35 mg) an 0,25 g CNBR-aktivierte Sepharose™™ 4 Fast Flow (Amersham
Pharmacia Biotec) gekoppdt, indem die Sepharose mit 1 mM HCI aktiviert und 4 h mit dem
Protein/Antikorper auf dem Drehrad inkubiert wurde. Danach wurde das ungebundene Protein
bzw. Antikorper aufgefangen und die an de Sepharose noch vorhandenen frelen
Bindungsstelen mit 25 mM TrigHCI, pH 85 Uber 1 Y2 h — 16 h blockiert. Im Anschluss
wurde die Saule 6 ma dternierend mit 25 mM Natriumacetat, pH 3,55 und 25 mM TrigHCI,
pH 8,5 gewaschen und zum Schlussin PBS &quilibriert.

Aufreinigung von Membranproteinen aus M. hominis

Die Affinitdtssdulen mit den gekoppeten monoklonden Antikérpern DC10, KD2, BA10, LF8
oder CG4 wurden mit M. hominis Zdllysst (mit bis zu 30 mg Proteén in 5 ml PBS- 1%
IGEPAL (Sigma) oder 05 % n-Dodecyl-[>Madtosde (ICN) fur mindestens 1 h inkubiert.
Nach Waschen der Saulenmatrix mit dem 20 x Sulenvolumen wurde das gebundene Proten
mit 35 M MgCL (DC10- und KD2-Saulen) oder mit 35 M Natriumthiocyanat in PBS
(BA10- und LF8 und CG4-Saulen) duiet und mittds Didyse in den gewinschten Puffer
Uberfiihrt.

Aufreinigung von polyklonden Kaninchenseren

Die polyklonden Kaninchenseren gegen OppC und OppD wurden 1:2 in PBS verdinnt und
mit den jeweligen Sepharose gekoppdten Antigenen fur 1-2 h  inkubiet. Das nicht
gebundende Kaninchenserum wurde aufgefangen und das Saulenmaterid mit dem 20 fachen
Saulenvolumen PBS gewaschen. Die Elution gebundener Antikorper erfolgte sukzessve mit
Natriumdihydrogenphosphat, pH 4; Dinatriumhydrogenphosphat, pH 10; und 35 M
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Natriumthiosulfat in PBS. Der pH-Wert der Eluate wurde auf pH 7,5 engestdlt, und die
Proben im ELISA auf Resktivitdt mit dem Antigen getestet.

Aufreinigung rekombinanter Proteinen aus E.coli

Die Aufreinigung der rekombinanten Fusionsproteine OppB’" und OppC’" (siehe Kapitel 4.2)
efolgte nach dem Protokoll von Kitzerow et al. (1999) unter denaturierenden Bedingungen in
Gegenwart von 8M Harngtoff Uber eine NiFNTA-Saule (Qiagen). Die Elution des gebundenen
Proteins von der Ni-NTA-Saule erfolgte bel pH 4,5.

Die  dfinitddschomatographische  Aufrenigung  der Protein C-Epitop  tragenden
Fusonsproteine OppA, OppD und OppF efolgte nach Rezaie et al. (1992) unter nativen
Bedingungen.

Fir die Hedgdlung von polyklonden Kaninchenseren wurden die  Proteine  aus
Polyacrylamid-Gelen ausgestochen oder nach Aufreinigung aus der Losung lyophylisert. Zur
Generierung der polyklonden Kaninchenseren wurden die aufgereinigten Proteine (400uQ)
zur Firma Eurogentec (Belgien) geschickt, die die Immuniserung durchfiinrten

3.10.5 Osmoatische L yse von Mycoplasmen und Trennung von M embran und

Zytoplasma
nach Razin, 1981a

Die in 500 ml Argininmedium kultivierten (dehe Kapitd 3.1) und anschlief?end gewaschenen
Zdlenvon M. hominis FBG wurden n 200l 1:3 verdinntem PBS resuspendiert, zur Lyse der
Zdlen auf 10 ml mit H,O aufgefillt und 1 Stunde bel 37°C inkubiert. In der Ultrazentifuge
wurden die Membranbestandteile 30 min ba 4°C mit 34000 x g sedimentiet. Der
zytoplasmatische  Uberstand wurde in der Vakuum-Zentrifuge auf ein Volumen von 500 pl
eingeengt, wohingegen das Membranpdlet nach Resuspenson in 10 ml H,O en zweites Md
zentrifugiert wurde. Die Membranfraktion und der zytoplasmatische Uberstand wurde im
SDS-Polyacrylamidgd aufgetrennt und im Westernblot andlysert (Sehe Kapitel 3.10.3).

3.10.6 lmmunpr &zipitation von M embranproteinen
modifiziert nach Davidson & Nikaido, 1991

Aus ener 250 ml logaithmisch gewachsenen Argininkultur wurden die Mycoplasmen
geerntet und mittedls osmotischem Schock lysert. Membranproteine wurden mittels -
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Dodecyl-3-Mdtosd (Endkonzentration 1%) in einer 30 mindtigen Inkubation bel 4°C aus der
Membran gddst, so dass Protenkomplexe noch bestehen blieben. Durch Zentrifugation
(23.000 x g, 30min, 4°C) wurden die lodichen von den unlGdichen Zdlbestandteilen
getrennt. Im Anschluss wurde der Uberstand auf 50 mM TrigHCl pH 7,5, 150 mM NaCl,
20% (Vi) Glyzerin, 01% (w/v) BSA, 0,01% (w/v) n-Dodecyl-3-Matosd (Puffer C)
engeddlt und mit den aufgereinigten polyklonden Kaninchenseren gegen OppB, OppC oder
OppD (1:40 Vedunnung) Uber Nacht ba 4°C inkubiert. Antigen-Antikorperkomplexe
wurden mit Hilfe der Protein G-Sepharose gefangen (2-4 h be 4°C), anschlieliend zweimd
mit Puffer C, dramd mit Pufer C plus 0,35 M NaCl und zweima mit Puffer C ohne BSA
gewaschen. Das Préazipitat wurde in 1 x Probenpuffer aufgenommen und geleektrophoretisch
analysert (3.10.2).

3.10.7 Festphasen Antikor perfénger-EL 1 SA (enzyme-linked immunosor bent-assay)
nach Miles & Hales, 1968 — modifiziert nach Henrich et al., 1996

Die Andyse der Antikorper bzw. polyklonden Seren efolgte nach dem von Henrich et
al.,1996 beschriebenen ELISA-Protokall.

3.10.8 Bindungsstudien mit Sephar ose-gekoppeltem ATP

modifiziert nach Communi et al., 1993

Sepharose-gekoppeltes ATP (100 pl; immobilisierte quervernetzte 4% Agarose, Spacer 22 A,
21 pmol ATP/ ml Matrix) wurden mit dem 10 fachen Séulenvolumen Puffer A (20 mM
TrigHCl, pH 75, 2 mM EGTA, 2 mM MgCh, 0,01 % (w/v) n-Dodecyl-R-Maltosid)
gewaschen. Mycoplasmenzdllysat (Img Protein) bzw. 05 — 1 mg aufgerenigte Protene
(natives OppA (OppA"), rekombinantes OppA (OppA'), rekombinantes OppD (OppD"),
natives P50 (P50"), rekombinante DHFR (DHFR' ) wurden fir 2 h bei 4°C unter Rotation mit
dem ATP-Sdulenmaterid inkubiert. AnschlieRend wurden die ATP-Saulen mit Puffer A
gewaschen und die gebundenen Proteine mit 2, 20 und 200 mM ATP duiert. Die Anayse der
eluierten Proteine erfolgte Uber SDS-Polyacrylamidgel e ektrophorese (3.10.2).
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3.10.9 Untersuchung der ATP-Bindung mittedslimitierter Trypsin-ver mittelter

Proteolyse
nach Schneider et al., 1994

Mit Hilfe dieses Versuchs solite die Bindung von ATP an Proteine gezeigt werden, indem das
proteolytische Spdtmuster diesser Protein nach vorheriger Inkubation mit und ohne ATP
untersucht wurde. Wurde ATP vom Protein gebunden, so sollte es durch die Bindung des
ATPs und die Konformationsanderung des Proteins zu enem verdnderten tryptischen
Spdtmugter im Vergleich zum Spatmuster ohne ATP kommen.

Die zu andyserenden Proteine (natives OppA, rekombinantes OppA, rekombinantes OppD,
natives P60 und rekombinantes MaK) wurden in Puffer T (50mM TrigHCI pH 7,5, 150 mM
NaCl, 2 mM DTT, 20 % (viv) Glyzerin) gepuffert und auf eine Konzentration von 1 mg/ml
gebracht. Vor Zugabe von Trypsin wurde die Probe mit 5mM MgCh und 5mM ATP 10 min
be 4°C inkubiert. Die limitierte proteolytische Spdtung des aufgerenigten Proteins wurde
durch Zugabe von Trypsn (Endkonzentration 8 mM) gestartet, und nach 15, 30 und 60 min
wurden Proben entnommen. Durch  Zugabe von Lammli-Probenpuffer bzw. eines
Trypsininhibitors (Endkonzentration 40 mM) wurde die Proteolyse gestoppt und die Proben
bis zur weteren Vewendung be —20°C gelagert. Das proteolytische Spdtmuster wurde im
SDS-Polyacrylamidge andysert (Sehe Kapitel 3.10.2).

3.10.10 Epitopkartierung

Zur Kartierung der Epitope des OppA Protens wurden 9 Peptide im Bereich der
Aminosauren 149-176 und 12 Peptide im Bereich der Aminosduren 370-406 mit jewells 15
Aminosturen synthetisert, von denen 13 Aminosduren mit dem nachfolgenden Peptid
identisch waren. Zusétzlich wurde das bekannte P50-Epitop (Henrich et al. (1996)), das \om
BA10 Antikorper erkannt wurde, synthetisert. Die Peptide wurden nach der SPOT-Methode
von Frank und Déring (1988) entsprechend den Angaben des Hergelers (Cambridge
Research Biochemicas, Cambridge, GB) synthetisert.

Zur Andyse der Peptide wurden diee in der Immunfé&bung mit den monoklionaden
Antikorpern DC10, LG3, BG11 und TF6 untersucht (Kapitel 3.10.3).
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3.10.11 In vitro und in vivo Phosphorylierung

modifiziert nach Dirksen et al., 1994

100 ml ener logarithmisch gewachsenen M. hominis Kultur (5 x10° CCU/ml) wurden
zentrifugiert und die Bekterien in 10 ml phosphetfreem Argininmedium weter  kultiviert
(sehe Kapitd 3.1). Zur Markierung der Zdlen wurde [*?P]- Phosphorsiure (3.500 Ci/mmol)
bis zu ener Endkonzentration von 30 pCi/ml zum Reektionsansaz hinzugefiigt und die
Zdlen 1 bis 2 h ba 37°C kultiviert. Im Anschluss wurden die Zdlen geerntet und in TS-
Puffer (150 mM NaCl, 20 mM TrigHCI pH 7,5) gewaschen.

Fur die in vitro Phosphorylierung wurden die Mycoplasmen, wie oben beschrieben, kultiviert
und geerntet und anschlidend durch dremdiges dternierendes Einfrieren in fllissgem
Stickstoff und Auftauen bei 4°C lysiert. Zur Markierung mit ? F2PJATP wurden 30uCi (3.000
Ci/mmol) zum Resktionsansatz hinzugefiigt und dieser 30 bis 60 min bel 37°C inkubiert.

Die Aufrenigung der Protene OppA, P60, P80, P50 und EF-Tu efolgte
affinitétschromatographisch wie in Kapitel 3.10.4 beschrieben.

3.10.12 Fluor eszenzspektr oskopie
modifiziert nach Guyer et al.,1986

Das Membranprotein OppA wurde mit Hilfe von 0,5% n-Dodecyl-[3-D-Matosd in PBS (pH
73) aus dar Membran gddst und affinitdtschromatographisch (Kapite 3.10.4) aufgerenigt.
Das Huoreszenzspektrum wurde mit e@nem Shimadzu RF-5001 PC Spektrofluorometer und
enem SLM- 8000 (Insruments Urban) aufgenommen. Fir das Emissonsspektrum wurde der
Anregungsspat auf 3 nm und der Emissonsspdt auf 5 nm eingestelt. Alle Messungen wurde
mit aufgerenigtem OppA Protein in ener Konzentration von 015 mg/ml fir die Anaysen
mit Lyss und Alag in enem Imidazolpuffer (10 mM Imidazolacetat (pH 7,3), 100 mM NaCl,
0,03% n-Dodecyl-3-Mdtosd) durchgefiihrt, und fir die Andysen mit Alas und Alag in énem
Natriumphosphatpuffer (10 mM Natriumphosphat (pH 7,0), 0,03% n-Dodecyl-R-Matosd).
Die Peptide (Lyss, Alas, Alas und Alag) wurden jewells in ener Konzentration von 100uM
engesetzt. Als Negdivkontrolle diente die jewelige OppA-Probe ohne das angegebene
Peptide unter Zusatz des reinen Puffers. Das aufgereinigte OppA wurde et 10 Minuten mit
dem jeweligen Peptid be Raumtemperatur inkubiet und dann der Messung bel ener
Anregungswelenlange von 290 nm unterzogen. Das Huoreszenzemissionsspektrum wurde
von 300 nm bis 430 nm bel Raumtemperatur aufgezeichnet.
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3.10.13 ATP-Hydrolyse Assay
nach Henkel et al., 1988

Mit Hilfe des ATP-Hydrolyse Assays sollte die Eigenschaft der ATP-bindenden Proteine,
ATP in ADP und Phosphat zu hydrolyseren, untersucht werden, wobel die ATP-Hydrolyse-
Aktivitéat Uber die Bestimmung des freiwerdenden Phosphats gemessen wurde.

Zur Quantifizierung des Phosphatumsaizes wurde ene Eichkurve ergdlt, in der NaH2PO;4 in
ene  Konzentration von 05 bis 20 nmol angesstzt wurde. Nach Zugabe einer
Ammoniummolybdatlosung (5,72 % (wiv) Ammoniummolybdat in 6 M HCI, 25 %
Polyvinylakohol, 00812 % (w/v) Madachitgrin) bildete dch der fabige Komplex
Ammoniummolybdatphosphat, dessen Farbintenstdt bel 620 nm im  Spektrophotometer
gemessen wurde.

Die aufgereinigten Proteine (OppA’, OppD", MaK") wurden in phosphafreier Losung auf
eine Konzertration von 500 nM eingestdlt und 3 min bei 37°C inkubiert. Durch Hinzufiigen
von ATP (2 mM) und MgSO, (10 mM) wurde die Resktion gestartet. Das Experiment wurde
nach 10 min gestoppt und die ATP-Hydrolyse-Aktivitst durch die Messung des frelen
Phosphates unter Verwendung der Eichkurve bestimnnt.

3.10.14 Einfrieren, Auftauen und K ultivierung von Hybridomzellen

Zur Konsarvierung wurden die Hybridomzelen gezdhlt, zentrifugiet und in vorgekihitem
Einfriermedium resuspendiert. Aliquots von 1 ml mit ca 10° Zdlen wurden langsam auf
—70°C abgekiihlt und anschlieffend in fllissgem Stickstoff gelagert.

Zur eneuten Kultivierung wurden die in flissgem Stickdoff gdagerten Zdlen schndl
aufgetaut und durch langsame Zugabe von 10 ml DMEM (Dulbecco modified eagels medium;
Gibco BRL) verdinnt. Nach kurzer Zentrifugation wurden die Zdlen in DMEM, 10 % (v/v)
FCS, 1% (viv) Nutridoma (Boehringer Mannhem) resuspendiet und in  ener
Verdinnungsreihe in Zdlkulturplatten (24 well) Uberfihrt. Nach 4-10 Tagen wurde das
wachsumsférdernde  Reagenz  Nutridoma aus der  Zdlkulturlésung entfernt. Die Zdlen
wurden dle 2-3 Tage mit frischem DMEM ,10 % (v/v) FCS versorgt.

Die Hybridomzdlen wurden in DMEM, 10% FCS kultiviet und in Kulturflaschen bis zu
enem Volumen von 850 ml expandiet und bis zum Indikator-Umschlag des Mediums ins
Gelborange bebrittet. Der zdlfreie Uberstand wurde diquotiet und bei —20°C gdagert. Die
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Konzentration der Antikorper in den Hybridomzdlkulturibersténden betrug in der Rege
5-25 pg/ml.

3.10.15 Computer progr amme und I nter netaddr essen

Zur Auswahl von Oligodesoxyribonukleotiden und fir die Analyse von DNA- und Protein-
Sequenzen wurde das Computerprogramm Lasergene (DNA STAR Inc., Madison, Wis)
verwendet.

Die Auswertung der ELISA-Daten wurde mit Hilfe des Grgph Pad Prism Computerprogranm
durchgeftinrt.

I nternet- Recherchen wurden unter WWW.genebee.msu.su zur Andys  von

Transkriptionsstopps  und ~ unter  www.nchi.nim.nih.gov ~ sowie www.tigr.org  fir

Homol ogievergleiche und Sequenzandysen verwendet.
Die Sequenzen der Opp-Loci verschiedener Mycoplasmen Spezies sowie Gram-positiver und
Gram-negativer Bakterien sind bet EMBL unter folgender Accession-Nummer zuganglich.

Spezies Access on-Nummer.
M ycoplasma hominis X99740
Mycoplasma pulmonis AL445564
Mycoplasma genitalium U39688.1
Mycoplasma pneumoniae AE000058.2
Bacillus subtilis Z99110.1
Haemophilus influenzae U32706
Salmonella typhimurium X05491.1
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4. Ergebnisse

4.1 Charakteriserung desopp Locus

Ein 100 kDa Membranprotein von Mycoplasma hominis, welches von uns anfanglich ads P100
bezeichnet wurde, zeigte sch neben P50, enem 50 kDa Lipoprotein, an der Zytadh&renz
dieses zellwandlosen Prokaryonten betelligt (Henrich et al., 1993).

Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte der P100-genkodierende Bereich sequenziert und
das von de Gengruktur abgeeitete P100 Protein auf homologe Sequenzmerkmae mit
anderen berdts identifizierten Proteinen untersuchten werden. Nach Bestimmung der ersten
10 Aminosiuren eines V8-Protease generierten P100 Peptides gelang die Ableitung eines
P100-spezifischen  Oligodesoxyribonukleotides, mit dessen Hilfe Uberlappende genomische
Fragmente (Hindlll-Klon 1, Hindlll-Klon 2, EcoRI-Klon 1 und Rsal-Klon 1) identifiziert und
sequenziert wurden (Abb. 2). Wie berdts in meiner Diplomarbeit (Darr, 1997) dargestellt,
konnte im folgenden der genkodierende Bereich des P100 (OppA) Proteins ermittelt werden.
Stromabwérts des P100 kodierenden Bereichs wurden bis zu Beginn der hier dargestellten
Experimente zwe weitere proteinkodierende Regionen identifiziert (Abb. 2).

H E HR HE R EH E
__1I L1l ] Ll |
|| | | ! ! !
1631 3416/3532 4674/4679 5950/5955 7118/7114 9642 bp
p100/0ppA | | oppB [ oppC oppD oppF |

| Hindikion2 | | Hindiikion1a |

| Ecori-Kion-1 | | EcoRI-Klon-2 |

| Rsa-kion

Abb. 2 Physikalische Karte desopp-L ocus

Darstellung des sequenzierten genomischen Bereichs von M. hominis mit den wichtigsten Restriktions-
schnittstellen (E: EcoRl, H: Hindlll, R: Rsal). Darunter ist schematisch die Position der finf kodierten opp-Gene
(oppA, oppB, oppC, oppD und oppF) dargestellt und ihre Position bezilglich des sequenzierten Bereichs
(Accession No. X99740), sowie die funf Restriktionsfragmente HindllI-Klon 1, Hindlll-Klon 2, EcoRI-Klone 1
und 2 und der Rsal-Klon), die zur Sequenzierung herangezogen wurden. Der schraffierte Kasten im oppA-Gen
markiert die Lage des von der N-terminalen OppA-Proteinsequenz abgel eiteten Oligodesoxyribonukleotids.

O Gen der Substrat-bindende Doméne, OGene der Poren-bildenden Doménen, Ebene der ATP-bindenden
Doméanen
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Diese beiden von der Gensequenz abgelateten Proteine wurden aufgrund ihrer Homologie zu
den hydrophoben Doménen von Oligopeptidpermeasen (Opp) anderer Bakterien (Bacillus
subtilis und Salmonella typhimurium) as OppB und OppC bezeichnet. In meiner
Diplomarbeit hatte ich die These aufgestdlt, dass das P100 Protein die Subgtrat-bindende
Doméne OppA der podulierten Oligopeptidpermease in M. hominis i und folglich in OppA
umbenannt wurde. Der proteinkodierende Bereich von OppC wurde von dem HindllI-Klon-2
nicht vollsandig abgedeckt. Es bestand aufgrund von Northernblot-Andysen  (Sehe
Diplomarbeit und Abb. 6) die Vermutung, dass stromabwarts des OppC-kodierenden Bereichs
weltere Gene vorhanden sain missten, die ebenfals fir Proteine der putativen Oligopeptid-
permeasein M. hominis kodieren.

Zu Beginn meiner Doktorarbeit habe ich das Redriktionsfragment EcoRI, welches mit dem
genomischentHindllI-Fragment  (Hindll1-Klonl) Gberlappt, kloniert, und sequenziert. Wie
vermutet lagen zwel weitere offene Leserahmen (ORF) stromabwérts des OppC-kodierenden
Bereichs (Abb. 2). Insgesamt konnte mit den funf Sch Uberlgppenden DNA-Fragmenten
(Hindlll-Klon 2, EcoRI-Klon 1, Rsal-Klon 1, Hindlll-Klon1, EcoRI-Klon 2) en Bereich von
10,4 kb des M. hominis FBG Genoms sequenziert werden, der funf offene Leserahmen (ORF)
enthidt (Abb. 2, oppA, oppB, oppC, oppD und oppF), die im weteren ndher andysert

wurden.

Der erse offene Leserahmen kodierte fur das Membranprotein OppA und umfasste 29 kb
(Abb.2). Stromaufwérts des Protein-kodierenden Bereichs wurde ene putative ribosomae
Bindungsstdlle (AAGGA) 10 bp vor dem Trandationsstatkodon ATG identifiziert. Im N-
Terminus der vom oppA-Gen abgelaiteten Polypeptidkette konnte eine Signalsequenz von 28
Aminosiuren identifiziet werden (Abb. 3), die aus ene Transmembranhdix im Bereich der
Aminosduren 7 bis 26 und einer Signapeptidase 11-Erkennungsregion in Pogition 27 bestand.
Es war anzunehmen, dass die Signapeptidase |1 den N-terminalen Bereich des OppA Proteins
vor dem Cystein (LVAASCKIDPA) abtrennt und das reife OppA Protein Uber das Cystein an
ein Lipid gekoppedt in der Membran verankert wurde. Der Versuch, diese Annahme durch
Sequenzierung des N-Terminus zu bestétigen, schlug fehl. Der Grof¥ell des OppA-Proteins
war nicht sequenzierbar, was auf einen geschlossenen N-Terminus hindeutete.

Das vom oppA-Gen abgedtete reife Protein hat eine kakulierte Masse von 105,5 kDa und
einen isod ektrischen Punkt von pl 7,7.

Daenbank-Andysen mit der gesamten OppA-Protein Sequenz wiesen Homologien zu
oligopeptidbindenden Proteinen (OppA) der Permeasen von Bacillus subtilis, Salmonella
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typhimurium und Haemophilus influenzae auf (Abb. 3). Weitere homologe Proteine wurden
unter den putativen OppA Proteinen in Mycoplasma pulmonis (25 %), M. genitalium (19,0 %)
und M. pneumoniae (20 %) identifiziert.

Von Higgins wurde 1992 beschrieben, dass die Gene, die fur die Proteine einer Permease
kodieren, in einer Operongtruktur organisert snd. Die genkodierenden Bereiche der putativen
OppA Proteine von M. genitalium und M. pneumoniae lagen jedoch nicht in ener
Operongtruktur mit den Genen oppBCDF vor, sondern waren an anderen Stellen im Genom
dieser Organismen lokdisert. Die Homologien zum OppA Protein von M. hominis fiden sehr
gering aus, bis auf die zum putativen OppA Protein von M. pulmonis (Abb. 3). Wurde aber
die OppA Proteinregion zwischen den Aminosauren 197 bis 257 fir Homologievergleiche
(Abb. 3 schreffierter Bereich) ausgewahlt, so zeigten sich Ahnlichkeiten von 20 % bis 44 %

Zu den entsprechenden Bereichen der anderen OppA Proteine.

F-IRKGVKW
B A
\ / B A Walker
| | OppA | Mycoplasma hominis
" 1 [ B I we o @0 0000 NWIE N putative Phosphory-
lierungsstellen
| 44% | 25 % | Mycoplasma pulmonis
I (] no I 1 11 I (| nm il
| 43 % | 19,0 % | Mycoplasma genitalium
(| [ T I T | 11 1 (] (N
| 43 % | 20 % | Mycoplasma pneumoniae
1 11 1 I 1 1 I 0 1om 1 ] 1
[21%]| 11,6 % Bacillus subtilis
1] i i | 11 ] ]
| [349% | 12,7% Salmonella typhimurium
(] 11 [ i T
| | 20 % | 12,1 % Haemophilus influenzae

Abb. 3 Schematische Darstellung der Sequenzmerkmale von OppA Proteinen verschiedener Spezies

Die jeweiligen OppA Proteine verschiedener Spezies sind as helle Balken dargestellt. Die einzelnen per
Computer ermittelten Merkmale wie Signalpeptidsequenz (schwarzer Kasten), putative Konsensussequenz
Peptid-bindender Proteine (schraffierter Bereich) mit Angaben zur Identitét in Prozent zum OppA Protein der
Aminosduren 197-257, putative ATP-Bindungsstelle (Walker A und B) und die moglichen
Phosphorylierungsstellen wurden schematisch dargestellt. Die Homologien der hier dargestellten OppA Proteine
verschiedener Bakterien zum OppA Protein von M. hominis sind in Prozent angegeben.

Es fanden dch ebenfdls Homologien zu OppA-fremden Proteinen, die jedoch auch
peptidbindende  Eigenscheften  aufwiesen. Dieses Ergebnis  fihrte zur Identifizierung  ener
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Konsensussequenz  (F-IRKGVKW) fir peptidbindende Proteine, welche mit der von OppA
Ubereingtimmte (Henrich et al., 1999).

Eine grol®e Anzahl von Enzymen, die Nukleotide binden und/oder hydrolyseren, besitzen
enen kurzen aber hoch konsarvierten Sequenzbereich, die Phosphatbindungsschieife (P-loop)
oder Walker A Sequenz, die as erstes in der ZUntereinheit der F-ATPase identifiziert wurde
(Walker et al., 1982, Saraste et al., 1990). Diese von Waker beschreibene resultierende
Konsensussequenz fir dieses Motiv (G-X-X-X-X-G-K-T/S) wurde zur |dentifizierung neuer
nukleotidbindender  Proteine verwendet. Computergestiitzte  Untersuchungen  fihrten  zur
Identifizierung ener putetive ATP-Bindungsstdle im OppA Protein von M. hominis, die
durch die Waker A und Waker B Sequenzen gekennzeichnet war (Abb. 3, Waker A und B).
Die Wdker A Sequenz war im OppA sehr konserviert (nt 869-GKDSSGKS-nt 876),
wohingegen die Waker B-Sequenz (nt 737-RFDGVTGENLLAWSAD-nt 752) weniger
homologe Bereiche zegte. Diese ATP-Bindungsstdle wurde nicht in den OppA Proteinen
anderer Bakterien identifiziert.

Zusizlich zegten sch Uberaschenderwese mehrere mittds Computerandyse  identifizierte
Phosphorylierungsstellen (cCAMP-Kinase, Proteinkinase C und Casainkinase 1), die Uber die
gesamte OppA Protein Sequenz verteilt auftraten. Da es sich bei dem OppA-Protein um en
Oberfléchen-lokaisetes Proten handdt (Henrich et al., 1993) und Phosphorylierungen
diesr extrazdluldren Proteine bidang sdten dokumentiet wurden sollte diessr Befund
Bedtandtell der Charakteriserung des OppA Proteins sein und wird in spéateren Experimenten
dargestellt werden (Kapitd 4.3.9). Die OppA Proteine anderer Spezies wiesen nach
computerunterstiitzten Analysen wenigere Phosphorylierungsstdllen ads das OppA Protein von
M. hominis auf (Abb. 3).

Die Untersuchungen der vier offenen Leserahmen stromabwérts des oppA Gens zeigten hohe
Homologien zu den vier Hauptdoménen der Oligopeptidpermeasen (Opp) in Bacillus subtilis
(Perego et al.,, 1991) und Salmonella typhimurium (Higgins et al., 1985), die bereits
proteinchemisch untersucht wurden. Der erste ORF begann 15 bp stromabwarts des oppA
Gensvon M. hominis und kodierte fir ein 42,6 kDa Protein mit Homologien von 21,5 % bis
38 % zum OppB Protein von M. pulmonis, M. genitalium und M. pneumoniae, sowie B.
subtilis, S typhimurium und H. influenzae (Abb.4). Der zweite ORF lag 1bp stromabwaérts des
oppB Gens und kodiert ein putatives 47,2 kDa Protein, welches Ahnlichkeiten zum OppC von
M. pulmonis, M. genitalium und M. pneumoniae sowie B. subtilis, S typhimurium und H.
influenzae im Bereich von 22,2 % bis 32 % aufwies. Die Proteine OppB und OppC sind
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integrde Membranproteine, die die Poren durch die Membran der Oligopeptidpermease
bilden. Die Ahnlichkeit zwischen den integrden Membranproteinen von M. hominis OppB
und OppC zu den Proteinen anderer Spezies gtieg auf bis zu 66,6 % (M. pulmonis) wenn nur
der Bereich zwischen dem vierten und finften membrandurchspannenden Bereich betrachtet
wurde (Abb. 4, hdles Viereck). Dieser auf der cytoplasmaischen Sete gelegene ,,Loop*
wurde ds Bindungsstelle der ATP-bindenden Proteine der ABC-Transporter postuliert
(Higgins, 1992). Von Dassa und Hofnung (1985) wurde fur diesen Bereich ene
Konsensussequenz mit der Sequenz EAA---G--------- I-LP fur 61 integrde Membranproteine
von 35 Importsysemen identifiziert. Fur die von mir untersuchten OppB Proteine von M.
hominis, M. pulmonis, M. genitalium, M. pneumoniae, B. subtilis, S. typhimurium und H.
influenzae konnte eine Konsensussequenz der OppB Proteine -TA--KGL-------- H--RN-LP
und for die OppC Proteine ene Konsensussequenz -AA---G----R-IF-H-ILP identifiziert
werden, die mit der oben beschriebenen Sequenz von Dassa und Hofnung telwese
Ubereingimmten.

OppB | | OppC | M. horinis
Hydropatie-
Diagamm
™M A MIMAM_ L MAM | M A MIMAMIMAM | MA M1 KyteDoolitle)
“TAK-KGL-———-H—RN—LP -AA---G——-R-IFHILP-
| 38% | 66,6[% | | 2% _ [66,6]% | M. pumonis
| 23% [375]% | | 29% [444% | M. genitalium
| 215% 1375|% | I 258% _ [44.4[% | M. preumoniae
| 288% [375[% | | %55%  [333% | B whilis
| 289 % [333y | | 269% | 37 [op | s typhimurium
| 25% [375[% | | 22% [222]% | H. influenzae

Abb. 4 Hydropathi e-Diagramm und Homol ogievergleich der Proteine OppB und OppC

Die OppB und OppC Proteine verschiedener Spezies sind schematisch als grauer Balken dargestellt. Die
hydrophoben (-) und hydrophilen (+) Bereiche der beiden membrandurchspannende Doménen OppB und OppC
fuhrten zu den mittels Computeranalyse identifizierten membrandurchspannenden Bereichen (M), den cyto-
plasmatischen Bereichen (1) und extrazelluldren Bereichen (A). Die cytoplasmatischen Bereiche zwischen dem
4. und 5. membrandurchspannenden Bereich sind mit einem hellen Viereck kenntlich gemacht und die
prozentuale Idenitét zum Bereich in M. hominis angegeben. Die Homologien der untersuchten Spezies zu den
OppB und OppC Proteinen von M. hominis sind in Prozent angegeben.
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Weitere charakteristische Merkmade der hydrophoben integrden Membrandoméanen OppB
und OppC waren die membrandurchspannenden Bereiche, von denen normaerweise sechs
pro Protein identifiziet wurden (Hiles et al. 1987). Abweichend von dieser Regd wurden in
S typhimurium auch finf (HisQ) oder in E. coli acht (MdF) Transmembranbereiche
identifiziert. Mittddls Computerandyse konnten in M. hominis sechs Transmembranbereiche
fur OppB und acht membrandurchspannende Bereiche fur das OppC Protein ermittelt werden.

Zu Beginn der diesr Promotionsarbeit zugrunde liegenden Experimente wurden der dritte
und viete offene Lesrahmen identifiziet und andyset. Der dritte offene Leserahmen
kodiert fir ein 43,8 kDa Protein mit Homologien zu OppD, ener der beiden ATP-bindenden
Doménen der Permease. Mit einer Uberlappung von 4 bp folgte stromabwérts der OppF
proteinkodierende Bereich. Die Grof3e des abgeleiteten OppF Proteins entsprach mit 98,8 kDa
der Grofe der OppF Proteine, die in weteren Mycoplasmen identifiziet wurden. OppF
Proteine anderer Bakterien waren mit einer Grof3e von 40 bis 45 kDa deutlich kleiner (Abb.
5).

N{ GPSGSGKS | L oEPXxXLD-C
Walker A HelikaleDomain Linker Walker B

\\A B//A

v v v v
| OppD | | | OppF | | M. hominis
v v v v
| 59% | | | 2% | | M. puimonis
v v v o
| 41,9% | | | 23.4% | | M. genitalium
v v v
| 40,6 % | | | 229% | | M. pneumoniae
v v v 4
| 300% | | 401% | B. subtilis
4 v v v
|~ 304% | | 344 % | S typhimurium
v v v A4
| s19% | I H. influenzae

Abb. 5 Schematische Darstellung der ATP-bindenden Proteine OppD und OppF

Die Proteine OppD und OppF sind als dunkler Balken und die Walker A und B Sequenz mit einem markierten
Dreieck dargestellt. Dartiber ist schematisch die konservierte Walker A Sequenz, die helikalen Doméne, der
Linker und die nicht so konservierte Walker B Sequenz gezeigt. Der gepunktete Bereich in den mycoplasmalen
OppF Proteinen kennzeichnet den nicht homologen Bereich zu OppF Proteinen anderer Spezies. Homologien der
OppD und OppF Proteine von M. hominis zu anderen OppD und OppF Proteinen anderer Spezies sind in Prozent
angegeben.
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OppD von M. hominis zeigte Homologien im Bereich von 30,4 % bis 59 % zu M. pulmonis,
M. genitalium, M. pneumoniae, B. subtilis, S. typhimurium und H. influenzae wie es fir ATP-
bindende Proteine beschrieben wurde (Higgens, 1992). Die Homologie des OppF Proteins
von M. hominis war gering zu den OppF Proteinen von M. genitalium (23,4 %) und M.
pneumoniae (22,9 %). Zu den OppF Proteinen von M. pulmonis, B. subtilis, S. typhimurium
und H. influenzae zeigte es Sequenzhomologien von 33,7 % bis 42 % (Abb. 5).

In der Sequenz der OppD und OppF Proteine wurden zwel charakteristische Sequenzmotive
identifiziert. Diese ds Walker A (P-loop) und Waker B bezeichneten Sequenzmotive sind das
charakterisische Merkma der Superfamilie, der ATP-Binding Cassette (ABC) Transporter
(Higgins, 1990). Die Bereiche der Wdker A und Waker B Sequenz bilden die ATP-
Bindungstasche. Der Bereich von 100 Aminosauren, der die Region zwischen Waker A und
Wdker B Sequenz umfasst, ist ebenfdls konsarviert. Er bestent aus ener hdikaden Region,
die sch in OppD von M. hominis zwischen den Aminosauren 90 bis 200 erdreckt und einem
sogenannten Linker Bereich (Aminosduren 200 — 213), der Glycin- und Glutamin-reich is.
Die helikae Region im OppF Proten von M. hominis wird durch einen zusédtzlichen Einschub
von 532 Aminosduren (Aminosdure 125 bis 657) unterbrochen. Wie in Abbildung 5, gezegt
wurde dieser Bereich nur in den OppF Proteinen von Mycoplasmen identifiziet und wies
Homologien (17,8 %) zu einem charakterisischen Merkma im Myosn der eukaryontischen
Zdle auf. Welche Funktion diesser Bereich in mycoplasmaden OppF Proteinen ennimnt igt
noch unklar. Im Bereich der Aminoséuren 460 bis 483 konnte mittels Computerandyse en
Leucin Zipper-Motiv identifiziet werden. Dieses Struktur-Motiv. kommt in viden DNA-
Bindeprotenen vor, indem zwe a-Hdices aus getrennten Protene sch in Form ener
Doppelwindd zu einem RelverschluR-artigen Protein-Dimer verbinden. Hier handdt es sch
um enen de wichtigden Mechanigmen, die in Eukaryontenzdlen zur Regulation der
Genexpression verwendet werden.

Die Andyse de dromaufwarts und stromabwérts des opp-Genlocus ermittelten  DNA-
Sequenzen zeigte, dass auf dem kodogenen Strang 300 bp stromaufwarts und 500 bp
sromabwarts der detektieren Operongtruktur keine weiteren offenen Lessrahmen identifiziert
werden konnten. AulRerhalb diese Bereichs wurde nur auf dem Gegenstang stromabwaérts des
OppF-kodierenden Bereichs ein welterer offener Leserahmen in der Position 10205 bis 9711
detektiert. Das von der Gensequenz abgdetete Proten zeigte Homologien zu ener
ribosomaen Untereinheit der Pseudouridine Synthase. Bisher snd die Pseudouridine en
Réasd in der RNA-Wdt. Sie wurden in tRNA, rRNA, snRNA und snoRNA gefunden. Die
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weiteren identifizierten offenen Leserahmen zeigten keine Homologien zu anderen bekannten

Proteinen.

4.1.1 Funf Gene und eine mRNA

Die Gene, die fur die Domédnen eines Oligopeptidtransporters kodieren, werden in Bacillus
subtilis und Salmonella typhimurium polycistronisch  transkribiert (Ames, 1986). Die
Absténde zwischen den Genen oppABCDF waren in M. hominis gering bzw. Uberlappten
soga im Fdl von oppD und oppF. Purinreche Regionen, die auf ene ribosomde
Bindungsstelle hinweisen, wurden 10 bp vor dem oppA Gen, 14 bp vor dem oppC Gen, 16 bp
vor dem oppD Gen wund 10 bp vor dem oppF Gen in M. hominis gefunden. Vor dem oppB
Gen konnte keine ribosomae Bindungsstelle identifiziert werden.

In mener Diplomarbet hatte ich in Northernblotanalysen bereits gezeigt, dass mit Hilfe der
dre Digoxigeninr-markierten Sonden oppA, oppB und oppC jewells eine 95 kb mRNA
detektiert wurde (Abb. 6).

E H R HE R EH
PR W W M | L1 L
| | I | | |
631 3416/3532 4674/4679 5950/5955 7118/7114 9642 bp
| | || | | |
| oppA L_oppe || oppC [ oppd || oppF |
Sonden
Kb OppA oppB oppC oppD oppF
9,46 —Ww . 4 -
4,40 —
2,37 —
1,35 —

Abb.6 Northernblot-Analyse der finf opp-Gene

Je 40pg M. hominis FBG RNA wurden in einem 1 %igen Formaldehydgel aufgetrennt und mit einer der funf
Digoxigenin-markierten Sonden (oppA, oppB, oppC, oppD und oppF) im Northernblot detektiert. Die relative
Lage der oppABCDF Sonden in den zu untersuchenden Genen oppABCDF ist als schwarzer Balken dargestellt.
Als Marker ist eine 0,24 — 95 RNA-Leiter (Gibco BRL) verwendet worden. Es wurden die wichtigsten
Restriktionsschnittstellen (E: EcoRI, H: Hindlll, R: Rsal) der genomischen DNA in diesem Bereich von M.
hominis eingezeichnet.
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Nachdem nun ebenfdls die sch dromabwats anschliellenden Gene oppD und oppF
identifiziert worden waren, konnte in der Northernblotandyse die Transkription der
proteinkodierenden Bereiche von OppD und OppF andysert werden. Wie in Abbildung 6 zu
sehen, werden die Gene von oppD und oppF auch von ener 9,5 kb mRNA transkribiert. Dies
deutete darauf hin, dass dle funf opp-Gene polycigronisch organisert snd. Mit Hilfe des
internet-zugangigen RNA-Analyseprogramm GeneBee (Kapitd 3.10.15) wurde die 104 kb
Sequenz auf mogliche Transkriptionsstopps untersucht. Es zeigte sich, dass der Bereich
zwischen Nukleotid 9663 und 9683 mit dem Bereich 9716 bis 9696 mit einer Energie von
—253 Kka/mol hybridiseren, so dass sch in der mRNA ene Haarnadestruktur aushilden
kann, welche den Transkriptionsstopp bewirken konnte. Dieser Bereich lag 24 Nukleotide
hinter dem TAA-Kodon des oppF Gens. Die Sequenz (Stamm-
AAATAAAAAAATTAGACTCTT-Schlieife- GACTAAAAACT-Samm-AAGAGTCATTT-
TTTTATTT) der Haarnadestruktur, bestent aus einer A/T reichen Region im Gegensatz zu
den in E.coli bevorzugt vorkommenden G/C-reichen Haarnadestruktur. Weitere Internet-
unterstiitzte Computerandysen zeigten, dass sch 40 bp stromabwarts des oppA Gens auch
ene Haarnadddruktur mit —13,0 Kka/mol in der mRNA aushilden konnte (nt 3552-3560-
Samm-AAGAATAGC-Schleife-GTTT-Samm-GCTATTCTT nt 3565-3573), so dass dies
maoglicherweise enen Transkriptionsstopp hinter dem OppA-Protein-kodierenden Bereich
bewirken konnte,

Weltere potentielle Abbruchgdlen fur die Transkription konnten in grol¥erer Entfernung vom
OppA Gen identifiziet werden, wiesen aber dle eine vid niedrigere Energie zur Ausbildung
der Haarnadelstruktur auf, so dass anzunehmen war, dass es hauptsdchlich nach dem OppF-
kodierenden Bereich zum Transkriptionsstopp kommt.

Wie in Abbildung 6 zu sehen igt, konnte mit der oppA spezifischen Sonde neben der 9,5 kb
MRNA zusdzlich eine 3,3 und eine 22 kb mRNA detektierte werden. Es schien, dass die
2,2 kb mRNA en Degradationsprodukt der 3,3 kb mRNA war, da in anderen Experimenten
eine Abnahme des Signds der 3,3 kb mRNA mit der Zunahme des 2,2 kb mRNA Signds
verknipft war. Dieser Befund und die ldentifikation enes Transkriptionsstopps 40 bp
stromabwérts des OppA kodierenden Bereichs, fihrte zu der Annahme, dass das oppA-Gen
auch unabhangig von den anderen opp Genen exprimiert werden kann und somit eventuel
ene wetere Funktion in M. hominis innehat, die nichts mit der Substrat-Bindung der Opp-
Permease zu tun hat.

Zum Bewes, dass in der Northernblotanayse von den Gen-spezifischen Sonden diesdbe
MRNA detektiet wurde, schloss ich eine RT-PCR Andyse an, in der die intergenischen
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Bereiche von oppABCDF an c¢cDNA amplifiziet wurden. Wie in Abbildung 7 dargestdlt,
wurden diese intergenischen Bereiche zwischen benachbarten Genen amplifiziert (Spuren 1,
2, 3 und 4). Desweiteren konnte an die cODNA en Amplifikat vom oppB Gen bis ins oppF
Gen mit Hilfe der Long-Expand Polymerase (Roche) erhdten werden, weche fir die
Amplifikation von langen PCR-Fragmenten geeignet wa (Spur 6), so dass die
polycigronische Organisation der finf opp Gene bewiesen war. Wie zu erwarten, war eine
Amplifikation an die cDNA vom oppD kodierenden Bereich zu enem Bereich, der
stromabwarts des postulierten Transkriptionsstopps lag, nicht maglich (Spur 5 ).

631 3416/3532 4674/4679 5950/5955 7118/7114 9642 bp
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Abb.7 RT-PCR-Analyse

Ausgehend von cDNA und genomischer DNA von M. hominis FBG wurden in dem Bereich der Gene
oppABCDF PCR-Amplifikate hergestellt, deren Position beziliglich des sequenzierten opp-Locus schematisch
dargestellt sind. Nach Southerntransfer erfolgte die Detektion der PCR-Amplifikate mit den in der Abbildung
schwarz eingezeichneten Dig-markierten DNA-Sonden. Als Léngenstandard (M) ist ein Dig-markierte Marker
VI1I (Boehringer Mannheim) verwendet worden.

Als Pogtivkontrolle  wurden die  entsprechenden  Amplifikation an  genomische DNA
durchgeftihrt (Abb. 7, Spur c). Diese RT-PCR bestétigte die bereits durch die Northern
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blotanalyse erhdtenen Ergebnisse, dass die Gene oppABCDF polycigtronisch organisert sind,
und der Transkriptionsstopp der MRNA stromabwarts des OppF kodierenden Bereichs liegt.

4.1.2 Transkriptionsgr enzen des opp Operons

Wie in den vorhergehenden Experimenten gezeigt werden konnte, snd die funf opp-Gene
polycigronisch organisiert. Der Transkriptionsstart der 95 kb mRNA sollte mit Hilfe der
.Primer  Extenson“-Methode bestimmt werden (Sehe Kapitd 3.3.8), indem 2zwe
Oligodesoxyribonukleotide des oppA Gens (oppA-pel und oppA-pe2) und en
Oligodesoxyribonukleotid des oppB Gens (oppB-pel) ausgewahit wurden.
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Abb.8. Primer Extension Analyse des opp-Operons

Der Transkriptionsstart der 9,5 kb RNA wurde durch Primer Extension mit zwei ? [*?P] ATP-markierten
Oligodesoxyribonukleotiden des oppA Gens (oppA-pel und oppA-pe2) und einem ? [*2P] ATP-markierten oppB
spezifischen Oligodesoxyribonukleotid (oppB-pel) ermittelt (Spur P). Um den Transkriptionsstart zu
bestimmen, wurde eine Sequenzierung (TGCA) an genomischer DNA von M. hominis mit denselben
Oligodesoxyribonukleotiden durchgefiihrt. Die Nukleotidsequenz des Transkriptionsstarts (+1) ist dargestellt.

Alle drei Desoxyribonukleotide hybridiserten an den kodogenen Strang sromabwarts des
ATG-Kodons der Gene oppA und oppB. Mit diesen Desoxyribonukleotiden wurden reverse
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Transkriptionen der mMRNA  durchgefihrt, und padld mit den glechen
Desoxyribonukleotiden dieser Bereich in der genomischer DNA sequenziert.

Mit dem Desoxyribonukleotid oppB-pel wurde kein distinktes Reaktionsprodukt erhaten
(Abb.8, oppB-P), wohingegen mit beden oppA-Primenpel und -pe2 der
Transkriptionsstartpunkt der 9,5 kb mRNA as Guanosin in der Postion 307 beziglich des
sequenzierten  Bereichs  bestimmt  werden konnte.  Demzufolge liegt der Stat  der
polycistronischen mRNA 323 Nukleotide vor dem Startkodon des OppA proteinkodierenden
Bereichs. Die Andyse der Promotorregionen zeigte 10 bp vor dem Transkriptionsstart die
(-10) Region mit der Sequenzfolge [TAAAAA] und die (—35) Region mit der Sequenz
[TATATT]. Aufgrund des hohen AT-Reichtums von Mycoplasmensequenzen i die
theoretische Bestimmung von Transkriptionsstart und Promotorstrukturen fehlerbeheftet. Die
Konsensussequenz  der bisher untersuchten (—10) Regionen deckt sch gut mit den bereits
untersuchten Regionen in Mycoplasmen. Wohingegen die (-35) Region in Mycoplasmen
mes nicht so konsarviert igt (Gafny et al., 1988; Taschke & Herrman, 1985; Yamao et al.,
1988).

Per Computer wurde ein weiterer Trankriptionsstart 77 Nukleotide vor dem ATG-Kondon des
oppB kodierenden Bereichs poduliert. Dieser lies sch durch das Ergebnis der ,,Primer
Extenson*-Anayse nicht bestétigen. In den Bereichen stromaufwérts der anderen drel Gene,
oppC, oppD und oppF wurden keine sgnifikanten Promotorstrukturen vorhergesagt. Aus den
hier dageegten Ergebnissen konnte geschlossen werden, das die funf  opp-Gene
polycigronisch organisert snd, die Transkription 323 bp stromaufwérts des Trandations-
kodons des oppA Gens beginnt und stromabwérts des offenen Leserahmens des OppF
Proteins endet. Diese Ergebnisse haben wir im Journd of Bacteriology verdffentlicht
(Henrich et al., 1999).



4. Ergebnisse 42

4.2 DieOligopeptidpermeasevon M.hominis

Proteine, deren Gene polycistronisch organisert snd, werden in der Rege zeitgleich bendtigt;
se snd entweder funktiondl oder drukturel (zB. ds Protein eines Komplexes) miteinander
verbunden. Folglich konnte aufgrund der bisher erhdtenen Ergebnisse und den in der
Literatur beschrieben Resultaten angenommen werden, dass die in M. hominis identifizierten
Gene oppABCDF fir eine Oligopeptidpermease kodieren, die sch aus dem substratbindenden
Protein OppA, den zwel porenbildenden Proteinen OppB und OppC, sowie den beiden ATP-
bindenden Proteinen OppD und OppF zusammensetzt. Zur Absicherung dieser These habe ich

in den weiteren Experimenten die Expression dieser finf Proteine andysert.

4.2.1 Generierung und Expresson der Proteine Opp B, OppC, OppD und OppF

Fir die Andyse der Expresson und Lokalisation der Proteine OppB, OppC, OppD und OppF
danden zu Beginn mener Arbet keine Antikdrper zur Verfligung, so dass ich zunéchst diese
Protene rekombinant hergdlen wollte, um de zur Generierung Protein-spezifischer
polyklonder Seren verwenden zu kdnnen. Zur weiteren Charakteriserung des OppA Proteins
exigtierten bereits vier monoklonale Antikorper (TF6, BG11, DC10, LG3).

Fur die heterologe Expresson der Proteine in E. coli gdlte sch folgende Problematik: In
Mycoplasmen kodiet das TGA Kodon fir die Aminosaure Tryptophan, welches be
Expresson in E. coli einen Abbuch der Trandation bewirken wirde. Demzufolge mussten die
TGA-Kodons in den proteinkodierenden Bereichen der vier oppBCDF Gene vor der
Expresson im E. coli in TGG-Kodons verandet werden. Mit Hilfe von
Oligodesoxyribonukleotiden wurden die Sequenzen zwischen zwel TGA-Kodons amplifiziert
und gleichzetig Uber die Punktmutationen in der Sequenz der Oligodesoxyribonukleotide das
TGA-Kodon in TGG umgewanddt. Desweiteren wurden die Oligodesoxyribonukleotide so
augewahlt, dass benachbate PCR Amplifikate jewels um mindestens 16 Nukleotide
Uberlgppten, so dass de, wie in Abbildung 9 dargestdlt, mit Hilfe der SOE (splicing by
overlgp extensgon)-Methode (Kapited 3.4.5) miteinander fusioniet werden konnten. Die
erhadtenen PCR-Produkte konnten mittels generierter Redtriktionsschnittstellen an den Enden
der PCR-Fragmente in den Expressonsvektor pBX kloniert werden, der das Protein in Fusion

mit dem C-termina anhéngenden Protein-C-Epitop exprimiert.
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Abb. 9 Amplifikation der proteinkodierenden Bereiche von OppB, OppC, OppD und OppF unter Mutation der
TGA-Kodons

Auf der linken Seite sind die proteinkodierenden Bereiche der Gene oppB, oppC, oppD und oppF als grau
unterlegte Balken schematisch dargestellt. Die Kreise bezeichnen die Lage der TGA -Kodons. Die amplifizierten
PCR-Produkte (1-5) wurden tber SOE-PCR fusioniert (A-C) und die erhaltenen PCR- und SOE-Fragmente in
einem 1 % igen Agarosegel aufgetrennt und Ethiumbromid geférbt (siehe rechte Seite). L1 bezeichnet den 1.
hydrophilen Bereich der OppB und OppC Proteine, der extrazellular liegt. Die wichtigsten
Restriktionsschnittstellen zur Klonierung der erhaltenen PCR-Produkt sind abgekiirzt EcoRI (E), Kpnl (K), Mlul
(M), Ndel (N), Notl (No). Als Langenstandard ist eine 1 kb-Leiter (M) von Gibco verwendet worden.
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Dies ermoglichte es mir, die Expressonsprodukte mit dem anti-Protein-C-Antikorper zu
detektieren und aufzureinigen. Alle PCR-Fragmente (oppB, oppC, oppD und oppF) wurden
efolgreich in  den Expressonvektor pBX kloniet. Mittds Sequenzierung  wurde
schergestdlt, dass keine Fehler in der Sequenz vorkamen, die zur Verdnderung der
exprimierten Proteinsequenz oder zum Stopp der Trandation flihren kénnten.

Die Expresson der opp-Fragmente wurden mittds IPTG induziet, das E. coli Lysa
ansthlieffende  gelelektrophoretisch getrennt und im Coomasse-geférbtem Gel oder in der
Westernblot-Andyse mit dem anti-Protein-C-Antikdrper untersucht. Es zeigte sch, dass nur
das OppD Protein in voller Langer exprimiert wurde (Abb. 10, OppD'). Zusitzlich konnte das
rekombinante OppD’ Protein Uber ene anti-Protein-C-Affinitétsmatrix aufgereinigt werden
(Abb. 10, Spur A). Das aufgereinigte rekombinante OppD’ (400pug OppD) wurde zur

kommerzidlen Herstellung eines polyklonden Kaninchenserums verwendet.

Die drei Expressionsprodukte OppB", OppC" und OppF konnten nicht mit dem anti-Protein-
C-Antikorper detektiert werden. Hieraus war abzuleiten, dass se entweder nicht exprimiert
wurden oder es zu enem vorzetigen Synthese-Abbruch kam, so dass der C-temind
kodierende Protein-C-Tel nicht exprimiert wurde. Zur Uberprifung diessr Moglichkeiten
wurden die drei proteinkodierenden Bereiche von oppB, oppC und oppF in den Vektor pXB
kloniert, der die rekombinanten Proteine in Fuson mit N-termind postionietem Protein-C-
Epitop exprimiert. Westernblotanaysen legten offen, dass das OppF-Protein nur bis zu ener
GréRe von 60 kDa exprimiert wurde (Abb.10, OppF’"), wahrend die hydrophoben Proteine
OppB" und OppC" nicht exprimiert wurden.

Da OppF" ein Molekulargewicht von 100.000 haben sollte, jedoch nur ein 60 kDa Protein zu
detektieren war, wurde der OppF-kodierende Bereich des pXB-OppF-Klons nochmds mittds
Sequenzierung Uberprift. Es konnte keine fur en Trandationsstopp kodierende Sequenz und
auch keine Verdanderung in der aus dar Gensequenz resultierenden  Aminoséuresequenz
identifiziert werden, die enen Abbruch der Expresson hétte bewirken konnen.
Computerandysen zum Transkriptionsstopp wiesen im  Abbruchbereich keine nennenswerten
Haarnadelstrukturen der mRNA auf, die fUr den vorzeitigen Stopp der Transkription hétten
verantwortlich sein  konnten. Da en vorzetiger Abbruch der Expresson A/T reicher
Mycoplasmensequenzen in E. coli schon haufiger beobachtet worden war, versuchte ich die
Region, innerhab der es zum Trandationstopp kam, zu deletieren. Trotz Deletion eines 830
bp Bereichs (Aminosiure 185 bis 462 von OppF) kam es emneut zu einem frihzetigen
Abbruch der Expression des deletierten OppF Proteins (30 kDa statt 68 kDa).



4. Ergebnisse 45

OppD' OppF’"
IPTG IPTG IPTG  IPTG
kbDa - + A -+ A kDa -+ -+
2 974 — | =
: 7t ;
974 — gl
45 — o
66 —
31 —
—_—
45 —_—
- 215—| %
= H
a1 — - 145 — A
AK-C C AK-C

Abb.10 Gelelektrophoretische Analyse von OppD'" und OppF’"

Die Bakterienlysate vor (-IPTG), nach (+IPTG) IPTG-Induktion und das aufreinigte Protein (A) wurden
gelelektrophoretisch (9,5 %iges SDS-Polyacrylamidgel) getrennt und entweder Coomassie Brilliant Blau (C)
gefarbt oder im Westernblot mit dem anti-Protein C-Antikdrper (AK-C) immungeféarbt. Als Langenstandard ist
der low-range Marker (Gibco) verwendet worden.

Die Vedanderungen der Expressonsbedingungen (Senkung der Kultivierungstemperatur  auf
25°C und Variation der IPTG Konzentration von 0,1 bis 2 mM) hatten keinen Einfluss auf die
Expresson des OppF Proteins in E. coli (SG13009). Da das OppF-Protein nicht in voller
Lange exprimiet werden konnte, wurde gegen dieses Protein kein polyklonaes Serum
hergestdIt, weill uns ein Serum gegen ene der beden ATP-bindenden Doméanen (OppD) fir
die weiteren Experimente ausreichend erschien.

In der Literatur wurde beschrieben, dass rekombinante Proteine mit hydrophoben Regionen
oft enen toxischen Effekt auf ihre Wirtszelle haben. So war anzunehmen, dass die beiden
hydrophoben integrden Membranproteine OppB und OppC aufgrund ihres hydrophoben
Charakters nicht in E. coli exprimierbar waren. Aus diessm Grund sollten sowet wie moglich
die Sequenzen, die fur die Transmembranbereiche kodieren, vor der Klonierung in den
Expressionsvektor entfernt werden. Wie in Abbildung 9 mit L1 bezeichnet kodiet das 1.
PCR-Fragment sowohl in OppB" as auch OppC’ fir den grolten extrazdlular liegenden
hydrophilen Bereich beider Proteine. Die zu exprimierenden Peptide OppB’" und OppC’”
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wiesen ohne Fusonspatner nur eine Grolee von 10-14 kDa auf. In Vorversuchen konnte ich
zeigten, dass diese Peptide vom E. coli nicht synthetisert wurden, bzw. schndler degradiert
wurden, as dass se nachweisbar waren. Aus diesem Grund wurden das PCR-Fragment
oppB?" (Aminosiure 2 bis 158) in den pQE40 Vektor und oppC’" (Aminosiure 2 bis 179) in
den Expressonvektor pQE4l kloniet. Die resultierenden rekombinanten  Peptide
exprimierten in Fuson mit 6 Higdidinen und der Dihydrofolareduktase (DHFR) im C-
Terminus Die Expression in der rekombinanten Proteine OppB’" und OppC’" unterlag einer
Induktion durch IPTG. Die rekombinanten Peptide waren nach Auftrennung des
Bakterienlysats (Abb. 11, [+IPTG]) im SDS-Polyacrylamidge im Vergleich mit Lysat ener
nicht IPTG-induzierten Kultur (Abb. 11, [-IPTG]) ds zusitzliche Bande zu erkennen.
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Abb 11. Gelelektrophoretische Analyse der Expressionsprodukte OppB®" und OppC’"

Die Bakterienlysate von E.coli-Kultur SG13009 mit den exprimierten Fusionsproteinen DHFR—OppB?r und
DHFR-OppC’" und deren aufgereinigten Proteine sind in einem 12%igem SDS-Polyacrylamidgel gelelektro-
phoretisch getrennt und Coomassie Brillant Blau gefarbt. Die exprimierten und aufgereinigten Proteine OppB®"

und OppC’" sind mit Pfeilen kenntlich gemacht. Als Langenstandard ist ein low-range Marker (Gibco)
verwendet worden.

Nachfolgend wurden unter denaturierenden Bedingungen die rekombinanten Proteine OppB’"
und OppC’" mittds NiNTA-Chdatbildung aufgereinigt (Abb. 11 A). Nach
geldektrophoretischer  Analyse wurden die Peptide aus dem SDS-Polyacrylamidgd
augestochen und jewels 400ug der rekombinante Proteine zur Generierung polyklonaer
Kaninchenseren verwendet.



4. Ergebnisse 47

4.2.2 Testung und Aufreiniqgung der OppB-, OppC- und OppD-spezifischen Seren

Zur Chaakteriserung der generierten polyklonden Kaninchenseren beziglich ihrer Qualitét
und Antikorper-Titer wurden Westernblot-Anaysen mit geldektrophoretisch getrenntem  E.
coli und M. hominis Zdllysat durchgeftihrt.

Das anti-OppB-Serum erkannte das zur Immuniserung verwendete OppB-Peptid nicht, zeigte
jedoch Reaktivitéten mit anderen Proteinen von E. coli und M. hominis. Aus diesem Grund
wurden kirzere hydrophile Bereiche des OppB Proteins ausgewdhlt, die nach
Computerandyse sehr immunogen sain sollten. Zwel Peptide, die der Aminosauresequenz 59-
73 (KLEIENGLAYKDNPD) und 332-345 (KIKYSTNSKANYWL) des OppB Proteins
entsprachen, wurden von der Firma Eurogentec (Belgien) synthetisert und zur Immuniserung
eingesetzt, um waeitere anti- OppB- Seren zu erhalten.

In der Westernblot-Andyse mit geldektrophoretisch getrennten Proteinen von M. hominis, E.
coli und dem rekombinanten OppB’" wurden das OppB Peptid-spezifische polyklonde
Kaninchenserum untersucht. Wie in Abbildung 12 (Spur F) zu erkennt ist, wurden von dem
anti-OppB- Serum mehrere M. hominis Proteine detektiert.
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Abb. 12 Detektion von M.hominisund E.coli Zelllysat mit anti-OppB-Serum-1

Gelelektrophoretische Auftrennung von M. hominis FBG Zédllysat (F) (10-15 ug Protein/Spur) und E. coli
Zelllysat (OppB’" (vor () und nach (+)IPTG-Induktion) in einem 12 %igen Polyacrylamidgel mit anschlieender
Coomassie Brillant Blau oder Immunférbung mit dem aufgereinigten anti-OppB-Serum. (1:100 verdinnt). Als
Langenstandard ist ein low-range Marker (Gibco) verwendet worden.

Im E. coli Zdllysat mit dem Plasmid pQE-40-oppB’" wurde vor und nach IPTG Induktion mit
dem anti-OppB Serum die gleichen Banden detektiert. Es konnte folglich davon ausgegangen
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werden, dass mit diesem Serum das exprimierte OppB®" Protein nicht erkannt wurden und die
in der Immunfé&rbung dchtbare Bande nicht dem rekombinanten Protein entspricht. Diese
V ersuchsergebnisse sorachen flr eine unspezifische Bindung des OppB-Serums.

Das OppB spezifische Serum wurden mit Hilfe des Peptids 1 (Aminosauresequenz 59-73)
aufgereinigt. Dies zeigten kein verdndertes Detektionsmugter in M. hominiss und E. coli-
Zdllysat. In einem Versuchsansatz konnte im Bereich von 32 kDa eine schwache Bande mit
dem OppB-Serum in der Membranfraktion von M. hominis detektiert werden. Es wurde
vermutet, dass es sich hier bei um das OppB Protein von M. hominis handdt. Dies lief Sch in
weiteren Versuchen nicht reproduzieren. So konnte trotz Varigtion des zur Immunisierung
verwendeten OppB-Bereichs keine anti-OppB-spezifische Seren generiert werden, was auf
eine geringe Immunogenité des OppB Protein hinwe .

In weteren Experimenten wurden die anti-OppC und anti-OppD Seren getestet. Die anti-
OppC- und anti-OppD-Seren  erkannten neben  ithrem  Immuniserungsantigen  auch  die
Fusionspartner DHFR und das Protein C-Epitop (Abb. 13).

Demzufolge war es auch hier notwendig, diese beiden Kaninchenseren aufzurenigen. Mittels
Affinitétschromatographie Uber Sepharose-gekoppelte DHFR wurde erst die DHFR aus den
Seren depletiert, um dann die OppC-Antikdrper mit  Sepharose-gekoppeltem OppC zu
isolieren. Mit dem aufgerenigten anti OppC Serum wurde in frisch prépariertem Mycoplasma
hominis FBG Zdllysat eine 34 kDa Bande und im E. coli Zdllyst das rekombinante
Proteinfragment OppC’" (Aminosiure 1 bis 173) mit einer GroRe von 36 kDa detektiert (Abb.
13, Spur F). Die Bande war in M. hominis nur schwach zu erkennen und auch nur dann, wenn
frisch prépariertes M. hominis Zdllysst verwendet wurde. Die von der Gensequenz
abgdetete Proteinsequenz des OppC-Proteins hatte eine kalkuliete Masse von 47,2 kDa
Hydrophobe Proteine wandern im SDS-Polyacrylamidgel jedoch héufig anormd, welches den
Grofenunterschied zwischen der detektierten 34 kDa Bande im M. hominis Zdllysat zu der
erwartenden Grofe von 47,2 kDa erkléren konnte. Wie Pearce et al. (1992) beschrieb, zeigt
das OppB Protein von S typhimurium im SDS-Polyacrylamidge en apparentes
Molekulargewicht von 25 kDa, wohingegen es rein rechnerisch eine Grof3e von 34 kDa hat.

Ich konnte hier mit dem Nachwes des OppC Proteins die Expresson einer porenbildenden

Doméne der Oligopeptidpermease in Mycoplasma hominis zeigen.
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Abb.13 Westernblotanalyse der Proteine OppC und OppD in M. hominis und E. coli

Frisches M. hominis FBG Zédlllysat (20ug Protein/Spur (F)), E. coli (SG13009) Zdllysat mit exprimierter DHFR,
OppC’", OppD" und OppA" wurden im 12%igen SDS-Polyarylamidgel aufgetrennt und Coomassie Brillant Blau
geféarbt oder im Westernblot analysiert. Als Antikdrperprobe wurde das anti-OppC Serum, sowie das anti-OppD
Serum vor und nach ihrer Aufreinigung und der OppA spezifische Antikérper TF6 eingesetzt. Als
Langenstandard ist ein low-range Marker (Gibco) verwendet.

Im folgenden wurde fir den Nachwels des putative ATP-bindenden Proteins OppD das anti-
OppD-Serum aufgereinigt. Die OppD-spezifischen Antikorper wurden aus dem  polyklonaen
Serum mittels  Sepharose-gekoppeltem OppD isoliert. Dieses aufgereinigte anti-OppD-Serum
detektierte neben dem rekombinanten 45 kDa OppD’ Protein ein 43 kDa Protein in M.
hominis FBG Zdllysat. Es befanden sch jedoch noch Antikorper gegen den Protein-C-
Fusongpatner im aufgerenigten anti-OppD-Serum, da mit diesem Serum auch das
rekombinante OppA" Protein immunzuférben war, das wie OppD’ im C-Terminus das Protein-
C-Epitop tragt (Abb. 13). Die Antikorper gegen das Protein-C-Epitop wurden zuerst Uber eine
Protein-C-Affinitéschomatographie  entfernt und  anschliefend  die OppD-spezifischen
Antikorper mittels  OppD'- Affinitétschromatographie isoliert. In Westernblotandysen  konnte
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mit diesem aufbereiteten anti-OppD Serum in ener /20 Verdinnung das rekombinante
Protein (OppD") in E. coli ds auch das OppD Proteinin M. hominis detektiert werden.

Die Ergebnisse mit den aufgereinigten Seren gegen OppC und OppD zeigten zum ersen Md
die Expresson von OppC und OppD in Mycoplasma hominis. Dies war der erste

proteinchemische Bewels, dass das charakteriserte opp-Operon nicht nur transkriptionsaktiv,
sondern auch trandationsaktiv ist.

4.2.3 Zdlulare L okalisation der OppC und OppD Proteine

Nachdem Antiseren gegen die Permeasedoménen OppC und OppD zur Verfligung standen,
und diese Proteine auch in frisch praparietem Lysat von M. hominis immunzuférben waren,
llte die Lokdisation dieser beiden Doménen innerhdb von M. hominis bestimmt werden.
Hierzu wurde Zdllysst des M. hominis Isolats FBG mittds osmotischer Lyse und
anchlielfender Zentrifugation in Membran und zytoplasmatische Bestandtelle separiert. Die
verschiedenen  Proteinprdparationen  wurden im  SDS-Polyacrylamidgel  getrennt und  im

Westernblot mit den polyklonaden Seren gegen OppC’ und OppD' inkubiert. Das Ergebnis
dieser Immunférbung ist in Abbildung 14 dargestdit.
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Abb.14 Zellulére Lokalisation von OppC und OppD.

Frisch prépariertes M. hominis Zelllysat wurde in die Membran- und Zytoplasma-Fraktion getrennt. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine mit Coomassie Brilliant Blau geférbt oder in der
Immunférbung mit dem anti-OppC Serum (OppC), anti-OppD Serum (OppD), MAK TF6 (OppA) oder mAK
KD2 (EF-Tu) detektiert. AlsLangenstandard ist ein low-range Marker (Gibco) verwendet worden.
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Wie zu erwarten, wurde das hydrophobe Membranprotein OppC in der Membranfraktion
detektiert. Uberraschenderweise war das OppD Protein ebenfals in der Membranfaktion
lokalisert, obwohl OppD keine Membran-durchspannenden-Bereiche aufwies. So war daraus
zu <chlief:en, dass die in der Literatur beschriebene Protein-Protein-Wechsdwirkung  der
hydrophoben, Poren-bildenen Proteine OppB und OppC mit den ATP-bindenden Proteinen
OppD und OppF s0 dark ist, dass die peripher gebundenen ATPasen in der Membranfraktion
verbleiben (Shuman & Shilhavy, 1981).

Um beweisen zu konnen, dass die Zytoplasma- und Membran-Fraktionen gut voneinander
getrennt wurden, wurden die geleektrophoretisch aufgetrennten Proben (Lysat, Membran,
Zytoplasma) auf Membran- und Zytoplasma-spezifische Proteine untersucht. Wie fir ene
saubere Prgparation zu ewarten, wurde das Membranlokaiserte OppA nur in der
Membranfaktion identifiziert, wohingegen der Elongaionsfaktor EF-Tu ausschlieldich in der
zytoplasmatischen Fraktion gefunden wurde (Abb.14, OppA und EF-Tu).

Diese Experimente zeigen, dass die drel Permease-Proteine OppA, OppC und OppD in der
Membran lokaiset bzw. mit der Membran assoziiet dnd, womit se die Grund-
voraussatizung eflllen, die de fur en funktiondles Zusammenspid in e@nem Oligopeptid-
permease- Proteinkomplex bendtigen: die Lokadisation im gleichen Kompartiment.

4.2.4 Unter suchung der Komplexbildung der Opp-Proteine

Die Assoziation der Proteine OppA, OppB, OppC, OppD und OppF in einem RAoteinkomplex
der Mycoplasmenmembran  <olite  ds nachses mit  Hilfe der  Immunprézipitation
charakterisert werden. Vorversuche hatten gezeigt, dass in der Immunprézipitation mit dem
OppA-Antikorper DC10 unspezifisch Proteine prézipitiet wurden. Da das anti-OppB-Serum
sn Antigen nicht ekannte und hauptsichlich  ungpezifische Proteine in M. hominis
detektierte, konnte dieses Serum auch nicht zur Immunprézipitation verwendet werden.
Folglich sollte der Proteinkomplex aus der Mycoplasmamembran mit den polyklonden Seren
OppC und OppD immunprézipitiet werden. In Abbildung 15 snd die im Wesernblot
nachgewiesenen Immunprézipitate abgebildet. Mit dem aufgereinigten  anti-OppC-Serum
konnte im Westernblot kein OppC-Prézipitat detektiert werden, weder in der OppD- noch in
der OppC-vermittelten Prézipitation. Dies mag darin begrindet sein, dass das hydrophobe
OppC-Protein nur in frisch préparietem Lysat detektiert werden konnte und unter den
Bedingungen der Immunprézipitation (24 h nach Prgparation) nicht mehr mit dem anti-OppC-
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Serum erkant wurde. Erschwert wurde die Auswertung der Immunfarbung durch die
Detektion der leichten und schweren Kette der Antikorper (Abb.15, OppD).

Das OppD Protein wurde mit dem anti-OppC Serum prézipitiert, schien sich saber aber nicht
zu prézipitieren (Abb.15, OppD-Spur C). Desweteren konnte im Bereich von 150 kDa eine
Bande im OppC-Prézipitat der Immunférbung mit Hilfe des anti-OppD Serums detektiert
werden. Diese Bande verschwand nach 3-Mercaptoethanol-Behandlung des Prézipitates, was
auf e@ne S-S-Brickenbildung in einem OppC- und OppD-hdtigen Proteinkomplex schliel?en
lield. Es konnten jedoch weder mit einem anderen Antikorper (TF6, anti-OppC-Serum) diese
150 kDa Bande detektiert werden, so dass angenommen wurde, dass diese Bande atifiziell

is.
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Abb.15 Immunprazipitationen

Nach Immunprézipitation (Kapitel 3.10.6) sind das Gesamt-Zelllysat (U) und prézipitierte Proteine mit den
polyklonalen Seren gegen OppC (C) und OppD (D) ( mit (+) und ohne (-) 3Mercaptoethanol) in einem 9,5 %
igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Coomassie Brillant Blau geféarbt oder in der Immunférbung mit den
spezifischen Antikdrpern gegen das OppA, OppD, P50 und P60 /P80 detektiert worden. Als Langenstandards
sind der low range Marker (Gibco) und der prestained low range Marker verwendet worden.
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Unter Verwendung des OppA spezifischen Antikorpers TF6 konnte in der Westernblotanalyse
in den OppC-vermittelten Prézipitaten und vid schwéacher in den  OppD-vermittelten
Prézipiationen das OppA Protein detektiert werden. Dies zeigt, dass das OppC-Protein sowohl
mit dem OppD- Protein ds auch mit dem OppA-Protein in Wechsdwirkung seht. Das in
Kapite 4.2.3 beschriebenen Experiment deuten draufhin, dass der Proteinkomplex in der
Membran von Mycoplasma hominis FBG lokdigert ig, da ale untersuchten Protein in der
Membranfaktion identifiziert wurden.

Zur Kontrolle der Spezifitdc der Immunprézipitation wurden die Prézipitate auf die
Anwesenheit des Membranproteins PS50 (BA10 Antikorper) und des cytoplasmatisch
lokdigerten Elongationsfaktors EF-Tu untersucht. Die beiden Proteine P50 und EF-Tu
wurden nicht mit den OppC-und OppD-Seren prazipitiert. Wie in friheren Experimenten
gezeigt werden konnte, detektierten die verwendeten OppC-und OppD-Seren spezifisch ihr
Protein und keine weiteren Protein in der Westernblotandyse. Folglich ist die Prézipitation
des OppA Proteins mit dem anti-OppC Serum auf eine Molekil-spezifische- Prézipitation
zurickzufihren und berunt nicht auf der unspezifischen Prézipitation grof3ere Membran
bestandtelle. Der monoklonade OppA-Antikbrper TF6 zeigte die starkste Bindung an sein
Antigen im Gegensatiz zu den verwendeten polyklonden Kaninchenseren OppC und OppD.
Die beden polyklonden Seren OppC und OppD zeigten schon in der Westernblotanayse,
dass de ihr Protein nur unter optimaden Bedingungen erkannten, was die verminderte
Detektion bzw. der fehlende Nachwes in der Immunpréazipitaten erklat. Mit diesen
Experimenten konnte zum erden Md die Protein-Protein Wechsdwirkung der Proteine
OppA, OppC und OppD in Mycoplasma hominis nachgewiesen werden, so dass nahe lag,
dass diese Proteine mit den nicht detektierbaren Proteinen OppB und OppF ene aktive
Oligopeptidpermeasein M. hominis bilden.

Die beiden Membranproteine P60 und P30, die komplexiert in der Membran vorliegen
(Kitzerow & Henrich, 2001), wurden mit den anti-OppC- und anti-OppD-Serum prézipitiert
(Abb.15). Der Grund fir diese Prézipitation bleibt noch zu kl&ren, wobe en funktionelles
Zusammenspie beider Proteinkomplexe in der Membran denkbar ist (siehe Diskussion).
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4.3 Funktionsanalyse desL ipoproteins OppA

Nachdem sich mittels Immunprézipitation bestérken lief3, dass OppA mit den porenbildenden
Doménen der Oligopeptidpermease komplexiert igt, sollte seine Charakteriserung fortgeftinrt

werden.

4.3.1 Charakteriserung des OppA Proteins als Oligopeptidbindendes-Protein

Aufgrund  der Homologieuntersuchungen von OppA  zu  anderen  oligopeptidbindenden
Proteinen war angenommen worden, dass das OppA Protein die Funktion der
oligopeptidoindenden Doméne im der Permease ennahm. Wie von Guyer et al. (1986)
beschrieben wurde, efolgt die Bindung von Oligopeptiden an das OppA Protein unter
Vednderung seiner Konformation, die in enem HFuoreszenzspektrometer zu messen s
Mittds Huoreszenzmessung <ollte auch in den folgenden Experimenten die Bindung von
Oligopeptiden an das OppA-Protein von M. hominis gezeigt werden.

Be dem von Guyer untersuchten Protein handete es sch um en oligopeptidbindendes
Protein, welches im Peiplaama lokdiset war und somit in l6dicher Form vorlag. Im
Gegensaiz zu diesem periplasmatisch lokaiserten OppA, ist das OppA Protein von M.
hominis, wie in Kapitel 4.1 beschrieben, Uber enen Lipidanker in der Membran verankert, so
dass es et mit Hilfe des Detergenz n-Dodecyl-3-p-Matosd aus der Mycoplasmamembran
gelost werden kann. Das Detergenz IGEPAL, weches anfanglich zur Solubiliserung des
OppA Proteins eingesetzt worden war, zeigte Interferenzen in der Huoreszenzmessung und
wurde aus diessm Grund nicht verwendet. Fir die Huoreszenzmessung waren arometische
Aminosauren in der Sequenz des OppA Proteins notwendig, da Konformationsanderungen in
der Néhe von aromatischen Aminoséuren, vor alem Tryptophanen, zu einer Verdanderung der
Tryptophanfluoreszenz  fihrten, die im Huoreszenzspektrometer gemessen wurden. Das
OppA Protein bedtzt 16 Tryptophane, die sSch bei 290 nm anregen lief?en und zu einem
Emissonsmaximum bei 330 nm fihrten (Abb. 16A). Wurde das Oligopeptid Trilysn (Lyss)
zum Resktionsansatz hingezufligt, kam es durch die Konformationsinderung nach Bindung
des Peptids zu ener Erhdhung der Tryptophanfluoreszenz um 7% mit einer Verschiebung des
Emissonsmaximums um 1,6 nm zum héhewdligen Bereich (Abb. 16). Das Hinzufiigen von
Pentadanin (Alas) fuhrte auch zu ener Steigerung der Tryptophan-Huoreszenz, wobel hier
ene Blauverschicbung um 1,7 nm zu beobachten wa. Wurden in den nachfolgenden
Versuchen die Oligopeptide Didanin  (Alap), Tridanin (Alag) oder Teradanin (Alas)



4. Ergebnisse 55

zusammen mit dem OppA Protein im Huoreszenzspektrometer gemessen, so zeigte sich ene

Reduktion im Emissionsspektrum und keine V erschiebung des Emissionsmaximums.
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Abb.16 Fluoreszenzspektrometrie des OppA Proteins.

Nach Anregung der Probe bei 290 nm wurde ein Emissionsspektrum von 300 bis <30 nm bzw 400 nm
aufgenommen. Die durchgezogene Linie zeigt das Fluoreszenzspektrum des OppA Proteins und der Carbo-
anhydrase ohne Peptidzugabe, wohingegen die gestrichelte Linie das Fluoreszenzspektrum nach Peptid- oder
Pufferzugabe darstellt.

Als Negativkontrolle wurde dem OppA Protein datt Peptiden das gleiche Volumen Puffer
zugesetzt. Dies bewirkte eine Erniedrigung der Tryptophan-Fuoreszenz (Abb. 16), wie nach
Zugabe der Di-, Tri- und Teradanine. Dies bedeutete, dass es unter den
Resktionsbedingungen zu keiner Bindung der Oligopeptide Didanin (Alap), Tridanin (Alag)
und Tetradlanin (Alas) an das OppA Proteine gekommen war.

Um zu zeigen, das die Verschiebung des Huoreszenzmaximums, bewirkt durch die Bindung
der Oligopeptide Trilyan und Pentadanin an OppA, auf ener wirklichen Bindung mit
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Konformationsanderung und nicht auf enem Artefakt beruht, wurde ein Huoreszenzspektrum
von der Caboanhydrase aufgenommen, die keine Peptidbindungseigenschaften bedtzt und
de Messung nach Zugabe des Trilyans wiederholt. Es konnte ene geringflgige
Verminderung der Tryptophanfluoreszenz gemessen werden und keine Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums (Abb. 16). Dies bestétigte, dass die Carboanhydrase keine Oligo-
peptidbindungsei genschaften besitzt.

Bedauerlicherweise konnte nur mit jeder dritten OppA Prgparaion ene Bindung von
Oligopeptiden nachgewiesen werden. Tellweise war die Konzentration des OppA Proteins
nach der Pr8paration aus der Membran sehr gering, s0 dass ein Konzentierungsschritt
notwendig war. Dadurch wurde die Detergenzkonzentration erhoht, was zur Inaktivierung des
Proteins belgetragen haben mag.

Die Befunde, die mit funktionssktivem OppA Protein durchgefihrt werden konnten,
beweisen, dass das OppA Protein in der Lage idt, Oligopeptide zu binden. Es war
nahdliegend, dass es ds Subdgratbindende Doméane der Oligopeptidpermease in M. hominis
fungierte, wie von unserer Arbetsgruppe 1999 publiziert werden konnte (Henrich et al.,
1999).

4.3.2 Konstruktion und Expresson des OppA Proteins

Fir wetere Experimente zur Charekteriserung des OppA Proteins erschien es mir
winschenswvert, das OppA Protein auch rekombinant ohne Lipidanker zur Verflgung zu
haben.

Zur rekombinanten Expresson des OppA Proteins konnte ich auf Vorversuche zurlickgreifen,
die in meine Diplomarbeit detaliert dargestdlt sind (Durr, 1997). Dort war es mir schon
gelungen, die 16 TGA Kodons des OppA Proteins, die in M. hominis fir die Aminosiure
Tryptophan kodieren, in die fur die Expresson in E. coli bendtigten TGG-Kodons mit Hilfe
der PCR-Methode umzuwandeln.

Aus 5 PCR-Fragmenten wurde Uber die SOE-PCR das oppA-Fragment | erhdten und in den
Expressonsvektor pQE41 kloniert. Das OppA-Fragment 1l wurde mit Hilfe von 4 PCR-
Fragmenten hergestellt und in den pQE40 Vektor kloniet (Abb. 17). Die beden
rekombinanten OppA-Peptide wuden mit enem N-termind fusionieter DHFR exprimiert
wurde. Wie die geeektrophoretische Andyse zeigte, besitzt das OppA' Peptid ein
Molekulargewicht von 88.000. Es umfasst die Aminosduren 30 bis 578 des OppA-Vorlaufer
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Proteins. Das OppA''-Peptid  (Aminosiuren 578 - 963) hat eine Molekulargewicht von
68.000. Diese beiden OppA-Peptide sollten fir die Epitopkartierung der OppA-spezifischen
Antikorper  herangezogen werden (Sehe Kapitd 433). Es zeigte dsch in  der
Westernblotanalyse, dass nur das rekombinante OppA' von den Antikérpern erkannt wurde,
deren Epitope folglich im Bereich der Aminosdure 30 bis 578 des Vorldufer OppA Proteins
liegen missen. In Abbildung 17 ig dies fur die Immunfarbung mit dem TF6 Antikorper

gezegt.
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Abb.17 Darstellung der Konstruktion und Expression von rekombinantem OppA'

Der proteinkodierende Bereich des oppA Gens ist als Balken und die relative Lage der TGA -Kodonsim oppA
Gen sind as Kreise dargestellt. Die beiden erhalten oppA-Fragmente | und Il sind darunter gezeigt. Die
Restriktionsschnittstellen Kpnl (K), Notl (No) und Xhol (X) sind mit Pfeilen kenntlich gemacht. Links sind die
in einem 1 %igen Agarosegel getrennten oppA-Fragmente | und |1 abgebildet. Als Langenstandard ist eine 1 kb-
Leiter (M) von Gibco verwendet worden. Auf der rechten Seite sind in einem 9,5%igem SDS-Polyacrylamidgel
die Bakterienlysate mit den exprimierten Proteine OppA', OppA'"', OppA' getrennt, Coomassie (C) Brilliant Blau
gefarbt oder in der Immunférbung mit dem anti-OppA AK-TF6 detektiert. Als Standard ist der low-range
Marker von Gibco verwendet worden.

Fur wetere Funktionsandysen des OppA Proteins war es notwendig, das Protein auch in

saner vollen Lange zu exprimieren. Hierzu wurden die beiden OppA-Fragmente | und 1l Gber
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generierte Redriktionsschnittstellen fusioniert (SOE-PCR) und in den Expressionsvektor pBX
kloniert (Aminosiure 30-961). Das IPTG induzierbare Expressonsprodukt trégt C-termind
das Protein-C-Epitop, S0 dass eine Immunfébung und Aufreinigung des rekombinanten
OppA" Proteins Uber den Protein-C-Tell moglich war.

Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, konnte das Expressionsprodukt OppA’ in dem Coomassie-
gefarbten Gd nicht erkannt werden, zeigte sich jedoch in der Westernblotandyse mit einem
Molekulargewicht von 100.000. Hier wurde die Degradation des rekombinanten OppA'
Proteins sichtbar. Da das rekombinante OppA'-Protein tber das Gtemind fusionierte Protein-
C-Epitop aufgereinigt werden konnte, konnte es von proteolytischen Bruchstlicken getrennt
isoliet und fir Funktionsandysen (ATP-Bindung, ATP-Hydrolyse) des OppA-Proteins
verwendet werden.

4.3.3 Epitopkartierung der OppA spezifischen monoklonalen Antikor per

4.3.3.1 Epitopkartierung durch kontrollierten Abbau der OppA kodierenden Sequenz

Zur Untersuchung der Epitope des OppA Proteins wurde das OppA'-Peptide, das N-termind
den Fusionspartner DHFR trug, herangezogen, da dle vier monoklonaen OppA Antikorper
(TF6, BG11, DC10 und L G3) dieses OppA'-Peptid detektierten (Abb. 17).

Durch sukzessven Abbau des oppA'-Klons mit Hilfe der Exonuklesse 11l wurde vom C-
termina-kodierenden Bereich die oppA'-Sequenz verkiirzt. Die trunkierten oppA-Sequenzen
wurden zur Expresson gebracht. Immunfarbungen mit den Antikdrpern DC10 und LG3
zeigten, dass das OppA°>-Peptid nit 392 Aminosiuren erkannt wurde, aber das OppA°®-Peptid,
welches nur vier Aminoséuren kirzer war, von den Antikérpern nicht mehr erkannt wurde
(Abb. 18). Daraus liefd sch schliel¥en, dass das Epitop der Antikdrper DC10 und LG3 im
Bereich der Aminoséuren 388 und 392 liegt (Abb.18). Die Antikdrper TF6 und BG11
erkannten das OppA°-Peptid (Aminosiaure 30 bis 196), wohingegen das OppA°-Peptid
(Aminosauren 30-128) nicht mehr von den beiden Antikorpern detektiert wurde. Dieses
Ergebnis deuten auf ene Epitopausprégung im Bereich der Aminosiuren 128-196 fur die
Antikorper TF6 und BG 11 hin (Abb. 18).
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Abb.18 Schematische Darstellung der verschiedenen Deletionsklone von OppA' und ihres
Immunférbungsmuster mit TF6 und DC10

In der oben dargestellten Immunfarbung sind die Lysate der OppA' Delektionsklone in einem 12 %igen
Polyacrylamidgel getrennt und mit den Antikérpern TF6 und DC10 detektiert worden. Im unteren Teil befindet
sich die schematische Darstellung der wichtigsten Deletionsklone mit Angaben der exprimierten Aminosauren
beziiglich des OppA-Vorlaufer Proteins.

4.3.3.2 Epitopkartierung mit Hilfe synthetischer Peptide

Mit Hilfe synthetischer Peptide sollten im folgenden die Epitope der Antikorper weiter
eingegrenzt werden. Die 15 Aminosiuren langen Peptide fur die Untersuchung des Epitops
der Antikérper DC10 und LG3 deckten den Bereich zwischen den Aminosduren 370 bis 406
ab und Uberlappten mit den jewels benachbarten Peptiden um 13 Aminosduren. Die an ene
Zdlulosemembran gekoppelten Peptide (SPOT-Synthese Kapitd 3.10.10) wurden mit den
zwel  monoklonalen Antikorpern inkubiert. Das Ergebnis zeigte, dass mehrere Peptide von

diesen Antikorpern erkannt wurden, deren Lage zwischen den Aminosiuren 389 und 406 zu
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finden waren. Die Peptide im Bereich der Aminosduren 381 bis 397 wurden nicht von den
Antikérpern detektiert, aber die Peptide vor und hinter diesem Bereich (Abb 19 oben).

DC10LG3 Immunf&rbung
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Abb.19 Epitopkartierung der Antikoérper DC10/ LG3 und BG1L/TF6 mit Hilfe von synthetischen OppA Peptiden
Die Sequenzen der synthetisierten OppA-Peptide ist angegeben, wobei der Bereich der Epitope der jeweiligen
deletierten Expressionsprodukte Uber der Sequenz der Peptide dargestellt ist. Der unterstrichende Bereich
kennzeichnet Aminosduren des Expressionsvektors. Auf der rechten Seite sind die Immunférbungen der Peptide
dargestellt. Die Lage der resultierenden Epitope ist umrandet (+ = positive Immunférbung; - = negative
Immunfarbung).
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Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, dass die monoklonden Antikérper DC10 und
LG3 das OppA Proten in nativer Konformation (z.B. im ELISA) erkannten, jedoch sdlten
nach Denaturierung des OppA-Proteins. Dies lie3 vermuten, dass es dch hier um en
Konformationsepitop handdt, welches nur nach Ausbildung der korrekten Tertidrstruktur aus
mehreren Sequenzbereichen erkannt wird.

Die Anayse der BG11 und TF6 Epitope beschrankte sich aufgrund der Deletionsexperimente
(Kepitd 4.3.3.1) auf den Bereich der Aminosduren 163 bis 189, der ebenfalls mit Peptiden
von 15 Aminosiuren, die jewells um 13 Aminosiuren Uberlappen, abgedeckt wurde. Wie in
Abbildung 19 dargestelt, konnte ein gemeinsamer Bereich von 9 Aminosiuren (173-181) fir
die Epitope der monoklonden Antikérper TF6 und BGI11 identifiziert werden. Daraus ging
hervor, dass es sich be den Antikérpern TF6 und BG11 um en und denseben Antikorper
handdt, so dass in den nachfolgenden Versuchen hauptsichlich der TF6 Antikorper
verwendet wurde.

Der Audausch der negetiv geladenen Glutaminsdure in Podtion 178 gegen das postiv
gdadene Arginin in Peptid 5 sollte eine Konformationsdnderung bewirken. Da keine Ver-
anderung in der Reaktivitét des AntikOrpers detektiert wurde, kann angenommen werden, dass
die Aminosiure Glutaminsaure fir das Epitop des TF6 AntikOrpers nicht essentidl i, Der
TF6-Antikorper detektierte das OppA Protein auch unter denaturierenden Bedingungen, <o
dass es sich hier um ein konformationsunabhangiges Epitop handelt.

4.3.4 Unter suchung ver schiedener Mycoplasmenisolate mit Hilfe der monoklonalen
Anti-korper TE6 und DC10

Nachdem die Epitope der OppA Antikorper kartiert waren, sollten die im Ingitut fir
Medizinische Mikrobiologie und Virologie vorhandenen 125 Dussddorfer Mycoplasma
hominis Isolate und 47 Mycoplasma hominis Isolate aus Nurnberg im Westernblot mit den
monoklonaen Antikorpern TF6/BG11 und DC10/L G3 untersucht werden.

Von unserer Arbetsgruppe wurde 1993 beschrieben, dass dle bis dato in Dussddorf
vorhandenen M. hominis Isolate mit dem DC10 Antikdrper im ELISA detektiert wurden
(Henrich et al., 1993), wohingegen die Antikorper BG11, TF6 und LG3 unterschiedliche M.
hominis Isolate erkannten. In den von mir durchgefihrten Wesernblotandysen zeigte sich,
dass dle 125 M. hominis Isolate aus Dusseldorf und die 47 Nurnberg-Isolate von den beiden
Antikorpern DC10 und LG3 ekannt wurden. Diese Versuchsergebnisse unterstiitzten die
Annahme, dass es dch ebenfdls be den Antikorpern DC10 und LG3 um denselben
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Antikbrper  handdt, zumd auch die Epitopkartierung die  Identitdt  beider
Antikorperbindungsstellen gezeigt hette. Die Antikbrper TF6/BG11 erkannten nur 36 % der
untersuchten M.hominis Isolate. In Abb. 20 snd exemplarisch die Immunférbungen von dre
verschiedenen M. hominis Isolaten abgebildet. Wie bereits erwédhnt, wurden mit dem DCI10
Antikérper dle untersuchten M. hominis Isolate detektiert, wohingegen mit dem TF6
Antikérper nur ein Tell der Isolate erkannt wurden, wie zum Beispid die Isolate 872J und
770Jim Gegensatz zum |solat 3138U.
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Abb. 20. Exemplarische Darstellund der drei klinischen M.hominis I solate 3138U, 872J und 770J.

Jeweils 15 pg Protein/Spur wurden von den drei M. hominis Isolate (Kapitel 3.1.1) in einem 9,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, Coomassie Brillant Blau geférbt oder in der Immunféarbung mit den OppA
spezifischen Antikdrpern DC10 und TF6 detektiert. Als Langenstandard (M) ist ein low-range Standard (Gibco)
verwendet worden.

Zusitzlich i im Coomasse gefarbten Polyacrylamidgel wie auch in der Westernblotandyse
erschtlich, dass das OppA-Proteine im Isolat 872) grofer ist ds in den beiden anderen
Isolaten (3138U und 770J). Dies ig das bidang einzige Bespid ener Grolenvaritation des
OppA Proteins. Welcher Bereich von der Grolenvariation betroffen ist, und ob diese
Grolenveranderung des OppA Proteins eine Auswirkung auf seine Funktion hat, bleibt noch
Zu untersuchen.
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4.3.5 Nachweis von OppA in ver schiedenen Mycoplasmenspezies

Homologievergleiche hatten gezeigte, dass ein Lipoprotein von M. pulmonis 25 % ldentitét
und en Lipoproten von M. pneumoniae 20 % Sequenzgleichheit zum Lipoprotein OppA von
M. hominis aufwies (Kapitdl 4.1).

Die Andyse der homologen Epitopbereiche des Antikorpers TF6 zeigten 33 % Identitét zum
putative 96 kDa OppA Proteins von M. pulmonis und 40 % zum 98 kDa OppA Protein von M.
pneumoniae. Untersuchungen des DC10 Epitop von M. hominis zeigte 40 % Homologien
zum OppA Proteine von M pulmonis und 31 % Identitéé zum OppA Protein von M.
pneumoniae. Dies zeigt, dass die antigenen Bereiche des Opp Proteins speziesiibergeifend
konservierter Snd as die anderer Regionen von OppA (Abb. 21).

Als Postivkontrolle wurde mit den Antikdrpern TF6 und DC10 das OppA Protein in den
beiden M. hominis Stammen FBG und PG21 (NCTC-Stamm) detektiert (Abb. 21, Spuren
FBG und PG2l). In aufgetrenntem M. pulmonis Zelllysat konnte ein 105 kDa Protein wie
auch ein 116 kDa Protein detektiert werden. Es kann keine Aussage dartiber gemacht werden,
welches der beiden Proteine dem OppA Protein von M. hominis entspricht. Nicht
vorhersagbaren  gtrukturelle Merkmaden in der Tertiarstrukur des OppA  Proteins von M.
pulmonis konnten der groRen Unterschied des gpparenten  Moldulargewichts  zum
computerbestimmten Molekulargewicht erklaren. Die Ansequenzierung der detektierten 116
kDa und 105 kDa Bande soll zur Identifizierung dies OppA Proteins von M. pulmonis
beitragen. Mit den beiden Antikorpern TF6 und DC10 wurde in M. pneumoniae Zdllysat kein
OppA detektiert. Aufgrund der Homologie von 40 % zu dem im OppA Proten von M.
hominis detektieren TF6-Epitop it es verwunderlich, dass das OppA Protein in M.
pneumoniae nicht von dem TF6 Antikérper erkennt wurde. Méglich wae das die
Sequenzfolge von —SIN- des Epitop die in M. hominis und M. pulmonis identifiziert wurde,
fur die Bindung des Antikorpers notwendig ist, welches die ergebnidose Detektion des OppA
Proteinsin M. pneumoniae mit dem TF6 Antikorper erkl&ren wirde.

In weiteren Versuchen mit dem M. hominis spezifischen polyklonden anti-OppD  Serum
wurde das 43 kDa OppD Protein in M. hominis FBG und im Typ Stamm PG21 wie auch in M.
pulmonis detektiert. Das OppD Protein in M. pulmonis wurde nur schwach immungefarbt.
Eine Kontamination mit Protenen des NCTC-Stamms PG2l aus der Nachbarspur war
auszuchliellen, da im Origindexperiment zwe  lere Spuren zwischen den im SDS-
Polyacrylamidgel  aufgetrennten  Mycoplasmen-Zdllysaten befanden. Obwohl die Homologie
zwischen den OppD Proteinen von M. hominis und M. pulmonis relaiv hoch war (59 %),
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wurde angenommen, dass das polyklonde Serum doch speziesspezifisch OppD von M.
hominis am besten detektiert. In M. pneumoniae konnte kein OppD detektiert werden. Hier

betrug die Homol ogie zwischen den beiden OppA Proteine nur 40,6 %.

TF6-Epitop
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M.pumonis g g sppks N
M. pneumoniae 1IN N Q Q S K S | T2
DC10-Epitop
M. hominis 389YWYGTSA KSTLYSGYYYNKZRAS
M. pumonis ¥y WY GEKP-SDFLSAGPYYL S3
M. pneumoniae 2% GGGV NAWRDT WSV GP Y Y V E3
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Abb.21 Westernbl otanal yse verschiedener Mycoplasmenisolate mit dem anti-OppA - und dem anti-OppD-Serum.
Je 10ug M. hominis FBG und PG21 Zdllysat sowie je 20 ug Zelllysat von M. pulmonis und M. pneumoniae
gelelektrophoretisch sind in einem 9,5 % igem SDS-Polyacrylamidgel getrennt, Coomassie Brillant Blau geférbt
oder in der Immunférbung mit dem anti-OppA-Antikdrper TF6 bzw. dem anti-OppD-Serum detektiert worden.
Als Langenstandard ist der low-range Marker (Gibco) verwendet worden. Darliber sind die Epitope der
Antikorper TF6 und DC10 der verschiedenen Mycoplasmenspezies dargestel It
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Diese Ergebnise zeigen zum erden Ma den Nachweis der Oligopeptidpermease- Doménen
OppA und OppD von M. pulmonis und beweisen, dass de auch in dieser Mycoplasmenspezies

exprimiert werden.

4.3.6 Versuch der Sdektion von OppA-M utanten exprimierenden M. hominis| solaten

Eine in vitro Sdektion von varidblen Oberflachenantigenen durch Inkubation von Viren bzw.
Bakterien mit speziesspezifischen  Antikorpern - wurde  fir  mehrere Viren  zB.  fir
Coxsackievirus B (Van Houten et al., 1991) und Hepatitis B Virus (Carman et al.,1990) ) und
einige Rrasten (Wood et al.,1989) sowie fur M. hominis (Jensen et al., 1995), M. hyorhinis
(Citti et al., 1997), M. bovis (Le Grand et al.,1996) und M. gallisepticum (Gordon & Geary,
1997) beschrieben. Es wurde angenommen, dass die Verdnderung der Antigengrole eine
Umgehung der  Wintszdlimmunantwort ermoglicht.  Diesr  Mechanismus  ig fir  das
Uberleben eines Parasiten sehr wichtig.

Diese Befunde aus der Literatur sollten as Grundlage dienen, Mutanten des OppA Proteins in
sinem Molekulargewicht zu sdektionieren und ene damit verbundene Funktionsdnderung
des OppA untersuchen zu konnen. Von Henrich et al. konnte 1993 gezeigt werden, dass eine
vorherige Bindung der zwe monoklonden Antikbrper BG11 und TF6 an das
Membranprotein OppA die Adhérenz dieses Proteins an Hela-Zdlen vermindert. Es war zu
hoffen, dass bei Mycoplasma hominis in Gegenwart der Antikdrper TF6 und BG11 Mutanten
sdektioniert wirden, die eine Verdanderung in der OppA GrofRe oder eine Modifikation im
Bereich der Antikérperbindungsstellen besdl3en, so dass das OppA Protein von den beiden
monoklonaen Antikorpern in diesen Populationen nicht mehr erkannt wiirde.

Aus diessm Grund wurde M. hominis FBG in Gegenwart der monoklonaen Antikorper BG11
und TF6 Uber einen Zeitraum von 3 Monaten inkubiert. Die Mycoplasmen wurden dle 3 Tage
in frischem Argininmedium mit der entsprechenden Menge an Antikorper (lug/ml) passagiert
und nach 7 Tagen im Wedenblot untersucht. Die Wedternblotanaysen zeigten keine
Verdnderung des OppA Proteins, weder im  Molekulargewicht noch in sainem
Immunfarbungsmuster. Dies zeigte, dass das OppA Protein sch nicht wie das
oberflachenlokdiserte 135 kDa Proteine (Lmp-1) aus Mycoplasma hominis PG21 (Jensen et
al., 1995) verhdt, was vermuten |&%, dass ene Vednderung im OppA Protein
maglicherweise zu nicht |ebenstahigen Zdlen fihrt.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass OppA speziesibergreifender Bestandtell der
Oligopeptidpermease in - Mycoplasmen i und die dagedelen Ergebnisse fir san
lebensnotwendiges  Vorkommen in - Mycoplasmen  sprechen,  <ollten  sane  putativen
funktiondlen Domanen wie ATP-Bindung und Phosphorylierung charakterisert werden.

4.3.7 Die ATP-bindenden Eigenschaften der OppA und OppD Proteine

Wie in Abbildung 5 dargestelt, wies OppA Sequenzmerkmde einer ATP-Bindungsstelle auf.
Im Gegensatz zu OppD und OppF, die die Sequenzmotive Waker A und B, hdikde Doméne
und Linker Region zeigten, fehlt OppA der hdikde und der Linker Bereich und die Waker A
und B Sequenz waren vertauscht. Um die Funktionditét diessr Proteinregion zu testen wurden
Zdllysste von M. hominis mit Sepharose-gekoppeltem ATP inkubiert, so dass ale Proteine,
die ATP binden, aus dem Gesamtzdllysat isoliet wurden. Die an die ATP-Sepharose
gebundenden Proteine wurden durch steigende Konzentrationen von ATP (2, 20, 200 mM)
vom Saulenmaerid kompetitiv duiert. Im Slber gefabten SDS-Polyacrylamidgd  wurden
mehrere Proteine im Elutat sichtbar. Westernblotanalysen zeigten, dass OppA, OppD und der
Elongationsfektor EF-Tu (GTP-bindendes Protein) an das Saulenmaterid banden. Dies war
en eder Hinwes auf die ATP-Bindungseigenschaft diesser Proteine. Es konnten aber auch
die Membranproteine P50, P60 und P80 in den Elutionen vom Saulenmateria nachgewiesen
werden, SO dass nicht davon ausgegangen werden konnte, das unter diesen
Resaktionsbedingungen nur ATP-bindende Proteine aufgereinigt worden waren.

Zur Minimierung unerwinschter  unspezifischer Proteinbindungen an  die  ATP-Sepharose
wurden nun aufgereinigte Proteine (Kapitd 3.104) mit Sepharose-gekoppeten ATP
inkubiert. Die Saulenmairix wurde mehrfach gewaschen und die gebundenen Proteine
anchlieRend mit geigenden ATP-Konzentrationen von 2 mM bis 200 mM von der Saule
kompetitiv eluiert (Abb. 22).

Nach geédektrophoretischer Auftrennung der Eluate konnte im  dlbergefabten SDS-
Polyacrylamidgel das native OppA Protein (OppA") in den Proben mit 2 mM ATP und in
abnehmender Konzentration in den Proben mit 20 mM ATP und 200 mM ATP identifiziert
werden (Abb. 22, OppA"). Das rekombinante OppA" zeigte ene sgr geringe Affinitd zur
ATP-Matrix, wie an der geringen Menge des von der ATP-Sepharose euierten OppA'
Proteins zu sehen ist (Abb. 22, Spuren 3 und 911). Im Gegensatz zum OppA’ schien das
OppD'-Protein gut an die ATP-Sepharose zu binden, da die Menge des OppD' nach
Inkubation mit der ATP-Sepharose im Uberstand deutlich reduziet war (Abb. 22, Spuren
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vor/nach- ATP-Saule). Es konnte jedoch kein rekombinantes OppD” Protein von der ATP-
Sepharose duiet werden. Der Grund fur die nicht reversible Bindung des OppD" Proteins an
die ATP-Sepharose ist unklar, so dass keine Aussage gemacht werden kann, ob das
rekombinante OppD’" Protein ATP bindet oder unspezifisch an die ATP-Sepharose bindet.

Als Postivkontrolle wurde der native Elongationsfaktor EF-Tu verwendet. Wie berets
erwdhnt, bedtzt der EF-Tu eine Nukleotid-Bindungsstelle und konnte wie erwartet bereits mit
eéner gaingen Konzentration ATP (2 mM) und im folgenden auch mit hoheren

Konzentrationen ATP von der ATP-Sepharose kompetitiv entfernt werden (Abb. 22, Spur
3).
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Abb.22 Affinitatschromatographische Aufreinigung von ATP-bindenden Proteinen.

Die aufgereinigten Proteine OppA", OppA', OppD’, EF-Tu", P50" und DHFR" (0,5 mg/ml) wurden mit
Sepharose-gekoppeltem ATP (0,2 umol) inkubiert. Gebundene Proteine wurden mit Hilfe von steigenden ATP-
Konzentrationen eluiert, im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Silberfarbung visualisiert.

Dies gicht fir die gute Bindung dieses Proteins an die ATP-Sepharose. Die beiden
Negetivkontrollen, das native M. hominis Adhdsin PSO und die rekombinante
Dihydrofolatreduktase (DHFR) wurden in den Elutaten nicht detektiert. Daher konnte davon
ausgegangen  werden, dass unter diesen  Versuchsbedingungen  keine  unspezifische
Protenbindung an die ATP-Sepharose dattfand. Die hier erdmas gezeigte Bindung des
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nativen OppA Proteins an ATP-Sepharose beweist, dass das OppA Protein von M. hominis
ein ATP-bindendes Protein ist.

Zur Best#tigung der Spezifitdt der ATP-Bindung von OppA wurde ein welterer methodischer
Zugang zum Nachweis der ATP-Bindung beschritten.

In der Literatur wurde der Mechanismus der ATP-Bindung folgendermal?en beschrieben: Die
Waker A Sequenz interagiet mit dem Adeninring des ATP, wohingegen die Waker B
Sequenz das ?-Phosphat wahrend der Mg-ATP-Hydrolyse bindet. Folglich missen die Walker
A und Waker B Sequenz in rdumliche Néhe zueinander gebracht werden, um ATP binden zu
konnen. Von Schneider und Mitarbeitern wurde 1994 fir das ATP-bindende MaK Protein
des Maltosatransporters in S typhimurium eine Anderung in der Sendtivitdt gegeniiber
Proteasen beschrieben, wenn ATP gebunden war. Dies flhrte zu enem verdanderten
Degradationsmuster Proteins. Schneider interpretierte seine Ergebnisse S0, dass aufgrund der
Bindung von ATP und der daraus resultierenden Konformationsanderung im ATP-bindenden
Protein enige Spdtgdlen des Trypsns nicht mehr zugdnglich waren. Daraus resultierte die
Vednderung im  proteolytischen  Spdtmuster im Veglech zum  Spdtmuster  ohne
vorangegangene ATP-Inkubation. Diesen experimentdlen Zugang habe ich benutzt, um die
ATP-Bindungen von OppA" und OppD' Proteins zu zeigen.

Bei limitierter Proteolyse von rekombinantem OppA', rekombinantem OppD', rekombinantem
MaK" und rekombinantem P60" (énem Membranproteéin von M. hominis) mittels Trypsin
zeigte dch, dass dle Proteine durch Trypsin proteolytisch gespaten wurden. Natives OppA
wurde trotz erhéhter Tryps nkonzentrationen nicht proteolytisch gespdten.

Dies mag durch inhibitorische Substanzen (Detergenzien) kommen, die wéhrend der
Proteinprparation in  die Probe gdangten. Die rekombinanten Proteine  wurden
Detergenzienfrel prépariert

Nach ATP-Bindung zeigte das MaK' Protein wie ewartet ein verandertes tryptisches
Spdtmuster (Abb. 23). Als Negativkontrolle wurde das rekombinante Membranprotein P60
verwendet, welches kein ATP binden sollte. Es wurde sehr schlecht tryptisch gespdten, in
den Proben, die Uber enen Zeitraum von 60 Minuten inkubiert wurden, wird jedoch en
schwacher Abbau sichtbar, der unabhéngig von der Gegenwart des MgATP ist. Das P60
Protein bindet folglich kein ATP.

Das OppA" Protein, fir das in der ATP-Bindungsstudie eine schwache ATP-Bindung
nachgewiesen werden konnte, zeigte in diesem Vesuchsaufbau ene Vednderung im
Trypsnspdtmuster bel vorheriger Inkubation mit ATP. Dies war en weterer Hinwes auf
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sine ATP-Bindung und bekréftigt die Ergebnisse der Bindungsstudie, dass OppA ATP
bindet.

Eine der beiden ATPasen der Oligopeptidpermease, das OppD, wurde Uber den analyserten
Zeitraum von 15 bis 60 Minuten hauptsachlich in ein 31 kDa, 30 kDa und 28,5 kDa Fragment
gepdten, welche vom polyklonden anti-OppD Serum im Westernblot detektiert wurden
(Abb. 23).
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Abb.23 Limitierte Proteolyse der Proteine MalK', P60, OppA" und OppD" nach vorheriger Inkubation mit/ohne
ATP.

Die aufgereinigten Proteine MalK', P60", OppA" und OppD' (0,5mg/ml) wurden mit und ohne ATP (5 mM) tiber
einen Zeitraum von 15-60 min mit 50 ng/ml Trysin behandelt. Die erhaltenen Proben sind gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie Brillant Blau geférbt oder die behandelten OppD Spaltprodukte mit dem anti-
OppD-Serum in der Immunfarbung detektiert worden. Die Pfeile kennzeichnen die Banden, die nur ohne €)
ATP Behandlung entstanden. Als Langenstandards sind ein low-range Marker (Gibco) und ein prestained low-
range (Biorad) verwendet worden.
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Inkubation mit MgATP und nachfolgende Trypsngpdtung flhrten zu ene  deutlich
geringeren proteolytischen Spatung des Proteins. Dies war der erste Bewels, dass das OppD
Protein eine ATP-bindende Doméne der Oligopeptidpermeasein M. hominisidt.

Zur weiteren Charakteriserung der ATP-Bindung der Proteine OppA" und OppD" solite
gezeigt werden, ob MgChL die ATP-Bindung bednflusst, und ob durch EDTA die ATP-
Bindung zu inhibieren war. Das Nukleotid ATP wurde auf3erdem gegen die Nukleotide ADP,
GTP und CTP ausgetauscht um zu untersuchen, ob diese auch von OppA’ und OppD'
gebunden werden. Die in Abbildung 24 dagesdlten Bindungssiudien zeigen, dass
zweiwertige lonen fir die Bindung von ATP wichtig zu sein schenen, da be glechzatiger
Inkubation mit EDTA, welches zweiwertige lonen komplexiert, die Bindung von ATP an
OppA" und OppD’ vermindet wurde. Vegecht man die Ergebnise mit ATP und
ATP+EDTA der Abbildung 24, so seht man in den +EDTA-Spuren einen verstérkten Abbau
der Proteine OppA und OppD. Folglich it Magnesum fir die ATP-Bindung essentiell.
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Abb. 24 Proteolytisches Spaltmuster der Proteine OppA" und OppD'

Die aufgereinigten Proteine OppA" und OppD' ( 0,5 pg/ml) wurden mit (+) und ohne (-) ATP, mit ATP (5 mM)
plusEDTA (10 mM), ADP (5 mM), GTP (5 mM) und CTP (5 mM) inkubiert. Die anschlief}ende
Trypsinspaltung erfolgte fir 30 min bei 4°C. Die Spaltprodukte wurden gelel ektrophoretisch in einem 9,5 bzw
12 %igem Polyacrylamidgel getrennt und mit dem monoklonalen AK TF6 (OppA") und dem anti-OppD-Serum
(OppD") immungefarbt. Als Langenstandard ist ein prestained low range Marker (Biorad) verwendet worden.
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Die vorherige Inkubation der rekombinanten Proteine mit den drei Nukleotiden ADP, GTP
oder CTP flhrte, wie in Abbildung 24 ebenfdls dargesdlt i, zu ener Sé&keren
proteolytischen Spdtung ds die nach Inkubation mit dem ATP-Nukleotid. Einzige Ausnaéhme
bildete das proteolytische Spaltmuster des OppA" Proteins nach Inkubation mit ADP, welches
keine Veranderung zum Spaltmuster nach ATP-Inkubation zeigte.

Folglich bindet OppA" die Nukleotide ATP und ADP, wohingegen CTP und GTP ene
gainge Affinitd zum OppA" Protein zeigen. Das OppD Protein wies neben saner ATP-
Bindungsfahigkeit ene geringe Affinitdt zu den dre Nukleotiden ADP, GTP und CTP auf
(Abb. 24).

4.3.8. Die Proteine OppA und OppD hydrolyseren ATP

Nachdem ich zeigen konnte, dass die rekombinanten Proteine OppA" und OppD"” ATP binden,
dellte sch die Frage, ob se, wie es in der Literatur fir andere ATP-bindenen Proteine
beschrieben wird, das ATP auch hydrolysieren konnen (Morbach et al., 1997).

Zur Quantifizierung der ATP-Hydrolyse Aktivitét werden melst spektroskopische Methoden
verwendet, um das freie anorganische Phosphat (P) des ATPs zu messsen. Die Messung des
Phosphats efolgte in den hier durchgefihrten Versuch indirekt durch Messung von
Phosphomolybdeat, das be der Inkubation von Ammoniummolybdat mit dem freigesstzten
anorganischen Phosgphat entsdand und mit Madachitgrin  einen  Komplex bildete. Diese
Farbreaktion konnte anschlieRend im Spekirometer bei 620 nm gemessen werden. Mit Hilfe
von NaH>PO, wurde ein Standard fir die Messung des Phosphats im Bereich von 20 nmol bis
0,25 nmol ergellt. Die Hydrolyse von ATP durch die Proteine OppA’, OppD', MaK' (ds
Pogtivkontrolle) und Carboanhydrase (as Negativkontrolle) wurde anhand des entstandenen
anorganischen Phosphats gemessen (Kapited 3.10.13) und auf die Inkubationszeit und die
eingeetzte Proteinmenge bezogen, um die spezifische Aktivitét der untersuchten Proteine zu
ermitteln (Morbach et al., 1997). Fir diese Experimente wurden die rekombinanten Proteine
verwendet, da de ohne Detergenzien aufgereinigt werden konnten. Die Detergenzien stérten
die ATP-Hydrolyse Experimente.

Fur das OppA Protein konnte eine spezifische ATP-Hydrolyse-Aktivitét von 145 nmol P; X
mint x mg! OppA Protein gemessen werden, wohingegen fiir das OppD Protein eine 2,8 md
hohere spezifische Aktivitde gemessen werden konnte (Abb. 25, OppA/OppD). Die
Normierung der spezifischen Aktivitdéd auf die Molaritét der eingesetzten Proteine, zeigt das
die Hydrolyseaktivitét von OppD der von OppA entspricht, da OppA mehr as die doppete
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Masse des OppD Proteins besitzt und aus diesem Grund in dem Versuchtsansatz doppelt so
vide Molekile OppD as OppA vorhanden waren.

Die Postivkontrolle mit MaK zeigte nur eine spezifische Aktivitdt von 54 nmol P x mint x
mg!, wohingegen in der Literatur eine Aktivitst von 1,1 pmol P x mint x mg?! beschrieben
wurde (Morbach et al., 1997). Die reduziete Hydrolyse-Aktivitst is wahrscheinlich auf
fogenden Grund zuriickzufihren: Das MaK ig en sehr empfindliches Protein, dessen ene
Lagerung be —70°C empfohlen wurde. Es zeigte sich schon nach eniger Zdt eine patidle
proteolytische Spaltung des MaK Proteins in der geldektrophoretischen Analyse. Da uns das
MaK Protein  freundlicherweise von Herr Dr. Schneider (Humbold-Universté zu Belin,
Inditut fUr Biologie) zur Verflgung gestdlt wurde, konnte es durch den Trangport und die
léngere Lagerung zum Teil seine Hydrolyse- Aktivitét verloren haben.
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Abb.25 ATP-Hydrolyse Assay.

Messung der spezifischen Aktivitat der aufgereinigten Proteinen OppA', OppD" MaK', und Carboanhydrase
nach Zugabe von ATP.

Die Carboanhydrase d's Negativkontrolle zeigte keine Hydrolysesktivitét.

Durch diesss Experiment konnte gezeigt werden, dass die rekombinanten Protein OppD),
OppA" und MaK " in der Lage sind, ATP zu hydrolysieren.

Mit diesen Experimenten konnte erstmas neben der ATP-Bindung auch ene ATP-Hydrolyse-
Aktivitét bei den Proteinen OppA und OppD von M. hominis nachgewiesen werden.
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4.3.9 OppA Protein wird phosphoryliert

Nachdem die vorhergehenden Experimente gezeigt haben, dass die beden M. hominis
Proteine OppA und OppD enzymatische Aktivitdten bedtzen, schlol3 sch die Frage an, ob
und wie diese Proteine reguliet sain konnen. Fir vide bakteridle und eukaryontische
Proteine wurden Regulationen ihrer Enzymaktivitét Uber Phosphorylierung beschrieben.
Computergestitze Andysen wiesen darauf hin, dass das OppA Protein von M. hominis
mehrere  Phosphorylierungstellen  besald,  die  hauptschlich  von  Proteinkinase C-  und
Casainkinase |1 erkannt werden (Abb. 3).
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Abb. 27. 2D-Gelelektrophoretische Auftrennung von M. hominis FBG Lysat.

M. hominis FBG Lysat (250pug Gesamtprotein) wurde nach NEPHGE in der 1. Dimension im pH Bereich von 3
bis 10 bei 7200 Vh aufgetrennt und in der 2. Dimension nach ihren Molekulargewichten separiert. Die Proteine
wurden mit dem OppA spezifischen AntikOrper TF6 detektiert oder Coomassie Brillant Blau geférbt. Als
Léngenstandards sind ein low-range Marker (Gibco) und ein prestained low range Marker (Biorad) verwendet
worden.
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Erde Hinweise auf eine podtrandaionde Modifizierung des OppA Proteins zeigten sch in
der Wedernblotandyse eines zweidimensond aufgetrennten M. hominis FBG Proteinlysas.
Mehrere Spots mit  unterschiedlichen isodektrischen Punkten, aber gleichen Molekular-
gewichten konnten mit Hilfe des OppA spezifischen monoklonden Antikdrpers TF6
detektiert werden (Abb. 27).

Es war anzunehmen, dass die beiden Protein-,Spots’ im Bereich von 100 kDa, die mit Hilfe
des anti-OppA  Antikorpers  TF6  detektiet  wurden, auf  unterschiedliche
Phosphorylierungsformen  des OppA  Proteins  zurlckzufihren waren. Bel den in  der
Immunféarbung gchtbaren Spots mit  niedrigeren Molekulargewichten handdt es sch um
Abbauprodukte des OppA Proteins, die ebenfals mit dem Antikorper TF6 erkannt wurden.
Das paaweise Auftreten der posgtulierten phosphorylierten und nicht phosphorylierten Formen
des OppA Proteins setzte sich bis zu einem Molekulargewicht von 50 kDa der Abbauprodukte
fort (Abb27, Pfel). Aufgrund der N-terminden Lokdisation des TF6 Epitops l&sst sch die
Phosphorylierungsstelle im mittleren Bereich des Oppakartieren (Abb. 32).

Zur Bedtdigung der Phosphorylierung des OppA Proteins wurde Zdllysat von M. hominis
FBG mit [*?P]?ATP fir 30 Minuten inkubiert. Das OppA Protein wurde anschlieRend tiber
eine DC10-Affinitdtssaule aufgereinigt, und die Hdfte der Probe mit dkadischer Phosphatase
behandelt.
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Abb. 28 In vitro Phosphorylierung des OppA Proteins

Zelllysat des M. hominis Isolates FBG (2 mg Gesamtprotein) wurde mit 30uCi [F?P]?ATP inkubiert, und das
OppA Protein affinitdtschromatographisch aufgereinigt, die Hélfte der Probe mit alkalischer Phosphatase (+)
inkubiert und in einem 9,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlief3end Coomassie
Brillant Blau geférbt und in der Autoradiographie untersucht. Als Standard ist ein low-range Marker (Gibco)
verwendet worden.
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Nach geeektrophoretischer Trennung der Proteine zeigte sich in der Autoradiographie, dass
enige Proteine in vitro phosphoryliert wurden (Abb. 28, Spur FBG). Wie vermutet gehdrte
das OppA Protein zu diesen Proteinen. Diese Phosphorylierung wurde durch die Inkubation
mit adkaischer Phosphatase entfernt was die kovadente Bindung des Phosphates an OppA
unterstreicht (Abb. 28, Spur OppA +/-).

In Untersuchungen unter Vewendung intekter Zdlen zegte dch  ebenfdls  ene
Phosphorylierung des OppA Proteins. Mit diessm Experiment wurden die aus der zwel
dimensonaden Gedekirophorese erhdtenen Ergebnisse bedtétigt, dass das OppA Protein in
vitro phosphoryliert wird.

Um ausschlieRen zu kénnen, dass es sich hier nicht nur um eine kovaente Bindung des ? [*2P]
ATP an das OppA Protein handelt, wurden in vivo Phosphorylierungen durchgefihrt. Hierzu
wurden M. hominis FBG Zdlen in phosphatfrdem Medium unter Zugabe von
[*?P|Phosphorsaure  inkubiet. Das OppA Protein, das P50-Adhésin,  die  beiden
Membranproteine P60 und P80 und der Elongationsfaktor EF-Tu von M. hominis wurden
afinittschromatogrephisch - aufgereinigt, die Hdafte jeder aufgeranigten Proteinprobe mit
dkaischer Phosphatase behandet und ale Proben im SDS-Polyacrylamidge  aufgetrennt
(Abb.29).
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Abb.29. In vivo Phosphorylierung von M. hominis Proteinen

M. hominis Zellen wurden in vivo mit [*?P]Phosphorssure inkubiert, die Protein OppA, P50, P60, P80 und EF-Tu
affinitdtschromatographisch aufgereinigt, und die eine Halfte der Probe mit (+), die andere Héalfte ohne ¢€)
alkalische Phosphatase inkubiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem 9,5 %igen SDS-
Polyacrylamidgel wurde das Gel Coomassie geférbt und einer Autoradiographie unterzogen. Als Léngenstandard
ist der low range Marker (Gibco) verwendet worden. Die im Gel getrennte alkalische Phosphatase ist mit einem
Pfeil markiert.
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Wie in Abbildung 29 in der Autoradiographie dargestellt ist, wurden dle finf Proteine durch
[32P]Phosphorsaure markiert.

Mittels akalischer Phosphatase wurde diese kovaent gebundenen Phosphate abgespaten,
was dch im Verlus der Bande in der Autoradiographie wiederspiegelt. Betrachtet man die
Autoradiographie des FBG Lysaes, s0 id zu sehen, dass ene Vidzahl von Proteinen
phosphoryliet wurde. Hier zeigte sch, dass nach Inkubation mit akaischer Phosphatase
einige Signae schwécher wurden, wie zum Baspid im Bereich von 45 kDa Be diesr Bande
konnte es sich um das EF-Tu Protein handeln, dessen Dephosphorylierung bereits in der Spur
(EF-Tut+) gezeigt wurde. Darliber hinaus wurden Proteine im Bereich von 55-60 kDa und im
Bereich von 31 kDa mit Hilfe der akalischen Phosphatase dephosphoryliert.

Die im Coomasse gefabten Ged dchtbae 62 kDa Bande entspricht der dkalische
Phosphatase.

Aus vorhergehenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe (Henrich et d.,1993) war bereits
bekannt, dass be Aufreinigung des P60 Proteins das P80 Proteins mit isoliet wird. Die
Komplexierung beider Proben in der M. hominis Membran wurde 1999 publiziert (Kitzerow
& Henrich). Aus diessm Grund is im Coomasse gefarbten SDS-Polyacrylamidge in der
Spur P80 ebenfdls das P60 Protein erkennbar. Die affinitétschromatographische
Aufreinigung von den Proteinen P80 und EF-Tu war, wie in dem Coomasse geférbtem Gd
der Abbildung 29 zu sehen nicht erfolgreich, da in beiden Proben neben den gewinschten
Protenen noch andere Protene zu erkennen snd. Nichtsdestotrotz zeigt sch in der
Autoradiographie, dass das P80 Protein und der EF-Tu am stérksten phosphoryliert wurden.

Zur Beddtigung der in vivo und in vitro Phosphorylierung des OppA Proteins sollte
abschlief?end schergestdlt werden, dass die Signde der Autoradiographie nicht auf OppA
gebundene radioaktiv markierte DNA oder RNA zurlckzufihren war. Es zeigte sch, dass
nach DNase und RNase Behandlung die radioaktive Markierung des OppA Proteins bestehen
blieb und folglich nicht auf die Bindung radioaktiv markierter Nukleinsdure beruhte (Abb. 30,
Spuren OppA-R/D). Mittds Trypsn konnte das OppA Protein vollsténdig degradiert werde,
s0 dass die in der Autoradiographie erkennbare OppA Bande verschwand (Abb. 30, Spur
OppA-T).

Durch Inkubation der Polyacrylamidgele in 0,1 N NaOH/50 % Methanol lassen sich nicht
kovdent assoziierte Molekile wie ATP, Phosphoenolpyruvat und Phosphate von Proteinen
entfernen. Wie in der Autoradiographie von Abbildung 30 zu sehen idt, blieb nach Inkubation
in 0,1 N NaOH/50 % Methanol die Phosphorylierung des OppA Proteins erhdten; en
weliteres Indiz, dass das Opp A Proteins wirklich phosphoryliert wurde.
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Die Phosphorylierung des OppA Proteins présentierte sich saurestabil, da se einer Inkubation
mit 15 % TCA fur 60 min ba 95°C dgandhidt, wohingegen das OppA Protein durch ene
bassche Behandlung (IM NaOH 30 min 60°C) dephosphoryliert wurde. All dies waren
Befunde, die die Phosphorylierung des OppA Proteins bestétigten.
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Abb.30 Analyse des phosphorylierten OppA Proteins.

Zellen von M. hominis (2 mg Gesamtprotein) wurde in vivo phosphoryliert, das OppA Protein
affinitdtschromatographisch aufgereinigt und mit alkalischer Phosphatase (OppA-AP), RNase und DNase
(OppD-R/D), Trypsin (OppD-T), 15 % TCA oder 1M NaOH inkubiert. Die Proben wurden in einem 9,5 %igen
SDS-Polyacrylamidgel separiert und mittels Coomassie-Farbung (C) und Autoradiographie (A) analysiert. Als
Léangenstandard ist der low range Marker (Gibco) verwendet worden.

Um zu untersuchen, ob das OppA Protein phosphoryliert, nicht phosphoryliert oder in beiden
Formen in Mycoplasma hominis vorliegt, wurden die Proteine von in vivo phosphorylierten
M. hominis Zdlen nach NEPHGE (O'Fadl et al., 1977) zweidimensona getrennt. Das
Coomasse gefarbte Gel zeigte zwei OppA Spots, wohingegen in der Autoradiographie nur
der Spot des OppA Proteins mit dem sauren pl sichtbar war (Abb. 31; mit Pfelen
gekennzeichnet). Beide Proteinspots wurden aus dem Polyacrylamidge ausgestochen, Uber
HPLC aufgereinigt und massengpektrometrisch im Ingditut fir Physologische Chemie der
Ruhr-Universtdt Bochum andydet. Beide Spots entsprachen dem OppA Protein. Folglich
konnte mit diesen Experimenten eindeutig gezeigt werden, dass das reife OppA Protein von
M. hominis in phosphorylierter und nicht phosphorylierter Form vorliegt.
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AbDb.31 2D-Gel elektrophorese in vivo phosphorylierter M. hominis Proteine
M. hominis FBG Lysat wurde in der 1. Dimension nach NEPHGE und in der 2. Dimension gemal ihrer

Molekulargewichte nach Laemmli (1970) in einem 95 %igem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,

78

mit

Coomassie Brillant Blau geféarbt und in der Autoradiographie analysiert. Als Langenstandard ist der low range
Marker (Gibco) verwendet worden.

Durch diese Experimente konnte ich ersgmals beschrelben, dass die oberflachenlokaiserte

Substrat-bindende Doméne ener Permease in M. hominis phosphoryliert wird. Ob diese

Phosphorylierung mit der enzymatischen Aktivitéd des Proteins, d. h. mit der Regulation

seiner Subgtratbindung oder der Adhdrenz des OppA Proteins in Zusammenhang seht, wird
die Bassfur wetere Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe sein.
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Zusammenfassend zeichnete sch ein komplexes Bild fir das OppA Protein von M. hominis.
Wie in Abbildung 32 nochmas dargestdlt, konnte ich im Laufe mener Promotionsarbeit
folgende Funktionsmerkma e charakteriseren:
1. Das OppA Protein bedtzt die Fahigket, Oligopeptide unter Konformationsinderung
zu binden.
2. Neben der ATP-Bindung konnte fir das OppA Proten ATP-Hydrolysesktivitét
gezeigt werden
3. Das OppA Protein liegt in phosphorylierter und nicht phosphorylierter Form vor. Die
Phosphorylierungsstelle konnte auf enen Bereich in der Mitte der Polypeptidkette

eingegrenzt werden.

TF6

T Dil0 5 é Walker (ATP-Bindungsstelle)
1 | T om '
SPOXO konservierte Region //\

ATP ADP + P,
putative Phosphory-
lierungsstellen

Abb.32 Charakteristische Merkmale des OppA Proteins von M. hominis

In der Abbildung ist das OppA Protein als Balken schematisch und das Signal peptid (SP) als schwarzer Kasten
dargestellt. Die beiden Antikorperbindungsstellen TF6 und DC10 sind als karrierte Bereiche markiert und die
konservierte Region der OppA Proteine als gestreifete Region gekennzeichnet. Die ATP-Bindungstelle Walker
A und B liegenim C-terminalen Bereich des OppA Proteins. Die putative Phosphory-lierungsstelle ist flr den
mittleren Bereich bestimmt worden.

4. Mit Hilfe der monoklonden Antikérper TF6 und DC10, deren Epitope im N-
teeminden Bereich des OppA Proteins lokdidert snd, konnte ich ersmdig das
putative OppA Protein von M. pulmonis nachweisen.

5. Desweteren konnte in Mycoplasma hominis die Protein-Protein-Wechsdwirkung von
OppA mit der Transmembrandomane OppC, sowie die Interaktion von OppC mit der
ATP-bindenden Doméane OppD gezeigt, und ihre Lokdisaion in der Mycoplasmen

membran bestétigt werden..
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6. Im Beech der Aminosuren 197 bis 257 konnte eine konservierte Region in

mehreren Peptidbindenden Doméanen von Permeasen identifiziert werden.

Aufgrund diesr Ergebnisse zeichnet gch folgendes Bild. Die Subdra-bindende Doméne
OppA des Oligopeptidtrangporters wird phosphoryliert und bestzt die Eigenschaft, ATP zu
binden, wie auch zu hydrolyseren. Das OppA Lipoprotein liegt in der Membran ds Komplex
mit den anderen Proteinen der Oligopeptidpermease vor. Diesr Komplex bildet einen
funktionsfahigen Transporter, der sowohl an dem Transport von Oligopeptiden, wie auch der
OppA-vermitteten Adh&renz der Mycoplasmen an die Wirtzdle beteligt zu sein schant.
Diese Funktionen des OppA Proteins schliel}en sich gegenseitig nicht aus, sondern mogen erst
den Substrattrangport Uber die Zytoadh&renz von M. hominis ermdglichen.
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5. Diskussion

Mycoplasmen hominis bestzt mit 700-800 kbp en sehr kleines Genom und wes ds
fakultativ pathogener Keim des humanen Urogenitatrakis eine parastdre Lebensweise auf
(Razin, 1993). Aus diesem Grund spiden Trangportsysteme wie ABC-Transporter ene
wichtige Rolle ba der Aufnahme von essentidlen Substanzen wie Zuckern, Proteinen und
Peptiden (Himmedrech et al., 1996). ABC-Transporter von Pro- bis Eukaryonten bedtzten
dle enen amnlichen Aufbau. Ihre vier Core-Doménen setizen sch aus den hydrophoben
integrden Domédnen und den ATP-hydrolyserenden Doméanen zusammen, die ds enzdne
Protene (mas in Prokaryonten) oder fusonierte Multidomédnen (in Eukaryonten z.B. beim
Multi-Resigtenz-Transporter  oder dem  zygtischen Fibrosegenprodukt; Higgins, 1995) zu
finden waren. Von Mushegian und Koonin wurde 1996 durch Vergleich der kleingten
bekannten Genome von M. genitalium und H. influenzae der minimae Genbestand einer Zelle
auf 256 Gene eingegrenzt. Se bestimmten unter anderem, dass die vier Core-Doménen des
Oligopeptidtransporters  zum  minimaden Genbedand zéhlten. Folglich schenen ABC-
Trangporter ene lebenswichtige Rolle in ener Zdle zu siiden. Die Subdrat-bindende
Doméne des Oligopeptidiransporters von M. genitalium zéhlte nicht zu dem minimaen
Genbestand und konnte in M. genitalium, H. influenzae (Fleischmann et al., 1995) und
Sreptococcus pneumoniae (Alloing et al., 1994) nicht in unmittelbarer N&he zu den anderen
Oligopeptidpermease kodierenden Genen  identifiziet werden. Mittddls Computeranayse
konnte aber fir M. genitalium das homologe OppA Protein in einer anderen Region in dessen
Genom identifiziert werden (Saurin und Dassa, 1996). Im Rahmen der hier vorgestdlten
Arbeiten konnte ich zeigen, dass die Subdrat-bindende Doméane OppA  der
Oligopeptidpermease von M. hominis in einer Operonstruktur mit den anderen vier Genen des
Transporters im Genom vorliegt. Dies wurde auch fir die Proteine des Oligopeptid-, des
Hididin-, des Mdtose-, des Ribose und des Phosphattransportsystems in anderen Bakterien
beschrieben (Ames, 1986). Der Promotor konnte 323 bp stromaufwérts des ATG-Kodon des
OppA-kodierenden Bereichs kartiert werden und der Transkriptionsstopp wurde stromabwarts
des Stopkodons des OppF-kodierenden Bereichs identifiziet. Wie berdts in mener
Diplomarbeit und nactfolgend in dieser Promotionsarbeit nochmals bestétigt wurde, konnte
ein unabhangiges 3,3 kb mMRNA-Transkript fir das oppA-Gen detektiert werden. Der Bereich
vom determinierten Transkriptionsstart bis zur identifizierten Haarnade struktur  stromabwérts
des OppA-kodierenden Bereichs entspricht der detektierten Grolie von 3,3 kb. Keine weiteren
Stoppsignde der Transkription wurden hinter den Genen oppB, oppC, oder oppD identifiziert.
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So ig anzunehmen, dass unabhangig von der Expresson des opp-Operons ebenfals en reines
oppA-Transkript entstehen kann. Folglich ware ein gehéuftes Vorkommen des OppA Proteins
gegeniiber den anderen Opp-Proteinen moglich. Dies Ergebnis korrdiet mit dem in der
Literatur beschricben Befund, dass die Subdrat-bindenden Doménen eniger ABC-
Transporter stérker exprimiert wurden as die anderen Doménen des Transporters (Pearce et
al.,, 1992, Gdlagher et al., 1989), welches ebenfals mit einer unabhangigen Transkription
bzw. Trandation des OppA-kodierenden Bereichs begriindet wurde.

Quervernetzungsexperimente der Membranproteine von M. hominis legten offen, dass das
OppA Protein hauptsachlich mit sch sdber quervernetzt wurde. Es war so gut wie unmaoglich,
ene Quevernetzung mit anderen Proteinen (z.B. den anderen Proteinen der Oligopeptid-
permease) nachzuweisen. Dieses Ergebnis sprach schon fir ein gehauftes Vorkommen des
OppA Proteins in der Mycoplasmenmembran von M. hominis. So kann gefolgert werden, dass
fur den Peptidtransport zwel Porentbildende Proteine (OppB und OppC), zwei ATP-bindende
Proteine (OppD und OppF), aber moglicherweise mehrere OppA Proteine in der Mycoplasma
hominis Membran vorhanden sein muissen.

Die dargestellten Befunde belegen, dass die 100 kDa Substrat-bindende Doméne OppA der
Oligopeptidpermease in M. hominis in dlen von mir bis dao untersuchten M. hominis
Isolaten identifiziet werden konnte und keine OppA-defizienten oder OppA vaianten
Populationen aus der M. hominis Kultur sdektioniet werden konnten. Ergte
Transfektionsexperimente, die in dieser Doktorarbeit nicht dargestelt wurden, zeigten, dass
keine OppA-negative Mutante zu erzeugen war. Diese Befunde legen nahe, dass das OppA
Protein ene lebenswichtige Funktion in M. hominis inneha und nicht, wie von Mushegian
und Koonin angenommen wurde, entbehrlich i<

Nachdem ich mit den dieser Arbat zugrunddiegenden Experimenten habe zeigen konnen,
dass das Substrat-bindende Protein OppA in M. hominis essentidl zu sein scheint, mochte ich
im folgenden seine moglichen Funktionen diskutieren. Die Subdrat-bindenden Doménen von
ABC-Transportern zeigten zueinander eine geringe Homologie, eine unterschiedliche Grélen
(26 - 60 kDa in zdlwandndtigen Prokaryonten), besallen aber dle ene &hnliche
Tertiarstruktur  (Quiocho und Ledvina, 1996). Homologievergleiche verschiedener OppA-
Proteine zeigten, dass ein N-terminder Bereich, der im OppA von M. hominis 60
Aminosauren (Aminosaure 197 bis 257) umfasste, konsarvierter war ds die anderen Bereiche
der Proteine. In der von Tame et al. (1994) untersuchten kristalographischen Andyse des
OppA Proteins von S typhimurium konnten zwe Hauptdoménen und eine kleinere Doméne
identifiziert werden. Die Subdratbindungsdoméane liegt ds Spdt zwischen den beiden Haupt-
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Doménen, welche durch en flexibles Gdenk verbunden is. Unter der Bindung des Liganden
efolgt ene Konformationsénderung des Proteins, so dass Sch der Spdt zwischen den beiden
Doménen schliefd und der Ligand umschlossen wird. Dieser Bindungsmechanismus wurde as
,venus-Hiegenfdle® bezeichnet (Mao et al.,, 1982; Sack et al., 1989). Trotz der
Ahnlichkeiten in der Tertiarstruktur wurden keine Homologien in der Primérstruktur der
Substrat-bindenden Proteine identifiziert. Der Strukturvergleich des charakteriserten OppA
Proteinsvon S. typhimurium mit dem OppA Protein von M. hominis dellte Sch ds schwierig
heraus, insbesondere da das OppA Protein von M. hominis doppelt so groR ist und es sich ds
schwierig erwies die beiden Haupt-Doménen, die an der Bindung des Subgtrats beteilig sind
identifizieren zu konnen. Sequenzvergleich der OppA Proteine beider Spezies zeigten, dass
die konsarvierte Region im OppA Protein von M. hominis (Aminosaure 197-257) nach den
Analysen des OppA Proteins von S typhimurium in ene Region fdlt, die in viden
untersuchten periplasmatisch-bindenden Doménen von Trangportsystemen  detektiert  wurden.
Fir diese Region wurde nur geringe Bindungsaffinitdd zum Liganden gezeigt. Die Funktion
diesr Region ig unbekannt (Tame et al., 1994). Da diese konsarvierte Region in fast dlen
Substrat- bindungs-abhdngigen  Trangportsystem identifiziert wurden, postulierte ich, dass die
Region mit den Poren-bildenden Proteinen interagiert, um den gebundenen Liganden an den
Trangporter weiterzuleiten.

Die Bindung des Liganden an das Subdra-bindende Protein konnte mittels des
Fluoreszenzspektrometers gemessen werden. Fur das OppA Protein von M. hominis konnte
unter Bindung von Trilysn und Pentadanin eine Konformationsinderung im OppA Protein
gezeigt werden. In dieser Fuoreszenzmessung wurde unter Bindung von Trilysn ene
Rotverschiebung des Huoreszenzmaximums von  OppA  gegeniber dem  Fuoreszenz-
maximums ohne Peptidzugabe gemessen, wohingegen ene Blauverschiebung nach Bindung
des Pentadanins gemessen  wurde.  Die  unterschiedlichen  Verschiebungen  des
Fluoreszenzmaximums konnten auf verschiedene Bindungszustédnde dieser Oligopeptide an
das Substrat-bindende Protein zurtickgefihrt werden (Hal et al., 1997a), die schon fir das
Maltose-bindende Protein (MBP) der Matosepermease von Escherichia coli  beschrieben
wurde. Hier fihrte die Mdtosebindung zu ener Rotverschiebung des  MBP-Fuoreszenz-
maximums, die ds R- Bindungsform bezeichnet wurde, wohingegen die B-Bindungsform
ene Blauwerschiebung nach Bindung von reduzietem, oxidietem oder zyklischem
Madtodextrin bewirkte (Hal et al., 1997a). Liganden, die ausschliedich Uber die B-
Bindungsform von MBP gebunden waren, wurden nicht in die Zdle trangportiert. In weiteren
Experimenten von Hal und Mitarbeitern (1997b) konnte gezeigt werden, dass die R-
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Bindungformen ene offene Konformaion (R-Form) der Subsratbindungsstelle aufwiesen,
wohingegen in der B-Bindungsform ene geschlossene Konformetion (B-Form) des MBP-
Maltose-Komplexes identifiziet wurde. Folglich scheinen nur  die Liganden Uber die
Permease transportiert zu werden, die in der geschlossenen Form vorliegen, in der der Ligand
wie in ener Venus-Hliegenfdle umschlossen ist. Es it denkbar, dass das OppA Protein seine
Oligopeptide ebenfdls wie eine Venus-Hiegenfdle bindet, die im Fdle der Trilysnbindung
zur B-Form und somit zum Transport des Peptids fhrt.

Bisher war kaum etwas Uber die Regulation dieser Ligandenbindung bekannt. In E.coli K-12
wurden fur die beiden Subgtrat-bindenden Doménen des Arginin-Ornithin-Transports und des
Lysn-Arginin-Ornithin - (LAO)-Trangports eine  phosphoryliete und ene nicht  phosphory-
liete Form beschrieben. Die Phosphorylierung efolgte Uber ene Kinase, die zudem ene
ATP-Hydrolyseeigenschaft aufwies (Urban und Celis, 1990). Die Hydrolyse von ATP in der
Abwesenhelt enes Phosphatakzeptors it en Mekmd vider Kinasen wie zB. der
Hexokinasen (Viola et al., 1982) oder der cAMP-abhédngigen Kinasen (Mol et al., 1976). Dies
lést dch nicht fir dle Kinasen bestédtigen, da in enigen Kinasen, die ene intrindsche
ATPase-Aktivitéd bedtzen, ene niedrigere ATP-Hydrolyserate gegeniiber ener vid hoheren
Phosphorylierungsrate  identifiziet wurde (Todhunter & Purich, 1977, Pomerantz et al.,
1977). Das OppA Protein zeigt sowohl eine ATP-Bindung, wie auch eine ATP-Hydrolyse-
Aktivitédt. Dieses Versuchsergebnis deutet auf eine Kinase oder eine ATPase hin. Wie oben
ewdhnt bedtzen Kinasen die Fahigket ATP in Abwesenheit eines Phosphatakzeptors zu
hydrolyseren. Wirde es sch um eine ATPase handedn misste die be der ATP-Hydrolyse
entdandende Energie fir Energie-betricbene Prozesse verwendet werden. Bisher exitieren
keine Beweise der ATPase-Eigenschaft des OppA Protein. Desweiteren konnt ich zeigen, dass
das OppA Protein mittels ?ATP phosphoryliert wird. Hier i unklar ob das OppA Protein
durch ene andere Kinase phosphoryliet oder autophosphoryliet wird. Fir  vide
Proteinkinasen werden durch kovaente Phosphorylierung reguliet  (Roach, 1984). Se
bestzen die Fahigkeit der Autophosphorylierung. Diese Autophosphorylierung ist schwer
nachweisbar, da mit Kontaminationen in den aufgereinigten Proteinkinasen gerechnet werden
mul3, die die Phosphorylierung der zu untersuchenden Kinase bewirken konnten. Das
asfgereinigte OppA Protein von M. hominis konnte nach Inkubation mit [3°P|?ATP
phosphoryliert werden. Wie in der Literatur beschrieben befindet man sich be diesen
Phosphorylierungsexperimenten  in- e@nem nicht physologischen Bereich, so dass der
Nachweis der Autophosphorylierung umdtritten i (Roach, 1984). Wichtig idt, dass die
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Phosphorylierung des OppA Proteins von M. homnis wahrschenlich  regulatorische
Eigenschaften begitzt, die fir den Transport essentiell sind.

Eine Mutante mit enem Defekt in der Phosphorylierung des Arginin-Ornithin und des LAO
periplasmatischen Trangportproteins zeigte ene niedrigere  Trangportaktivitéd im  Vergleich
zur Wildtypvariante. Dies verdeutlichte, dass Phosphorylierung ein wichtiger Bestandtell des
Trangportmechanismus <.

Ein moglicher Mechanismus des Peptidiransports, der in dieser Arbet charakteriserten
Oligopeptid-Permease von Mycoplasma hominis, habe ich in dem folgenden Moddl
schematisch skizziert (Abb. 33):

Oligopeptid

toplasma ;
Cytop C B C B C B

membran

Permease geschlossen Bindung des Venus-Fliegenfallen
Oligopeptids Mechanismus

!
CcC| B cC| B C B

ADP
ATP P,

7N\

ATP ADP+P, ATP ADP+P.

Phosphorylierung Freisetzung des Oligopeptids Konformationsadnderung
von OppA ATP-Hydrolyse von OppB und OppC-

Transport des Oligopeptids
durch die Membran

Abb. 33. Modell des Oligopeptid-Transportes in Mycoplasma hominis

Das OppA Protein existiert in mehreren Konformationen: der gedffneten, die die Bindung der Oligopeptide
ermoglicht, der geschlossenen Konformation, in der das Oligopeptid gebunden ist, und der phosphorylierten, die
das Oligopeptid an die Transmembrandoméne freigibt und mdglicherwei se nach Dephosphorylierung, in die
gedffnete Konformation zurtickkehrt. Das Oligopeptid ist als schwarzer Kreis dargestellt. Die beiden
porenbildenden Proteine OppB (B) und Opp C (C) sind in Abwesenheit des Oligopeptids geschlossen. Durch die
Hydrolyse von ATP mittels der cytoplasmatischen ATP-bindenden Proteine OppD (D) und OppF (F) ist ein
Transport Uber die Membran méglich.
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So konnte die nicht phosphoryliete Form des OppA Proteins von M. hominis die
Oligopeptide in der Art ene Venudliegenfdle umschlielen. Durch Phosphorylierung kommt
es zu ene Konformationsanderung im OppA Protein, so dass das gebundende Oligopeptid
aus sener Bindung zum OppA Protein gdockert und an die Transmembran-doméne zum
Import in die Zelle weitergegeben wird.

Die Interaktion des Subgtrat-bindendentProteins OppA nit dem Transmembranprotein OppC,
sowie des OppC Proteins mit dem ATP-bindenden Protein OppD konnte im Rahmen der hier
vorgestdlten Arbet zum erden Md fir Mycoplasma hominis gezeigt werden. Aufgrund der
gekoppelten Genexpresson von oppA, oppB, oppC, oppD und oppF und deren Homologie zu
bereits proteinchemisch charakteriserten Oligopeptidpermeasen i es sehr wahrscheinlich,
dass die beiden Proteine OppB und OppF, die nicht immunologisch nachweisbar waren, auch
in dem Komplex aus OppABCDF vorhanden sind. Demzufolge wird (Abb. 33 fir OppC
dargestellt) der Ligand vom OppA Protein an eine der Porentbildenden Doméane OppB bzw.
OppC weitergeleitet.

In E.coli zeigte der Matosetransport, dass nur in Anwesenheit des gebundenen Liganden am
Maltose-bindenden-Protein eine ATP Hydrolyse von den zytoplasmatischen ATPase OppD
und OppF Proteinen moglich war (Quiocho & Ledvina, 1996). Folglich kam es durch en
noch unbekanntes Signal zu ener Aktivierung der zytoplasmatischen ATPase Doméne, das
vom Subdrat-bindenden Protein mit gebundenem Ligand ausgesendet und  Uber die
Transmembranproteine an die ATPase wetergeftihrt wurde. Durch die ATP-Hydrolyse der
zytoplasmatischen ATPase wurde in einer Art Rickkopplung eine Konformationsanderung in
den Transmembranproteinen und somit Offnung der Pore bewirkt, so dass ein Transport des
Liganden Uber die Membran moglich war. Aufgrund gezeigter Interaktionen der Poren
bildenen und der ATP-bindenden Protein mit der Substrat-bindenden Doméne OppA in M.
hominis wird, wie in Abbildung 33 dargestdlt, postuliert, dass durch die Hydrolyse von ATP
en Subdrat-Trangport Uber die Mycoplasmenmembran moglich ist. Fir OppD wurde eine
ATP-Hydrolyse Aktivitst gemessen, die der von anderen beschriebenen ATP-bindenden
Proteine entspricht (Liu et al., 1997). Die Vemutung liegt nah, dass die Energie flir den
Transport aus der Hydrolyse von ATP entsteht. Die Funktion des OppF Protein in M. hominis
i noch uncharakterisert. Alle bisher untersuchten putativen OppF Proteine  von
Mykoplasmen zeigten en Molekulargewicht von etwa 96.000, im Gegensatz zu den nicht-
mycoplasmalen OppF Doménen anderer Spezies mit einer molekularen Masse um 36 kDa
Der Bereich zwischen Aminosdure 125 bis 657 des OppF Proteins von M. hominis zegte

keine Segquenzhomologien zu anderen ATP-bindenden Proteinen. In diessm Bereich wurde
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aufgrund von Homologievergleichen en chaakterigisches Mekmad des Myosns der
eukaryontischen Zellen entdeckt. Dies ig nicht verwunderlich, da Myosn auch Nukleotide
bindet und srukturdle Ahnlichkeiten zu anderen ATP-bindenden Proteinen aufweist (Smith
& Rayment, 1996). Aufgrund des vorzetigen Trandationsstopps konnte das OppF Protein
nicht af mogliche ATP-Bindungseigenschaften untersucht  werden.  Obwohl  die
charakterigische Struktur mit Walker A, hdikdem Bereich, Linker und Waker B von 532
Aminosiuren unterbrochen igt, konnten Walker A und Waker B réumlich benachbart ATP-
Bindungseigenschaften aufweist. Es  bleibt jedoch zu bemeken, dass OppA ATP-
Bindungsaigenschaften begtzt, obglech hier die Abfolge von Waker A und Waker B sogar
vertauscht it und der beschriebene helikae Bereich und die Linker Region fehlen.

Muir und Werdle beschrieben 1989, dass die ATP-Hydrolyse zum Subdgrattransport 1:1
betrégt, dh. dass ein Subgramolekil unter der Hydrolyse von enem ATP-Molekiil
trangportiert wird. Damit gdlt dch die Frage, wieso immer 2 ATP-bindende Doménen
auftreten, wenn nur en ATP-Molekll gespdten wird. Von Perego et al., wurde 1991
beschrieben, dass OppD fur den Transport von Oligopeptiden in B. subtilis essentidl it und
das OppF Protein durch OppD ersetzbar i<, jedoch nicht umgekehrt.

Wedche Roalle spidt dann das OppF Protein im  Trangporter? Bisher liegen keine
Informationen vor, ob das OppF Protein von M. hominis durch OppD zu ersetzen ig.
Aufgrund des minimalen Genoms der Mycoplasmen i jedoch anzunehmen, dass das OppF
Protein eine weatere Funktion innehat. In der computerunterstitzten Andyse des OppF
Proteins zeigte sch en Leucin-Zipper (Aminosaure 460-483). Dieses Sequenzmotiv kénnte
mit enem anderen Protein, auch mit einem Leucin-Zipper, en Heterodimer bilden, die die
Regulation der Genexpresson bewirken. Den ATP-bindenden Proteinen werden folgende
Funktionen zugeschrieben: Der C-terminde Bereich der ATP-bindenden Proteine soll enen
Einfluss auf die Transkription der Gen-kodierenden Bereiche des Transporters haben und es
konnte ene Beenflusung der Kompetenz in OppFMutanten von Bacillus  subtilis
nachgewiesen werden (Perego et al., 1991). Folglich kénnte Genregulation eine Aufgabe des
OppF Proteins sain. In Permeasen wurden bisher immer zwei ATP-bindende Doménen
beschrieben, so konnte die Komplexierung des OppF Proteins mit dem OppD Protein im
Trangport notwendige Voraussetzung fur die ATP-Bindung und -Hydrolyse von OppD und
die Induzierung der Konformationsénderung der porenbildenden Doménen sein. Das OppF
Protein idt, wie oben erwahnt, in Mycoplasmen vid grof3er as die nicht-mycoplasmaen OppF
Proteine. So ist eine weitere durch diesen Bereich vermittete Funktion dieses Proteins nicht
auszuschlief¥en.



5. Diskussion 88

In  Immunprézipitationsexperimenten mit den anti-OppD  und  anti-OppC-Seren konnte eine
Protein-Proteinwechsawirkung  der  Oligopeptidpermeasen OppD  und OppC  mit  den
Membranproteinen P60 und P80 in M. hominis nachgewiesen werden. Diese beiden Proteine
koprézipitieren (Kitzerow & Henrich, 2001), und das P80 Protein interagiet mit dem
zytoplasmaischen HinT (Hididine-triad nucleotide-binding) Protein. Sequenzandysen  legten
nahe, dass das P60 Protein Uber einen N-terminden Lipidanker Cydein in der Membran
verankert ist, wohingegen das P80 Protein im N-terminden Bereich eine hydrophobe Region
trégt, die grol3 genug is, um die Membran zu durchspannen und ene Interaktion des N-
Teminus mit dem zytoplasmatisch lokaliseten HinT zu emoglichen. Eine Regulaion der
Oligopeptidpermease durch  den  P60/P80-Proteinkomplex wére denkbar, da dieser
Proteinkomplex ds  obefléchenlokdiserter  Startpunkt  eines  Signdtransduktionsveges
diskutiert wird.

Welche Funktionen die Oligopeptidpermeasen in Mycoplasmen haben ist bisher ungeklart.
Wie berdts erwahnt, konnte ich die Substratbindungsfahigkeit von OppA Protein zeigen. Die
bishee in anderen Organismen untersuchten  Oligopeptidpermeasen  tranportierten
Oligopeptide mit einer Lange von 2 bis 5 Aminosduren unabhdngig von ihrer Sequenz (Tame
et al., 1994). In Sreptococcus gordonii wurde ein Trangport von Hexa- und Heptapeptiden
beschrieben (Jenkinson et al., 1996), fir den Oligopeptidtransporter in Lactococcus lactis
konnten Bindungen des OppA Proteins zu Nona- und Dodecapeptiden identifiziet werden
(Lanfermeijer et al., 1999). Der Peptidtransport in Gram-podtiven Bakterien zeigt Sch ds en
essantidler Bedtandtell der Zelle zur Aufnahme von Oligopeptiden, die ds Nahrungsquele
dienten (Jenkinson et al.,, 1996). Der Transporter war jedoch auch in andere Prozesse
involviet, wie zum Bespid der Sporulaion in B. subtilis (Perego et al., 1991), der
Kompetenz der Transformation (Magnuson et al.,1994) und der Adh&enz von S pneumoniae
(Cundell et al., 1995). Bisher konnte kein Zusammenhang zwischen Adhd&enz und
Oligopeptidtransport in den untersuchten Bakterien erstdlt werden. OppA in M. hominis hat
neben seiner Funktion ads Subdrat-bindende Doméane der Oligopeptidpermease  ebenfdls
zytadhdsive Eigenschaften (Henrich et al., 1993). So kann das in Abbildung 33 gezeigte
Modell des Oligopeptidtransportes in M. hominis noch ergénzt werden durch die adhérenz-
vermittelnden Eigenschaften des OppA Proteins. Durch die OppA vermittelnde Zytadhérenz
kommt der Transporter in unmittdlbare Néhe zur Wirtszdle, wodurch ene Aufnahme
essentieller Nahrdoffe von der Wirtszdle Uber den Oligopeptidimport in die Mycoplasmen zu
gewdhrlegen ig. Eine andere Moglichkeit ware, dass nicht nur essentidle Peptide Uber den
Oligopeptidtrangporter importiert werden, sondern auch Signddtoffe, die Uber diesen Weg in
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die Zdle gdangen und dort in bestimmte Prozese engrefen. Dies wurde fir den
Peptidtransport von B. subtilis beschrieben, wo Uber den Oligopeptidtransporter importiert
Signddtoffe die Sporulation induzieren (Koide & Hoch, 1994).

Die Adh&renz da Mycoplasmen an die Winszdle veédndat ihresdts die
Trangportmechanismen der Wirtszelle (DeBey & Ross, 1994). Durch membrangebundene
mycoplasmale Phospolipasen kommt es zu einer Beanflussung der Hydrolyse der Wirtszdl-
Phospholipide und in  Folge zur Induktion spezifischer Sgnakaskaden, die auf
Phosphorylierungsprozesse beruhen (Saman & Rottem, 1995; Shibata et al., 1995). So ist
auch denkbar, dass das OppA Protein be der Adhd&renz an den Wirt die Rezeptoren bzw.
anderer Proteine in der Wirtszdlmembran phosphoryliet und damit ene Signdkaskade in
Gang setzt, die die Abgabe essentidler Nahrstoffe an die adhérierten Mycoplasmen zur Folge
ha. In viden eukayonten Zdlenmembranen snd ecto-Kinasen beschrieben worden,
wohingegen nur ene ecto-Kinase in Streptokokkus der Gruppe C mit ener unbekannten
Funktion beschriecben wurde. Die ecto-Kinasen phosphorylieren  extrazdluldre  16diche
Substrate oder Zeloberflachen Proteine insbesondere die ecto-Doménen. Diese Ecto-Kinasen
siden ene wichtige Radle in der Regulation der Zdl-Zdl-Interaktion, Liganden Bindung
und Signd Transduktion (Regeged et al., 1999). Diese Funktionen sind auch fir OppA
postuliert worden.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Expresson der Oligopeptidpermease von Mycoplasma
hominis untersucht. Es konnte ene polycigronische Organisation der kodierenden Gene
oppA, oppB, oppC, oppD und oppF nachgewiesen werden. So zeigte sich, dass die 9,5 kb
MRNA 323 Nukleotide vor dem OppA kodierenden Bereich beginnt und stromabwérts des
oppF Gens durch Aushildung ener Haarnadd struktur endet.

Zur proteinchemischen Charakteriserung der  Oligopeptidpermease wurden  gegen  die
Proteine OppB, OppC und OppD polyklonade Seren generiert. Fur die Detektion von OppA
exidierten bereits monoklonde Antikdrper. Von den generierten polyklonalen Seren
ekannten nur die Seren gegen OppC und OppD ihr Antigen. Untersuchungen zur
Lokdisation der Opp-Doménen zegten, dass diese Proteine in der Membranfraktion
vorkommen. Dartberhinaus wurde eine Interaktion von OppC mit OppD und OppC mit
OppA nachgewiesen. Diese in der  Immunprézipitation gezeigte Protein-Protein-
Wechsdwirkung welsd auf die Komplexbildung dieser Proteine in der Membran von M.
hominis hin. Obwohl die Expresson der Proteine OppB und OppF aufgrund fehlender
Nachweisantikorper nicht gezeigt werden konnte, kann aufgrund der  gemeinsamen
Expresson der opp-Gene geschlossen werden, dass dle Opp-Proteine exprimiert werden und
in der Membran komplexiert die Funktion ener Oligopeptidpermease ausiben. Im Laufe
dieser Promotionsarbeit wurde das OppA Protein weiter charakterisert, um seine Funktion in
der Oligopeptidpermease andyseren zu kdnnen So zeigte das OppA Protein Peptidbindungs-
eigenschaften, die es ds Subdrat-bindende Doméne der Oligopeptidpermease identifizierten.
Wetere Funktionsmerkmae waren neben der ATP-Bindung auch ATP-hydrolyserende
Eigenschaften, was darauf hindeutet, dass das OppA Protein ATP spatet und entweder mit
dem abgespdtenen Phosphat andere Protein phosphoryliert oder aus der ATP-Hydrolyse
frawerdende Energie Energie-benttigenden Prozessen zufuhrt. Die von mir  podulierte
Kinaseeigenschaft des OppA Proteins wird erganzt durch die Adh&enz-vermittelnde
Eigenschaft des OppA Proteins, da ecto-Kinasen Membranproteine phosphorylieren konnen
und Zdl-Zdl-Interaktionen  vermitteln  sowie  Signdtransduktionswege  und  Ligandent
bindungen induzieren.

Der Nachwels, dass das Substrat-bindende Protein OppA in ener phosphorylierten und einer
nicht phosphorylieten Form vorkommt, weist darlber hinaus auf ene Regulation der
Peptidbindung des OppA Proteins und somit der Oligopeptidpermease hin.
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A

ADP

Ara

ag

Amp

AS
Aquades.
ATP

B. subtilis
BSA

C

CCuU
CFTG
CTP
CSPD

DEPC
DHFR
Dig
DMEM
DNA
DNase
DTT
E. coli
EDTA
EMBL
FBG
G

G

ol
GTP
H. influenzae
His
HisQ
HPLC
IPTG
Kb
kDa
Lac
LAO
LB

Mal
MdaF
MaK
MtOH
MBP
min

Adenin

Adenosindiphosphat

Arabinose

Arginin

Ampidllin

Aminosaure

Dedtilliertes H,O

Adenosintriphosphat

Bacillus subtilis

Bovine serum dbumin

Cytosn

colony changing unit

cytische Fibrose transmembranales Regulator Protein

Cytosintriphosphat

Dinatrium 3- (4-methoxispiro { 1,2-dioxetane-3,2"-

(5 -chloro) tricyclo [3.3.1.37] decan} -4-yl) phenyl

phosphat

Diethylpyrocarbonat

Dihydrofolatreduktase

Digoxygenin

Dulbeccco’s modified Eagle’'s medium

Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonuklease

Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessgsiure

European Molecular Biology Laboratories

Freiburg

Erdbeschleunigung

Guanin

Gaaktose

Guanosi ntriphosphat

Haemophilus influenzee

Hididin

Poren-bildende Doméne des Higtidintransportsystems

high performance liquid chromatography

I sopropylthiogd aktosid

Kilobasenpaare

Kilodaton

Lactose

Lysn-Arginin-Ornithin

Luria-Bertani-(Medium)

Mycoplasma

Madtosetrangportsystem
Poren-bildende Doméne des Maltosetransportsystems
ATP-bindende Doméne des Matosetransportsystems

Methanol

Maltose- bindungs-Protein

Minute
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MMLV
MOPS
oD
opp
Opp
OppA"
OppA'
ORF
Ori
PBA
PBS
PCR
PID
P-loop
PPLO
PTS
RBS
RNA
RNase
RT
RT-PCR
sek

S typhimurium
SDS

T

TBE
TCA
Vh

viv

wiv

MOUSE mammary tumor virus
3-[N-Morphalino] propansulfonsiure
optische Dichte
Oligopeptidpermeasegen
Oligopeptidpermease

Natives OppA

rekombinantes OppA

Offener Leserahmen (open reading frame)
Crigin

Protein- bindungs- abhangiges Transportsystem
Phosphate buffered Sdine

Polymerase Chain Reaction

pelvic inflammatory disease

» phosphate- binding-1oop”

pleuro- pneumoniae-like organiam
Phosphor-Transfer- System
Ribosomale- Bindungsstelle
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

reverse Transkriptase PCR

Sekunde

Salmonella typhimurium
Natriumdodeylsulfat

Thymin

Tris-Borat- Puffer

Trichloessgsiure

Voltstunden

(,,volume pro volume*) Volumenprozent
(,»weight pro volume"*) Gewichsprozent
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