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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pathogenitat von Bakterien

Uber 120 Jahre nach Formulierung der Koch’schen Postulate (Koch, 1884)
und Uber 70 Jahre nach Entdeckung des Penicillins (Fleming, 1929) sind
durch Bakterien ausgeloste Krankheiten weltweit immer noch eine der hau-
figsten Todesursachen. Was macht Organismen, die nur aus einer einzigen
Zelle bestehen, so gefahrlich?

Prinzipiell kann ein Bakterium auf zwei Wegen einen anderen Organismus
schadigen: Entweder Uber den direkten Kontakt durch strukturgebende Be-
standteile, wie zum Beispiel Membranproteine, oder Uber toxische Stoffwech-
selprodukte.

Im Normalfall ist die Kolonisierung mit einem bestimmten Bakterium erste
Voraussetzung fur eine mogliche Schadigung des Organismus. Lediglich bei
einigen Toxinbildnern, wie z.B. Staphylococcus aureus oder Clostridium botu-
linum ist eine Vergiftung von Mensch und Tier mit dem Toxin — meist durch
Aufnahme von kontaminierten Nahrungsmitteln — ohne direkte Besiedlung mit
dem jeweiligen Bakterium moglich (HoleCkowa et al. 2002, McLaughlin et al.
2004). Bedingung fur eine Kolonisation mit Bakterien ist das Vorhandensein
von Adhasinen, die das Anheften an die Oberflache von Haut oder Schleim-
haut moglich machen. Der Verlust dieser Adhasine, zum Beispiel durch Muta-
tion, bewirkt eine Verminderung bzw. einen Verlust an Infektiositat. Umgekehrt
bedeutet eine Ruckgewinnung der adhasiven Eigenschaften erneut
Infektidsitat und Virulenz (Razin et al., 1998).

Zahlreiche Bakterien besitzen neben Adhasinen auch Invasine. Diese machen
ein Eindringen des Bakteriums in den Wirtsorganismus maoglich. Zu den Inva-
sinen zahlen Enzyme wie die Hyaluronidase, aber auch Proteasen, Lipasen
und DNAsen, dartber hinaus Phagozytose induzierende Stoffe und Organel-
len, die eine aktive Beweglichkeit des Bakteriums ermdglichen (Li et al. 2003).
Unter Impedinen oder Etablinen versteht man Faktoren, welche die Wirtsab-
wehr herabsetzen, also beispielsweise Antikorper inaktivieren oder eine Bar-
riere um den Erreger bauen, wie dies bei Staphylococcus aureus charakteri-

siert ist (Sawai et al, 1997). Dieser Erreger kann mit Hilfe der von ihm sezer-
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nierten Koagulase Fibrinogen zu Fibrin umwandeln und so eine schwer
durchdringbare Fibrinschicht um sich herum aufbauen. Andere Bakterien be-
sitzen Kapseln als Phagozytoseschutz oder zerstéren mit sezernierten Pro-
dukten wie Hamolysin oder Leukozidin direkt korpereigene Abwehrzellen.

Chlamydien und Shigellen vermehren sich intrazellular und schadigen durch
Lyse der Wirtszellen. Toxine, die aktiv sezerniert, nach Lyse des Erregers
freigesetzt oder an der Oberflache des Bakteriums fixiert bleiben, konnen lokal
oder systemisch zu einer Wirtsschadigung fuhren. Insgesamt haben Bakterien
also — obwohl sie nur aus einer einzigen Zelle bestehen - mannigfaltige Mog-

lichkeiten, im Wirtsorganismus zu persistieren als auch ihn zu schadigen.

1.2 Die Rolle der duBeren Bakterienmembran fiir Adhasion und Prote-

insekretion

Der auReren Membran eines Bakteriums kommt bei der Beeinflussung von
Wirtszellprozessen eine entscheidende Bedeutung zu. Sie ist am ersten
Schritt der Interaktion von Bakterium und Wirtsorganismus, der Adhasion, be-
teiligt. Dartber hinaus enthalt sie Transportsysteme fir den Import und Export
von Stoffen, die fur das Bakterium lebensnotwendig, jedoch fur den Wirt
schadigend sein kdnnen.

Die Adhasion von Bakterien kann in unspezifische und spezifische Adhasi-
onsvorgange unterteilt werden. Zur unspezifischen Adhasion gehdren als ers-
te Stufe physikalisch-chemische Wechselwirkungen, wie van der Waals Krafte
und die elektrische Anziehung gegensatzlicher Ladungen. Zahireiche Bakteri-
en besitzen mit Fibrillen oder Fimbrien meist in der aul3eren Membran veran-
kerte adhasive Strukturen. Die hauptsachlich bei gram-positiven Bakterien
vorhandenen Fibrillen sind im Gegensatz zu den Fimbrien der gram-negativen
Bakterien eher amorph und weisen nicht deren filamentése Form auf (Phillips
et al., 1981). Sie zahlen ebenso zu den eher unspezifischen Adharenzfaktoren
wie hydrophobe Adhasine, die potentiell mit jedem hydrophoben Rezeptor
interagieren (Doyle & Rosenberg, 1990).

Viele Adhasine sind jedoch hochspezifisch in Bezug auf Wirt und Zielgewebe.
Fehlen ihre spezifischen Rezeptoren, so kommt es nicht zu einer Anheftung.

Dieser Umstand erklart, warum zahlreiche Bakterien, die bei Tieren schwere
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Krankheiten auslésen, fir Menschen véllig ungefahrlich sind, andere wieder-
um nur beim Menschen Infektionen hervorrufen. Neisseria gonorrhoeae ist ein
Beispiel fur einen extrem wirtsgebundenen Keim, der praktisch nur beim Men-
schen Infektionen verursacht. Er siedelt sich dort auf den Schleimhauten an
und ist Erreger der Gonorrhoe, der gonorrhoischen Sauglingskonjunktivitis,
eitriger Gonarthritiden und aufsteigender Genitalinfektionen (Rytkonen et al.,
2001).

Bakterien, die die Fahigkeit haben, mehrere Adhasine zu exprimieren, schei-
nen dies nicht immer gleichzeitig zu tun, sondern die einzelnen Adhasine kon-
trolliert zur Expression zu bringen. Sie sind so in der Lage, ihr Adharenzprofil
zu verandern (Klemm & Schembri, 2000). Fur fimbrientragende E. coli-
Stamme konnte gezeigt werden, dass die Anheftung an abiotische Oberfla-
chen zu einer veranderten Zusammensetzung der oberflachenlokalisierten
Membranproteine fihrt. So konnte nachgewiesen werden, dass die Adhasion
des Bakteriums zu einer Verminderung der Menge von vier oberflachenlokali-
sierten Membranproteinen fuhrte (Otto et al., 2001).

Fur die Abgabe (Sekretion) und Aufnahme von Stoffen sowie flr den Trans-
port von Adhasinen an die Bakterienoberflache sind verschiedene Mechanis-
men verantwortlich. Einer der wichtigsten Faktoren fur die Translokation von
Stoffen Uber die Membran sind ABC-Transporter, aktive Transportsysteme der
Zelle, die in Pro- und Eukaryonten weit verbreitet sind. Zu den bekannten
Funktionen der ABC-Transporter zahlen unter anderem der Transport von
Glycerol-3-phosphat, Maltose oder Maltodextrin, Sulfat oder Thiosulfat, Phos-
phat, Vitamin B12 usw. (Tomii & Kanehisa, 1998).

FUr gram-negative Bakterien wie E. coli zahlen OmpA, OmpX, die Phospholi-
pase A, unspezifische Porine wie OmpF und PhoE, substratspezifische Prote-
ine wie LamB- und TonB- abhangige Rezeptoren zu den bekanntesten ober-
flachenlokalisierten Membranproteinen. Fir diese ist eine zylinderformige an-
tiparallele B-Faltblattstruktur, (,B-barrel) charakteristisch, die sich durch die
Doppellipidschicht zieht. OmpA spielt eine strukturelle Rolle fur die Integritat
der bakteriellen Zelloberflache. Es scheint eine physikalische Verbindung zwi-
schen AuRenmembran und Peptidoglykanschicht herzustellen. Ein durchgan-
giger transmembrandser Kanal konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

OmpX gehdrt zu den hochkonservierten Proteinen, die eine Rolle in der Her-
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absetzung der Wirtsabwehr spielen. Ein OmpX-Protein von Yersinia enteroco-
litica bewirkt eine Adhasion an und eine Invasion in eukaryonte Gewebekul-
turzellen, zwei weitere OmpX-Proteine von Salmonella typhimurium sind von
Bedeutung fiir das Uberleben in Makrophagen und kénnen Teile des Kom-
plementsystems inhibieren (Heffernan et al., 1994).

Porine erlauben die Diffusion von kleinen hydrophilen Molekilen und scheinen
abgesehen von einer Selektivitat fur Kationen oder Anionen keine besondere
Substratspezifitat zu haben. Bei den substratspezifischen Porinen wurde von
Luckey und Nikaido 1980 nachgewiesen, dass LamB von E. coli spezifisch
Maltose und Maltodextrin aufnimmt, aber kaum Sucrose. Die Arbeitsgruppe
von Hardesty zeigte dagegen 1991 fur ScrY, ein Protein von S. typhimurium,
dass es spezifisch Sucrose aufnimmt.

Die TonB abhangigen Rezeptoren, die in allen gram-negativen Bakterien vor-
kommen, sind hochmolekulare Membranproteine, die energieabhangig in die
Aufnahme groRer Substrate wie Eisensiderophore-Komplexe oder Vitamin B
12 involviert sind. Einige dieser Rezeptoren sind in der Lage, zusammen mit
einem Protein der inneren Membran, dem Zytoplasma die Anwesenheit von

Substraten an der Zelloberflache zu signalisieren (Koebnik et al., 2000).

Die bekanntesten Sekretionssysteme bei gram-negativen Bakterien werden in
die Typen |, Il und Il unterteilt. Das Typ | Sekretionssystem besteht aus drei
Proteinen, die einen Kanal durch innere und duf3ere Membran bilden. Proteine
konnen auf diesem Weg in einem Schritt durch beide Membranen befordert
werden. Bei E. coli wird beispielsweise Hamolysin auf diese Weise sezerniert.
Beim Typ Il System werden Proteine unter Abspaltung einer aminoterminalen
Signalsequenz mit Hilfe des Sec-Systems durch die innere Membran ge-
schleust, um dann durch eine Pore in der AuRenmembran nach auf3en zu ge-
langen. Das Typ Il System dient zum Transport von Proteinen direkt vom Zy-
toplasma des Bakteriums in das einer eukaryonten Zielzelle (China & Goffaux,
1999; Folders et al., 2001).

Fur die Exposition von Adhasinen an der Oberflache, aber auch fur die Sekre-
tion von Proteinen, gibt es neben Chaperon-Transportsystemen in gram-
negativen Bakterien auch Autotransporter. Hier enthalt das zu translozierende

Protein selbst die nétigen Informationen, um die Bakterienoberflache zu errei-
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chen (Klemm & Schembri, 2000). Das AIDA-I Adhasin von E. coli beispiels-
weise passiert unter Abspaltung eines Signalpeptides die innere Membran
und enthalt noch zwei weitere Domanen, die N-terminale a-Doméane und die
C-terminale B-Domane. Letztere dringt in die AuRenmembran ein und bildet
eine p-Faltblatt Struktur, durch welche die a-Domane zur Bakterienoberflache
geschleust wird. Durch Autokatalyse wird die adhasive a-Domane abgespal-
ten, bleibt aber durch Interaktion mit der B-Domane mit der Zelloberflache as-
soziiert (Suhr et al., 1996).

1.3 Bekannte sezernierte Proteine und ihre Funktion

Die Liste bekannter sezernierter Proteine ist schier endlos, und taglich kom-
men neue hinzu. Allein flr Helicobacter pylori wurden unter proteinfreien Kul-
tivierungsbedingungen 26 sezernierte Proteine identifiziert, unter ihnen putati-
ve Oxidoreduktasen, Flagellarproteine, Fragmente des Toxins VacA, eine Se-
rinprotease und zahlreiche Proteine noch unbekannter Funktion (Bumann et
al., 2002). Sehr virulente Streptococcus pyogenes Stamme sezernieren in
gro3en Mengen SIC, einen Komplementinhibitor. Dieser bindet SLPI (,Secre-
tory leukocyte proteinase inhibitor”) und Lysozym und ist in der Lage, deren
antibakterielle Aktivitat zu blocken (Fernie-King et al., 2002). Die Serinprotea-
se A, ein Autotransporter von Neisseria meningitidis ist ein oberflachenexpo-
niertes Membranprotein, das nach Abspaltung eines Signalpeptides sezerniert
werden kann (Turner et al., 2002). Diese Auswahl sezernierter Proteine macht

deutlich, wie vielfaltig die Funktionen sekretierter Proteine sind.

1.4 Adhéasion und Proteinsekretion bei zellwandlosen Bakterien

Mycoplasmen sind zellwandlose Bakterien und die kleinsten sich selbst
replizierenden Organismen. Sie besitzen nur eine einzige Membran, die das
Zytoplasma von der Aullenwelt abtrennt. Durch das sehr kleine Genom und
die daraus bedingte minimierte Zellausstattung haben sie einen umfang-
reichen Bedarf an Nahrstoffen, der nur durch ein parasitares Verhalten mit
Anbindung an die Wirtszelle und Aufnahme von externen Nahrstoffen gedeckt

werden kann. Die bisher am intensivsten untersuchten mycoplasmalen
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Adhasine sind die von Mycoplasma pneumoniae, einem Erreger der primar
atypischen Pneumonie. Dieses Bakterium besitzt eine ,Tip“-Struktur, die an
die Oberflache von Wirtszellen bindet (Collier & Clyde 1971, 1974) und neben
P1, dem Hauptadhasin von M. pneumoniae weitere Adhasions-vermittelnde
Proteine in der ,Tip“-Struktur tragt (Kahane et al., 1985; Stevens & Krause,
1990, 1991). Mycoplasma genitalium, die Spezies mit der bislang kleinsten
bekannten Genomgrofie von nur 580 kbp, zeigt starke Homologien zu M.
pneumoniae (Inamine et al., 1989) und bildet ebenfalls eine Anheftungs-
organelle aus.

Es besitzen jedoch nicht alle zytadhasiven Mycoplasmen eine , Tip“-Struktur.
Fur Mycoplasma hominis konnten mit P50, P60, P80 und P100 vier Mem-
branproteine charakterisiert werden, die als Adhasine fungieren (Henrich et
al., 1993). In Adharenztests von Mycoplasma hominis an HelLa-Zellen fuhrte
jeweils die Zugabe eines monoklonalen Antikorpers gegen eines der genann-
ten Proteine zu einer Abnahme der Zytadhasion. Diese Abnahme war bei Zu-
gabe von Antikorpern gegen P60 und P80 geringer als bei P50 und P100, was
den geringeren Anteil dieser Proteine in der Mycoplasmenmembran reflektiert
oder auch auf die eventuell geringeren adhasiven Eigenschaften dieser Prote-
ine hinweist. Wahrend P50 eine Antigenvariation aufweist, sind P60 und P80
hochkonserviert in Bezug auf Grolke und Antigenitat (Henrich et al., 1993).
P50 und P100 konnten affinitdtschromatographisch aufgereinigt werden und
in Adharenztests an HelLa-Zellen isoliert untersucht werden. Fur P60 und P80
war eine derartige Untersuchung lange Zeit nicht moglich, da bei dem Ver-
such, P60 aufzureinigen, P80 koeluierte. 2001 konnten Kitzerow und Henrich
zeigen, dass P60 und P80 einen Komplex in der Mycoplasmenmembran bil-

den und Uber den P80-Teil mit einem zytoplasmatischen Protein interagieren.

Far Mycoplasmen wurden zwar in der Vergangenheit eine Reihe zytadhasiver
Proteine beschrieben, bisher ist jedoch wenig Uber sezernierte Mycoplas-
menproteine bekannt. P37, ein Protein von Mycoplasma hyorhinis, wurde auf
Fibrosarkomzellen von Mausen gefunden. Diese Mausezelllinie zeichnete sich
durch eine starke Invasivitat aus, die durch Zugabe eines P37- spezifischen
Antikorpers inhibiert werden konnte. Eine Infektion von P37- freien Zellen mit

M. hyorhinis resultierte in P37-haltigen Zellen. Dudler und Mitarbeiter stellten
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die Hypothese auf, dass es sich bei P37 um einen Bestandteil eines hochaffi-
nen Transportsystems in M. hyorhinis handelt, und dass dieser N-terminal in
der Membran verankert ist. P37 besitzt dariber hinaus einen Sequenzab-
schnitt, der typische Merkmale eines Signalpeptides flr den Proteinexport
tragt (Dudler et al., 1988). Fir M. fermentans konnten Davis und Wise 2002
zeigen, dass das oberflachenlokalisierte Lipoprotein MALP posttranslational
prozessiert wird und somit in verschiedenen Lipid-tragenden Varianten vor-
kommt: in voller Lange von etwa 41kDa (MALP-404) und mit einer Gro3e von
etwa 2kDa (MALP-2). Dem MALP-2 Protein fehlt unter anderem das im
MALP-404 vorkommende SLA (selective lipoprotein associated) Motiv. Der als
RF (released fragment) bezeichnete, stabile, etwa 39kDa grof3e Abschnitt wird
vom reifen Protein (MALP-404) - vermutlich erst extrazellular - abgespalten
und in den Kulturiberstand abgegeben. Die gezielte Abspaltung eines Frag-
mentes bietet M. fermentans die Mdglichkeit einer Veranderung seines Pha-
notyps, und weist auf einen neuen Weg in Mycoplasmen hin, wie strukturbil-
dende Oberflachenantigene — unter noch nicht naher charakterisierten Bedin-

gungen — zu sekretierten Proteinen werden kdonnen.

1.5 Themenstellung

Das Membranprotein P60 von Mycoplasma hominis, dessen weitergehende
Charakterisierung Gegenstand dieser Arbeit war, wurde ehemals aufgrund
fehlender Aufreinigungsverfahren des nativen Proteins rekombinant als Fusi-
onsprotein in E. coli hergestellt (Klon 3.2). Das mit der Dihydrofolatreduktase
und sechs Histidinen fusionierte rekombinante P60 zeigte Adhasion an HelLa-
Zellen, die mit dem P60-spezifischen monoklonalen Antikérper CG4 zu inhi-
bieren war (Weinhold, 1998). Da zum damaligen Zeitpunkt nicht vollig ausge-
schlossen werden konnte, dass auch die Dihydrofolatreduktase und die sechs
Histidine einen Einfluss auf die Adhasion haben, und sich isolierte Adhasine
moglicherweise anders verhalten als membrangebundene, sollte versucht
werden, in E. coli exprimiertes P60 oberflachenexponiert zu verankern, um in
diesen P60-prasentierenden E. coli Mutanten die P60-vermittelte Adhasion

eines Bakteriums isoliert betrachten zu konnen.
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Um einen Einbau in die auflere Membran von E. coli zu erreichen, wurde P60
mit Abschnitten von TraT, einem oberflachenlokalisierten Membranprotein von
E. coli gekoppelt. Taylor und Mitarbeiter hatten 1990 TraT als geeignetes Ve-
hikel zum Transport von Fremdantigenen an die Oberflache von E. coli be-
schrieben. TraT, ein nicht essentielles Protein von E. coli, bewirkt eine Ver-
starkung der Phagozytoseresistenz und eine ,plasmid surface exclusion®
(Achtmann et al., 1977), die die unproduktive, auf den Plasmidaustausch aus-
gerichtete Verbindung zweier Bakterien, die bereits das gleiche Plasmid tra-
gen, verhindert. Im Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Universitat Dus-
seldorf wurden neben dem eingangs beschriebenen Klon 3.2, der P60 in Fu-
sion mit Dihydrofolatreduktase exprimiert, und einem E. coli Klon, der den my-
coplasmalen P60-Vorlaufer exprimiert und mdglicherweise auch prozessiert,
drei weitere E. coli Klone hergestellt, die statt der mycoplasmalen Signalse-
quenz des P60 verschieden lange Teilstucke von TraT dem Progen vorge-
schaltet exprimieren. Ziel dieser Arbeit stellte die Charakterisierung von P60 in
diesen E. coli Mutanten dar, speziell in Hinblick auf die Frage, ob sich in die-

sen E. coli Mutanten P60 tatsachlich oberflachenexponiert zeigt.
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2. Material
2.1 Chemikalien

6-Aminohexansaure

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Arginin

B-Mercaptoethanol

Bacto Tryptone
Bromphenolblau

BSA (Bovines Serum-Albumin)
CacCl; (Calciumchlorid)
4-Chloro-1-naphthol
Coomassie Brilliant Blue R 250
ECL (Luminol)

Essigsaure

Ethanol

FCS (fetal calf serum)
Formaldehydlésung

Glucose

Glycerin

Glycin

H.0, (Wasserstoffperoxid)

HCI (Salzsaure)

Hefeextrakt

IPTG (Isopropyl-B-Thiogalactopyranosid)
Kaliumacetat

Kanamycin

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
LB-Broth-Base

Malachitgrin

Methanol

MgCl, (Magnesiumchlorid)

Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Difco (Becton Dickinson)
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Pierce
Merck
Merck
Cytogen
Merck
Merck
Merck
ICN
Merck
Merck
Gibco BRL
ICN
Merck
Serva
Merck
Merck
Invitrogen
Sigma
Merck
Merck
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Milchpulver Oxoid
MnCl, (Mangan(ll)chlorid) Merck
MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure) Sigma
NaCl (Natriumchlorid) Merck
NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat) Merck
NayHPO, (di-Natriumhydrogenphosphat) Merck
Na,CO3 (Natriumcarbonat) Merck
NaN3 (Natriumazid) Merck
Na,S,03 (Natriumthiosulfat) Merck
Pefabloc SC PLUS Roche
Pferdeserum Gibco BRL
Phenolrot Merck
Phosphorsaure Merck
PPLO-Broth Difco (Becton Dickinson)
RbCI (Rubidiumchlorid) Sigma
Rontgenfilmentwickler Kodak
Roéntgenfilmfixierer Kodak
SDS (Natriumdodecylsulfat) Merck
Silbernitrat Merck
TCA (Trichloressigsaure) Merck
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Merck
TMB (3,3',5,5’-Tetramethylbenzidin) Sigma
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck
2.2 Puffer und Stammlésungen

Anode-I-Puffer 30mM Tris-Base

20% (v/v) Methanol

Anode-IlI-Puffer 300mM Tris-Base
20% (v/v) Methanol
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Argininmedium pH 6,5 2,1% (w/v) PPLO-Broth
10% (v/v) Pferdeserum
10% (v/v) Hefeextrakt (10% [w/V])
5% (v/v) Argininldsung (20% [w/V])

Bradford-Proteinreagenz 66% (v/v) Phosphorsaure
33% (v/v) Ethanol
0,067% (w/v) Coomassie Blue

4-Chloro-1-naphtholfarbeldsung 79,92% (v/iv) PBS
19,98% (v/v) Methanol
0,1% (v/v) H202 (30%)
3,4mM 4-Chloro-1-naphthol

Coomassie-Entfarbelosung 20% (v/v) Ethanol

7,5% (v/v) Essigsaure

Coomassie-Farbeldsung 50% (v/v) Ethanol
7,5% (v/v) Essigsaure
0,1% (w/v) Coomassie Blue R250

Elektrophoresepuffer flr Polyacryl- 384mM Glycin
amidgele pH 8,5 50mM Tris-Base
0,1% (w/v) SDS

Entwicklerlosung fur Silberfarbung 6% (w/v) Natriumcarbonat
0,0185% (v/v) Formaldehyd(37%)
0,004% (w/v) Natriumthiosulfat

FACS-Puffer 137mM NaCl
7,6mM NayPOg4
1,8mM KH,PO4
2,7mM KCI
5% (v/v) FCS
0,1% (w/v) NaN3
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Farbelosung fur Silberfarbung 0,2% (w/v) Silbernitrat
0,028% (v/v) Formaldehyd(37%)

Fixierlosung | fur Silberfarbung 50% (v/v) Methanol
12% (v/v) Essigsaure
0,0185% (v/v) Formaldehyd(37%)

Fixierldsung Il fur Silberfarbung 25% (v/v) Methanol

12% (v/v) Essigsaure

Kathodenpuffer 40mM 6-Aminohexansaure
25mM Tris-Base
20% (v/v) Methanol

Malachitgrunfarbel6sung 0,4M Tris/HCI pH 6,8
45% (v/v) Glycerin
0,2% (w/v) Malachitgrin

PBS-Puffer pH 7,3 137mM NaCl
7,6mM NayPOg4
2,7mM KCI
1,8mM KH2PO4

RF1-Lésung pH 5,8 100mM RbCI
50mM MnCl;
30mM Kaliumacetat
10mM CaCly
15% (v/v) Glycerin

RF2-Lésung pH 6,8 10mM MOPS
10mM RbCI
75mM CaCl,

15% (v/v) Glycerin
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SDS-PAGE- Probenpuffer

SOC-Medium pH 7,0

Sonication-Puffer

Western Blot Stripping Puffer

2.3 Bakterien

60mM Tris/HCI pH 6,8

9% (v/v) Glycerin

5% (v/v) B-Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS

0,03% (w/v) Bromphenolblau

20% (w/v) Bacto Tryptone
5% (w/v) Hefeextrakt
8,6mM NaCl

2,5mM KCI

10mM MgCl,

20mM Glucose

300mM NaCl
50mM Na-phosphat pH 7,8

100mM B-Mercaptoethanol
62,5mM Tris/HCI pH 6,8
2% (w/v) SDS

M. hominis

FBG Patientenisolat aus Freiburg
E. coli

DH5aF’1Q Life Technologies
SG13009 QIAGEN

24 Plasmide

pQE 41 QIAGEN

pQE 60 QIAGEN
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2.5 Antikorper

Antikodrper-haltige Hybridomzellkulturiberstande aus dem Institut fur Medizini-

sche Mikrobiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf:

Monoklonaler Antikorper Antigen Eingesetze Verdinnung
FB4 P45 pur

BA10 P50 1:10

AH10 P55 pur

CG4 P60 1:10

LD7 P68 pur

BE4, LF8, NB12 P80 1:5

TF6 P100/OppA | pur

ME3 (Aszites) EF-Tu 1:2000

Der Antikdrpergehalt bei Hybridomzellkulturtiberstanden betrug 20-50ug/ml,

bei Aszites 0,9-9mg/ml.

Weitere Antikorper

S21-31 (a-LPS) Prof. H. Brade, Forschungszentrum Borstel (Brade

et al., 1996)

a-Maus Peroxidase IgG | Jackson ImmunoResearch Laboratories

o-Maus FITC IgG Jackson ImmunoResearch Laboratories

2.6 Molekulargewichtsmarker

Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range Bio-Rad

SDS-PAGE Standards, Low Range Bio-Rad
2.7 Enzyme

Trypsin T-1426; 11,6 units/mg Sigma
Trypsin-Inhibitor T-9003 Sigma
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2.8 Gerate und Hilfsmittel

3MM-Papier Whatman
Dot Blot Kammer Schleicher & Schuell
FACS Becton Dickinson

FACS-Rohrchen

Becton Dickinson

High Pure Plasmid Isolation Kit

Boehringer Mannheim

Microtiterplatten Nunc
Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell
Objekttrager Engelbrecht
PAGE-Kammer BRL

Photometer Pharmacia

Plattenphotometer Tecan Rainbow

SLT Labinstruments

Reaktionsgefale Eppendorf
Rontgenfilme Kodak
Semitrockenblot-Kammer Phase

Ultraschallgerat mit Nadelsonde 40T

(4mm Durchmesser)

B. Braun Diessel Biotech

Zentrifugen:
Biofuge 13
MR22i
Rotanta 46 RC

Heraeus Sepatech
Jouan
Hettich
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3. Methoden

3.1 Bakteriologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Mycoplasma hominis

Mycoplasma hominis wurde in sterilem Argininmedium kultiviert. Hierzu wurde
eine bei -20°C gelagerte Mycoplasmenkultur aufgetaut und in Zehnerschritten
bis zu einer Konzentration von 1:10° in Argininmedium verdiinnt. Die Verdiin-
nungsreihe wurde bei 37°C anaerob bebrutet, bis die 1:10 Verdlinnung rot
und wieder klar war (stationare Phase). Die Kultur in logarithmischer Wachs-
tumsphase liess sich durch einen Farbumschlag des Mediums von gelb nach

orange-rot und eine leichte Tribung erkennen.

3.1.2 Kultivierung von E. coli

Die zur Transformation und Expression verwendeten E. coli Stamme
DH50F’IQ und SG13009 wurden in LB-Flussigmedium kultiviert. Hierzu wur-
den ca. 30ul Bakterienkultur aus einem Glycerinstock zu 5ml LB-Medium ge-
geben und Uber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Diese ,Uber Nacht*-
Kultur wurde dann am folgenden Tag 1:10 mit frischem LB-Medium verdunnt
und nochmals — je nach gewlnschter Wachstumsphase — eine bis drei Stun-
den schittelnd bei 37°C inkubiert. Das LB-Medium war entsprechend der
plasmidvermittelten Resistenz der Bakterien mit 50ug/ml Ampicillin und
25pg/ml Kanamycin versetzt. Die E. coli Stamme DH5aF’1Q und SG13009
sind resistent gegen Kanamycin, die verwendeten Plasmide pQE41 und
pQEGO vermitteln die Ampicillinresistenz. Dies reduzierte einerseits die Kon-
tamination mit anderen Bakterien, andererseits waren nur plasmidtragende E.
coli Bakterien in diesem Medium Uberlebensfahig.

Zur Lagerung der Bakterien wurde die Bakterienkultur mit 20% (v/v) Glycerin
versetzt und bei —20°C gelagert. Dieser Glycerinstock wurde zum Animpfen

von Bakterienkulturen aufgetaut und anschlieRend wieder bei —20°C gelagert.
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Zur Kultivierung von E. coli auf Agarplatten wurde mit Ampicillin (50ug/ml) und
Kanamycin (25ug/ml) versetzter LB-Agar verwendet, auf dem die Bakterien

ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert wurden.

3.1.3 Keimzahlbestimmung

Um die Anzahl von Bakterien in einer Suspension zu bestimmen, wurden
mehrere Verdinnungsstufen dieser Suspension angesetzt und auf Agarplat-
ten ausgestrichen. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Platte mit der am besten zahlbaren Kolonienzahl wurde ausgezahlt. Hierbei
wurde davon ausgegangen, dass aus einer Bakterienzelle eine Kolonie ent-
standen war. Unter Berucksichtigung der eingesetzten Verdinnung und aus-
gestrichenen Menge konnte die Bakterienzahl in der Ausgangslésung berech-

net werden.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Praparation transformationskompetenter Bakterien

3ml LB-Medium wurden mit 30ul Bakterienkultur aus einem Glycerinstock an-
geimpft und Uber Nacht schittelnd bei 37°C inkubiert. Zu 50ml LB-Medium
wurden 500ul der ,Uber Nacht“-Kultur gegeben und bis zu einer ODgoonm VON
0,4-0,6 schuttelnd bei 37°C inkubiert. Diese Kultur wurde in sterile Zentrifu-
genrohrchen Uberfuhrt, 10 Minuten auf Eis gestellt und bei 4°C und 5000 x g
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Bakterien-
sediment aus je 25ml Kultur in je 20ml kalter RF1-Losung (siehe Kapitel 2.2)
aufgenommen. Nach ein- bis zweistundiger Inkubation auf Eis und anschlie-
Render Zentrifugation wurde das Sediment in 4ml kalter RF2-L6sung (Kapitel

2.2) aufgenommen, in 500ul Portionen aliquotiert und bei —70°C eingefroren.
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3.2.2 Plasmid DNA Praparation

Die Plasmid DNA Praparation erfolgte mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit
von Boehringer Mannheim nach der Methode der alkalischen Lyse von
Birnboim & Doly (1979) und Ish-Horowitz & Burke (1981). Hierbei wurden
1,5ml einer E.coli ,Uber Nacht“-Kultur 10 min bei 15.000 x g zentrifugiert, das
Sediment in 250ul Suspensionspuffer (50mM Tris/HCI pH8,0; 10mM EDTA;
400ug/ml RNAse A [50U/ml]) resuspendiert und 250ul Lysepuffer (0,2M
NaOH; 1%[w/v] SDS) zugefugt. Der Ansatz wurde gemischt und funf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden 350ul eisgekulnhlter
Bindepuffer (4M Guanidiniumhydrochlorid, 0,5M Kaliumacetat pH 4,2)
zugegeben und die Probe 10 Minuten bei 15.000 x g zentrifugiert, um
ausgefallene Proteine und genomische DNA zu sedimentieren. Der Uberstand
wurde in ein Filtrationsgefass Uberflhrt, das im unteren Teil von einer
permeablen, DNA-bindenden Fritte begrenzt war, und das in ein 2ml
Auffanggefass gestellt wurde. Die Probe wurde anschliefend eine Minute bei
15.000 x g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die an die Fritte
gebundene DNA wurden nun mit 500yl Waschpuffer | (5M
Guanidiniumhydrochlorid, 20mM Tris-HCI, pH 6,6) gewaschen. Nach Zugabe
von 700ul Waschpuffer Il (20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5), einminutiger
Zentrifugation bei 15.000 x g und Verwerfen des Durchlaufs, wurde das
Filtrationsgefass in ein steriles Reaktionsgefass eingesetzt. Anschlielend
wurden 100pl Elutionspuffer (10mM Tris-HCI, pH 8,5) auf die Fritte gegeben
und 30 sec bei 15.000 x g zentrifugiert. Die eluierte Plasmid-DNA befand sich

nun im Reaktionsgefass.

3.2.3 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration in einer L6sung

Die Nukleinsaurekonzentration einer Lésung wurde photometrisch bei einer
Wellenlange von 260nm bestimmt. Eine optische Dichte von 10D bei 260nm
entsprach einer Konzentration von 50ug DNA/mI. Zusatzlich wurde als Quali-
tatskontrolle die optische Dichte der Losung bei 280nm bestimmt. Der Quo-

tient der OD von 260nm zu 280nm sollte fur DNA zwischen 1,8 und 2,1 liegen.
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3.2.4 Transformation von Bakterien

Modifiziert nach der Methode von Hanahan (1983) wurden Plasmide in kom-
petente Bakterien eingebracht. Hierfur wurden 10-100ug Plasmid zu 100l
transformationskompetenten Bakterien gegeben und 30 Minuten auf Eis inku-
biert. Nach zweiminutiger Erhitzung bei 42°C wurden 400ul SOC-Medium zu-
gegeben und die Bakterien 90 Minuten schuttelnd bei 37°C inkubiert. Zur Kon-
trolle des Transformationsergebnisses wurden 100ul des Bakterienansatzes
auf LB-Platten ausgestrichen (mit Ampicillin und Kanamycin versetzt) und bei
37°C bebrutet. Zur restlichen Bakteriensuspension wurden 4ml LB-Medium
(mit Ampicillin und Kanamycin versetzt) gegeben, um diesen Ansatz ebenfalls

bei 37°C schiittelnd zu inkubieren.

3.2.5 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Die E. coli Stamme DH5aF’IQ und SG13009 stehen unter der Kontrolle des
lac-Repressors, so dass flur die Expression der heterologen Proteine eine In-
duktion mit IPTG erforderlich ist. Hierfir wurde eine ,Uber Nacht‘-Kultur 1:10
verdunnt, mit IPTG versetzt (1uM - TmM) und bei 37°C schuttelnd fur maximal

zwei Stunden weiter kultiviert und das Bakteriensediment weiter analysiert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Losung

Die Konzentration von Proteinen in Losungen wurde nach der Methode von
Bradford ermittelt (Bradford, 1976).

3.3.2 Proteinauftrennung unter denaturierenden Bedingqungen

Nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) wurden die Proteinproben in

SDS-Probenpuffer aufgenommen und fur funf Minuten auf 95°C erhitzt. Die
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nun denaturierten Proteine wurden anschlieliend auf Polyacrylamidgelen nach
ihrer Grol3e aufgetrennt, die je nach Grol3e des interessierenden Proteins zwi-
schen 7,5 und 13,5% Polyacrylamid enthielten. In der Regel erfolgte die Elek-
trophorese uber Nacht bei einer angelegten Spannung von 30 bis 40 Volt. Um
die GroRe der Proteine auf dem Gel bestimmen zu kénnen, wurden jeweils
Standard-Marker mit auf das Gel aufgetragen, die fur ein anschliellendes
Western Blot-Verfahren vorgefarbt (Prestained SDS-PAGE Standards), oder
fur Coomassie-Farbungen nicht gefarbt waren (SDS-PAGE Standards).

Coomassie Blau Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele Uber Nacht,
mindestens jedoch fur drei Stunden in Coomassiefarbelésung geschwenkt.
Die Farbelésung wurde anschlielRend durch Entfarbeldsung ersetzt, die so oft
ausgetauscht wurde, bis die Proteinbanden blau und die restlichen Gelflachen

entfarbt waren.

Silberfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Sollten geringe Proteinmengen visualisiert werden, wurde eine Silberfarbung
durchgefuhrt, die wesentlich sensitiver ist als eine Coomassiefarbung. Die
Nachweisgrenze bei dieser Methode liegt bei 2 bis 5ng Protein. Hierflr wurde
das Gel nach der Elektrophorese Uber Nacht in Fixierlosung | geschwenkt,
anschliefend zweimal fur 10 Minuten in 50% Methanol und einmal far 10 Mi-
nuten in 30% Ethanol gewaschen. Zur Verstarkung der Farbung wurde das
Gel eine Minute in 0,02% (w/v) Natriumthiosulfatldsung inkubiert und dreimal
jeweils 20 Sekunden mit A. dest. gewassert. Danach wurde es 20 Minuten in
der Farbelosung gefarbt, fir 10 Sekunden in A. dest. gewassert und bis zur
gewlnschten Farbintensitat in Entwicklerlosung geschwenkt. Der Entwick-
lungsvorgang wurde durch zehnminttiges Schwenken in Fixierlésung Il ge-

stoppt.

Gefarbte Polyacrylamidgele wurden fotografiert und durch Vakuumtrocknung

auf Whatmanpapier konserviert.
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3.3.3 Blot-Verfahren

Western Blot-Verfahren

Zum immunologischen Nachweis einzelner Antigene wurden die Proteine
nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung nach dem Verfahren von
Burnette (1981) aus dem Acrylamidgel auf Nitrozellulosemembran transferiert.
Hierfir wurden auf die Kathodenplatte einer Semitrockenblotkammer drei
Lagen in Kathodenpuffer getranktes 3MM Whatmanpapier gelegt und
luftblasenfrei glattgestrichen. Auf das Papier wurde spiegelverkehrt das Gel
gelegt und mit einem der GelgroRe entsprechenden, in Anode | Puffer
getrankten Stlck Nitrozellulosemembran bedeckt. Es folgten drei Lagen in
Anode | Puffer und drei Lagen in Anode Il Puffer getranktes 3MM
Whatmanpapier. Um samtliche Luftblasen zu entfernen, wurde der gesamte
Aufbau nochmals glattgestrichen, mit der Anodenplatte der Blotkammer
verschlossen und beschwert. Die Proteine wurden bei einer Stromstarke von

0,8mA/cm? Uiber 45 Minuten auf die Nitrozellulosemembran transferiert.

Dot Blot-Verfahren

Mit Hilfe des Dot Blot-Verfahrens konnte vergleichsweise schnell die Eignung
eines Antikorpers zur Detektion von nicht, teilweise oder vollstandig denatu-
rierten Proteinen in unterschiedlichen Konzentrationen und Puffern ermittelt
werden. Hierfir wurden von der zu untersuchenden Proteinprobe Verdin-
nungsreihen in Puffern angelegt, die die Proteine nicht, teilweise oder voll-
standig denaturierten. Diese Verduinnungsreihen wurden mit Hilfe einer Dot
Blot Kammer (Schleicher & Schuell) direkt auf eine in PBS getrankte, auf zwei
Lagen in PBS getranktem 3MM Whatmanpapier befindliche, Nitrozellulose-

membran aufgetragen.
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3.3.4 Fraktionierung und Aufreinigung von bakteriellen Proteinen

Praparation von Membran und Zytoplasma

Diese Methode wurde modifiziert nach einem Protokoll von QIAGEN fur die
Detektion von Proteinen im Zytoplasma. Eine IPTG induzierte E. coli-Kultur
(siehe Kapitel 3.2.5) wurde bis zu einer ODgoonm Von ca. 0,8 bis 0,9 schuttelnd
bei 37°C inkubiert. 1ml der Kultur wurde 10 Minuten bei 15.000 x g zentrifu-
giert, das Sediment in Sonicationpuffer gewaschen und in 500ul Sonication-
puffer resuspendiert. Die Probe wurde alternierend zehnmal in flissigem
Stickstoff eingefroren und im 37°C Wasserbad aufgetaut und anschlielRend
funfmal jeweils 10 Sekunden auf Eis mit der Ultraschallsonde behandelt. Nach
einstiindiger Zentrifugation bei 4°C und 23.500 x g wurde der Uberstand, der
die I0slichen zytoplasmatischen Proteine enthielt, abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefass Uberfuhrt. Das Sediment, in dem sich unldsliche und
membrangebundene Proteine befanden, wurde in 500ul Sonicationpuffer re-
suspendiert. Beide Proben wurden erneut 10 mal in flissigem Stickstoff einge-
froren, im 37°C Wasserbad aufgetaut, funfmal 10 Sekunden mit der Ultra-
schallsonde auf Eis beschallt und eine Stunde bei 4°C und 23.500 x g zentri-
fugiert. Von der Probe mit den zytoplasmatischen Proteinen wurde der Uber-
stand abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefass uUberfuhrt, das Sedi-
ment wurde verworfen. Von der Probe mit den membrangebundenen Protei-
nen wurde der Uberstand verworfen und das Prézipitat in 500ul Sonication-
puffer aufgenommen. Diese Proben wurden ein drittes mal alternierend
zehnmal eingefroren und aufgetaut, finfmal beschallt und eine Stunde bei
4°C und 23.500 x g zentrifugiert. Erneut wurde von der Probe mit den zy-
toplasmatischen Proteinen der Uberstand in ein neues Reaktionsgeféass Uber-
fuhrt und das Sediment der Probe, in der sich membrangebundene Bestand-

teile befanden, in 500ul Sonicationpuffer resuspendiert.
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Prazipitation von Proteinen aus dem Kulturiberstand von Bakterien

E. coli oder M. hominis Kulturen verschiedener Wachstumsstadien wurden
zentrifugiert, der Uberstand in neue Reaktionsgefale tberfiihrt und ein weite-
res Mal zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde erneut in ein frisches Re-
aktionsgefass Uberfuhrt, auf 10% (w/v) TCA (Trichloressigsaure) eingestellt
und der Ansatz 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Prazipitat zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem zweiten
Waschschritt wurde die ethanolische Lésung abgenommen und das Prazipitat
etwa 40 Minuten luftgetrocknet. Die Analyse der aus dem Kulturiberstand
prazipitierten Proteine erfolgte nach Losung in SDS-Probenpuffer auf 7,5 —

9,5% Polyacrylamidgelen.

3.3.5 Limitierte Proteolyse mit Trypsin

Eine Bakterienkultur mit einer ODgoonm zwischen 0,8 und 0,9 wurde zentrifu-
giert, das Sediment in PBS gewaschen und resuspendiert, auf vier Reaktions-
gefalle verteilt und auf Konzentrationen von 4mg/ml, 0,4mg/ml und 0,1mg/ml
Trypsin eingestellt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Trypsinaktivitat durch Einstellung der Proben auf 2,8mg/ml, 0,28mg/ml und
0,059mg/ml Trypsininhibitor gestoppt. Nach Angabe des Herstellers genlgt
1mg Trypsininhibitor, um 2,1mg Trypsin mit einer Aktivitat von 10 units/mg zu

inhibieren. Die vierte Probe blieb Trypsin-frei und diente als Kontrolle.

3.3.6 Test der Proteinstabilitat in Mycoplasma hominis

Je 3ml einer Mycoplasmenkultur aus der logarhithmischen Wachstumsphase
(orangerot) wurden zentrifugiert, das Sediment in PBS gewaschen, in Reakti-
onsgefalte Uberfuhrt und in 100ul A. dest. aufgenommen. Eine Probe wurde
direkt bei —20°C gelagert, eine Probe bei 37°C fur 6 Tage inkubiert und die
dritte Probe nach Herstellerangabe mit dem Proteaseinhibitor Pefabloc ver-
setzt und ebenfalls 6 Tage bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden die drei
Proben mit SDS-Probenpuffer versetzt und im Westernblot-Verfahren analy-

siert. Die bei —20°C gelagerte Probe diente als Kontrolle.
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3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Immunologische Detektion von Antigenen

Fir die Immunfarbung wurde die Nitrozellulosemembran, auf welche die Pro-
teine im Western Blot- oder Dot Blot-Verfahren transferiert wurden, zunachst
30 Minuten in 5% Milchldsung inkubiert, um nicht proteinbeladene Stellen ab-
zublocken. Anschlieend wurde ein proteinspezifischer Antikorper, je nach
Konzentration des Antikérpers pur oder in 5% Milchlésung verdinnt, auf die
Membran gegeben und eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in
PBS wurde Peroxidase-gekoppelter Ziege anti-Maus Antikorper fur eine weite-
re Stunde auf die Membran gegeben. Nach erneutem dreimaligen Waschen
wurde die Membran finf Minuten im Dunkeln mit Luminol inkubiert. Dies be-
wirkte eine Lumineszenz der antikorpergebundenen Stellen. Die Membran
wurde dann auf Whatmanpapier kurz abgeblockt und mit Klarsichtfolie abge-
deckt. Das Auflegen von Rontgenfilmen auf die so behandelte Membran fihr-
te zu einer Schwarzung der Filme an den Stellen, an denen das untersuchte
Antigen auf der Membran vorhanden war. Auf diese Weise konnten die Er-

gebnisse auf Rontgenfilm festgehalten werden.

Alternativ zur Chemilumineszenz konnten die nitrozellulosefixierten Proteine
mit 4-Chloro-1-naphthol sichtbar gemacht werden mit dem Vorteil, dass Un-
terschiede in Antigenmengen besser dargestellt werden konnten als in der
Chemilumineszenz. Hierfur wurde die mit Erst- und Zweitantikdrper behandel-
te Nitrozellulosemembran 30 Minuten bis zwei Stunden im Dunkeln in einer 4-
Chloro-1-naphthollésung gefarbt und bei Bedarf zur Verstarkung nochmals in

einer 1:50 Verdunnung dieser Losung uber Nacht inkubiert.
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3.4.2 Schachbrett-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Von den zu untersuchenden Bakterien oder Bakterienbestandteilen (Mem
bran- und Zytoplasmafraktion) wurden Verdinnungsreihen angelegt (1000ng,
500ng, 250ng usw.) und diese in einer 96 Well Microtiterplatte eine Stunde
(Bakterien) oder uber Nacht (Bakterienlysate) angelagert. Zur Verdunnung
und als Negativkontrolle wurde PBS verwendet. Nach der Anlagerung wurde
das nicht gebundene Antigen durch Waschen mit PBS entfernt und die nicht
proteinbesetzten Stellen mit 1% Milchpulver abgeblockt. Nach erneutem Wa-
schen mit PBS wurde der jeweilige Antikorper in serieller Verdiinnung zuge-
geben und eine Stunde schiittelnd inkubiert. Uberschiissiger Antikdrper wurde
mit PBS ausgewaschen und die angelagerten Proben mit Peroxidase konju-
giertem o-Maus Antikorper fur eine weitere Stunde schuttelnd inkubiert. Die
Platte wurde daraufhin grindlich mit PBS gewaschen und TMB Substratl6-
sung zugegeben. Nach 20 minutiger Inkubation im Dunkeln und Stoppen der
Farbreaktion durch Einstellen auf 1M HCI wurde die Extinktion bei 450nm im

Plattenphotometer gemessen.

3.4.3 FACS (Fluoreszenz aktivierter Zellsortierer)-Analyse von E.coli Klonen

Aus IPTG induzierten, sich in der logarithmischen Wachstumsphase befin-
denden Bakterienkulturen der verschiedenen E. coli Klone wurden je 10yl in
FACS-Rohrchen Uberfihrt, 10 Minuten bei 4500 x g und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment zweimal mit je 1ml kaltem FACS-
Puffer gewaschen. Die Sedimente wurden nun in 200ul Antikérperlésung auf-
genommen und eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Proben wurden erneut 10
Minuten bei 4500 x g und 4°C zentrifugiert, die Prazipitate zweimal in je 1ml
kaltem FACS-Puffer gewaschen, anschlieffend in 20ul FITC markiertem Zie-
ge-anti-Maus Antikérper aufgenommen und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen in je 1ml kaltem FACS-Puffer wurden die Sedi-
mente in je 1,5ml kaltem FACS-Puffer aufgenommen und im FACS gemes-
sen. Als Negativkontrolle und zur Einstellung des Gerats (Gate: G1, Gated
Events: 100000, Y Parameter: FL2-H FL2-Height (Log)) wurde eine Probe

verwendet, die nur mit dem FITC-markierten Antikorper ohne Erstantikdrper
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inkubiert worden war. Als Positivkontrolle diente eine Probe, die mit einem
Erstantikorper gegen LPS (Brade et al., 1996) und einem FITC konjugierten
Antikdrper markiert war, da LPS oberflachenlokalisiert ist. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe des Programms CellQuest der Firma Becton Dickinson.
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4. Ergebnisse

4.1 Ausgangssituation

Im Institut fur Medizinische Mikrobiologie der Heinrich-Heine-Universitat Dus-
seldorf wurden verschiedene E. coli Expressionsklone hergestellt mit dem
Ziel, das Membranprotein P60 von Mycoplasma hominis in E. coli zu exprimie-
ren und oberflachenexponiert zu verankern, um dann die Adharenz dieser E.
coli-Varianten mit und ohne P60 vergleichen zu kénnen. Zu diesem Zweck
wurde das P60-Protein nicht nur als Vorlaufer in E. coli exprimiert (Klon MA2),
also inklusive seiner mykoplasmalen Signalsequenz, die zum Transport durch
die Membran und Verankerung an ein Lipid bei M. hominis erforderlich ist,
sondern ebenfalls Konstrukte generiert, bei denen drei verschieden lange
Fragmente des TraT-N-Terminus vor die Sequenz des reifen P60-Proteins
kloniert wurden. TraT ist ein oberflachenlokalisiertes Membranprotein von E.
coli, das dort in groBer Zahl vorkommt und eine ,plasmid surface exclusion®
und eine Phagozytoseresistenz bewirkt. Wie von Taylor und Mitarbeitern 1990
und der Arbeitsgruppe Chang 1999 beschrieben, zeigte sich eine Fusion mit
TraT gut geeignet fur die Oberflachenexposition rekombinanter Proteine in E.
coli. Die Lange der TraT Fragmente wurde nach Untersuchungen der
hydrophilen und hydrophoben Bereiche von TraT (mit Hilfe des Protean Pro-
gramms von DNAStar) so gewahlt, dass sie mit hydrophilen Proteinabschnit-
ten endeten, die oberflachenlokalisiert, also extrazellular auf der Membran-
oberflache gelegen waren. Fir potentiell geeignet wurden die N-terminalen
Abschnitte des TraT von 13 (MA3), 61 (MA4) und 200 (MA5) Aminosauren
zuzuglich der P60-eigenen Signalsequenz befunden (siehe Abb. 4.1). Als Ne-
gativkontrolle wurde ein weiterer Klon (Klon 3.2) mitgefuhrt, der statt der Sig-

nalsequenz die Dihydrofolatreduktase exprimiert.
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Abb.4.1: Darstellung der Hydropathieprofile der einzelnen P60-Varianten:

(Bereiche oberhalb der Abszisse entsprechen hydrophilen Sequenzabschnitten; die unterhalb
hydrophoben) P60": mycoplasmales Signalpeptid, Hg: 6 Histidine, DHFR: Dihydrofolatreduk-
tase, AA: Aminosaure.

4.2 Expression der verschiedenen rekombinanten P60 Konstrukte

Die verschiedenen P60 Plasmide waren in den E. coli Stamm DH5aF’lQ ein-
gebracht worden, der Uberraschenderweise auch ohne IPTG Induktion P60
produzierte. Im E. coli Stamm SG13009 liess sich die heterologe Expression
der P60-Varianten wesentlich besser durch IPTG regulieren. Die verschiede-
nen Klone zeigten unterschiedlich starke Expressionen (siehe Abbildung 4.2).
Der Klon 3.2 exprimierte auch in diesem E. coli Stamm ohne IPTG Induktion
massiv (Abb. 4.2, Immunfarbung, vorletzte Spur). Er wurde in den weiteren
Experimenten ohne IPTG-Zugabe exprimiert. Der Klon MA2 exprimierte P60
ebenfalls ohne IPTG Induktion (Abb. 4.2., Spur 1 MA2). Unterschiedliche Kul-

tivierungstemperaturen zeigten hierbei keinen Einfluss auf die Expressionsin-
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tensitat (Daten nicht gezeigt). Die Klone MA2, MA3, MA4 und MA5 wurden mit
drei verschiedenen IPTG Konzentrationen (1pM, 100pM und 1mM) versetzt,
und die Proteinprofile mit einer nicht induzierten Kultur verglichen (Abbildung
4.2). Fur den Klon MA2 zeigte sich eine IPTG Konzentration von 1uM optimal,
jede hohere Konzentration war mit einer massiven Zunahme von Abbaupro-
dukten verbunden, wie in den Spuren (1 bis 4; MA2) deutlich zu sehen ist.
MAS3 exprimierte P60 von allen Klonen am schwachsten (Abb. 4.2, Spuren 1
bis 4; MA3). Da in einigen Experimenten das P60-Konstrukt dieses Klons mit
100uM IPTG kaum zu detektieren war, wurde er im Folgenden mit 1mM IPTG
induziert. Die Klone MA4 und MA5 zeigten bei 100uM eine gute Expression
(Abb. 4.2, jeweils Spur 3 bei MA4 und MAS5), sie wurden fur weitere Experi-
mente mit dieser IPTG Konzentration kultiviert. Zu erwahnen ist noch, dass
der eingesetzte anti-P60-Antikdrper CG4 eine Kreuzreaktivitat mit einem
35kDa grol3en Protein von E. coli aufweist. Wie in der Coomassiefarbung er-
sichtlich, wurde beim MAS in den Spuren 3 und 4 weniger Protein aufgetra-
gen, was die schwache Expression des kreuzreaktiven 35kDa E. coli Proteins

erklart. Die P60 Banden sind hier entsprechend schwacher ausgepragt.
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Abb. 4.2: Induktion der P60-Expression in den MA-Klonen in Abhangigkeit von der IPTG Kon-
zentration

M = Marker, 1 = ohne IPTG, 2 = 1uM IPTG 3 = 100uM IPTG, 4 = 1mM IPTG, - = E. coli mit
Plasmid pQEG0 ohne Insert. A: Coomassiefarbung, B: Immunfarbung

Die Induktion mit IPTG erfolgte wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben. Die Immunfarbung fir die
Chemilumineszenz (siehe 3.4.1) wurde mit dem P60 Antikérper CG4 durchgefiihrt.
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4.3 Die rekombinanten P60 Konstrukte liegen in E. coli I6slich und

unloslich vor

Um herauszufinden, ob eines der P60 Konstrukte wie erwartet in die Membran
eingebaut wird, wurden die Membran-haltigen Fraktionen der verschiedenen
E. coli Mutanten isoliert. Die hierfur notige Lyse der E. coli Bakterien gestalte-
te sich schwierig. Fur eine saubere Praparation von l6slichen und unldslichen
Proteinen waren Modifikationen des Protokolls aus ,The QIlAexpressionist®
(QIAGEN) notig (siehe Kapitel 3.3.3). Als Positivkontrolle fur die Membran-
haltige Fraktion wurde in der Immunfarbung ein LPS spezifischer Antikérper
verwendet, der von Prof. Brade (Brade et al., 1996) zur Verfugung gestellt
wurde. Zum Nachweis zytoplasmatischer Proteine wurde ein monoklonaler
Antikdrper gegen den Elongationsfaktor Tu eingesetzt (siehe Abb. 4.3.1).

P60 fand sich bei allen Klonen (MA2, MA3, MA4, MA5 und 3.2) sowohl im Zy-
toplasma als auch in der Membran-haltigen Fraktion, wobei der grofiere Anteil
im Zytoplasma detektiert wurde (siehe Abbildung 4.3.1). Der MA2-Klon wies
von allen Klonen die gréfdte Menge P60 in der Fraktion unléslicher Proteine
auf. Zu bertcksichtigen blieb hier allerdings, dass der Klon insgesamt sehr
viel P60-Protein exprimierte und auch hier die Menge an P60 in der Zytoplas-
mafraktion am groRten war. Dartber hinaus konnte auch in der Membranfrak-
tion eine geringe Menge EF-Tu detektiert werden. Dies war bei den Ubrigen
Klonen erst bei Belichtungszeiten von mehr als 10 Minuten der Fall. Bei die-
sen Belichtungszeiten wurden auch die Banden fur LPS kraftiger, was aller-
dings mit einer starken Hintergrundschwarzung verbunden war. Hervorzuhe-
ben ist, dass beim Klon 3.2, der keine Signalsequenz fur Translokation und
Einbau in die Membran tragt, P60 jedoch in der Membran-haltigen Fraktion
detektierbar war. Dies wies darauf hin, dass die P60-Kontrukte bevorzugt in
unléslichen ,Inclusion bodies” vorlagen, und die Fusion von P60 mit verschie-
den langen Bereiches des TraT-N-Terminus den Transport in die Membran im

Vergleich mit dem reifen P60-Protein nicht begunstigte.
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Abb. 4.3.1: Lokalisation der P60-Varianten der Klone MA2, MA3, MA4, MA5 und 3.2.

Membran-haltige Fraktion unloslicher Proteine (M) und Zytoplasma (Z) wurden - wie in Kapitel
3.3.3 beschrieben - prapariert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine in einem
12% Polyacrylamidgel wurden diese Coomassie gefarbt (A) oder im Westernblot (siehe 3.4.1)
mit Antikdrpern gegen EF-Tu (ME3), LPS und P60 (CG4) immungefarbt (B). Die Hohe der
Banden fir EF-Tu und LPS sind seitlich gekennzeichnet. Die Ubrigen Banden markieren P60
und dessen Abbauprodukte. K= Kontrolle: SG13009 mit Plasmid pQE60 ohne Insert. M1 =
SDS-PAGE Standard, Low Range, M2 = Prestained SDS-PAGE Standard, Low Range.
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4.4 Keine der P60 Varianten wird bei E. coli oberflachenexponiert

prasentiert

Nachdem P60 in der Membran-haltigen Fraktion nachgewiesen werden konn-
te, stellte sich die Frage, ob es auch oberflachenexponiert vorlag. Um diese
Frage zu klaren, wurden verschiedene Strategien verfolgt.

Eine limitierte Proteolyse der E. coli Klone mit Trypsin, bei der davon auszu-
gehen war, dass zuerst oberflachenexponierte Proteine intakter Zellen abge-
baut werden, brachte kein eindeutiges Ergebnis. Eine Abnahme von P60 ging
mit einer Abnahme des in erster Linie zytoplasmatischen Proteins EF-Tu ein-
her (Daten nicht gezeigt).

In einem ELISA wurde ermittelt, wie sich lysierte von intakten Bakterien in Be-
zug auf ihre P60-Detektion unterschieden. Bei Einsatz von gleichen Mengen
Bakteriensuspension konnte bei den lysierten Klonen sehr viel mehr P60
nachgewiesen werden als bei den nicht lysierten. Dies wies darauf hin, dass
P60 bei intakten E. coli Klonen nicht, oder kaum zuganglich ist, wobei eine
spontane Lyse der Bakterien auf der Plastikoberflache nicht ganzlich ausge-
schlossen werden konnte.

Nachdem diese Experimente Daten lieferten, die die Oberflachenexposition
von P60 nicht bewiesen, da ebenfalls ein Ausbluten des zytoplasmatischen
P60 zu den gemessenen Werten hatte fuhren kdénnen, wurden die Klone
schlie3lich im FACS untersucht. Hier wurde als Negativkontrolle nur der FITC-
markierte Antikorper ohne Erstantikbrper zu den Proben gegeben. Als Positiv-
kontrolle fur einen Oberflachenmarker wurde der gegen LPS gerichtete Anti-
korper eingesetzt (Brade et al., 1996). Die FACS Analyse bestatigte die Ver-
mutung, die durch die vorangegangenen Experimente aufgekommen war: Das
rekombinante P60 war bei keinem der E. coli Klone oberflachenlokalisiert zu-
ganglich (siehe Abb. 4.4.1). Es bleibt anzumerken, dass der Nachweis des
oberflachenlokalisierten LPS mit nur etwa 6,5% der ausgezahlten Bakterien
gering ausgefallen war. Dies lag vermutlich an der relativ schwach konzent-
rierten AntikOrperlosung und der generellen Schwierigkeit, Bakterien im FACS

ZU untersuchen.
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Abb. 4.4.1: FACS Analysen der verschiedenen P60-Klone.

Als Negativkontrolle wurde der Klon MA3 mit dem FITC markierten Antikdrper ohne Erstanti-
korper inkubiert. Als Positivkontrolle wurde der Klon MA3 mit einem Antikdrper gegen oberfla-
chenlokalisiertes LPS inkubiert. Die Ubrigen Plots zeigen die Populationen der Klone MA2,
MAS3, MA4, MA5 und 3.2 nach Immunfarbung mit dem P60-Antikorper CG4.
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Aus Abbildung 4.4.1 wird ersichtlich, dass es eine deutlich von der Negativ-
kontrolle zu unterscheidende Population bei Inkubation mit anti-LPS Antikor-
pern gab, die bei den MA-Klonen und Klon 3.2, die mit CG4 inkubiert worden
waren, nicht zu finden war.

Um auszuschlielen, dass die Konzentration des CG4 Antikorpers zu gering
war fur die Detektion aller oberflachenexponierter P60 Molekule und somit
Ursache der fehlenden Populationsverschiebung, wurde in einem parallel
durchgefuhrten Schachbrett-ELISA der Antikdrper CG4 in verschiedenen Ver-
dinnungen an Bakterienproben, die identisch mit denen der FACS Untersu-
chung waren, getestet. Die Bakterien wurden lysiert angelagert, um einen
mdoglichst hohen Anteil von P60 zuganglich zu machen. Sowohl das Bakteri-
enlysat als auch der Antikérper wurden in flnfer Schritten ausverdinnt und
gegeneinander getestet. Das in Abbildung 4.4.2 beispielhaft gezeigte Dia-
gramm zeigt die Ergebnisse des Schachbrett-ELISAs mit dem MAS3-Klon in
drei Verdunnungsstufen und vier verschiedenen Konzentrationen des CG4
Antikdrpers. Wurde das Lysat pur oder 1:5 verdunnt angelagert, so kam es bei
den vier eingesetzten Antikorperkonzentrationen zu keiner Abnahme der Ex-
tinktion, d. h. selbst bei einer Verdunnung des Antikorpers von 1:100 wurde
noch maximale OD gemessen, was einer vollstandigen Detektion aller P60
Molekule entsprach. Dieses Ergebnis fand sich auch bei den ubrigen Klonen
und unterstitzte, dass der fehlende Nachweis von P60 bei den E. coli Mutan-
ten darauf hinweist, dass P60 in den E. coli Mutanten nicht oberflachenexpo-

niert ist.
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Abb. 4.4.2: Schachbrett-ELISA der im FACS eingesetzten Probe des MA3-Klons.

Das Lysat des MA3-Klons aus der logarithmischen Wachstumsphase wurde pur, 1:5, 1:25
und 1:125 verdinnt angelagert. Die Inkubation mit dem P60 spezifischen mAk CG4 erfolgte
ebenfalls pur, 1:5, 1:25 und 1:125 verdinnt.

4.5 Die P60 Varianten werden in den Kulturiiberstand abgegeben

Nachdem P60 zwar in der Membran-haltigen Fraktion, nicht aber oberfla-
chenexponiert gefunden wurde, blieb die Frage offen, wieso der zu erwarten-
de Transport Uber die Membran an die Oberflache nicht stattfand. So entstand
die Arbeitshypothese, dass im E. coli das rekombinante P60 moglicherweise
zwar Uber die Membran transportiert, hier jedoch nicht verankert, sondern se-
zerniert wird. Also wurde der Kulturiberstand der verschiedenen E. coli Mut-
anten auf das Vorkommen von P60 hin untersucht. Wie aus Abbildung 4.5
ersichtlich wird, wurde P60 bei allen Klonen im Kulturiberstand detektiert. Zur
Kontrolle wurde der Kulturiiberstand auch auf das zytoplasmatische Protein
EF-Tu getestet, um ausschlieRen zu konnen, dass die detektierten Proteine
nur von lysierten Bakterien stammten. Bei den Klonen MA2, MA4 und 3.2 wa-
ren die P60-Banden sehr viel starker ausgepragt als die Banden fur EF-Tu,
wie in Abbildung 4.5, Spuren MA2, 3.2 und MA4 der Immunfarbung deutlich
zu sehen ist. Dies zeigt, dass die Proteine nicht aus lysierten Bakterien stam-

men.
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Abb. 4.5: Untersuchung verschiedener E. coli Kulturiiberstande auf Anwesenheit von P60.

M = Marker, WB = Western Blot-Verfahren (Kapitel 3.3.2). Pro Spur wurden die mit TCA pra-
zipitierten Proteine der Ubersténde von je 2ml Kultur aufgetragen (siehe 3.3.3). Die Immunfér-
bung erfolgte mit dem P60 Antikérper CG4 und dem EF-Tu —Antikérper ME3 (Verfahren siehe

3.4.1).
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Bei den Klonen MA3 und MA5 (Abb. 4.5, Spuren MAS und MA3 der Immun-
farbung) wurde mehr EF-Tu als P60 detektiert. Dies kann zumindest beim
Klon MA3 durch die hier generell sehr geringe Expression von P60 bedingt
sein, zeigt jedoch, dass je nach Mutante, ebenfalls der EF-Tu in den Uber-

stand abgegeben wird.

4.6 Mycoplasma hominis sezerniert Proteine

Nachdem gezeigt werden konnte, dass rekombinantes P60 in den Kulturuber-
stand der MA-Klone abgegeben wird, wurde auch der Kulturiberstand einer
M. hominis Kultur auf das Vorhandensein von mycoplasmalen Proteinen hin
untersucht. Wie bei E. coli wurden die Proteine aus den Kulturiberstanden mit
TCA prazipitiert (siehe Kapitel 3.3.3) und im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als
Kontrolle wurden die aus den Kulturen sedimentierten Mycoplasmen aufge-
tragen (Abb. 4.6.1). Um ausschlie3en zu kdnnen, dass die Proteine nur durch
lysierte Mycoplasmen in den Uberstand gelangt waren, wurde dieser neben
dem Vorhandensein des P60-Proteins sowohl auf weitere Membranproteine

als auch auf zytoplasmatische Proteine hin untersucht.

Membranproteine

Der Kulturiberstand wurde auf das Vorhandensein der Membranproteine P50,
P60, P80 und P100/OppA untersucht (siehe Abb. 4.6.2). Detektiert werden
konnten davon P60 und P80 (siehe Abb. 4.6.2, jeweils Spuren A bis D), die
bei M. hominis einen oberflachenlokalisierten Membrankomplex bilden. P50
und P100/OppA konnten auch bei Belichtungszeiten von mehr als 30 Minuten

nicht im Kulturiberstand nachgewiesen werden (Abb. 4.6.2).
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Abb. 4.6.1: Coomassieblaufarbung der Proteine einer M. hominis Kultur in Uberstand und
Bakteriensediment.

A+-E; = Bakterien aus 400l Kultur als Kontrolle, aufgenommen in SDS-Probenpuffer, A=
aus stationarer Phase (Kultur rot und klar), B = aus spéater logarithmischer Wachstumspha-
se (rot und triib), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und triib),
D = aus beginnender logarithmischer Wachstumsphase (orange), E = vor Eintritt in die loga-
rithmische Phase (gelb), K = mit TCA behandeltes Medium als Negativkontrolle, A,-E,= mit
TCA préazipitierte Proteine des Kulturiiberstandes aus 100ul Kultur.

Zytoplasmatische Proteine

Parallel wurde der Uberstand auf die zytoplasmatischen Proteine P45, P55, P68
und EF-Tu untersucht. P45, P55 und P68 konnten nicht (Abb.4.6.3), bzw. P55
nur nach Belichtung von mehr als 20 Minuten nachgewiesen werden. Der Elon-
gationsfaktor Tu wurde nur nicht im Uberstand einer Mycoplasmenkultur zu Be-
ginn der logarithmischen Wachstumsphase detektiert (Abb.4.6.2 oben rechts,
Spur D), was bei den Membranproteinen P60 und P80 mdglich war (siehe Ab-
bildung 4.6.2 oben rechts und unten links, jeweils Spur D). Der fehlende Nach-
weis des zytoplasmatischen EF-Tu schliel3t zumindest in dieser Kultur eine Kon-
tamination mit Bestandteilen lysierter Bakterien aus, was uns zu der These ver-
anlasst, dass die im Kulturiberstand nachgewiesenen Proteine P60 und P80

vom Bakterium sezerniert werden.
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Abb.4.6.2 Immunologischer Nachweis der Membranproteine P50, P60, P80 und P100/OppA
in Uberstand und Bakteriensediment einer M. hominis Kultur.

K = Bakterien aus 400ul Kultur aus der beginnenden logarithmischen Wachstumsphase als
Kontrolle, aufgenommen in SDS-Probenpuffer, M = mit TCA behandeltes Medium als Nega-
tivkontrolle, A-E = mit TCA prazipitierte Proteine aus 100ul Kulturiiberstand: A = aus statio-
narer Phase (Kultur rot und klar), B = aus spater logarithmischer Wachstumsphase (rot und
trib), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und triib), D = aus
beginnender logarithmischer Wachstumsphase (orange), E = vor Eintritt in die logarithmi-
sche Wachstumsphase (gelb).

Seitlich gekennzeichnet sind die jeweils detektierten Proteine.
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Abb. 4.6.3: Immunologischer Nachweis zytoplasmatischer Proteine in Uberstand und Bak-
teriensediment einer M. hominis Kultur K = Bakterien aus 400ul Kultur aus der beginnen-
den logarithmischen Wachstumsphase als Kontrolle. M = mit TCA behandeltes Medium
als Negativkontrolle, A-E = mit TCA prazipitierte Proteine aus 100ul Kulturiberstand: A =
aus stationarer Phase (Kultur rot und klar), B = aus spéater logarithmischer Wachstums-
phase (rot und triib), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und
trib), D = aus beginnender logarithmischer Wachstumsphase (orange), E = vor Eintritt in
die logarithmische Wachstumsphase (gelb). Seitlich gekennzeichnet sind die jeweils de-
tektierten Proteine.
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Proteinstabilitat

Da die zytoplasmatischen Proteine P45, P68 Uberhaupt nicht und P55 nur
sehr schwach in den Uberstanden zu finden waren, liess die Detektion von
P60 und P80 im Uberstand der Kultur auf eine Sekretion dieser Proteine bei
M. hominis schlieRen. Die Tatsache, dass der Elongationsfaktor Tu zu Beginn
der logarithmischen Wachstumsphase nicht nachweisbar war, dagegen je-
doch P60 und P80 sprach ebenfalls daftir. Um dennoch auszuschlieRen, dass
die Proteine schlicht aufgrund eines friihzeitigen Abbaus im Uberstand nicht
mehr nachgewiesen werden konnten, wurde versucht, einen Hinweis auf die
Stabilitat der Proteine zu erhalten. Dafur wurden Mycoplasmen aus einer loga-
rithmisch wachsenden Kultur 6 Tage bei 37°C in A. dest. inkubiert und ihr Pro-
teinprofil anschliefend im Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente eine
identische Probe, die wahrend der Inkubationszeit bei —20°C eingefroren war.
Als weitere Kontrolle wurde eine Probe mit Pefabloc, einem Proteaseinhibitor,
versetzt (Abb. 4.6.4).
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Abb. 4.6.4: Stabilitat der Proteine einer lysierten Mycoplasma hominis-Kultur

FBG aus je 3ml Kultur wurde in 100ul PBS aufgenommen und nach 6tagiger Inkubation
bei —20°C (Spur 1)oder 37°C (ohne Pefabloc: Spur 2; mit Pefabloc: Spur 3)mit 25ul SDS-
Probenpuffer versetzt. Je 15ul Probe wurde pro Spur im 12% SDS-PAGE aufgetrennt und
entwerden coomassie- oder mit Antikdrpern gegen die angegebenen Proteine immunge-
farbt (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.4.1)Bei den P50- und P55-spezifischen Immunfarbungen
wurden nur 1/10 Vol. je Spur aufgetragen, da die Banden sonst nur schwer zu differenzie-

ren waren. M = Marker
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Alle getesteten Proteine, inklusive derer, die nicht im Mycoplasmenkulturiu-
berstand gefunden wurden, waren unter den gegebenen Reaktionsbedingun-
gen gut nachweisbar. Die schwacher ausgepragten Banden in den Proben mit

Pefabloc erklaren sich durch die Verdinnung durch dessen Zugabe.
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5. Diskussion

Das anfangliche Ziel dieser Arbeit war es, das P60-Protein so modifiziert in E.
coli zu exprimieren, dass es oberflachenlokalisiert prasentiert wird, um Adha-
renzvergleiche zwischen P60-prasentierenden und P60-freien E. coli Bakteri-
en anstellen zu konnen. Dazu lagen Konstrukte vor, bei denen der Proteinse-
quenz des reifen Proteins entweder keine, die P60-eigene mycoplasmale Sig-
nalsequenz vorgeschaltet war oder eines von drei verschieden langen Berei-
chen des E. coli TraT-Proteins, die jeweils exakt mit einer oberflachen-
exponierten Region endeten. Die Charakterisierung dieser Konstrukte zeigte,
dass keines der P60-Varianten oberflachenlokalisiert prasentiert wird. Unter-
suchungen der Kulturiberstande der verschiedenen P60-Klone und M. homi-
nis Kultur fuhrten jedoch zu der Entdeckung, dass P60 neben weiteren mem
branstandigen Mycoplasmaproteinen in den Uberstand abgegeben wird. Die-
ses Ergebnis legte den Grundstock fur die im Jahre 2004 veroffentlichte Arbeit
Uber ein sekretiertes Antigen von Mycoplasma hominis (Hopfe et al., 2004)
Obwohl die Arbeitsgruppe von Taylor bereits 1990 das TraT-Protein als ein
geeignetes Vehikel zum Transport von Fremdantigenen an die Zelloberflache
von E. coli beschrieben hatte und dies von Chang und Mitarbeitern 1999 bes-
tatigt wurde, fihrte die Fusion von TraT Abschnitten mit P60 nicht zu einer
Oberflachenexposition dieses Proteins. Offensichtlich ist diese Methode nicht
bei allen Proteinen ein Garant fir einen erfolgreichen Einbau in die auliere
Membran und ihre Prasentation an der Bakterienoberflache.

P60 wurde in den Varianten mit TraT-Abschnitten (MA3, MA4 und MAS5), so-
wie mit der nativen Signalsequenz in der Membran-haltigen Fraktion der un-
I6slichen Proteine der entsprechenden E. coli Mutante nachgewiesen, dies
war sogar bei dem Klon 3.2 zu beobachten, der keinerlei Signalsequenz fur
den Transport Uber und eine Verankerung in der Membran enthielt. Da die
heterologe Uberexpression von Proteinen zur Formation von unldslichen
»Inclusion bodies* fihren kann, und diese nach Trennung von Zytoplasma und
Membranfraktion ebenfalls Bestandteil der Membranfraktion sind, ist der
Nachweis der P60 Konstrukte in der Membranfraktion nicht zwangslaufig

gleichbedeutend mit dem Nachweis ihrer Membranstandigkeit.
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Bei den Experimenten zur Lokalisation von P60 wurde der Nachweis des Pro-
teins EF-Tu anfanglich als Kontrolle fur zytoplasmatische Bestandteile ge-
nutzt. Otto und Mitarbeiter haben 2001 in einer Untersuchung Uber die veran-
derte Zusammensetzung von Auflenmembranproteinen bei Adhasion von E.
coli an abiotische Oberflachen auch EF-Tu in der AuBRenmembran detektieren
konnen und zwar unabhangig von einer Adhasion. Auch bei Experimenten flr
diese Arbeit konnte EF-Tu in der Immunfarbung bei langen Belichtungszeiten
in der Membranfraktion detektiert werden. Bei Experimenten, die EF-Tu als
Kontrolle flir das Vorkommen von zytoplasmatischen Bestandteilen vorsehen,
sollte deshalb berucksichtigt werden, dass die Detektion des EF-Tu in der
Membranfraktion keine Kontamination mit Zytoplasmabestandteilen bedeutet.

Vasquez-Laslop und Mitarbeiter zeigten 2001, dass unter anderen der EF-Tu
bei osmotisch geschockten, mit EDTA behandelten Bakterien selektiv freige-
setzt wird. Da eine Freisetzung auch unter anderen Bedingungen nicht aus-
geschlossen werden kann, ist die Detektion des EF-Tu beispielsweise im Kul-
turiberstand somit auch nicht als Indikator fur lysierte Zellen zu deuten. Der
Elongationsfaktor Tu stellte also keinen idealen Marker fir lysierte Bakterien
bzw. die Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile dar.

Als alternatives Markerprotein fur zytoplasmatische Proteine konnte bei E. coli
eventuell das 35kDa Protein herangezogen werden, das ebenfalls das Epitop
des CG4-Antikorpers tragt (Kreuzreaktivitat) und ausschlielllich in der Zy-
toplasmafraktion von E. coli zu detektieren war (siehe Kap. 4.3).

Seit 1993 ist bekannt, dass die Membranproteine P50, P60, P80 und P100 als
Adhasine von Mycoplasma hominis fungieren (Henrich et al. 1993). Fur P60
und P80 konnte gezeigt werden, dass beide Proteine komplexiert in der
Membran vorliegen und dass dieser Komplex mit dem zytoplasmatischen
HinT Protein durch eine Bindung an P80 interagiert. Des weiteren bilden die
Gene, die fur P60, P80 und HinT kodieren, ein Operon (Kitzerow & Henrich,
2001). Fur die Familie der HinT Proteine war bisher nur bekannt, dass sie an
Purine binden und in Eukaryonten Adenosinmonophosphatderivate hydroly-
sieren (Bieganowski et al. 2002). Ihre genaue Funktion in Prokaryonten ist
derzeit noch unbekannt, wobei die Interaktion dieser konservierten HinT Pro-

teine mit membranstandigen, sekretierten Proteinen bei Mycoplasmen (Hopfe
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et al., 2004) einen ersten Schritt zur Entschlisselung ihrer Funktion darstellen

mag.

Die in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten P60 Konstrukte konnten im
Kulturmedium von E. coli detektiert werden und zwar ohne sichtbaren Gro-
Renverlust im Vergleich zu ihrer theoretisch kalkulierten GrofRe. Da bis auf den
MAZ2 allen Varianten die Signalsequenz zur Sekretion fehlte, liegt der Gedan-
ke nahe, dass die P60-Sekretion durch andere Regionen des Proteins signali-
siert wird. In Kulturen von M. hominis liess sich ebenfalls P60 im Kulturiber-
stand nachweisen, dariber hinaus auch das in der Auenmembran mit ihm im
Komplex vorliegende Protein P80. Die oberflachenexponierten Membranpro-
teine P50 und P100 konnten unter den in diesen Experimenten gewahlten
Reaktionsbedingungen nicht im Kulturiberstand dargestellt werden. Zur Kon-
trolle wurde der Mycoplasmenkulturiberstand auch auf das Vorhandensein
von zytoplasmatischen Proteinen getestet, um ausschlieRen zu konnen, dass
die Proteine von lysierten Bakterien stammten und so in den Uberstand ge-
langt waren. Abgesehen vom Nachweis des EF-Tu und dem bei langen Be-
lichtungszeiten schwach detektierbaren P55, waren verschiedene zytoplasma-
tische Proteine im Uberstand nicht nachweisbar. Weiterfiihrende Experimente
der Mycoplasmenarbeitsgruppe zeigten, dass die Menge und der Nachweis
der sezernierten Proteine an sich gro’en Schwankungen unterworfen war,
und dass beispielsweise hohe Konzentrationen zweiwertiger lonen die Sekre-
tion der Proteine von M. hominis inhibieren. P80 wies jedoch als einziges der
untersuchten Proteine im Uberstand einen GréRenverlust von 10 kDa auf, was
sich durch Abspaltung des N-terminalen Signalpeptides erklaren lalkt (Hopfe
et al. 2004).

Fir die Schlussfolgerung, dass die im Uberstand einer Bakterienkultur gefun-
denen Antigene sekretiert wurden, musste die Frage der Proteinstabilitat be-
rucksichtigt werden, um sicherzugehen, dass die detektierten Proteine nicht
doch von lysierten Bakterien stammten und nur aufgrund einer hoheren Stabi-
litdt im Kulturiberstand noch nachweisbar waren. Da eine Analyse der Prote-
instabilitat in Kulturmedium aufgrund der potentiellen Proliferation eines einzi-

gen unlysierten Bakteriums, nicht sinnvoll war, erschien die Bestimmung der
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Proteinstabilitat nach osmotischer Lyse der Bakterien als bestmogliche Alter-
native (siehe Kapitel 3.3.5). Alle analysierten Proteine waren unter den gege-
benen Versuchsbedingungen gleich gut nachweisbar. Wird zusatzlich die Tat-
sache betrachtet, dass der Elongationsfaktor Tu in den hier dargestellten Ex-
perimenten nicht im Kulturiberstand aller Kultivierungsstufen nachzuweisen
war, in denen P60 und P80 detektiert wurden, lasst sich schlieRen, dass der
P60/P80 Komplex von M. hominis sezerniert wird. Diese Entdeckung wurde in
einem Artikel im BMC Microbiology veroffentlicht (Hopfe et al. 2004). Es han-
delt sich bei diesen Proteinen somit nicht nur um einen membrangebundenen
adharenzvermitteInden Proteinkomplex, sondern auch um einen sezernierten
Proteinkomplex, dessen Interaktion mit dem zytoplasmatischen HinT Protein
moglicherweise auf eine Signaltransduktion hinweist. Uber sezernierte Protei-
ne ist bei Mycoplasmen bisher erst sehr wenig bekannt (siehe Kapitel 1.4) und
die Beschreibung der bisher bekannten sezernierten Proteine tragt kaum zum
Verstandnis der moglichen Funktion des sezernierten P60/P80 Komplexes
bei. Einer der nachsten Schritte zur Funktionsanalyse dieser sekretierten Pro-
teine konnte sein, ihr adhasives wie auch immunogenes Potential zu charak-
terisieren. AulRerdem sollte eine weitergehende Analyse der Bedingungen,
unter denen M. hominis-Proteine sezerniert werden, zur Klarung der Frage
beitragen, ob durch ein Signal von auf3en die Abspaltung der membranveran-
kernden P80-Signalsequenz und die des P60-Lipidankers induziert wird, was
zur Freisetzung von P60 und P80 in das umliegende Milieu flhrt und die In-
teraktion des ins Zytoplasma diffundierenden P80 N-Terminus mit HinT er-
moglicht. Denkbar ware auch eine durch intrazellulare Vorgange bedingte In-
teraktion von HinT mit dem ins Zytoplasma ragenden P80-N-Terminus, wel-
ches eine Konformationsanderung von P80 induziert, die letztendlich in der

Sekretion des P60/P80-Proteinkomplexes resultiert.
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6. Zusammenfassung

Zur Charakterisierung seiner zytadhasiven Eigenschaften war das Membran-
protein P60 von M. hominis in E. coli heterolog exprimiert worden (Klon 3.2).
Dieses mit sechs Histidinen und der Dihydrofolatreduktase fusionierte P60
zeigte Adhasion an HelLa-Zellen. Da ein Einfluss der Fusionspartner auf die
Adhasion nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde versucht, rekombinan-
tes P60 in E. coli oberflachenexponiert zu exprimieren, um in Adharenztests
mit diesen P60 E. coli-Mutanten die Adhasion dieses Proteins isoliert betrach-
ten zu kénnen. Um den Einbau in die duflere Membran von E. coli zu errei-
chen, wurde P60 in den Konstrukten MA3, MA4 und MA5 mit verschieden
langen N-Termini des bei E. coli oberflachenlokalisierten Membranproteins
TraT fusioniert. Zusatzlich wurde mit MA2 ein Klon hergestellt, der den P60-
Vorlaufer mit seiner intrinsischen mycoplasmalen Signalsequenz exprimiert.
Bei der Charakterisierung der verschiedenen Zellfraktionen (wie Membran-,
Zytoplasma- und Periplasmafraktion) dieser Konstrukte konnte P60 bei allen
Klonen, inklusive 3.2 und MA2, in der Membran-haltigen Fraktion nachgewie-
sen werden. In FACS-Analysen der intakten E. coli-Konstrukte wurde jedoch
deutlich, dass keine P60-Variante oberflachenexponiert vorlag. Die Analyse
der Zellkulturiberstande zeigte vielmehr, dass P60 - je nach Variante in un-
terschiedlichem Ausmal - in den Uberstand der E. coli Kulturen abgeben wur-
de.

Bei der Analyse des Kulturuberstandes einer M. hominis-Kultur auf das Vor-
kommen der Membranproteine P50, P60, P80 und P100 wurden nur P60 und
P80 detektiert, von denen bekannt ist, dass sie in der Mycoplasmenmembran
einen Komplex bilden und mit dem zytoplasmatischen HinT-Protein interagie-
ren. So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es sich bei P60
und P80 nicht nur um einen an der Adhasion beteiligten Proteinkomplex
handelt, sondern dieser aktiv sezerniert wird, und dessen pathophysiologische

Rolle nun zu untersuchen bleibt.
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Abkurzungen

8. Abkiirzungen

A. dest Aqua destillata, destilliertes Wasser

DHFR Dihydrofolatreduktase

DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli

EF-Tu Elongationsfaktor Tu

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluoreszein-Isothiozyanat

h Stunde

IPTG Isopropyl-B-Thiogalactopyranosid

kDa Kilodalton

LB-Medium Laria Bertani Medium

M. Mycoplasma

mA Milliampere

min Minute

oD Optische Dichte

OppA Substratbindende Doméane der Oligo-
peptidpermease (Henrich et al., 1999)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

TCA Trichloressigsaure

TEMED N, N, N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

viv volume per volume

w/v weight per volume
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Charakterisierung des heterolog in E. coli exprimierten Membran-
proteins P60 von Mycoplasma hominis: P60, ein sezerniertes Protein!
Vorgelegt von Ricarda Hoffmann

Zur Charakterisierung seiner zytadhasiven Eigenschaften war das Membran-
protein P60 von M. hominis in Escherichia coli heterolog exprimiert worden
(Klon 3.2). Dieses mit sechs Histidinen und der Dihydrofolatreduktase fusio-
nierte P60 zeigte Adhasion an HelLa-Zellen. Da ein Einfluss der Fusionspart-
ner auf die Adhasion nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde versucht,
rekombinantes P60 in E. coli oberflachenexponiert zu exprimieren, um in Ad-
harenztests mit diesen P60 E. coli-Mutanten die Adhédsion dieses Proteins
isoliert betrachten zu kénnen. Um den Einbau in die duflere Membran von E.
coli zu erreichen, wurde P60 in den Konstrukten MA3, MA4 und MA5 mit ver-
schieden langen N-Termini des bei E. coli oberflachenlokalisierten Membran-
proteins TraT fusioniert. Zusatzlich wurde mit MA2 ein Klon hergestellt, der
den P60-Vorlaufer mit seiner intrinsischen mycoplasmalen Signalsequenz
exprimiert.

Bei der Charakterisierung der verschiedenen Zellfraktionen (wie Membran-,
Zytoplasma- und Periplasmafraktion) dieser Konstrukte konnte P60 bei allen
Klonen, inklusive 3.2 und MA2, in der Membran-haltigen Fraktion nachgewie-
sen werden. In FACS(Fluoreszenz aktivierter Zellsortierer)-Analysen der intak-
ten E. coli-Konstrukte wurde jedoch deutlich, dass keine P60-Variante ober-
flachenexponiert vorlag. Die Analyse der Zellkulturiiberstande zeigte vielmehr,
dass P60 - je nach Variante in unterschiedlichem AusmaR - in den Uberstand
der E. coli Kulturen abgeben wurde.

Bei der Analyse des Kulturiiberstandes einer M. hominis-Kultur auf das Vor-
kommen der Membranproteine P50, P60, P80 und P100 wurden nur P60 und
P80 detektiert, von denen bekannt ist, dass sie in der Mycoplasmenmembran
einen Komplex bilden und mit dem zytoplasmatischen HinT-Protein interagie-
ren. So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass es sich bei P60
und P80 nicht nur um einen an der Adhésion beteiligten Proteinkomplex
handelt, sondern dieser aktiv sezerniert wird, und dessen pathophysiologische

Rolle nun zu untersuchen bleibt.
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