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1. Einleitung 
 
1.1 Pathogenität von Bakterien 
 

Über 120 Jahre nach Formulierung der Koch’schen Postulate (Koch, 1884) 

und über 70 Jahre nach Entdeckung des Penicillins (Fleming, 1929) sind 

durch Bakterien ausgelöste Krankheiten weltweit immer noch eine der häu-

figsten Todesursachen. Was macht Organismen, die nur aus einer einzigen 

Zelle bestehen, so gefährlich? 

Prinzipiell kann ein Bakterium auf zwei Wegen einen anderen Organismus 

schädigen: Entweder über den direkten Kontakt durch strukturgebende Be-

standteile, wie zum Beispiel Membranproteine, oder über toxische Stoffwech-

selprodukte. 

Im Normalfall ist die Kolonisierung mit einem bestimmten Bakterium erste 

Voraussetzung für eine mögliche Schädigung 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 möglich (Holečkowá et al. 2002, McLaughlin et al. 

2004). Bedingung für eine Kolonisation mit Bakterien ist das Vorhandensein 

von Adhäsinen, die das Anheften an die Oberfläche von Haut oder Schleim-

haut möglich machen. Der Verlust dieser Adhäsine, zum Beispiel durch Muta-

tion, bewirkt eine Verminderung bzw. einen Verlust an Infektiösität. Umgekehrt 

bedeutet eine Rückgewinnung der adhäsiven Eigenschaften erneut 

Infektiösität und Virulenz (Razin et al., 1998). 

Zahlreiche Bakterien besitzen neben Adhäsinen auch Invasine. Diese machen 

ein Eindringen des Bakteriums in den Wirtsorganismus möglich. Zu den Inva-

sinen zählen Enzyme wie die Hyaluronidase, aber auch Proteasen, Lipasen 

und DNAsen, darüber hinaus Phagozytose induzierende Stoffe und Organel-

len, die eine aktive Beweglichkeit des Bakteriums ermöglichen (Li et al. 2003). 

Unter Impedinen oder Etablinen versteht man Faktoren, welche die Wirtsab-

wehr herabsetzen, also beispielsweise Antikörper 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 zerstören mit sezernierten Pro-

dukten wie Hämolysin oder Leukozidin direkt körpereigene Abwehrzellen. 

Chlamydien und Shigellen vermehren sich intrazellulär und schädigen durch 

Lyse der Wirtszellen. Toxine, die aktiv sezerniert, nach Lyse des Erregers 

freigesetzt oder an der Oberfläche des Bakteriums fixiert bleiben, können lokal 

oder systemisch zu einer Wirtsschädigung führen. Insgesamt haben Bakterien 

also – obwohl sie nur aus einer einzigen Zelle bestehen - mannigfaltige Mög-

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

 

1.2 Die Rolle der äußeren Bakterienmembran für Adhäsion und Prote-
insekretion 

 

Der äußeren 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 Adhäsion, be-

teiligt. Darüber hinaus enthält sie Transportsysteme für den Import und Export 

von Stoffen, die für das Bakterium lebensnotwendig, jedoch für den Wirt 

schädigend sein können. 

Die Adhäsion von Bakterien kann in unspezifische und spezifische Adhäsi-

onsvorgänge unterteilt werden. Zur unspezifischen Adhäsion gehören als ers-

te Stufe physikalisch-chemische Wechselwirkungen, wie van der Waals Kräfte 

und die elektrische Anziehung gegensätzlicher Ladungen. Zahlreiche Bakteri-

en besitzen mit Fibrillen oder Fimbrien meist in der äußeren Membran veran-

kerte adhäsive Strukturen. Die hauptsächlich bei gram-positiven Bakterien 

vorhandenen Fibrillen sind im Gegensatz zu den Fimbrien der gram-negativen 

Bakterien eher amorph und weisen nicht deren filamentöse Form auf (Phillips 

et al., 1981). Sie zählen ebenso zu den eher unspezifischen Adhärenzfaktoren 

wie hydrophobe Adhäsine, die potentiell mit jedem hydrophoben Rezeptor 

interagieren (Doyle & Rosenberg, 1990). 

Viele Adhäsine sind jedoch hochspezifisch in Bezug auf Wirt und Zielgewebe. 

Fehlen ihre spezifischen Rezeptoren, so kommt es nicht zu einer Anheftung. 

Dieser Umstand erklärt, warum zahlreiche Bakterien, die bei Tieren schwere 
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Krankheiten auslösen, für Menschen völlig ungefährlich sind, andere wieder-

um nur beim Menschen Infektionen hervorrufen. Neisseria gonorrhoeae ist ein 

Beispiel für einen extrem wirtsgebundenen Keim, der praktisch nur beim Men-

schen Infektionen verursacht. Er siedelt sich dort auf den Schleimhäuten an 

und ist Erreger der Gonorrhoe, der gonorrhoischen Säuglingskonjunktivitis, 

eitriger Gonarthritiden und aufsteigender Genitalinfektionen (Rytkönen et al., 

2001). 

Bakterien, die die Fähigkeit haben, mehrere Adhäsine zu exprimieren, schei-

nen dies nicht immer gleichzeitig zu tun, sondern die einzelnen Adhäsine kon-

trolliert zur Expression zu bringen. Sie sind so in der Lage, ihr Adhärenzprofil 

zu verändern (Klemm & Schembri, 2000). Für fimbrientragende E. coli-

Stämme konnte gezeigt werden, dass die Anheftung an abiotische Oberflä-

chen zu einer veränderten Zusammensetzung der oberflächenlokalisierten 

Membranproteine führt. So konnte nachgewiesen werden, dass die Adhäsion 

des Bakteriums zu einer Verminderung der Menge von vier oberflächenlokali-

sierten Membranproteinen führte (Otto et al., 2001). 

Für die Abgabe (Sekretion) und Aufnahme von Stoffen sowie für den Trans-

port von Adhäsinen an die Bakterienoberfläche sind verschiedene Mechanis-

men verantwortlich. Einer der wichtigsten Faktoren für die Translokation von 

Stoffen über die Membran sind ABC-Transporter, aktive Transportsysteme der 

Zelle, die in Pro- und Eukaryonten weit verbreitet sind. Zu den bekannten 

Funktionen der ABC-Transporter zählen unter anderem der Transport von 

Glycerol-3-phosphat, Maltose oder Maltodextrin, Sulfat oder Thiosulfat, Phos-

phat, Vitamin B12 usw. (Tomii & Kanehisa, 1998). 

Für gram-negative Bakterien wie E. coli zählen OmpA, OmpX, die Phospholi-

pase A, unspezifische Porine wie OmpF und PhoE, substratspezifische Prote-

ine wie LamB- und TonB- abhängige Rezeptoren zu den bekanntesten ober-

flächenlokalisierten Membranproteinen. Für diese ist eine zylinderförmige an-

tiparallele β-Faltblattstruktur, („β-barrel“) charakteristisch, die sich durch die 

Doppellipidschicht zieht. OmpA spielt eine strukturelle Rolle für die Integrität 

der bakteriellen Zelloberfläche. Es scheint eine physikalische Verbindung zwi-

schen Außenmembran und Peptidoglykanschicht herzustellen. Ein durchgän-

giger transmembranöser Kanal konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. 

OmpX gehört 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 Adhäsion an und eine Invasion in eukaryonte Gewebekul-

turzellen, zwei weitere OmpX-Proteine von Salmonella typhimurium sind von 

Bedeutung für das Überleben in Makrophagen und können Teile des Kom-

plementsystems inhibieren (Heffernan et al., 1994).  

Porine erlauben die Diffusion von kleinen hydrophilen Molekülen und scheinen 

abgesehen von einer Selektivität für Kationen oder Anionen keine besondere 

Substratspezifität 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 für ScrY, ein Protein von S. typhimurium, 

dass es spezifisch Sucrose aufnimmt. 

Die TonB abhängigen Rezeptoren, die in allen gram-negativen Bakterien vor-

kommen, sind hochmolekulare Membranproteine, die energieabhängig in die 

Aufnahme großer 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 Zelloberfläche zu signalisieren (Koebnik et al., 2000).  

 

Die bekanntesten Sekretionssysteme bei gram-negativen Bakterien werden in 

die Typen I, II und III unterteilt. Das Typ I Sekretionssystem besteht aus drei 

Proteinen, die einen Kanal durch innere und äußere Membran bilden. Proteine 

können auf diesem Weg in einem Schritt durch beide Membranen befördert 

werden. Bei E. coli wird beispielsweise Hämolysin auf diese Weise sezerniert. 

Beim Typ II 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 Außenmembran nach außen zu ge-

langen. Das Typ III System dient zum Transport von Proteinen direkt vom Zy-

toplasma des Bakteriums in das einer eukaryonten Zielzelle (China & Goffaux, 

1999; Folders et al., 2001). 

Für die Exposition von Adhäsinen an der Oberfläche, aber auch für die Sekre-

tion von Proteinen, gibt es neben Chaperon-Transportsystemen in gram-

negativen Bakterien auch Autotransporter. Hier enthält das zu translozierende 

Protein selbst die nötigen Informationen, um die Bakterienoberfläche zu errei-
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chen (Klemm & Schembri, 2000). Das AIDA-I Adhäsin von E. coli beispiels-

weise passiert unter Abspaltung eines Signalpeptides die innere Membran 

und enthält noch zwei weitere Domänen, die N-terminale α-Domäne und die 

C-terminale β-Domäne. Letztere dringt in die Außenmembran ein und bildet 

eine β-Faltblatt Struktur, durch welche die α-Domäne zur Bakterienoberfläche 

geschleust wird. Durch Autokatalyse wird die adhäsive α-Domäne abgespal-

ten, bleibt aber durch Interaktion mit der β-Domäne mit der Zelloberfläche as-

soziiert (Suhr et al., 1996).  

 

1.3 Bekannte sezernierte Proteine und ihre Funktion 
 

Die Liste bekannter sezernierter Proteine ist schier endlos, und täglich kom-

men neue hinzu. Allein für 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 Stämme sezernieren in 

großen Mengen SIC, einen Komplementinhibitor. Dieser bindet SLPI („Secre-

tory leukocyte proteinase inhibitor“) und Lysozym und ist in der Lage, deren 

antibakterielle Aktivität zu blocken (Fernie-King et al., 2002). Die Serinprotea-

se A, ein Autotransporter von Neisseria meningitidis ist ein oberflächenexpo-

niertes Membranprotein, das nach Abspaltung eines Signalpeptides sezerniert 

werden kann (Turner et al., 2002). Diese Auswahl sezernierter Proteine macht 

deutlich, wie vielfältig die Funktionen sekretierter Proteine sind.  

 

1.4 Adhäsion 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 Außenwelt abtrennt. Durch das sehr kleine Genom und 

die daraus bedingte minimierte Zellausstattung haben sie einen umfang-

reichen Bedarf an Nährstoffen, der nur durch ein parasitäres Verhalten mit 

Anbindung an die Wirtszelle und Aufnahme von externen Nährstoffen gedeckt 

werden kann. Die bisher am intensivsten untersuchten mycoplasmalen 
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Adhäsine sind die von Mycoplasma pneumoniae, einem Erreger der primär 

atypischen Pneumonie. Dieses Bakterium besitzt eine „Tip“-Struktur, die an 

die Oberfläche von Wirtszellen bindet (Collier & Clyde 1971, 1974) und neben 

P1, dem Hauptadhäsin von M. pneumoniae weitere Adhäsions-vermittelnde 

Proteine in der „Tip“-Struktur trägt (Kahane et al., 1985; Stevens & Krause, 

1990, 1991). Mycoplasma genitalium, die Spezies mit der bislang kleinsten 

bekannten Genomgröße 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 zytadhäsiven Mycoplasmen eine „Tip“-Struktur. 

Für Mycoplasma hominis konnten mit P50, P60, P80 und P100 vier Mem-

branproteine charakterisiert werden, die als Adhäsine fungieren (Henrich et 

al., 1993). In Adhärenztests von Mycoplasma hominis an HeLa-Zellen führte 

jeweils die Zugabe eines monoklonalen Antikörpers gegen eines der genann-

ten Proteine zu einer Abnahme der Zytadhäsion. Diese Abnahme war bei Zu-

gabe von Antikörpern 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 adhäsiven Eigenschaften dieser Prote-

ine hinweist. Während P50 eine Antigenvariation aufweist, sind P60 und P80 

hochkonserviert in Bezug auf Größe und Antigenität (Henrich et al., 1993). 

P50 und P100 konnten affinitätschromatographisch aufgereinigt werden und 

in Adhärenztests an HeLa-Zellen isoliert untersucht werden. Für P60 und P80 

war eine derartige Untersuchung lange Zeit nicht möglich, 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 über den P80-Teil mit einem zytoplasmatischen Protein interagieren. 

 

Für Mycoplasmen wurden zwar in der Vergangenheit eine Reihe zytadhäsiver 

Proteine beschrieben, bisher ist jedoch wenig über sezernierte Mycoplas-

menproteine bekannt. P37, ein Protein von Mycoplasma hyorhinis, wurde auf 

Fibrosarkomzellen von Mäusen gefunden. Diese Mäusezelllinie zeichnete sich 

durch eine starke Invasivität aus, die durch Zugabe eines P37- spezifischen 

Antikörpers 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 darüber hinaus einen Sequenzab-

schnitt, der typische Merkmale eines Signalpeptides für den Proteinexport 

trägt (Dudler et al., 1988). Für M. fermentans konnten Davis und Wise 2002 

zeigen, dass das oberflächenlokalisierte Lipoprotein MALP posttranslational 

prozessiert wird und somit in verschiedenen Lipid-tragenden Varianten vor-

kommt: in voller Länge von etwa 41kDa (MALP-404) und mit einer Größe 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 große Abschnitt wird 

vom reifen Protein (MALP-404) - vermutlich erst extrazellulär - abgespalten 

und in den Kulturüberstand abgegeben. Die gezielte Abspaltung eines Frag-

mentes bietet M. fermentans die Möglichkeit einer Veränderung seines Phä-

notyps, und weist auf einen neuen Weg in Mycoplasmen hin, wie strukturbil-

dende Oberflächenantigene – unter noch nicht näher charakterisierten Bedin-

gungen – zu sekretierten Proteinen werden können. 

 

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 Adhäsion an HeLa-

Zellen, die mit dem P60-spezifischen monoklonalen Antikörper CG4 zu inhi-

bieren war (Weinhold, 1998). Da zum damaligen Zeitpunkt nicht völlig ausge-

schlossen werden konnte, dass auch die Dihydrofolatreduktase und die sechs 

Histidine einen Einfluss auf die Adhäsion haben, und sich isolierte Adhäsine 

möglicherweise anders verhalten als membrangebundene, sollte versucht 

werden, in E. coli exprimiertes P60 oberflächenexponiert zu verankern, um in 

diesen P60-präsentierenden E. coli Mutanten die P60-vermittelte Adhäsion 

eines Bakteriums isoliert betrachten zu können. 
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Um einen Einbau in die äußere Membran von E. coli zu erreichen, wurde P60 

mit Abschnitten von TraT, einem oberflächenlokalisierten Membranprotein von 

E. coli gekoppelt. Taylor und Mitarbeiter hatten 1990 TraT als geeignetes Ve-

hikel zum Transport von Fremdantigenen an die Oberfläche von E. coli be-

schrieben. TraT, ein nicht essentielles Protein von E. coli, bewirkt eine Ver-

stärkung 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 für Medizinische Mikrobiologie der Universität Düs-

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-Vorläufer exprimiert und möglicherweise auch prozessiert, 

drei weitere E. coli Klone hergestellt, die statt der mycoplasmalen Signalse-

quenz des P60 verschieden lange Teilstücke 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 tatsächlich oberflächenexponiert zeigt.  
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2. Material 
 
2.1 Chemikalien 
 
6-Aminohexansäure Merck 

Ampicillin Sigma 

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Merck 

Arginin Sigma 

β-Mercaptoethanol Merck 

Bacto Tryptone Difco (Becton Dickinson) 

Bromphenolblau Merck 

BSA (Bovines Serum-Albumin) Sigma 

CaCl2 (Calciumchlorid) Merck 

4-Chloro-1-naphthol Sigma 

Coomassie Brilliant Blue R 250 Merck 

ECL (Luminol) Pierce 

Essigsäure Merck 

Ethanol Merck 

FCS (fetal calf serum) Cytogen 

Formaldehydlösung Merck 

Glucose Merck 

Glycerin Merck 

Glycin ICN 

H2O2 (Wasserstoffperoxid) Merck 

HCl (Salzsäure) Merck 

Hefeextrakt Gibco BRL 

IPTG (Isopropyl-β-Thiogalactopyranosid) ICN 

Kaliumacetat Merck 

Kanamycin Serva 

KCl (Kaliumchlorid) Merck 

KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) Merck 

LB-Broth-Base Invitrogen 

Malachitgrün Sigma 

Methanol Merck 

MgCl2 (Magnesiumchlorid) Merck 
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Milchpulver Oxoid 

MnCl2 (Mangan(II)chlorid) Merck 

MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsäure) Sigma 

NaCl (Natriumchlorid) Merck 

NaH2PO4 (Natriumdihydrogenphosphat) Merck 

Na2HPO4 (di-Natriumhydrogenphosphat) Merck 

Na2CO3 (Natriumcarbonat) Merck 

NaN3 (Natriumazid) Merck 

Na2S2O3 (Natriumthiosulfat) Merck 

Pefabloc SC PLUS Roche 

Pferdeserum Gibco BRL 

Phenolrot Merck 

Phosphorsäure Merck 

PPLO-Broth Difco (Becton Dickinson) 

RbCl (Rubidiumchlorid) Sigma 

Röntgenfilmentwickler Kodak 

Röntgenfilmfixierer Kodak 

SDS (Natriumdodecylsulfat) Merck 

Silbernitrat Merck 

TCA (Trichloressigsäure) Merck 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Merck 

TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) Sigma 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck 

 

 

2.2 Puffer und Stammlösungen 
 

Anode-I-Puffer 30mM Tris-Base 

 20% (v/v) Methanol 

  

Anode-II-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) Argininlösung (20% [w/v]) 

  

Bradford-Proteinreagenz 66% (v/v) Phosphorsäure 

 33% (v/v) Ethanol 

 0,067% (w/v) Coomassie Blue 

  

4-Chloro-1-naphtholfärbelösung 79,92% (v/v) PBS 

 19,98% (v/v) Methanol 

 0,1% (v/v) H2O2 (30%)  

 3,4mM 4-Chloro-1-naphthol 

  

Coomassie-Entfärbelösung 20% (v/v) Ethanol 

 7,5% (v/v) Essigsäure 

  

Coomassie-Färbelösung 50% (v/v) Ethanol 

 7,5% (v/v) Essigsäure 

 0,1% (w/v) Coomassie Blue R250 

  

Elektrophoresepuffer für Polyacryl-

amidgele pH 8,5 

384mM Glycin 

50mM Tris-Base 

 0,1% (w/v) SDS 

  

Entwicklerlösung für Silberfärbung 6% (w/v) Natriumcarbonat 

 0,0185% (v/v) Formaldehyd(37%) 

 0,004% (w/v) Natriumthiosulfat 

  

FACS-Puffer 137mM NaCl 

 7,6mM Na2PO4 

 1,8mM KH2PO4 

 2,7mM KCl 

 5% (v/v) FCS 

 0,1% (w/v) NaN3 
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Färbelösung für Silberfärbung 0,2% (w/v) Silbernitrat 

 0,028% (v/v) Formaldehyd(37%) 

  

Fixierlösung I für Silberfärbung 50% (v/v) Methanol 

 12% (v/v) Essigsäure 

 0,0185% (v/v) Formaldehyd(37%) 

  

Fixierlösung II für Silberfärbung 25% (v/v) Methanol 

 12% (v/v) Essigsäure 

  

Kathodenpuffer 40mM 6-Aminohexansäure 

 25mM Tris-Base 

 20% (v/v) Methanol 

  

Malachitgrünfärbelösung 0,4M Tris/HCl pH 6,8 

 45% (v/v) Glycerin 

 0,2% (w/v) Malachitgrün 

  

PBS-Puffer pH 7,3 137mM NaCl 

 7,6mM Na2PO4 

 2,7mM KCl 

 1,8mM KH2PO4 

  

RF1-Lösung pH 5,8 100mM RbCl 

 50mM MnCl2 

 30mM Kaliumacetat 

 10mM CaCl2 

 15% (v/v) Glycerin 

  

RF2-Lösung pH 6,8 10mM MOPS 

 10mM RbCl 

 75mM CaCl2 

 15% (v/v) Glycerin 
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SDS-PAGE- Probenpuffer 60mM Tris/HCl pH 6,8 

 9% (v/v) Glycerin 

 5% (v/v) β-Mercaptoethanol 

 2% (w/v) SDS 

 0,03% (w/v) Bromphenolblau 

  

SOC-Medium pH 7,0 20% (w/v) Bacto Tryptone 

 5% (w/v) Hefeextrakt 

 8,6mM NaCl 

 2,5mM KCl 

 10mM MgCl2 

 20mM Glucose 

  

Sonication-Puffer 300mM NaCl 

 50mM Na-phosphat pH 7,8 

  

Western Blot Stripping Puffer 100mM β-Mercaptoethanol 

 62,5mM Tris/HCl pH 6,8 

 2% (w/v) SDS 
 

2.3 Bakterien 
 
M. hominis 

FBG Patientenisolat aus Freiburg 

 
E. coli 

DH5αF’IQ Life Technologies 

SG13009 QIAGEN 

 

2.4 Plasmide 
 
pQE 41 QIAGEN 

pQE 60 QIAGEN 
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2.5 Antikörper 
 

Antikörper-haltige Hybridomzellkulturüberstände aus dem Institut für Medizini-

sche Mikrobiologie der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf: 

Monoklonaler Antikörper Antigen Eingesetze Verdünnung 

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 Antikörpergehalt bei Hybridomzellkulturüberständen betrug 20-50µg/ml, 

bei Aszites 0,9-9mg/ml. 

 

Weitere Antikörper 

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

et al., 1996) 

α-Maus Peroxidase IgG Jackson ImmunoResearch Laboratories 

α-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 Geräte und Hilfsmittel 
 

3MM-Papier Whatman 

Dot Blot Kammer Schleicher & Schuell 

FACS Becton Dickinson 

FACS-Röhrchen Becton Dickinson 

High Pure Plasmid Isolation Kit Boehringer Mannheim 

Microtiterplatten Nunc 

Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell 

Objektträger Engelbrecht 

PAGE-Kammer BRL 

Photometer Pharmacia 

Plattenphotometer Tecan Rainbow SLT Labinstruments 

Reaktionsgefäße Eppendorf 

Röntgenfilme Kodak 

Semitrockenblot-Kammer Phase 

Ultraschallgerät 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 1:105 in Argininmedium verdünnt. Die Verdün-

nungsreihe wurde bei 37°C anaerob bebrütet, bis die 1:10 Verdünnung rot 

und wieder klar war (stationäre Phase). Die Kultur in logarithmischer Wachs-

tumsphase liess sich durch einen Farbumschlag des Mediums von gelb nach 

orange-rot und eine leichte Trübung erkennen. 

 

3.1.2 Kultivierung von E. coli 

 

Die zur Transformation und Expression verwendeten E. coli Stämme 

DH5αF’IQ und SG13009 wurden in LB-Flüssigmedium kultiviert. Hierzu wur-

den ca. 30µl Bakterienkultur aus einem Glycerinstock zu 5ml LB-Medium ge-

geben und über Nacht bei 37°C schüttelnd inkubiert. Diese „Über Nacht“-

Kultur wurde dann am folgenden Tag 1:10 mit frischem LB-Medium verdünnt 

und nochmals – je nach gewünschter Wachstumsphase – eine bis drei Stun-

den schüttelnd bei 37°C inkubiert. Das LB-Medium war entsprechend der 

plasmidvermittelten Resistenz der Bakterien mit 50µg/ml Ampicillin und 

25µg/ml Kanamycin versetzt. Die E. coli Stämme DH5αF’IQ und SG13009 

sind resistent gegen Kanamycin, die verwendeten Plasmide pQE41 und 

pQE60 vermitteln die Ampicillinresistenz. Dies reduzierte einerseits die Kon-

tamination mit anderen Bakterien, andererseits waren nur plasmidtragende E. 

coli Bakterien in diesem Medium überlebensfähig. 

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 anschließend wieder bei –20°C gelagert. 
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Zur Kultivierung von E. coli auf Agarplatten wurde mit Ampicillin (50µg/ml) und 

Kanamycin (25µg/ml) versetzter LB-Agar verwendet, auf dem die Bakterien 

ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert wurden. 

 

3.1.3 Keimzahlbestimmung 

 

Um die Anzahl von Bakterien in einer Suspension zu bestimmen, wurden 

mehrere Verdünnungsstufen dieser Suspension angesetzt und auf Agarplat-

ten ausgestrichen. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 

Platte mit der am besten zählbaren Kolonienzahl wurde ausgezählt. Hierbei 

wurde davon ausgegangen, dass aus einer Bakterienzelle eine Kolonie ent-

standen war. Unter Berücksichtigung der eingesetzten Verdünnung und aus-

gestrichenen Menge konnte die Bakterienzahl in der Ausgangslösung berech-

net werden. 

 

3.2 Molekularbiologische Methoden 

 

3.2.1 Präparation transformationskompetenter Bakterien 

 

3ml LB-Medium wurden mit 30µl Bakterienkultur aus einem Glycerinstock an-

geimpft und über Nacht schüttelnd bei 37°C inkubiert. Zu 50ml LB-Medium 

wurden 500µl der „Über Nacht“-Kultur gegeben und bis zu einer OD600nm von 

0,4-0,6 schüttelnd bei 37°C inkubiert. Diese Kultur wurde in sterile Zentrifu-

genröhrchen überführt, 10 Minuten auf Eis gestellt und bei 4°C und 5000 x g 

10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, und das Bakterien-

sediment aus je 25ml Kultur in je 20ml kalter RF1-Lösung (siehe Kapitel 2.2) 

aufgenommen. Nach ein- bis zweistündiger Inkubation auf Eis und anschlie-

ßender Zentrifugation wurde das Sediment in 4ml kalter RF2-Lösung (Kapitel 

2.2) aufgenommen, in 500µl Portionen aliquotiert und bei –70°C eingefroren. 
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3.2.2 Plasmid DNA Präparation 

 

Die Plasmid DNA Präparation 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 „Über Nacht“-Kultur 10 min bei 15.000 x g zentrifugiert, das 

Sediment in 250µl Suspensionspuffer (50mM Tris/HCl pH8,0; 10mM EDTA; 

400µg/ml RNAse A [50U/ml]) resuspendiert und 250µl Lysepuffer (0,2M 

NaOH; 1%[w/v] SDS) zugefügt. Der Ansatz wurde gemischt und fünf Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 350µl eisgekühlter 

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 Überstand 

wurde in ein Filtrationsgefäss überführt, das im unteren Teil von einer 

permeablen, DNA-bindenden Fritte begrenzt war, und das in ein 2ml 

Auffanggefäss gestellt wurde. Die Probe wurde anschließend eine Minute bei 

15.000 x g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die an die Fritte 

gebundene DNA wurden nun mit 500µl Waschpuffer I (5M 

Guanidiniumhydrochlorid, 20mM Tris-HCl, pH 6,6) gewaschen. Nach Zugabe 

von 700µl Waschpuffer II (20mM NaCl, 2mM Tris-HCl, pH 7,5), einminütiger 

Zentrifugation bei 15.000 x g und Verwerfen des Durchlaufs, wurde das 

Filtrationsgefäss in ein steriles Reaktionsgefäss eingesetzt. Anschließend 

wurden 100µl Elutionspuffer (10mM Tris-HCl, pH 8,5) auf die Fritte gegeben 

und 30 sec bei 15.000 x g zentrifugiert. Die eluierte Plasmid-DNA befand sich 

nun im Reaktionsgefäss. 

 

3.2.3 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration in einer Lösung 

 

Die Nukleinsäurekonzentration einer Lösung wurde photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 260nm bestimmt. Eine optische Dichte von 1OD bei 260nm 

entsprach einer Konzentration von 50µg DNA/ml. Zusätzlich wurde als Quali-

tätskontrolle die optische Dichte der Lösung bei 280nm bestimmt. Der Quo-

tient der OD von 260nm zu 280nm sollte für 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. Hierfür wurden 10-100µg Plasmid zu 100µl 

transformationskompetenten Bakterien gegeben und 30 Minuten auf Eis inku-

biert. Nach zweiminütiger Erhitzung bei 42°C wurden 400µl SOC-Medium zu-

gegeben und die Bakterien 90 Minuten schüttelnd bei 37°C inkubiert. Zur Kon-

trolle des Transformationsergebnisses wurden 100µl des Bakterienansatzes 

auf LB-Platten ausgestrichen (mit Ampicillin und Kanamycin versetzt) und bei 

37°C bebrütet. Zur restlichen Bakteriensuspension wurden 4ml LB-Medium 

(mit Ampicillin und Kanamycin versetzt) gegeben, um diesen Ansatz ebenfalls 

bei 37°C schüttelnd zu inkubieren. 

 

3.2.5 Expression rekombinanter Proteine in E. coli 

 

Die E. coli Stämme DH5αF’IQ und SG13009 stehen unter der Kontrolle des 

lac-Repressors, so dass für die Expression der heterologen Proteine eine In-

duktion mit IPTG erforderlich ist. Hierfür wurde eine „Über Nacht“-Kultur 1:10 

verdünnt, mit IPTG versetzt (1µM - 1mM) und bei 37°C schüttelnd für maximal 

zwei Stunden weiter kultiviert und das Bakteriensediment weiter analysiert. 

 

3.3 Proteinbiochemische Methoden 

 

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Lösung 

 

Die Konzentration von Proteinen in Lösungen wurde nach der Methode von 

Bradford ermittelt (Bradford, 1976). 

 

3.3.2 Proteinauftrennung unter denaturierenden Bedingungen 

 

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

SDS-Probenpuffer aufgenommen und für fünf Minuten auf 95°C erhitzt. Die 
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nun denaturierten Proteine wurden anschließend auf Polyacrylamidgelen nach 

ihrer Größe aufgetrennt, die je nach Größe des interessierenden Proteins zwi-

schen 7,5 und 13,5% Polyacrylamid enthielten. In der Regel erfolgte die Elek-

trophorese über Nacht bei einer angelegten Spannung von 30 bis 40 Volt. Um 

die Größe der Proteine auf dem Gel bestimmen zu können, wurden jeweils 

Standard-Marker mit auf das Gel aufgetragen, die für ein anschließendes 

Western Blot-Verfahren vorgefärbt (Prestained SDS-PAGE Standards), oder 

für Coomassie-Färbungen nicht gefärbt waren (SDS-PAGE Standards). 

 

Coomassie Blau Färbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen 

 

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele über Nacht, 

mindestens jedoch für drei Stunden in Coomassiefärbelösung geschwenkt. 

Die Färbelösung wurde anschließend durch Entfärbelösung ersetzt, die so oft 

ausgetauscht wurde, bis die Proteinbanden blau und die restlichen Gelflächen 

entfärbt waren. 

 

Silberfärbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen 

 

Sollten geringe Proteinmengen visualisiert werden, wurde eine Silberfärbung 

durchgeführt, die wesentlich sensitiver ist als eine Coomassiefärbung. Die 

Nachweisgrenze bei dieser Methode liegt bei 2 bis 5ng Protein. Hierfür wurde 

das Gel nach der Elektrophorese über Nacht in Fixierlösung I geschwenkt, 

anschließend zweimal für 10 Minuten in 50% Methanol und einmal für 10 Mi-

nuten in 30% Ethanol gewaschen. Zur Verstärkung der Färbung wurde das 

Gel eine Minute in 0,02% (w/v) Natriumthiosulfatlösung inkubiert und dreimal 

jeweils 20 Sekunden mit A. dest. gewässert. Danach wurde es 20 Minuten in 

der Färbelösung gefärbt, für 10 Sekunden in A. dest. gewässert und bis zur 

gewünschten Farbintensität in Entwicklerlösung geschwenkt. Der Entwick-

lungsvorgang wurde durch zehnminütiges Schwenken in Fixierlösung II ge-

stoppt. 

 

Gefärbte 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. 

Hierfür wurden auf die Kathodenplatte einer Semitrockenblotkammer drei 

Lagen in Kathodenpuffer getränktes 3MM Whatmanpapier gelegt und 

luftblasenfrei glattgestrichen. Auf das Papier wurde spiegelverkehrt das Gel 

gelegt und mit einem der Gelgröße entsprechenden, in Anode I Puffer 

getränkten Stück Nitrozellulosemembran bedeckt. Es folgten drei Lagen in 

Anode I Puffer und drei Lagen in Anode II Puffer getränktes 3MM 

Whatmanpapier. Um sämtliche Luftblasen zu entfernen, wurde der gesamte 

Aufbau nochmals glattgestrichen, mit der Anodenplatte der Blotkammer 

verschlossen und beschwert. Die Proteine wurden bei einer Stromstärke von 

0,8mA/cm2 über 45 Minuten auf die Nitrozellulosemembran transferiert. 

 

Dot Blot-Verfahren 

 

Mit Hilfe des Dot Blot-Verfahrens konnte vergleichsweise schnell die Eignung 

eines Antikörpers zur Detektion von nicht, teilweise oder vollständig denatu-

rierten Proteinen in unterschiedlichen Konzentrationen und Puffern ermittelt 

werden. Hierfür wurden von der zu untersuchenden Proteinprobe Verdün-

nungsreihen in Puffern angelegt, die die Proteine nicht, teilweise oder voll-

ständig denaturierten. Diese Verdünnungsreihen wurden mit Hilfe einer Dot 

Blot Kammer (Schleicher & Schuell) direkt auf eine in PBS getränkte, auf zwei 

Lagen in PBS getränktem 3MM Whatmanpapier befindliche, Nitrozellulose-

membran aufgetragen. 
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3.3.4 Fraktionierung und Aufreinigung von bakteriellen Proteinen 

 

Präparation von Membran und Zytoplasma 

 

Diese Methode wurde modifiziert nach einem Protokoll von QIAGEN für die 

Detektion von Proteinen im Zytoplasma. Eine IPTG induzierte E. coli-Kultur 

(siehe Kapitel 3.2.5) wurde bis zu einer OD600nm von ca. 0,8 bis 0,9 schüttelnd 

bei 37°C inkubiert. 1ml der Kultur wurde 10 Minuten bei 15.000 x g zentrifu-

giert, das Sediment in Sonicationpuffer gewaschen und in 500µl Sonication-

puffer resuspendiert. Die Probe wurde alternierend zehnmal in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und im 37°C Wasserbad aufgetaut und anschließend 

fünfmal jeweils 10 Sekunden auf Eis mit der Ultraschallsonde behandelt. Nach 

einstündiger Zentrifugation bei 4°C und 23.500 x g wurde der Überstand, der 

die löslichen zytoplasmatischen Proteine enthielt, abgenommen und in ein 

neues Reaktionsgefäss überführt. Das Sediment, in dem sich unlösliche und 

membrangebundene Proteine befanden, wurde in 500µl Sonicationpuffer re-

suspendiert. Beide Proben wurden erneut 10 mal in flüssigem Stickstoff einge-

froren, im 37°C Wasserbad aufgetaut, fünfmal 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 Über-

stand abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefäss überführt, das Sedi-

ment wurde verworfen. Von der Probe mit den membrangebundenen Protei-

nen wurde der Überstand verworfen und das Präzipitat in 500µl Sonication-

puffer aufgenommen. Diese Proben wurden ein drittes mal alternierend 

zehnmal eingefroren und aufgetaut, fünfmal beschallt und eine Stunde bei 

4°C und 23.500 x g zentrifugiert. Erneut wurde von der Probe mit den zy-

toplasmatischen Proteinen der Überstand in ein neues Reaktionsgefäss über-

führt und das Sediment der Probe, in der sich membrangebundene Bestand-

teile befanden, in 500µl Sonicationpuffer resuspendiert.  
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Präzipitation von Proteinen aus dem Kulturüberstand von Bakterien 

 

E. coli oder M. hominis Kulturen verschiedener Wachstumsstadien wurden 

zentrifugiert, der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt und ein weite-

res Mal zentrifugiert. Dieser Überstand wurde erneut in ein frisches Re-

aktionsgefäss überführt, auf 10% (w/v) TCA (Trichloressigsäure) eingestellt 

und der Ansatz 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

das Präzipitat zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem zweiten 

Waschschritt wurde die ethanolische Lösung abgenommen und das Präzipitat 

etwa 40 Minuten luftgetrocknet. Die Analyse der aus dem Kulturüberstand 

präzipitierten Proteine erfolgte nach Lösung in SDS-Probenpuffer auf 7,5 – 

9,5% Polyacrylamidgelen. 

 

3.3.5 Limitierte Proteolyse mit Trypsin 

 

Eine Bakterienkultur mit einer OD600nm zwischen 0,8 und 0,9 wurde zentrifu-

giert, das Sediment in PBS gewaschen und resuspendiert, auf vier Reaktions-

gefäße verteilt und auf Konzentrationen von 4mg/ml, 0,4mg/ml und 0,1mg/ml 

Trypsin eingestellt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 

die Trypsinaktivität durch Einstellung der Proben auf 2,8mg/ml, 0,28mg/ml und 

0,059mg/ml Trypsininhibitor gestoppt. Nach Angabe des Herstellers genügt 

1mg Trypsininhibitor, um 2,1mg Trypsin mit einer Aktivität von 10 units/mg zu 

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

 

3.3.6 Test der Proteinstabilität in Mycoplasma hominis 

 

Je 3ml einer Mycoplasmenkultur aus der logarhithmischen Wachstumsphase 

(orangerot) wurden zentrifugiert, das Sediment in PBS gewaschen, in Reakti-

onsgefäße überführt und in 100µl A. dest. aufgenommen. Eine Probe wurde 

direkt bei –20°C gelagert, eine Probe bei 37°C für 6 Tage inkubiert und die 

dritte Probe nach Herstellerangabe mit dem Proteaseinhibitor Pefabloc ver-

setzt und ebenfalls 6 Tage bei 37°C inkubiert. Anschließend 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 

 

Für die Immunfärbung wurde die Nitrozellulosemembran, auf welche die Pro-

teine im Western Blot- oder Dot Blot-Verfahren transferiert wurden, zunächst 

30 Minuten in 5% Milchlösung inkubiert, um nicht proteinbeladene Stellen ab-

zublocken. Anschließend wurde ein proteinspezifischer Antikörper, je nach 

Konzentration des Antikörpers pur oder in 5% Milchlösung verdünnt, auf die 

Membran gegeben und eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 

PBS wurde Peroxidase-gekoppelter Ziege anti-Maus Antikörper für eine weite-

re Stunde auf die Membran gegeben. Nach erneutem dreimaligen Waschen 

wurde die Membran fünf Minuten im Dunkeln mit Luminol inkubiert. Dies be-

wirkte eine Lumineszenz der antikörpergebundenen Stellen. Die Membran 

wurde dann auf Whatmanpapier kurz abgeblockt und mit Klarsichtfolie abge-

deckt. Das Auflegen von Röntgenfilmen auf die so behandelte Membran führ-

te zu einer Schwärzung der Filme an den Stellen, an denen das untersuchte 

Antigen auf der Membran vorhanden war. Auf diese Weise konnten die Er-

gebnisse auf Röntgenfilm 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. Hierfür wurde die mit Erst- und Zweitantikörper behandel-

te Nitrozellulosemembran 30 Minuten bis zwei Stunden im Dunkeln in einer 4-

Chloro-1-naphthollösung gefärbt und bei Bedarf zur Verstärkung nochmals in 

einer 1:50 Verdünnung dieser Lösung über 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 Verdünnungsreihen angelegt (1000ng, 

500ng, 250ng usw.) und diese in einer 96 Well Microtiterplatte eine Stunde 

(Bakterien) oder über Nacht (Bakterienlysate) angelagert. Zur Verdünnung 

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 Antikörper in serieller Verdünnung zuge-

geben und eine Stunde schüttelnd inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde 

mit PBS ausgewaschen und die angelagerten Proben mit Peroxidase konju-

giertem α-Maus Antikörper für eine weitere Stunde schüttelnd inkubiert. Die 

Platte wurde daraufhin gründlich mit PBS gewaschen und TMB Substratlö-

sung zugegeben. Nach 20 minütiger Inkubation im Dunkeln und Stoppen der 

Farbreaktion durch Einstellen auf 1M HCl 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 10µl in 

FACS-Röhrchen überführt, 10 Minuten bei 4500 x g und 4°C zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Sediment zweimal mit je 1ml kaltem FACS-

Puffer gewaschen. Die Sedimente wurden nun in 200µl Antikörperlösung auf-

genommen und eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Proben wurden erneut 10 

Minuten bei 4500 x g und 4°C zentrifugiert, die Präzipitate zweimal in je 1ml 

kaltem FACS-Puffer gewaschen, anschließend in 20µl FITC markiertem Zie-

ge-anti-Maus Antikörper 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 Geräts (Gate: G1, Gated 

Events: 100000, Y Parameter: FL2-H FL2-Height (Log)) wurde eine Probe 

verwendet, die nur mit dem FITC-markierten Antikörper ohne Erstantikörper 
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inkubiert worden war. Als Positivkontrolle diente eine Probe, die mit einem 

Erstantikörper gegen LPS (Brade et al., 1996) und einem FITC konjugierten 

Antikörper markiert war, da LPS oberflächenlokalisiert ist. Die Auswertung 

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

4.1 Ausgangssituation 
 
Im Institut für Medizinische Mikrobiologie der Heinrich-Heine-Universität Düs-

seldorf wurden verschiedene E. coli Expressionsklone hergestellt mit dem 

Ziel, das Membranprotein P60 von Mycoplasma hominis in E. coli zu exprimie-

ren und oberflächenexponiert zu verankern, um dann die Adhärenz dieser E. 

coli-Varianten mit und ohne P60 vergleichen zu können. Zu diesem Zweck 

wurde das P60-Protein nicht nur als Vorläufer 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 oberflächenlokalisiertes Membranprotein von E. 

coli, das dort in großer 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 für die Oberflächenexposition rekombinanter Proteine in E. 

coli. Die Länge der TraT Fragmente wurde nach Untersuchungen der 

hydrophilen und hydrophoben Bereiche von TraT (mit Hilfe des Protean Pro-

gramms von DNAStar) so gewählt, dass sie mit hydrophilen Proteinabschnit-

ten endeten, die oberflächenlokalisiert, also extrazellulär auf der Membran-

oberfläche gelegen waren. Für potentiell geeignet wurden die N-terminalen 

Abschnitte des TraT von 13 (MA3), 61 (MA4) und 200 (MA5) Aminosäuren 

zuzüglich der P60-eigenen Signalsequenz befunden (siehe Abb. 4.1). Als Ne-

gativkontrolle wurde ein weiterer Klon (Klon 3.2) mitgeführt, der statt der Sig-

nalsequenz die Dihydrofolatreduktase exprimiert. 
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Plot  postulierter Oberflächenlokalisation
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4.2 Expression der verschiedenen rekombinanten P60 Konstrukte 
 

Die verschiedenen P60 Plasmide waren in den E. coli Stamm DH5αF’IQ ein-

gebracht worden, der überraschenderweise 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, Immunfärbung, 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-

Abb.4.1: Darstellung der Hydropathieprofile der einzelnen P60-Varianten: 
(Bereiche oberhalb der Abszisse entsprechen hydrophilen Sequenzabschnitten; die unterhalb
hydrophoben) P60V: mycoplasmales Signalpeptid, H6: 6 Histidine, DHFR: Dihydrofolatreduk-
tase, AA: Aminosäure. 
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tensität (Daten nicht gezeigt). Die Klone MA2, MA3, MA4 und MA5 wurden mit 

drei verschiedenen IPTG Konzentrationen (1µM, 100µM und 1mM) versetzt, 

und die Proteinprofile mit einer nicht induzierten Kultur verglichen (Abbildung 

4.2). Für den Klon MA2 zeigte sich eine IPTG Konzentration von 1µM optimal, 

jede höhere Konzentration war mit einer massiven Zunahme von Abbaupro-

dukten verbunden, wie in den Spuren (1 bis 4; MA2) deutlich zu sehen ist. 

MA3 exprimierte P60 von allen Klonen am schwächsten (Abb. 4.2, Spuren 1 

bis 4; MA3). Da in einigen Experimenten das P60-Konstrukt dieses Klons mit 

100µM IPTG kaum zu detektieren war, wurde er im Folgenden mit 1mM IPTG 

induziert. Die Klone MA4 und MA5 zeigten bei 100µM eine gute Expression 

(Abb. 4.2, jeweils Spur 3 bei MA4 und MA5), sie wurden für weitere Experi-

mente mit dieser IPTG Konzentration kultiviert. Zu erwähnen ist noch, dass 

der eingesetzte anti-P60-Antikörper CG4 eine Kreuzreaktivität mit einem 

35kDa großen Protein von E. coli aufweist. Wie in der Coomassiefärbung er-

sichtlich, wurde beim MA5 in den Spuren 3 und 4 weniger Protein aufgetra-

gen, was die schwache Expression des kreuzreaktiven 35kDa E. coli Proteins 

erklärt. Die P60 Banden sind hier entsprechend schwächer ausgeprägt. 
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Abb. 4.2: Induktion der P60-Expression in den MA-Klonen in Abhängigkeit von der IPTG Kon-
zentration 
M = Marker, 1 = ohne IPTG, 2 = 1µM IPTG 3 = 100µM IPTG, 4 = 1mM IPTG, - = E. coli mit
Plasmid pQE60 ohne Insert. A: Coomassiefärbung, B: Immunfärbung 
Die Induktion mit IPTG erfolgte wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben. Die Immunfärbung für die
Chemilumineszenz (siehe 3.4.1) wurde mit dem P60 Antikörper CG4 durchgeführt. 
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4.3 Die rekombinanten P60 Konstrukte liegen in E. coli löslich und 
unlöslich 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 hierfür nötige Lyse der E. coli Bakterien gestalte-

te sich schwierig. Für eine saubere Präparation von löslichen und unlöslichen 

Proteinen waren Modifikationen des Protokolls aus „The QIAexpressionist“ 

(QIAGEN) nötig (siehe Kapitel 3.3.3). Als Positivkontrolle für die Membran-

haltige Fraktion wurde in der Immunfärbung ein LPS spezifischer Antikörper 

verwendet, der von Prof. Brade (Brade et al., 1996) zur Verfügung gestellt 

wurde. Zum Nachweis zytoplasmatischer Proteine wurde ein monoklonaler 

Antikörper 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 größere Anteil 

im Zytoplasma detektiert wurde (siehe Abbildung 4.3.1). Der MA2-Klon wies 

von allen Klonen die größte Menge P60 in der Fraktion unlöslicher Proteine 

auf. Zu berücksichtigen blieb hier allerdings, dass der Klon insgesamt sehr 

viel P60-Protein exprimierte und auch hier die Menge an P60 in der Zytoplas-

mafraktion am größten war. Darüber hinaus konnte auch in der Membranfrak-

tion eine geringe Menge EF-Tu detektiert werden. Dies war bei den übrigen 

Klonen erst bei Belichtungszeiten von mehr als 10 Minuten der Fall. Bei die-

sen Belichtungszeiten wurden auch die Banden für LPS kräftiger, was aller-

dings mit einer starken Hintergrundschwärzung verbunden war. Hervorzuhe-

ben ist, dass beim Klon 3.2, der keine Signalsequenz für Translokation und 

Einbau in die Membran trägt, P60 jedoch in der Membran-haltigen Fraktion 

detektierbar war. Dies wies darauf hin, dass die P60-Kontrukte bevorzugt in 

unlöslichen „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 begünstigte. 
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Abb. 4.3.1: Lokalisation der P60-Varianten der Klone MA2, MA3, MA4, MA5 und 3.2. 
 
Membran-haltige Fraktion unlöslicher Proteine (M) und Zytoplasma (Z) wurden - wie in Kapitel
3.3.3 beschrieben - präpariert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine in einem
12% Polyacrylamidgel wurden diese Coomassie gefärbt (A) oder im Westernblot (siehe 3.4.1)
mit Antikörpern gegen EF-Tu (ME3), LPS und P60 (CG4) immungefärbt (B). Die Höhe der
Banden für EF-Tu und LPS sind seitlich gekennzeichnet. Die übrigen 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 oberflächenexponiert  
   präsentiert 

 

Nachdem P60 in der Membran-haltigen Fraktion nachgewiesen werden konn-

te, stellte sich die Frage, ob es auch oberflächenexponiert vorlag. Um diese 

Frage zu klären, wurden verschiedene Strategien verfolgt. 

Eine limitierte Proteolyse der E. coli Klone mit Trypsin, bei der davon auszu-

gehen war, dass zuerst oberflächenexponierte 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 zugänglich ist, wobei eine 

spontane Lyse der Bakterien auf der Plastikoberfläche nicht gänzlich ausge-

schlossen werden konnte. 

Nachdem diese Experimente Daten lieferten, die die Oberflächenexposition 

von P60 nicht bewiesen, da ebenfalls ein Ausbluten des zytoplasmatischen 

P60 zu den gemessenen Werten hätte führen können, wurden die Klone 

schließlich im FACS untersucht. Hier wurde als Negativkontrolle nur der FITC- 

markierte Antikörper ohne Erstantikörper zu den Proben gegeben. Als Positiv-

kontrolle für einen Oberflächenmarker wurde der gegen LPS gerichtete Anti-

körper eingesetzt (Brade et al., 1996). Die FACS Analyse bestätigte die Ver-

mutung, die durch die vorangegangenen Experimente aufgekommen war: Das 

rekombinante P60 war bei keinem der E. coli Klone oberflächenlokalisiert zu-

gänglich (siehe Abb. 4.4.1). Es bleibt anzumerken, dass der Nachweis des 

oberflächenlokalisierten LPS mit nur etwa 6,5% der ausgezählten Bakterien 

gering ausgefallen war. Dies lag vermutlich an der relativ schwach konzent-

rierten Antikörperlösung und der generellen Schwierigkeit, Bakterien im FACS 

zu untersuchen.  
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anti CG4 FITC anti CG4 FITC

anti CG4 FITC

 

Abb. 4.4.1: FACS Analysen der verschiedenen P60-Klone.  
Als Negativkontrolle wurde der Klon MA3 mit dem FITC markierten Antikörper ohne Erstanti-
körper inkubiert. Als Positivkontrolle wurde der Klon MA3 mit einem Antikörper gegen oberflä-
chenlokalisiertes LPS inkubiert. Die übrigen Plots zeigen die Populationen der Klone MA2,
MA3, MA4, MA5 und 3.2 nach Immunfärbung mit dem P60-Antikörper 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 Antikör-

pern gab, die bei den MA-Klonen und Klon 3.2, die mit CG4 inkubiert worden 

waren, nicht zu finden war. 

Um auszuschließen, dass die Konzentration des CG4 Antikörpers zu gering 

war für die Detektion aller oberflächenexponierter P60 Moleküle und somit 

Ursache der fehlenden Populationsverschiebung, wurde in einem parallel 

durchgeführten Schachbrett-ELISA der Antikörper CG4 in verschiedenen Ver-

dünnungen an Bakterienproben, die identisch mit denen der FACS Untersu-

chung waren, getestet. Die Bakterien wurden lysiert angelagert, um einen 

möglichst hohen Anteil von P60 zugänglich zu machen. Sowohl das Bakteri-

enlysat als auch der Antikörper wurden in fünfer Schritten ausverdünnt und 

gegeneinander getestet. Das in Abbildung 4.4.2 beispielhaft gezeigte Dia-

gramm zeigt die Ergebnisse des Schachbrett-ELISAs mit dem MA3-Klon in 

drei Verdünnungsstufen und vier verschiedenen Konzentrationen des CG4 

Antikörpers. Wurde das Lysat pur oder 1:5 verdünnt angelagert, so kam es bei 

den vier eingesetzten Antikörperkonzentrationen zu keiner Abnahme der Ex-

tinktion, d. h. selbst bei einer Verdünnung des Antikörpers von 1:100 wurde 

noch maximale OD gemessen, was einer vollständigen Detektion aller P60 

Moleküle entsprach. Dieses Ergebnis fand sich auch bei den übrigen Klonen 

und unterstützte, dass der fehlende Nachweis von P60 bei den E. coli Mutan-

ten darauf hinweist, dass P60 in den E. coli Mutanten nicht oberflächenexpo-

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 verdünnt angelagert. Die Inkubation mit dem P60 spezifischen mAk CG4 erfolgte 
ebenfalls pur, 1:5, 1:25 und 1:125 verdünnt. 
 

 

4.5 Die P60 Varianten werden in den Kulturüberstand abgegeben 
 

Nachdem P60 zwar in der Membran-haltigen Fraktion, nicht aber oberflä-

chenexponiert gefunden wurde, blieb die Frage offen, wieso der zu erwarten-

de Transport über die Membran an die Oberfläche nicht stattfand. So entstand 

die Arbeitshypothese, dass im E. coli das rekombinante P60 möglicherweise 

zwar über die Membran transportiert, hier jedoch nicht verankert, sondern se-

zerniert wird. Also wurde der Kulturüberstand 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 Kulturüberstand detektiert. Zur 

Kontrolle wurde der Kulturüberstand auch auf das zytoplasmatische Protein 

EF-Tu getestet, um ausschließen zu können, dass die detektierten Proteine 

nur von lysierten Bakterien stammten. Bei den Klonen MA2, MA4 und 3.2 wa-

ren die P60-Banden sehr viel stärker ausgeprägt als die Banden für EF-Tu, 

wie in Abbildung 4.5, Spuren MA2, 3.2 und MA4 der Immunfärbung 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 Kulturüberstände auf Anwesenheit von P60. 
M = Marker, WB = Western Blot-Verfahren (Kapitel 3.3.2). Pro Spur wurden die mit TCA prä-
zipitierten Proteine der Überstände von je 2ml Kultur aufgetragen (siehe 3.3.3). Die Immunfär-
bung erfolgte mit dem P60 Antikörper CG4 und dem EF-Tu –Antikörper ME3 (Verfahren siehe
3.4.1). 



Ergebnisse 

38 

Bei den Klonen MA3 und MA5 (Abb. 4.5, Spuren MA5 und MA3 der Immun-

färbung) 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 Über-

stand abgegeben wird.  

 

 

4.6 Mycoplasma hominis sezerniert Proteine 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass rekombinantes P60 in den Kulturüber-

stand der MA-Klone abgegeben wird, wurde auch der Kulturüberstand einer 

M. hominis Kultur auf das Vorhandensein von mycoplasmalen Proteinen hin 

untersucht. Wie bei E. coli wurden die Proteine aus den Kulturüberständen mit 

TCA präzipitiert (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 ausschließen zu können, dass die Proteine nur durch 

lysierte Mycoplasmen in den Überstand gelangt waren, wurde dieser neben 

dem Vorhandensein des P60-Proteins sowohl auf weitere Membranproteine 

als auch auf zytoplasmatische Proteine hin untersucht.  

 

Membranproteine 

 

Der Kulturüberstand 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 oberflächenlokalisierten Membrankomplex bilden. P50 

und P100/OppA konnten auch bei Belichtungszeiten von mehr als 30 Minuten 

nicht im Kulturüberstand nachgewiesen werden (Abb. 4.6.2). 

 

 



Ergebnisse 

39 

kDa

97,4

66

45

31

Bakteriensediment Überstand
M A1 A2B1 C1 D1 E1 B2 C2 D2 E2K

Abb. 4.6.1: Coomassieblaufärbung der Proteine einer M. hominis Kultur in Überstand und
Bakteriensediment. 
A1-E1 = Bakterien aus 400µl Kultur als Kontrolle, aufgenommen in SDS-Probenpuffer, A=
aus stationärer Phase (Kultur rot und klar), B = aus später logarithmischer Wachstumspha-
se (rot und trüb), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und trüb),
D = aus beginnender logarithmischer Wachstumsphase (orange), E = vor Eintritt in die loga-
rithmische Phase (gelb), K = mit TCA behandeltes Medium als Negativkontrolle, A2-E2= mit
TCA präzipitierte Proteine des Kulturüberstandes aus 100µl Kultur. 
 

Zytoplasmatische Proteine 

 

Parallel wurde der Überstand 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 Überstand einer Mycoplasmenkultur zu Be-

ginn der logarithmischen Wachstumsphase detektiert (Abb.4.6.2 oben rechts,

Spur D), was bei den Membranproteinen P60 und P80 möglich war (siehe Ab-

bildung 4.6.2 oben rechts und unten links, jeweils Spur D). Der fehlende Nach-

weis des zytoplasmatischen EF-Tu schließt zumindest in dieser Kultur eine Kon-

tamination mit Bestandteilen lysierter Bakterien aus, was uns zu der These ver-

anlasst, dass die im Kulturüberstand 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 Überstand und Bakteriensediment einer M. hominis Kultur. 
K = Bakterien aus 400µl Kultur aus der beginnenden logarithmischen Wachstumsphase als
Kontrolle, aufgenommen in SDS-Probenpuffer, M = mit TCA behandeltes Medium als Nega-
tivkontrolle, A-E = mit TCA präzipitierte Proteine aus 100µl Kulturüberstand: A = aus statio-
närer Phase (Kultur rot und klar), B = aus später logarithmischer Wachstumsphase (rot und
trüb), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und trüb), 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 Überstand und Bak-
teriensediment einer M. hominis Kultur K = Bakterien aus 400µl Kultur aus der beginnen-
den logarithmischen Wachstumsphase als Kontrolle. M = mit TCA behandeltes Medium
als Negativkontrolle, A-E = mit TCA präzipitierte Proteine aus 100µl Kulturüberstand: A =
aus stationärer Phase (Kultur rot und klar), B = aus später logarithmischer Wachstums-
phase (rot und trüb), C = aus mittlerer logarithmischer Wachstumsphase (orange-rot und
trüb), 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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 Proteinstabilität 

 

Da die zytoplasmatischen Proteine P45, P68 überhaupt nicht und P55 nur 

sehr schwach in den Überständen zu finden waren, liess die Detektion von 

P60 und P80 im Überstand der Kultur auf eine Sekretion dieser Proteine bei 

M. hominis schließen. Die Tatsache, dass der Elongationsfaktor Tu zu Beginn 

der logarithmischen Wachstumsphase nicht nachweisbar war, dagegen je-

doch P60 und P80 sprach ebenfalls dafür. Um dennoch auszuschließen, dass 

die Proteine schlicht aufgrund eines frühzeitigen Abbaus im Überstand nicht 

mehr nachgewiesen werden konnten, wurde versucht, einen Hinweis auf die 

Stabilität der Proteine zu erhalten. Dafür wurden Mycoplasmen aus einer loga-

rithmisch wachsenden Kultur 6 Tage bei 37°C in A. dest. inkubiert und ihr Pro-

teinprofil anschließend im Westernblot analysiert. Als Kontrolle diente eine 

identische Probe, die während der Inkubationszeit bei –20°C eingefroren war. 

Als weitere Kontrolle wurde eine Probe mit Pefabloc, einem Proteaseinhibitor, 

versetzt (Abb. 4.6.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

43 

113

92

52,9

35,4

29

21,5

113
92

52,9

35,4

29

21,5

97,4

66

45

31

21,5

113
92

52,9

35,4

29

21,5

113
92

52,9

35,4

29

21,5

P55 P45 P68

P50 P60 P80 P100

Coomassie

M   1   2 3 1   2 3 1   2   3 1    2    3

1  2 3 1  2 3 1  2 3 1  2 3

kDa kDa kDa

kDa kDa

 

Abb. 4.6.4: Stabilität der Proteine einer lysierten Mycoplasma hominis-Kultur 
 
FBG aus je 3ml Kultur wurde in 100µl PBS aufgenommen und nach 6tägiger Inkubation 
bei –20°C (Spur 1)oder 37°C (ohne Pefabloc: Spur 2; mit Pefabloc: Spur 3)mit 25µl SDS-
Probenpuffer versetzt. Je 15µl Probe wurde pro Spur im 12% SDS-PAGE aufgetrennt und 
entwerden coomassie- oder mit Antikörpern gegen die angegebenen Proteine immunge-
färbt (siehe Kapitel 3.3.2 und 3.4.1)Bei den P50- und P55-spezifischen Immunfärbungen 
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 Mycoplasmenkulturü-

berstand gefunden wurden, waren unter den gegebenen Reaktionsbedingun-

gen gut nachweisbar. Die schwächer ausgeprägten Banden in den Proben mit 

Pefabloc erklären sich durch die Verdünnung durch dessen Zugabe. 
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5. Diskussion 
 

Das anfängliche Ziel dieser Arbeit war es, das P60-Protein so modifiziert in E. 

coli zu exprimieren, dass es oberflächenlokalisiert präsentiert wird, um Adhä-

renzvergleiche zwischen P60-präsentierenden und P60-freien E. coli Bakteri-

en anstellen zu können. 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 oberflächen-

exponierten Region endeten. Die Charakterisierung dieser Konstrukte zeigte, 

dass keines der P60-Varianten oberflächenlokalisiert präsentiert wird. Unter-

suchungen der Kulturüberstände der verschiedenen P60-Klone und M. homi-

nis Kultur führten jedoch zu der Entdeckung, dass P60 neben weiteren mem 

branständigen Mycoplasmaproteinen in den Überstand abgegeben wird. Die-

ses Ergebnis legte den Grundstock für die im Jahre 2004 veröffentlichte Arbeit 

über 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 Zelloberfläche 

von E. coli beschrieben hatte und dies von Chang und Mitarbeitern 1999 bes-

tätigt wurde, führte die Fusion von TraT Abschnitten mit P60 nicht zu einer 

Oberflächenexposition dieses Proteins. Offensichtlich ist diese Methode nicht 

bei allen Proteinen ein Garant für einen erfolgreichen Einbau in die äußere 

Membran und ihre Präsentation an der Bakterienoberfläche.  

P60 wurde in den Varianten mit TraT-Abschnitten (MA3, MA4 und MA5), so-

wie mit der nativen Signalsequenz in der Membran-haltigen Fraktion der un-

löslichen Proteine der entsprechenden E. coli Mutante nachgewiesen, dies 

war sogar bei dem Klon 3.2 zu beobachten, der keinerlei Signalsequenz für 

den Transport über und eine Verankerung in der Membran enthielt. Da die 

heterologe Überexpression von Proteinen zur Formation von unlöslichen 

„Inclusion bodies“ führen kann, und diese nach Trennung von Zytoplasma und 

Membranfraktion ebenfalls Bestandteil der Membranfraktion sind, ist der 

Nachweis der P60 Konstrukte in der Membranfraktion nicht zwangsläufig 

gleichbedeutend mit dem Nachweis ihrer Membranständigkeit. 
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Bei den Experimenten zur Lokalisation von P60 wurde der Nachweis des Pro-

teins EF-Tu anfänglich als Kontrolle für zytoplasmatische Bestandteile ge-

nutzt. Otto und Mitarbeiter haben 2001 in einer Untersuchung über die verän-

derte Zusammensetzung von Außenmembranproteinen bei Adhäsion von E. 

coli an abiotische Oberflächen auch EF-Tu in der Außenmembran detektieren 

können und zwar unabhängig von einer Adhäsion. Auch bei Experimenten für 

diese Arbeit konnte EF-Tu in der Immunfärbung bei langen Belichtungszeiten 

in der Membranfraktion detektiert werden. Bei Experimenten, die EF-Tu als 

Kontrolle für das Vorkommen von zytoplasmatischen Bestandteilen vorsehen, 

sollte deshalb berücksichtigt 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-

turüberstand somit auch nicht als Indikator für lysierte Zellen zu deuten. Der 

Elongationsfaktor Tu stellte also keinen idealen Marker für lysierte Bakterien 

bzw. die Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile dar. 

Als alternatives Markerprotein für zytoplasmatische Proteine könnte bei E. coli 

eventuell das 35kDa Protein herangezogen werden, das ebenfalls das Epitop 

des CG4-Antikörpers trägt (Kreuzreaktivität) und ausschließlich 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 

Adhäsine von Mycoplasma hominis fungieren (Henrich et al. 1993). Für 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 für P60, P80 und HinT kodieren, ein Operon (Kitzerow & Henrich, 

2001). Für 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 membranständigen, sekretierten Proteinen bei Mycoplasmen (Hopfe 
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et al., 2004) einen ersten Schritt zur Entschlüsselung ihrer Funktion darstellen 

mag. 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten P60 Konstrukte konnten im 

Kulturmedium von E. coli detektiert werden und zwar ohne sichtbaren Grö-

ßenverlust im Vergleich zu ihrer theoretisch kalkulierten Größe. Da bis auf den 

MA2 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 Kulturüber-

stand nachweisen, darüber hinaus auch das in der Außenmembran mit ihm im 

Komplex vorliegende Protein P80. Die oberflächenexponierten Membranpro-

teine P50 und P100 konnten unter den in diesen Experimenten gewählten 

Reaktionsbedingungen nicht im Kulturüberstand dargestellt werden. Zur Kon-

trolle wurde der Mycoplasmenkulturüberstand auch auf das Vorhandensein 

von zytoplasmatischen Proteinen getestet, um ausschließen zu können, dass 

die Proteine von lysierten Bakterien stammten und so in den Überstand ge-

langt waren. Abgesehen vom Nachweis des EF-Tu und dem bei langen Be-

lichtungszeiten schwach detektierbaren P55, waren verschiedene zytoplasma-

tische Proteine im Überstand nicht nachweisbar. Weiterführende Experimente 

der Mycoplasmenarbeitsgruppe zeigten, dass die Menge und der Nachweis 

der sezernierten Proteine an sich großen Schwankungen unterworfen war, 

und dass beispielsweise hohe Konzentrationen zweiwertiger Ionen die Sekre-

tion der Proteine von M. hominis inhibieren. P80 wies jedoch als einziges der 

untersuchten Proteine im Überstand einen Größenverlust von 10 kDa auf, was 

sich durch Abspaltung des N-terminalen Signalpeptides erklären läßt (Hopfe 

et al. 2004). 

 

Für die Schlussfolgerung, dass die im Überstand einer Bakterienkultur gefun-

denen Antigene sekretiert wurden, musste die Frage der Proteinstabilität be-

rücksichtigt werden, um sicherzugehen, dass die detektierten Proteine nicht 

doch von lysierten Bakterien stammten und nur aufgrund einer höheren Stabi-

lität im Kulturüberstand noch nachweisbar waren. Da eine Analyse der Prote-

instabilität in Kulturmedium aufgrund der potentiellen Proliferation eines einzi-

gen unlysierten Bakteriums, nicht sinnvoll war, erschien die Bestimmung der 
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Proteinstabilität nach osmotischer Lyse der Bakterien als bestmögliche Alter-

native (siehe Kapitel 3.3.5). Alle analysierten Proteine waren unter den gege-

benen Versuchsbedingungen gleich gut nachweisbar. Wird zusätzlich die Tat-

sache betrachtet, dass der Elongationsfaktor Tu in den hier dargestellten Ex-

perimenten nicht im Kulturüberstand aller Kultivierungsstufen nachzuweisen 

war, in denen P60 und P80 detektiert wurden, lässt sich schließen, dass der 

P60/P80 Komplex von M. hominis sezerniert wird. Diese Entdeckung wurde in 

einem Artikel im BMC Microbiology veröffentlicht (Hopfe et al. 2004). Es han-

delt sich bei diesen Proteinen somit nicht nur um einen membrangebundenen 

adhärenzvermittelnden Proteinkomplex, sondern auch um einen sezernierten 

Proteinkomplex, dessen Interaktion mit dem zytoplasmatischen HinT Protein 

möglicherweise auf eine Signaltransduktion hinweist. Über sezernierte Protei-

ne ist bei Mycoplasmen bisher erst sehr wenig bekannt (siehe Kapitel 1.4) und 

die Beschreibung der bisher bekannten sezernierten Proteine trägt kaum zum 

Verständnis der möglichen Funktion des sezernierten P60/P80 Komplexes 

bei. Einer der nächsten Schritte zur Funktionsanalyse dieser sekretierten Pro-

teine könnte sein, ihr adhäsives wie auch immunogenes Potential zu charak-

terisieren. Außerdem sollte eine weitergehende Analyse der Bedingungen, 

unter denen M. hominis-Proteine sezerniert werden, zur Klärung der Frage 

beitragen, ob durch ein Signal von außen 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 führt und die In-

teraktion des ins Zytoplasma diffundierenden P80 N-Terminus mit HinT er-

möglicht. Denkbar wäre auch eine durch intrazelluläre Vorgänge bedingte In-

teraktion von HinT mit dem ins Zytoplasma ragenden P80-N-Terminus, wel-

ches eine Konformationsänderung von P80 induziert, die letztendlich in der 

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

Zur Charakterisierung seiner zytadhäsiven 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 Adhäsion an HeLa-Zellen. Da ein Einfluss der Fusionspartner auf die 

Adhäsion nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde versucht, rekombinan-

tes P60 in E. coli oberflächenexponiert zu exprimieren, um in Adhärenztests 

mit diesen P60 E. coli-Mutanten die Adhäsion dieses Proteins isoliert betrach-

ten zu können. Um den Einbau in die äußere 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 oberflächenlokalisierten Membranproteins 

TraT fusioniert. Zusätzlich wurde mit MA2 ein Klon hergestellt, der den P60-

Vorläufer 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 oberflächenexponiert vorlag. Die Analyse 

der Zellkulturüberstände zeigte vielmehr, dass P60 - je nach Variante in un-

terschiedlichem Ausmaß - in den Überstand der E. coli Kulturen abgeben wur-

de. 

Bei der Analyse des Kulturüberstandes 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 Adhäsion beteiligten Proteinkomplex 

handelt, sondern dieser aktiv sezerniert wird, und dessen pathophysiologische 

Rolle nun zu untersuchen bleibt. 
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8. Abkürzungen 
 

A. dest Aqua destillata, destilliertes Wasser 

DHFR Dihydrofolatreduktase 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

E. coli Escherichia coli 

EF-Tu Elongationsfaktor Tu 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter 

FCS Fetales Kälberserum 

FITC Fluoreszein-Isothiozyanat 

h Stunde 

IPTG Isopropyl-β-Thiogalactopyranosid 

kDa Kilodalton 

LB-Medium Laria Bertani Medium 

M. Mycoplasma 

mA Milliampere 

min Minute 

OD Optische Dichte 

OppA Substratbindende Domäne der Oligo-

peptidpermease (Henrich et al., 1999) 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS Phosphate buffered saline 

SDS Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunde 

TCA Trichloressigsäure 

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

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

v/v volume per volume 

w/v weight per volume 
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