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Einleitung

1 Einleitung

11 Mycoplasmen und Mollicutes

Die Bezeichnung ,,Mycoplasmen® ist ein Trividname, der fur alle Spezies der
Mollicutes verwendet wird (RAZIN & HERRMANN, 2002). Die Mollicutes setzen
sich taxonomisch aus vier Ordnungen zusammen. Der Genus Mycoplasma beinhaltet
die meisten beschriebenen Spezies und Subspezies der Mollicutes, er gehort zur
Familie der Mycoplasmataceae und zur Ordnung Mycoplasmatales. Mycoplasma
pneumoniae ist ein Taxon des Genus Mycoplasma (JOHANSSON & PETTERSSON,
2002).

Mollicutes bedeutet ,, Weichhauter”. IThnen gemein ist neben der geringen Groélde des
Genoms und dessen geringen G+C-Gehalts laut bisheriger Kenntnis das voéllige
Fehlen einer Zellwand. Durch diese Charakteristika unterscheiden sich die Mollicutes
deutlich von anderen Bakterien. Das Genom von M. pneumoniae umfasst 816 kb
(HIMMELREICH et a., 1996), dasvon M. genitalium 580 kb (FRASER et a., 1995).
Phylogenetisch stammen die Mollicutes nach heutiger Sicht von Gram-positiven
Bakterien mit geringem G+C-Gehalt ab (MANILOFF, 2002).

1.2 Mycoplasma pneumoniae

M. pneunomiae gehort mit M. hominis, M. genitalium und M. penetrans zu den
prominentesten humanpathogenen Mycoplasmen (BLANCHARD & BEBEAR,
2002). M. pneunomiae befdlt den oberen und unteren Respirationstrakt und ist der
Erreger der atypischen Pneumonie und anderer Atemwegserkrankungen. Die
Ubertragung erfolgt tber Tropcheninfektion, es folgt die Adhésion an das Epithel der
Atemwege und die aktive Bewegung der M. pneumoniae-Zellen zur Basis der
Atemwegs-Cilien, wo sie sich weiter verbreiten (JACOBS, 2002). Die Fahigkeit zur
Adhasion sowie zur aktiven Bewegung sind damit Pathogenitétsfaktoren.

In der Natur ist M. pneumoniae immer mit einer Wirtszelle vergesellschaftet. Die
Anzucht im Labor gelingt in zellfreiem Vollmedium mit Serum. Die parasitische

Lebensweise ist in dem Verlust der genetischen Information fir die Synthese einiger
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essentieller Zellbestandteile begrindet (MANILOFF, 2002). Das Genom von M.
pneumoniae wurde komplett sequenziert, das Ergebnis wurde 1996 veroffentlicht
(HIMMELREICH et al., 1996). Es codiert nicht fur die Synthese von Aminosauren,
Purin- und Pyrimidinbasen, Fettsauren, Geil3eln und Bestandteilen einer bakteriellen
Zellwand. M. pneumoniae ist nur von einer Cytoplasmamembran umgeben, welche
Cholesterin as wichtigen Bestandteil enthalt und dadurch stabilisiert ist (RAZIN et
al., 1998). Die Lebensweiseist in der Natur stets parasitisch.

1.3 Hinweise auf Cytoskelettelemente bei Bakterien

Das eukaryotische Cytoskelett bestent aus drei Typen von Proteinfilamenten:
Aktinfilamenten, intermedidren Filamenten und Mikrotubuli (DREWES et al., 1998).
Aktinfilamente konnen unter der Plasmamembran ein Netzwerk ausbilden
(PUMPLIN & BLOCH, 1993). Im Zusammenhang mit Myosin ermdglichen sie
aktive Bewegungen der Zelle. Mikrotubuli bestehen aus polymerisiertem Tubulin. Sie
haben einen Durchmesser von ~24 nm und eine variable Lange (AMOS, 1978).
Bakterien besitzen kein aus diesen Komponenten aufgebautes Cytoskelett. Dennoch
weisen die meisten Bakterien eine asymmetrische Zellform auf. Der Erhalt von z. B.
der Form eines Stébchens erfordert Stitzmechanismen, die dem Zellturgor
entgegenwirken und somit das Abkugeln der Zellen verhindern. Eine solche Funktion
wird der bakteriellen Zellwand zugeschrieben. ANTRANIKIAN et al. (1987) konnten
jedoch zeigen, dal3 Zellen von Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes ihre
typische Stdbchenform auch bei Verlust der surface layer und der
Peptidoglycanschicht beibehielten. Daraus wurde geschlossen, dald3 zusétzlich zur
beschriebenen Peptidoglycanschicht ein weiteres System zur Erhalt der Asymmetrie
der Zellen vorhanden sein mulf3.

1996 wurde die These vom “Enzoskelett” bei Escherichia coli présentiert (NORRIS
et a., 1996), wonach E. coli-Zellen von einem hochmolekularen Netzwerk aus
Multienzymkomplexen, Nucleinsduren und cytoskelettartigen Proteinen wie MukB,
FtsA, FtsZ und MreB durchzogen sind. FtsA und MreB zeigen strukturelle
Ahnlichkeiten und Sequenzahnlichkeiten zu eukaryotischem Aktin (BORK et al.,
1992; JONES et a., 2001; CARBALLIDO-LOPEZ & ERRINGTON, 2003). MukB

spielt eine Rolle bei der Verteilung von Tochterchromosomen bel der Zellteilung
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(NIKI et a., 1991) und bildet dabei einen Komplex mit MukE und MukF (OHSUMI
et a., 2001), aber nicht mit FtsZ (BLAAUWEN et al., 2001).

FtsZ kommt be alen Prokaryonten vor (LUTKENHAUS, 1993) und weist
strukturelle Ahnlichkeit zum eukaryotischen Tubulin auf (LOWE & AMOS, 1998).
Es ist wéahrend der Zelteilung in der Teilungsebene lokalisert, wo es ein
ringférmiges Septum formt (ADDINALL et al., 1996; BAUMANN und JACKSON,
1996; RUEDA et al., 2003). Das im Ring vorhandene FtsZ steht in sténdigem
Austausch mit cytosolischem FtsZ (ERRINGTON, 2003).

Im Jahr 2001 erschienen Arbeiten Uber bakterielle Cytoskelettkomponenten bei
Soiroplasma melliferum und Bacillus subtilis. Spiroplasmen sind aktive Schwimmer
(KIRCHHOFF, 1992). Bei Spiroplasma melliferum konnten el ektronenmikroskopisch
nach Detergensbehandlung Fibrillen abgebildet werden, welche die Tendenz zu
parallelen Anordnung aufwiesen. Eine Anordnung dieser Fibrillen zu einem
» Ribbon", welches die Zellen von S. melliferum langs durchzieht und kontraktil wirkt,
konnte von TRACHTENBERG & GILAD (2001) nachgewiesen werden.

In Bacillus subtilis konnten helical gewundene Filamente beobachtet werden, welche
dicht an der Zelloberflache angeordnet sind und aus MreB und Mbl aufgebaut sind
(JONES et d., 2001).

Neue Studien postulieren die mal3gebliche Beteiligung von Elongationsfaktor Tu an
einem bakteriellen Cytoskelett (MAYER, 2003 & MAYER, 2003 b).

14 Cytoskelettkomponenten in Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasmen sind wegen der Abwesenheit einer klassischen Zellwand bel
gleichzeitiger  Stabiliserung ener  asymmetrischen  Zelform  geeignete
Modellorganismen zur Untersuchung von bakteriellen Cytoskelettkomponenten.
M. pneumoniae weist eine Membranausstilpung auf, welche in der Literatur als
»attachment-organelle® oder ,terminal organelle® oder ,tip-structure” bezeichnet
wird. In dieser Arbeit soll der Begriff , Tip* fur diesen Zellbereich gelten. Einige
Proteine, welche am Aufbau des Tip beteiligt sind, konnten identifiziert werden
(KRAUSE, 1996; KRAUSE, 1998; KRAUSE & BALISH, 2001; BALISH et 4.,
2003). Viele der identifizierten Proteine sind unléslich im Detergens Triton X-100.
lhnen wird daher eine Beteiligung am Aufbau eines Cytoskelettes zugeschrieben.
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Eukaryotische Cytoskelettkomponenten kdnnen mit diesem Detergens von anderen
Zellkomponenten freiprépariert werden (HERRMANN & WICHE, 1983).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen an M. pneumoniae brachten schon vor
langem eine elektronendichte Struktur im Tip zum Vorschein, einen langlichen, langs
im Tip lokalisierten Kern, welcher von einem e ektronendurchscheinenden Raum
flankiert ist (BIBERFELD & BIBERFELD, 1970; WILSON & COLLIER, 1976).
Diese Struktur, in der Literatur oft als ,electron-dense core”, in dieser Arbeit as
»Rod“ bezeichnet, konnte durch TritonX-100-Behandlung von M. pneumoniae-
Zéllen fur die Elektronenmikroskopie dargestellt werden (MENG & PFISTER, 1980;
GOBEL et al., 1981; REGULA et al, 2001; HEGERMANN et a., 2002). Sie ist
mal3geblich an der Cytadhdrenz und damit der Pathogenitdt von M. pneumoniae
beteiligt; es konnte elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden, da3 sie in
Adhérenz- negativen Mutanten fehlt oder verandert erscheint (SETO & MIYATA,
2003).

15 Zidl dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, Cytoskelettkomponenten des Bakteriums Mycoplasma
pneumoniae zu charakterisieren. Hierzu sollten elektronenmikroskopische sowie
lichtmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt werden. Durch
lichtmikroskopische Beobachtung lebender M. pneumoniae-Zellen sollte deren
Verhalten wahrend der Besiedlung einer Glasoberflache untersucht werden.

Durch Immunfluoreszenzfarbungen sollte eine Auswahl an Antiseren ermittelt
werden, welche an M. pneumoniae-Zellen in dem Bereich binden, der as Tip
bezeichnet wird. Uber Immunelektronenmikroskopie sollte dann eine genauere
Lokalisation einzelner Proteine erfolgen.

Eine im Tip von M. pneumoniae lokalisierte, im Detergens Triton X-100 unlésliche
Struktur, die in dieser Arbeit als ,Rod" bezeichnet wird, sollte in Bezug auf ihre
Ausmalde, ihr Erscheinungsbild, ihre Symmetrie sowie ihre Lokalisation und
Verankerung in der Zelle ndher beschrieben werden. Hierzu sollten
elektronenmikroskopische Untersuchungen an Triton X-100-Prdparationen von

M. pneumoniae durchgefuhrt werden.
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Durch konventionelle Ultramikrotomie sowie Kryoultramikrotomie sollten die genaue
Lage dieser Struktur in der Zelle sowie die strukturelle Organisation ihrer
unmittelbaren Umgebung ermittelt werden.

Da Mycoplasmen bisher als zellwandlose, nur von ener Cytoplasmamembran
umgebene Bakterien beschrieben wurden, sollte ermittelt werden, ob und, falls ja, in
welcher Form strukturgebende Komponenten in M. pneumoniae vorhanden sind, die
die asymmetrische Zellform stabiliseren. Zur Kléarung dieser Frage sollten
elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellhille und insbesondere der
unmittlelbar unter der Cytoplasmamembran gelegenen Schicht durchgefihrt werden.
Das P01 orf1033-Protein von M. pneumoniae sollte rekombinant als Konstrukt mit

einem rotfluoreszierenden Protein kloniert werden.
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2. Material und M ethoden

2.1, Verwendete Organismen

Mycoplasma pneumoniae M129 B18 ATCC 29342
Escherichia coli TOP 10

2.2 Verwendete Plasmide/ Cosmide

Zur Klonierung von P01 _orf1033 wurde der Vektor pK VmRFP verwendet. Dieser
wurde von Carl-Ulrich Zimmermann, Zentrum fir molekulare Biologie Heidelberg
(ZMBH) hergestellt und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Er beinhaltet die
DNA-Sequenz fur monomeres rotfluoreszierendes Protein (MRFP) (CAMPBELL et
al., 2002).

Im Vektor pKV befindet sich das Transposon Tn4001, in welches die Sequenz fiir
MRFP zwischen zwei von HAHN et al. (1999) zugefigten Schnittstellen fur EcoRI
und BamHI integriert ist. Abb. 2.1 zeigt eine Schemazeichnung vom Tn 4001.

Das Cosmid pcos MPP1 (WENZEL & HERRMANN, 1989) enthélt die Sequenz fir
PO1 orf1033 und wurde als Template-DNA in der PCR eingesetzt.
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MRFF
EcoRI| |BamH| Tindm Tindm
>I8256L ‘ } 1S 256 R
R IR IR R
o) ! o) |
tnp > < aacA - aphA tnp
[« Z5Kb >

Abb. 2.1: Schemazeichnung des Transposons Tn 4001. Die zwei Késten stellen die
beiden 1S-Elemente da (IS 256 L und R), die jeweils fur die Transposase (tnp)
codieren. O, I: &uReres und inneres Ende der beiden Elemente; IR: inverted repeats.
Zwischen den beiden |S-Elementen liegt ein Bereich (@acA — aphA), welcher fur die

Resistenz gegen Gentamycin, Kanamycin und Tobramycin codiert.

2.3 Verwendete Oligonukleotide

Eswurden diein Tabelle 1. aufgefiihrten Oligonukleotide eingesetzt.
Tab. 1. Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung | Sequenz Anwendung
PO1-FW 5 - CGG AAT TCT CAA GIC CAA AAA | P01 orf1033-
EcoRI-NT TGC ACG GA -3 Amplifizierung
Forward
PO1-RV 3'- GA TTC TAG TTA CCG TTC GIC| P01 orf1033-
Apal-CT CCC GGG GIG TCG -5' Amplifizierung
Reverse
mMRFP-RV 3" - TAG GAC AGG GGA GIC AAG -5’ PO1-mRFP-
Sequenzierung
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24 Kulturmedien

24.1 Kulturmedium fur Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae wurde in modifiziertem Hayflick Medium (HAYFLICK,
1965) angezogen. Das Medium besteht aus zwei Komponenten: der Basis- und der
Zusatzkomponente. Die Basiskomponente wird nach dem Ansetzen autoklaviert. Die
Bestandteile der  Zusatzkomponente  (Glucoselosung  wird — autoklaviert;
Penicillinlosung wird steril filtriert) werden zusammengegeben und bei -20°C
gelagert. Das Komplettmedium wird durch Vermischen der Basiskomponente mit der
aufgetauten Zusatzkomponente hergestellt und ist ungeféhr 4 Wochen bei 4°C
haltbar.

Basiskomponente

PPL O Broth w/o —CV, Difco 7,39
Phenolrot (0,5 %) 20ml
HEPES 1199
H2Opidest. ad 400 ml

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,6 — 7,8 eingestellt.

Zusatzkomponente

Pferdeserum (steril) 100 mi
50 % Glucose (steril) 10ml
Penicillin G (100.000 U/ml, steril) 5mi

Das Komplettmedium hat ein Endvolumen von 515 ml.

Herstellung der Phenolrotl 6sung:

1 g Phenolrot wird im Mérser unter langsamer Zugabe von 30 ml 0,1 N NaOH
zerrieben. Die Suspension wird mit HoOpigest. auf 200 ml aufgeflllt und tGber Nacht bel
4 °C inkubiert. Die Loésung wird dann durch einen Glasfaserfilter (200 S) filtriert und
auf pH 7,5 eingestellt. Nach dem Autoklavieren ist die Losung mehrere Monate bel
4 °C haltbar.
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242 LB-Medium fur die Anzucht von Escherichiacoli
(SAMBROOK et al., 1989)

Hefeextrakt 5049
Trypton 10,09
NaCl 1009
H2Obidest. ad 1000 ml

(Ampicillin 50 pg / ml)
Eine Einstellung des pH-Wertes war nicht erforderlich. Zur Herstellung von
Agarplatten wurden 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

24.3 Medium A zur Herstellung kompetenter Zellen (siehe Kap. 2.9.4)
Hefeextrakt 509

Trypton 100g

NaCl 1009

Glucose 2009

MgSO4 X 7 H,O 209

H2Obidest. ad 1000 mi

2.5. Zellanzucht und Ernte

251 Anzucht und Erntevon Mycoplasma pneumoniae M 129 (Wildtyp)

Es wurden je 90 ml Mycoplasma-Kulturmedium mit 10 ml Zellmaterial in 450 ml-
Kulturflaschen beimpft. Die Ernte erfolgte nach drel Tagen Inkubation bei 37 °C. Das
Wachstum der Kultur wurde durch einen Farbumschlag des im Medium vorhandenen
Phenolrots nach Gelb angezeigt (Anreicherung von sauren Stoffwechsel produkten).
Nach Absaugen des Mediums wurden die am Flaschenboden adrérierten Zellen
zweimal durch UbergielRen mit PBS gewaschen und anschlieRend in 1 ml PBS mit
einem Zellschaber abgel0st, resuspendiert und der Flasche entnommen, um auf diese



Material und Methoden

weise je Kulturflasche 1 ml Zellsuspension zu erhaten. Bei gleichzeitiger Anzucht
mehrerer Kulturflaschen kénnen die jewells erhaltenen Portionen vereinigt werden.

Zellen welche fur Immun-Gold- oder Immunfluoreszenzmarkierungen an Grids oder
Deckglaser adhérieren sollten, wurden nicht mit PBS gewaschen sondern nach
Abnahme des Mediums in 1 ml frischem, auf 37 °C vorgewarmtem Medium

abgeschabt und darin resuspendiert und der Flasche entnommen.

Vereinzelung von M. pneumoniae-Zellen in einer Zellsuspension

Zur Auflésung grof3erer Zellaggregate in einer Zellsuspension wurde die Suspension
mehrfach in einer Glaspipette aufgezogen. Die Pipettengrél3e wurde dabei so gewahit,
da3 mindestens die Héafte des Volumens an Suspension von der Pipette
aufgenommen werden konnte. Es wurde solange vereinzelt, bis eine makroskopisch

homogene Suspension entstanden war.

PBS (phosphat buffered saline) (10 X)

LOsung A: Losung B:

K2HPO4 579 KHPO4 349
NaCl 459 NaCl 45¢
H2Opidest. ad 500 mi H2Oigest. ad 500 mi

Lésung A und B werden gegeneinander titriert bis ein pH-Wert von 6,8 erreicht ist.

25.2 Anzucht von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte in Reagenzglasern, Erlenmeyer- oder
Schikanekolben. Das Kulturvolumen betrug 10-20 % des Fillvolumens der
Anzuchtgefal?e. Fir die analytische Plasmidisolierung (siehe Kap. 2.6.9) wurden 1,5
ml fassende Reaktionsgefél3e beimpft. Die Kulturen wurden unter Schiitteln bei 37 °C
UN inkubiert.

Stammkulturen

Die E. coli-Stamme konnten Uber kirzere Zeitraume auf LB-Platten bel 4 °C gelagert
werden. Stammkulturen wurden bei 37 °C in LB-Medium angezogen. Wahrend der

logarithmischen Wachstumsphase wurden 0,5 ml Zellsuspension steril entnommen,

10
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mit 0,5 ml Glycerin (87 % [v/v]) versetzt und sofort vermischt. Die Lagerung erfolgte
bel —70 °C.

Bestimmung der optischen Dichte

Fur die Bestimmung der optischen Dichte einer Kultur wurden 1 ml-Proben
entnommen die Extinktion gegentiber unbeimpfter Nahrlésung bei 600 nm bestimmit.
Die Messung erfolgte im Photometer (Ultrospec 3000, Amersham Pharmacia,
Cambridge, England) bel einer Wellenldnge von 600 nm in Plastikkiivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm.

2.6 Lichtmikroskopie

2.6.1 Pré&par ation von M. pneumoniae-Zellen fir die Lichtmikroskopie

M. pneumoniae-Zellen wurden wie Kap. 2.5.1 beschrieben angezogen und geerntet.
Das Abschaben der Zellen erfolgte nicht in PBS, sondern in 2 ml frischem, auf RT
vorgewarmtem Wachstumsmedium. Nach Vereinzelung der Zellen (siehe Kap. 2.5.1)
wurden je 200 pl Zellsuspension so auf ein Standard-Deckgléschen fur die
Lichtmikroskopie aufgetragen, da3 keine Flissigkeit Uber den Rand des
Deckgléschens hinauslief. Auf diese Art benetzte Deckglaschen wurden in ener
geschlossenen Petrischale 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Deckglaschen wurden dann
in der Petrischale 2 x durch Uberschichten mit PBS und kurzes Schwenken
gewaschen. Hierbel wurde darauf geachtet, da3 keine deutlich makroskopisch
sichtbare Masse von Zellmaterial auf den Deckglaschen haften blieb. Anschlief3end
wurden die adhérierten Zellen entweder fir die Fluoreszenzmikroskopie fixiert (siehe
Kap. 2.6.1.2) oder fir die Lebendbeobachtung weiterverwendet (siehe Kap. 2.6.1.1).

2611 Praparation fur die L ebendbeobachtung

Die wie in Kap. 2.6.1 praparierten Deckglaschen wurden mit einer flachen Pinzette

aus der Petrischale entnommen und mit fusselfreiem Filterpapier an der unteren, nicht

11
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mit Zellsuspension benetzt gewesenen Seite trockengewischt. Das Deckglas wurde
dann mit dem Zellrasen nach unten orientiert auf einen Glasobjekttrager gelegt. Es
wurde dann frisches Wachstumsmedium an ener Seite des Deckglaschens
zupipettiert, wahrend auf der gegeniiberliegenden Seite Flussigkeit mit Filterpapier
abgesaugt wurde. Auf diese Weise wurde der zwischen Deckglas und Objekttrager
befindliche Puffer vollstandig durch frisches Medium ersetzt.

26.1.2 Praparation fur die Fluoreszenzmikroskopie (SETO et al., 2001,

mod.)

Diewiein Kap. 2.6.1 praparierten Deckglaschen wurden zur Fixierung der Zellen mit
einer Losung von 0,25 % Glutaraldehyd (v/v) und 3,7 % Formaldehyd (w/v) in PBS
Uberschichtet und 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Fixierlésung wurde abgenommen
und die Deckgléschen wurden 3 mal fir 5 min in PBS unter leichtem Schwenken bel
RT gewaschen. Optional erfolgte anschlief3end ein Permeabilisierungsschritt durch
Uberschichten der Deckglaschen mit 0,1 % TX-100 in PBS und Inkubation fir 5 min
bei RT unter leichtem Schwenken und anschlief}enden dreimaligem Waschen in PBS
bei RT. Die Deckgldschen wurden anschlief3end entweder sofort for
Immunmarkierungen verwendet oder getrocknet und trocken aufbewahrt.

2.6.2 | mmunfluoreszenzmarkierungen (SETO et al., 2001, mod.)

Wie in Kap. 2.6.1 beschrieben préparierte Deckglaschen wurden in einer Petrischale
so hingelegt, dal3 die mit Zellen bewachsene Seite nach oben zeigte. Auf die
Deckglaschen wurden dann 200 ul des in PBS-BSA (2% BSA in PBS) verdinnten
Primérantikorpers pipettiert und bis zum Rand des Deckglaschen ausgestrichen,
sofern die Antikorperlésung das Deckglaschen nicht selbstandig benetzte. Es wurde
hierbei darauf geachtet, dald keine Antikorperlosung Uber den Rand des
Deckgléaschens und unter das Deckglaschen gelangen konnte. Die Inkubation mit dem
Priméarantikorper erfolgte in geschlossener Petrischale bei RT 2 h. Anschlief3end
wurden die Deckgléaschen in der Petrischde mit PBS Uberschichtet und kurz

geschwenkt, die Waschlésung wurde dann gegen frische ersetzt und die Schale unter

12
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leichtem Schwenken 10 min bei RT inkubiert. Der Waschschritt wurde dreimal
wiederholt. Anschlief3end wurden die Deckglaschen mit einer flachen Pinzette aus der
Petrischale herausgenommen und an der Unterseite (der nicht bewachsenen Seite) mit
fusselfrelem Zellstoff trockengewischt und in @ne trockene Petrischale gelegt. Die
Sekundéarantikérperlésung (anti-Rabbit-1gG) wurde auf gleiche Weise auf die
Deckglaschen gegeben wie die Priméarantikorperlosung. Der Sekundérantikorper war
wahlweise mit FITC oder Alexa 546 gekoppelt. Die Verdinnung des
Sekundarantikorpers erfolgte in PBS-BSA und betrug 1 : 1000. Die Inkubation mit
dem Sekundérantikorper erfolgte 30 min bei RT unter Lichtabschlufd. Anschlief3end
wurden die Deckglaschen auf die gleiche Art wie nach der Inkubation mit dem
Primérantikorper gewaschen und sofort mit der bewachsenen Seite nach unten
weisend auf einen Glasobjekttrager gelegt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Die Préparate konnten anschlief3end getrocknet und unter Lichtabschlul® aufbewahrt

werden.

2.6.3 Lichtmikroskopische Untersuchung der M. pneumoniae-Prapar ate

Wie Kap. 2.6.1 beschrieben hergestellte Deckglaschen wurden mit der bewachsenen
Seite nach unten weisend auf Glasobjekttréger gelegt. Bei Trockenpréparaten wurde
zuvor ein Tropfen PBS auf den Glasobjekttrager pipettiert; bei frischen Préparaten
war dies in der Regel nicht notwendig. Die Préparate wurden an einem Zeiss
Axiophot-Mikroskop unter Verwendung eines Phasenkontrast-Olimmersionsobjektivs
von 100-facher und Okularen von 10-facher Vergroferung betrachtet; die
GesamtvergrofRerung war demnach 1000-fach. Die Fokusebene war auf die Unterseite
des Deckglaschens gerichtet, wo sich ein einschichtiger Zellrasen befand. Die
Schérfentiefe entsprach hierbei in etwa der Dicke des Zellrasens, sodal’ |osgeldste
Anteile von partiell losgel 6sten Zellen aus der Fokusebene herausragten und somit al's
losgel st erkannt werden konnten. Nicht adhérierte Zellen befanden sich nicht in der
Fokusebene.

Fur Fluoreszenzaufnahmen wurde der entsprechende Filtersatz (Filtersatiz 09 fur
FITC-markierte Praparate; Filtersatz 43 fir Alexa- markierte Préparate) eingelegt und
das Prgparat Uber eine am Mikroskop angebrachte UV-Beleuchtungseinheit angeregt.

Hierbei wurde das Durchlicht fir schwach fluoreszierende Préparate ganz

13
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ausgeschaltet; bei stark fluoreszierenden Praparaten konnten Mischbilder aus

Fluoreszenzsignal und Phasenkontrast direkt aufgenommen werden.

264 Mikrophotographie am Lichtmikroskop

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden entweder mit einer am Mikroskop
angeflanschten Digitalkamera ,, Canon Powershot G2 unter Verwendung einer hierzu
von der Firma Zeiss in Gottingen mitgelieferten passenden Zusatzoptik, oder mit einer
»Jendigital C 1.3" —Digitalkamera der Firma Jenoptik unter Verwendung eines Stativs
durch das Okular angefertigt. Die Bedienung der Kameras erfolgte hierbei jeweils
unter Beachtung der Herstellerangaben mit der grotmoglichen BildauflGsung.

Die Aufnahmen wurden anschlief3end unter Verwendung der vom Hersteller
mitgelieferten Software auf Standardrechner Ubertragen Die Bildbearbeitung erfolgte
mit dem Programm Photoshop 6.0. Verwendete Filter waren ausschliefdlich
Kontrastkorrektur, Farbkorrektur und Hochpassfilterung. Fir Mischbilder aus reinem
Phasenkontrast und reinem Fluoreszenzsignal wurde das Fluoreszenzbild auf 50 %
Transparenz eingestellt und Uber das Phasenkontrastbild gelegt. Die beiden Ebenen
wurden dann auf Hintergrund reduziert und anschlief3end gegebenenfalls nochmals
kontrastkorrigiert.

2.7 Elektronenmikroskopie

Die beschriebenen Préparationen beziehen sich auf die Transmissions

Elektronenmikroskopie. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden

von Dr. M. Rohde, GBF Braunschweig, angefertigt.

271 Tréagernetze (Grids)

Es wurden Grids der Typen G300 und G400 aus Nickel mit quadratischen Fenstern
(Fa. Plano, W. Plannet GmbH, Wetzlar) verwendet.

14
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2.7.2 Tréagerfolien

Alle Grids wurden zunéchst mit Formvarfolie befilmt. Grids fur die Aufnahme von
Ultradiinnschnitten wurden direkt verwendet, Grids fur die "On-Grid-Zellanzucht"”,
die Negativkontrastierung und fur die Aufnahme von Kryoultradiinnschnitten wurde
zusdtzlich eine Kohleschicht aufgedampft. Diese diente der Stabilisierung der

Trégerfolie und der besseren Adsorption der Zellen.

2.7.2.1. Herstellung von Kunststoffolie (MAHL und MOLDNER, 1973;

mod.)

Es wurde eine Losung von 05% (w/v) Formvar (Polyvinylformadehyd) in
wasserfreiem Chloroform hergestellt. Die Lésung wurde durch ein Papierfilter in
einen Tropftrichter gegeben. Ein Glasobjekttrager wurde zum Entfernen von Staub
mit Zellstoff trocken abgewischt und in den Tropftrichter gestellt. Die Fullhéhe im
Tropftrichter wurde so gewahlt, dal? der Objekttrager zu ca. 2/3 mit FormvarlGsung
bedeckt war. Die Formvarldsung wurde dann abgelassen, der Objekttrager aus dem
Tropftrichter entnommen und ca. 1 min zum Trocknen in ein staubfreies Becherglas
gestellt, welches wéahrend der Trocknungszeit abgedeckt wurde. Nach dem
Verdunsten des Chloroforms blieb ein dinner Film aus Formvar auf dem Objekttrager
haften. Die Dicke des Films konnte durch die Ablaufgeschwindigkeit der
Formvarlosung gesteuert werden. Ein 2 |-Becherglas wurde bis zum Rand mit
destilliertem Wasser gefullt und die Oberflache des Wassers mit einem Filterpapier
von schwimmenden Schmutzpartikeln befreit. Der Objekttréger wurde ohne
vorheriges Anritzen der Kanten senkrecht in das Wasser abgetaucht, wobel sich der
Formvarfilm von dem Objekttréger 16ste und auf die Wasseroberflache abflottierte.
Schwimmende Formvarfilme wurden dann méglichst dicht mit Nickelgrids belegt,
wobel die Arbeitssite der Grids nach unten, zur Folie hin orientiert war. Vollstandig
belegte Folien wurden mit einem Stick Parafilm Deckpapier bedeckt. Das Papier
wurde dann mitsamt der Formvarfolie und den Grids von der Wasseroberflache
abgenommen und mit den Grids nach oben zeigend auf ein Filterpapier gelegt, dort

getrocknet und in einer Petrischale staubfrel verwahrt.

15
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2.7.2.2 K ohlebedampfung von for mvar beschichteten Grids

Formvarbeschichtete Grids wurden direkt durch Verdampfung angespitzter
Kohlestébe (Spektralkohle hochster Reinheit, Ringsdorff, Bonn-Bad Godesberg) in
einer Hochvakuum-Bedampfungsanlage (E 306, Edwards High Vacuum Ltd.,
Crawley, Sussex, UK) mit einer dinnen Kohleschicht bedampft. Hierzu wurden zwei
bis drei Parafilm-Deckpapierstreifen mit daran heftenden formvarbeschichteten Grids
mit den Grids nach oben weisend in die Bedampfungsanlage gelegt, seitlich mit
Klebeband fixiert und bei einem Vakuum von 5 x 10 Pa fiir 510 Sekunden bei ca.
60 relativen Stromstarkeeinheiten bedampft.

2.7.3 Pré&par ation ganzer Zellen (,, whole-mount-Technik®)

Mit Kohle bedampfte Formvar-Nickelgrids wurden bel Raumtemperatur mit der
Arbeitsseite nach unten weisend zunéchst fir 1 min auf Tropfen einer fixierten
Zellsuspension und anschlief3end 3 mal fur 5 min auf Tropfen mit PBS gelegt. Die
Flissigkeit wurde nach jedem Tropfen mit Filterpapier moglichst vollstandig von den
Grids abgesaugt. Grids, die fir Immun- Goldmarkierungen oder TX-100-Behandlung
bestimmt waren, wurden anschlief3end sofort weiterverwendet, die restlichen Grids
wurden zunéchst fir 5 min bei Raumtemperatur auf Tropfen mit HOpigest. gelegt und
anschlief3end kontrastiert.

274 Konventionelle Ultramikrotomie

2.74.1. Tieftemperatur-Einbettung von Zellsuspensionen in Lowicryl-
K4M-Harz (ROTH et al., 1981; CARLEMALM et al., 1982)

Es wurden Zellen direkt nach der Ernte in 25 % (v/v) Glutaradehyd in PBS
aufgenommen und in dieser Lésung mindestens 1 h bei 4 °C fixiert.

1 ml fixierter Zellsuspension wurde im Eppendorf- Reaktionsgefald abzentrifugiert
(7000 x g, 5min, Biofuge 13, Heraeus) und das Pellet in ca 100 pl PBS
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resuspendiert. Es wurden dann 150 pl 2 %iger, ca 50 °C warmer Agar mit
abgeschnittener Pipettenspitze zligig zugegeben, die Suspension zur grindlichen
Vermischung 3 x in der Pipette aufgezogen und anschlief3end auf Eis gestellt. Nach
Erstarren des Zell-Agar-Gemisches wurde der Agarblock aus dem Eppendorf-
Reaktionsgefald herausgel st und in Wirfel von 1-2 mm Kantenldnge geschnitten. Es
wurden dann in einige Schnappdeckelglaschen je ca. 15 Wurfel gegeben In diesen
wurde den Agarwirfeln zunéchst durch sukzessiven Austausch gegen Methanol das
Wasser entzogen. Das Methanol wurde dann gegen fllissiges Harz ausgetauscht.
Entwésserung und Harzinfiltration erfolgten nach dem in Tabelle 2 beschriebenen
Schema.

Tabelle 2: Schema zur Entwasserung und Harzinfiltration

Flissigkeit Temperatur [ °C]  Inkubationszeit
15 % Methanol 0 15 min

30 % Methanol 0 30 min

50 % Methanol -20 30 min

70 % Methanol -35 30 min

95 % Methanol -35 60 min

100 % Methanol -35 60 min
Methanol / Harz 1:1  -35 60 min
Methanol / Harz 1.2 -35 60 min

100 % Harz -35 2h

100 % Harz -35 1 mal kurz wechseln, dann Uber Nacht

Die Agarblockchen wurden dann in mit frischem Harz geflillte Gelatinekapseln
(BEEM-Kapseln, Plano, W. Plannet GmbH, Wetzlar) Uberfuhrt. Die Polymerisation
efolgte zunéchst 24 h bel -35°C und dann 24 h bel Raumtemperatur (UV-
Lichtschrank RTP 010, Balzers Union, Liechtenstein), jewells unter UV-Licht
(366 nm). Die Inkubationen bei -35 °C wurden in einer Tiefkthltrune mit Kihifalle
(TPP 010, Balzers Union, Liechtenstein) durchgefihrt.

Komponenten des Lowicryl-K4M-Harzes:

Crosslinker A 6,759
Monomer B 43,309
Initiator C 0,259

Die einzelnen Komponenten wurden bei Raumtemperatur gelagert. Das unter dem
Abzug anger tihrte Harz wurde bei -35 °C aufbewahrt.

17
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2742 Trimmen der Proben

Fertig auspolymerisierte Harzbldcke wurden in einer Diamantfrése (TM 60, Reichert,
Wien, Osterreich) angespitzt. Es wurde eine Pyramide geformt, deren Spitze
waagerecht zur Langsachse des Harzblocks so abgeflacht wurde, dal3 eine
quadratische Flache von ca. 1 mn? entstand. Die im Harzblock eingebettete Probe

wurde dabei teilweise freigelegt, so dald siein dieser Flache zum Vorschein kam.

2.7.4.3 Herstellung von Glasmessern

Fur die Herstellung von Glasmessern wurden von 25 mm breiten und 6,5 mm dicken
Tafelglasstreifen (LKB, Broma, Schweden) Quadrate mit Hilfe eines Messerbrechers
(Knifemaker 11, LKB, Broma, Schweden) abgebrochen. Aus diesen Glasquadraten
konnten im ldealfall durch diagonales Anritzen (45 °-Winkel) und Brechen zwel
Messer gewonnen werden, deren Schnittflache einen realen Winkel von 55 ° bel
einem Gegenstiick von ca. 0,5 mm aufwies.

Die verwendbaren Glasmesser wurden mit einem Kunststofftrog (Plano, W. Plannet
GmbH, Wetzlar) versehen, welcher mit fliissigem Dentalwachs an die Messer geklebt
und abgedichtet wurde. Auf diese Weise fertiggestellte Glasmesser wurden bis zu
ihrer Benutzung staubfrei verwahrt. Die Benutzung erfolgte spétestens eine Woche

nach Herstellung der Messer.

2744 Herstellung und Kontrastierung von Ultradiinnschnitten

Nach Einspannen eines Glasmessers und ener getrimmten Probe in das
Ultramikrotom (FC 4, Reichert-dung, Osterreich) wurden Schnittflache und
Messerkante parallel zueinander ausgerichtet. Der Trog des Messers wurde mit
filtriertem bidestilliertem Wasser aufgefillt. An der Messerkante ergab sich dabei
eine konkave Oberflache. Es wurden dann zundchst einige Semidinnschnitte
angefertigt. Sobald diese regelmaldig auf die Wasseroberflache abflottierten, wurde
die Schnittdicke auf 70 nm eingestellt. Die entstehenden Ultradiinnschnitte wurden

anhand ihrer Interferenzfarbe beurteilt. Schnitte mit grauer Farbung wurden mit einer
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Wimper auf der Wasseroberflache zusammengetricben und mit enem
formvarbeschichteten Nickelgrid von der Wasseroberflache so abgenommen, dal3 die
Schnitte auf der beschichteten Seite des Grids lagen. Uberschiissiges Wasser wurde
mit Filterpapier vom Grid abgesaugt. Grids mit Schnitten, an denen Immun-
Goldmarkierungen durchgeftihrt werden sollten, wurden bis dahin mit den Schnitten
nach unten weisend auf PBS schwimmend aufbewahrt. Sonstige Grids wurden sofort
kontrastiert. Die Kontrastierung erfolgte in der Regel durch Inkubation der Grids mit
nach unten weisender Arbeitsseite auf Tropfen von 3% iger Phosphorwolframsaure
(pH 7) fur 30 sec. Die Grids wurden anschlief?end nicht gespilt sondern die
Flissigkeit gleich auf Filterpapier ablaufen gelassen und die Grids auf dem
Filterpapier getrocknet.

Fur die Kontrastierung mit Bleicitrat / Uranylacetat wurden die Grids zunachst auf
Tropfen ener 0,1 M EDTA-LOsung in HOpigest. gelegt. Nach Absaugen
Uberschissiger Flussigkeit mit Filterpapier wurden die Grids fur 3 min auf Tropfen
einer 4 %igen (w/v) Uranylacetat-Losung (in H2Ouigest) g€legt. Uberschiissige
Flissigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt und die Grids anschlief3end fir 4 min auf
Tropfen einer 10 %igen (w/v) Lésung von Bleicitrat in 0,1 N NaOH gelegt. Die
Inkubation erfolgte zwecks CO,-Ausschluss in einer geschlossenen Petrischale mit
einem offenen Gefd? mit angefeuchtetem NaOH-Granulat. Die Grids wurden
anschlief3end in zuvor abgekochtem und unter Luftabschluss abgekihltem HOpigest.

gesplilt.

275 Kryoultramikrotomie

2751 Einbettung in Gelatine und Nachfixierung

Eine 1 ml-Portion der gewaschenen und fixierten Zellsuspenson wurde
abzentrifugiert (7000 x g, 5 min, Eppendorf- Zentrifuge) und das Pellet in 500 pl auf
37 °C gehaltener 10 % iger (w/v) Gelatine in 50 mM KP-Puffer resuspendiert. Ein
Tropfen dieses Gemisches wurde in eine Petrischale gegeben, welche bis zum
Erstarren der Gelatine bei 0°C gehalten wurde. Der erstarrte Tropfen wurde dann
durch UbergielRen mit einer Lésung von 0,3 % (v/v) Glutaraldehyd und 0,2 % (v/v)
Formaldehyd in 50 mM KP-Puffer und 30 min Inkubation bei 0°C erneut fixiert.
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Nach Waschen des fixierten Tropfens durch Ubergieffen mit 50 mM KP-Puffer

wurden mit einer Rasierklinge Wiirfel von ca. 2 mm Kantenlange ausgeschnitten.

2.75.2 Vorbereitung der Proben fir den Einfriervorgang

Die Gelatinewurfel wurden tber Nacht in einer Mischung aus 1,6 M Saccharose in
0,4 M NaP-Puffer und 25 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP; MG 10000) bei 4°C
inkubiert (TOKUYASU, 1986). AnschlieRend wurde je ein Wurfel mit 24 M
Saccharose als Klebstoff auf einen Aluminiumtréger aufgebracht. Hierbel war darauf
zu achten, dad eine Seite des Wurfels moglichst parallel zur Tragerflache lag.

Hierdurch wurde das spétere Trimmen der Probe erleichtert.

2753 Einfriervorgang

Die Aluminiumtréger wurden mitsamt den durch Saccharoselosung darauf

festsitzenden Gelatinewirfeln in flissigen Stickstoff eingetaucht, im fllssigen

Stickstoff in an Dréhten héngende Eppendorf- Reaktionsgefalde Uberfuhrt und dort bis

zum Schneidevorgang verwahrt.

2754 Herstellung von Glasmessern fur die Kryoultramikrotomie

Die Herstellung der Glasmesser erfolgte wie unter 2.7.4.3. beschrieben.

2755 Herstellung von Kryoultradiinnschnitten

Die Proben wurden mit Hilfe der Eppendorf- Reaktionsgefale in flissigem Stickstoff
in die gekuhlte Schneidekammer des Ultramikrotoms tUberfuihrt. Nach Einspannen von

Messer und Aluminiumtréger in das Ultramikrotom wurde die Probe getrimmt. Die
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Ausmale der Probenbl 6ckchen waren gering genug gewahlt, so dal3 das Trimmen der
Probe nicht mit dem dafir vorgesehenen Metallmesser, sondern gleich mit dem
Glasmesser durchgefiihrt werden konnte. Der Probenarm wurde hierbei manuell sehr
langsam bewegt, um eine glatte Anschnittflache zu schaffen. Das Messer wurde
anschlief3end mit einer vorher in flissigen Stickstoff getauchten Wimper von Spanen
befreit.

Zur Herstellung der Ultradiinnschnitte wurde dann der Probenarm manuell mit hoher
Schnittgeschwindigkeit so lange bewegt, bis eine deutliche Anhaufung von Schnitten
auf dem Messer lag. Mit einem in einer Drahtdse hdngenden Tropfen einer 4 M
Saccharosel6sung wurden nacheinander mehrere solcher Schnittanhaufungen vom
Messer abgenommen und anschlief3end gesammelt auf ein kohlebedampftes Formvar-
Grid Uberfihrt. Hierzu wurde das Grid mit der Arbeitsseite nach oben weisend dem
noch in der Drahtbse hangenden Tropfen aus Saccharose-Lésung von unten
angenahert und der Saccharose- Tropfen mit den am unteren Pol héngenden Schnitten
mit dem Grid aufgetupft. Auf solche Weise mit Schnitten belegte Grids wurden dann
zur Ablésung der Saccharose nacheinander 3 mal fur 5 min auf H2Opigest. iN
Petrischalen gelegt und anschlieffend entweder gleich kontrastiert oder sofort fur

Immun-Goldmarkierungen verwendet.

2.7.6 "Whole-mount" -lmmun-Goldmarkierungen an ganzen Zellen

Es wurden Zdlen nach der ,whole-mount“-Technik (siehe Kap. 2.7.3) auf Grids
aufgebracht. Optional erfolgte hiernach eine TX-100-Behandlung (siehe Kap.
2.8.1.2). Die Grids wurden anschlief3end for 3 h bei Raumtemperatur auf Tropfen
einer Verdinnungsreihe des Priméarantikorpers gelegt. Nach einem Waschschritt (3
mal fir 5 min auf Tropfen mit PBS) erfolgte eine einstiindige Inkubation der Grids
auf Tropfen des goldgekoppelten Sekundéarantikorpers (GARG, 1:60 in PBS-PEG [0,2
mg/ml]). Nach einem weiteren Waschschritt (3 mal fir 5 min auf Tropfen mit PBS, 1
mal fir 5 min auf einem Tropfen mit HOpigest) Wurden die Grids kontrastiert. Das
Volumen der Tropfen betrug jeweils ~40 pl.
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2.71.7 I mmun-Goldmarkierungen an Ultradiinnschnitten

Die Ultradiinnschnitte wurden zundchst mit H,O, angedizt, um das im Schnitt
enthaltene biologische Material und dessen Antikoérper-Bindungsstellen etwas vom
umgebenden Harz freizulegen. Es wurden dann jeweils spezifisch gegen das zu
untersuchende Protein gerichtete, in  Kaninchen hergestellte Antikorper
(Primérantikorper) an den Schnitt gebunden. An diese wurden im néchsten Schritt in
Ziege hergestellte Antikorper gebunden (Sekundérantikorper), welche gegen den
Fc-Tell des Primarantikorpers gerichtet waren. Der Sekundérantikorper war mit
kolloidalen Goldpartikeln gekoppelt (Goat-anti- Rabbit-Gold, GARG). Diese konnten
im elektronenmikroskopischen Bild al's elektronendichte Punkte erkannt werden.

Die Markierung wurde folgendermal3en durchgefuhrt (HOPPERT und MAYER,
1995; variiert):

1. Es wurden Ultradiinnschnitte von in Lowicryl-K4M eingebetten Zellen hergestellt.
Diese wurden mit formvarbeschichteten Nickelgrids aufgenommen und bis zur
Verwendung auf PBS-Tropfen aufbewahrt. Die Lagerungsdauer betrug hochstens
einen Tag.

2. Die Grids wurden 5 min auf ~40 pl grof3e Tropfen 10 % (v/v) H,O»-L6sung gelegt.
3. Die Flussigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt, und die Grids wurden fir 10 min
auf ~40 ul grof3e Tropfen von 3 % (w/v) Caseinhydrolysat gelegt.

4. Die Grids wurden mit einer Spritzflasche mit HOpigest. ~15 Sec lang gewaschen
("Jet-Wash").

5. Die FlUssigkeit wurde mit Filterpapier moglichst komplett abgesaugt, und die Grids
wurden anschlief3end fur 3 h auf Tropfen einer Verdinnungsrethe des priméren
Antikorpers gelegt. Die Verdinnung des priméren Antikorpers erfolgte in PBS.

6. Die Grids wurden zweimal fir je 10 sec mit PBS-Tween20 (0,05 % [v/v]) mit
einer Spritzflasche wie bei 4. gewaschen.

7. Die Grids wurden zweimal hintereinander fir je 5 min auf Tropfen mit PBS-Tween
und anschlief3end fur 5 min auf Tropfen mit PBS gelegt. Die Flussigkeit wurde mit
Filterpapier moglichst komplett abgesaugt, und die Grids wurden anschlief3end fir 1 h
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auf 40 pl grofRe Tropfen von goldgekoppeltem Sekundarantikorper (GARG) gelegt.
GARG wurde 1:60 in PBS-PEG (0,2 mg/ml) verdunnt.

8. Die Grids wurden wie unter 6. beschrieben gewaschen.

9. Die Grids wurden zweimal hintereinander fir je 5 min auf Tropfen mit
PBS-Tween, anschlief3end fir 5 min auf Tropfen mit PBS und dann fir 5 min auf
Tropfen mit HyOpigest. gelegt.

10. Die Flussigkeit wurde mit Filterpapier moglichst komplett abgesaugt;
abschlief?end wurden die Grids mit PWS kontrastiert.

Es wurden jeweils als Negativkontrolle Grids mit Ultradiinnschnitten auf PBS anstelle
vom Primérantikorper inkubiert und ansonsten genauso behandelt wie die anderen
Grids.

2.8 TX-100-Behandlungen
2.8.1 TX-100-Behandlungen fur die Elektronenmikroskopie
28.1.1 TX-100-Behandlung an unfixierten Zellen (REGULA, 1999, mod.)

Die von REGULA (1999) zur Fraktionierung von M. pneumoniae-Z€llen in TX-100-
|6dliche und -unldsliche Fraktionen verwerdete Methode wurde auf die Préparation
von TX-100-unl6slichen Zellbestandteilen fir die Elektronenmikroskopie tbertragen.
Die Behandlung erfolgte in einer Petrischale, deren Boden mit Parafilm ausgelegt
war. M. pneumoniae-Zellen wurden wie unter Kap. 2.5.1 beschrieben angezogen und
geerntet. Von der erhatenen, in frischem Medium vorliegenden Zellsuspension
wurden je 20 yul auf die nach oben weisende Arbeitsseite eines kohlebedampften
Formvar-Nickelgrids mit 300-er Maschenwelite pipettiert. Das Grid wurde zuvor mit
der Arbeitsseite nach oben weisend auf den am Boden der Petrischale zuvor fixierten
Parafilm gelegt und an drei Punkten mit einer spitzen Pinzette so fest angedruckt, daf?
es durch die folgenden Arbeitsschritte nicht von Parafilm abgel6st wurde. Es wurden
bis zu 50 Grids gleichzeitig in einer Petrischale behandelt.
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Nachdem die Zellsuspension auf die Grids gegeben war, wurde zusétzlich ein mit
Wasser angefeuchtetes Stlick Filterpapier seitlich in die Petrischale gelegt, um die
Austrocknung der Tropfen zu vermeiden. Die Petrischale wurde geschlossen und mit
den Grids zur Anheftung der Zellen 20 min bel 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden
die Gridsin der Schale dreimal durch Ubergie3en mit PBS gewaschen. Hierbei war
darauf zu achten, dal3 die Flussigkeit nicht direkt auf die Grids gegossen wurde. Die
einzelnen Waschschritte wurden jewells fir 30 sec unter leichtem Schwenken der
Schale ausgefuhrt. Die Puffermenge war je nach Schalengrof3e so gewahlt, dald die
Grids mindenstens in einer Hohe von 5 mm Uberschichtet waren. Nach dem dritten
Waschschritt wurden die Grids mit dem Puffer ,,Low Triton" Uberschichtet. Es folgte
eine Inkubation bei RT fir 3 min unter leichtem Schwenken. Der Puffer wurde
abgegossen und durch den Puffer ,,High Triton" ersetzt. Dieser war zuvor auf Eis
gestellt. Die Schale wurde auf Eis 5 min unter leichtem Schwenken inkubiert.
Anschlief3end wurde der Puffer abgegossen und die Grids dreimal wie oben
beschrieben in PBS gewaschen. Grids, welche fir Immungolgmarkierungen
verwendet werden sollten, wurden anschlief3end in eine Lésung von 0,25 %
Glutaraldehyd gelegt und in dieser Losung bis zur Verwendung bel 4 °C unter
Luftabschlufd verwahrt. Andere Grids wurden sofort mit 3 %iger neutralisierter

Phosphorwolframsaure kontrastiert.

Puffer “Low Triton” Puffer “High Triton”

PBS 1 -fach 1 -fach
EGTA 1 mM -

MgCb 10 mM 10 mM
Triton X-100 0,2 % 1%

PMSF 1 mM 1 mM
DNAsel| - 0,05 mg/ml
NaCl (zusétzlich zum PBS) - 1M
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28.1.2 TX-100-Behandlung an fixierten Zellen (HEGERMANN et al.,
2002)

Die TX-100-Behandlung an fixierten Zellen wurde fur die ,,whole-mount®-Technik an
auf Kohle-Formvar-Grids adhérierten M. pneumoniae-Zellen durchgefihrt, fir die
Einbettung in Lowicryl-K4M an Zellen in Suspension. Es wurden Zellen direkt nach
der Ernte in 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS aufgenommen und in dieser Lésung
mindestens 1 h bei 4 °C fixiert.

Fur die TX-100-Behandlung auf Grids wurden die Zellen nach der ,,whole- mount*-
Technik (siehe Kap. 2.7.3) auf Grids aufgebracht. Die Grids wurden anschlief3end
schwimmend auf einer Losung von 2 % (v/v) TX-100/1 M NaCl fur 10 min bel RT
inkubiert. Die Arbeitsseite der Grids wies dabel nach unten. Anschlief3end wurden die
Grids schwimmend auf PBS dreimal je 1 min inkubiert und hiernach entweder fir
Immun-Goldmarkierungen weiterverwendet oder sofort kontrastiert.

Fur die TX-100-Behandlung in Suspenson wurde 1 ml fixierte Zellsuspension
zunéchst milde abzentrifugiert und dreimal in PBS gewaschen (Zentrifugation jeweils
1000 x g; Tischzentrifuge, RT). Das Pellet wurde anschlief3end in 1 ml einer Losung
von 2 % (v/v) TX-100 / 1 M NaCl resuspendiert und 10 min bel RT inkubiert. Es
folgten wiederum drei Waschschritte, anschlief3end wurden die Zellen in Lowicryl-
K4M eingebettet (siehe Kap. 2.7.4.1)

2.8.2 TX-100-Behandlungen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Deckglaschen, welche wie unter 2.6.1.2 fir die Fluoreszenzmikroskopie prépariert
wurden, wurden vor Einsatz des Primarantikorpers mit einer Losung von 2 % (v/v)
TX-100/1 M NaCl fur 10 min bel RT Uberschichtet und anschlief3end dreimal in PBS
far je 1 min gespllt.

283 TX-100-Behandlungen fur die Elektrophorese

M. pneumoniae-Zellen wurden nach der Ernte ohne Fixierung in einer Losung von
2% (viv) TX-100 / 1 M NaCl aufgenommen und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die
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unldslichen Bestandteile wurden abzentrifugiert (10000 x g, Tischzentrifuge, RT) und
die Extraktion noch zweima wiederholt. Das Sediment wurde in
Denaturierungspuffer aufgenommen und fir SDS-PAGE (siehe Kap. 2.10.1) und
Western-Transfer (siehe Kap. 2.10.3) eingesetzt.

29 M olekular biologische M ethoden

29.1 Amplifizierung von DNA-Fragmenten durch die Polymerase-

K ettenr eaktion

Mittels der Technik der PCR (Polymerase-Kettenreaktion, Polymerase-Chain
Reaction) wurden Schnittstellen fir Restriktionsenzyme am Beginn und am Ende der
zu amplifizierenden DNA-Zielsequenz eingefhrt.

Fir einen PCR-Ansatz von 50 pl wurden standardmdfig folgende Komponenten

verwendet:

DMSO 10 %

Oligo FW 40 pmol

Oligo RW 40 pmol
Template-DNA 0,05hbis0,5 ug
PWO-Polymerase 1-5U

MgSO4 4mM
dNTP-Mix 0,2 mM

Eine optimale Amplifizierung war gewahrleistet, wenn beide Oligonukleotide etwa
den gleichen Schmelzpunkt (T,) hatten. Die Anneaingtemperatur wurde den
Schmelzpunkten der verwendeten Oligonukleotide soweit wie moglich angepalt.
Hierbel wurde die Temperatur aus Tr, + 5 °C errechnet.

Zur Amplifizierung wurden folgende Reaktionsbedingungen gewahlt:
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Denaturierung 2min 94°C
Denaturierung 15 sec 94°C
Annealing 30 sec variabel 30 Zyklen
Elongation variabel 71°C
Elongation 10 min 71°C
Pause ? 4°C

Das PCR-Produkt wurde anschlief3end gereinigt (Jetquick DNA Cleanup spin kit 50,
Firma Genomed, Bad Oeynhausen, Verwendung nach Herstellerangaben).

29.2 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Durch die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen kdnnen je nach Enzym glatte
(stumpfe, blunt ends) DNA-Enden oder Fragmente mit 3'- oder 5’ -Uberhéngenden
(kohasiven, sticky ends) Enden entstehen, wobei am 3'-Ende die Hydroxyl- und am
5'-Ende die Phosphatgruppe erhalten bleibt (ROBERTS, 1984).

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden nach den jeweiligen Angaben der
Hersteller und in den entsprechenden Pufferldsungen eingesetzt. Dabel richtete sich
die Wahl der zugegebenen Menge an Enzym nach der zu spaltenden DNA-Menge im
Reaktionsansatz. Die Inkubation fand in der Regel bei 37 °C statt (siehe Empfehlung
des Herstellers) und dauerte 1,5 bis 12 h. Je nach Kombination der geeigneten
Bedingungen fur die jeweiligen Restriktionsenzyme (Inkubationstemperatur, Puffer)
wurden fur den Verdau mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen beide
Enzyme zusammen oder aber getrennt in den Restriktionsansatz gegeben. Im letzteren
Fal wurde der Restriktionsansatz vor dem zweiten VerdauSchritt mit Hilfe des
JETquick PCR Purification Spin Kit (Genomed GmbH, Bad Oeynhausen) gereinigt.
Das Volumen der Restriktionsverdauansatze lag zwischen 10 und 40 pl. Die benétigte
Enzymmenge betrug =3 Units pro pg DNA. Dabel ist eine Unit definiert als die
Menge an Enzym, die eforderlich ist, um 1pg lambdaDNA in 60 min be
angegebener Inkubationstenperatur vollsténdig zu verdauen.
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Die Restriktionsspaltung von DNA diente der Herstellung von DNA-Fragmenten, die
fur die Ligation (siehe Kapitel 2.9.3) eingesetzt werden konnten, oder der Kontrolle

von rekombinanten Plasmiden.

2.9.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekile konnen durch die Bildung von
Phosphodiesterbindungen  zwischen  benachbarten  3'-Hydroxyl- und 5'-
Phosphatgruppen miteinander verbunden werden. Diese Reaktion wird durch das
Enzym T4-DNA-Ligase unter ATP-Hydrolyse katalysiert. DNA-Fragmente mit
komplementédren 5'-Uberhéngenden Enden werden dabei effizienter verknipft as
DNA-Fragmente mit glatten Enden.

In dem Ligationsansatz wurde das zu integrierende DNA-Fragment in dreifachem
molarem Uberschul? zu der linearisierten Vektor-DNA hinzugegeben.

In einem Restriktionsansatz von 20 pl wurden 2 pl 10 X Ligasepuffer und 2 U T4-
DNA-Ligase eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde 12 bis 15 h bei 16 °C inkubiert.
Das Fragment POl orf1033 und der Vektor pKVmRFP wurden jeweils mit den
Restriktionsenzymen EcoRl und BamHI geschnitten. Die Verdauansdtze wurden
aufgereinigt und anschlief?end im Verhdtnis 3 : 1 (Insert : Vektor) vermischt und fur
die Ligation eingesetzt.

294 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Kompetente E. coli-Zellen kénnen mit rekombinanter Plasmid-DNA transformiert
werden (COHEN et al., 1973). Zur Herstellung von kompetenten Zellen nach
NISHIMURA et a. (1990) wurden 50 ml Medium A mit 0,5 ml einer E. coli-
Ubernachtkultur beimpft und bis zu einer Zelldichte von ODggo = 0,3 bis 0,5 bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden die Zellen 10 min auf Eis gestellt und durch 10mindtige
Zentrifugation bel 1500 X g geerntet. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 0,5 ml
eiskaltem Medium A resuspendiert und nach Zugabe von 2,5 ml Lésung B vorsichtig
gemischt. Das gesamte Volumen der Zelsuspension wurde in Aliquots von 100 pl
aufgetellt und bei —70 °C gelagert.
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Medium A Lésung B

Hefeextrakt 509 Glycerin 36 % (V/V)
Trypton 1009 PEG 8000 12 % (Wiv)

NaCl 10,09 MgSOs, 12 mM

Glucose 20,09 In LB-Medium

M gSO4 X 7 HO 2,0 g Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt und die Losung sterilfiltriert.
H2Opidest. ad 1000 ml

295 Transformation von E. coli (HANAHAN, 1983)

Es wurden 100 pl der tiefgefrorenen Suspension von kompetenten E. coli-Zellen
(siehe Kap. 2.9.4) auf Eis aufgetaut und mit 2 pl Ligationsansatz (siehe Kap. 2.9.3)
versetzt. Der Transformationsansatz wurde 20 min unter gelegendlichem
vorsichtigem Schitteln auf Eis inkubiert. Es folgte dann der Hitzeschock durch
Inkubation fur 30 sec bei 42 °C. Der Ansatz wurde dann wieder auf Eis gestellt. Nach
einigen Minuten wurden 250 pl LB-Medium (RT) zugegeben und der Ansatz 30 min
unter Schwenken bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end wurden pro Ansatz 20 pl, 70 pl
und der komplette Rest jeweils auf einer LB-Amp-Platte ausplattiert. Die Platten
wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Von den erhaltenen Kolonien wurde mit sterilen Pipettenspitzen etwas Material
entnommen und damit je eine 1 ml-Kultur fir die analytische Plasmidpréparation
(sehe Kap. 2.9.6) und eine Masterplatte beimpft. Die Kulturen und die Platten
wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.9.6 I solierung von Plasmid-DNA ausE. coli

29.6.1 Analytische I solierung (BIRNBOIM und DOLY, 1979, mod.)

Es wurden 1 ml-Ubernachtkulturen von E. coli in Eppendorf-Reaktionsgefafien
angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 13000 X g fur 5 min bei
Raumtemperatur geerntet (13000 X g, Biofuge 13, Heraeus Instruments, Osterode).
Das Medium wurde sorgféltig entfernt und das Pellet in 100 pl P1-Puffer
resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 100 pl P2-Puffer zugefugt und das Gefal3
vorsichtig geschwenkt. Die einsetzende Lyse der Zellen war am Aufklaren der
Losung zu erkennen. Nach einer funfminltigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden 100 pl eiskalter P3-Puffer zugegeben. Das Reaktionsgeféald wurde sofort
vorsichtig geschwenkt und anschliefend 15 min auf Eis inkubiert. Durch
Zentrifugation bel 22000 X g und 4°C (15000 Upm, Rotor 12053, Sigma 3 MK,
Sigma Laborzentrifugen, Osterode) fur 15 min wurden Zelltrimmer und ausgefallene
Proteine abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt und zur Falung der DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt. Die
gefdllte DNA wurde durch Zentrifugation fur 30 min bei 220007 g und 4°C
(15000 Upm, Rotor 12053, Sigma 3 MK, Sigma Laborzentrifugen, Osterode)
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen, anschlief3end
getrocknet und in 10 bis 20 pl H2Opigest. aufgenommen. Die so hergestellten DNA-
Losungen konnten direkt fir Restriktionsanalysen (siehe Kap. 2.9.2) verwendet

werden.
P1-Puffer:
TrissHCL (pH 8,0) 50 mM
EDTA 10 mM
Rnase A 100 pg/ml P3-Puffer:
K-Acetat 3M
m Der pH-Wert wurde auf 5,5 eingestellt.
SDS 1 % (wiv)
NaOH 200 mM
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2.9.6.2 Quantitative I solierung

Die quntitative Isolierung von Plasmid-DNA erfogte mit dem Kit ,, Jetstar 2.0 (Firma
Genomed. Bad Oeynhausen) nach Herstellerangaben.

2.10 Elektrophoretische M ethoden

2.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LAEMMLI, 1970)

Die SDS-Polyacrylamid- Gel elektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970) ist
eine Methode zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen im
elektrischen Feld.

Die Denaturierung der Proteine erfolgte in Denaturierungspuffer durch das anionische
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) und 2-Mercaptoethanol.

Zur Auftrennung von Proteinen von ca. 50 bis ca. 200 kDa wurde ein 7,5 %iges
Polyacrylamid-Gel (Trenngel) gewahlt. Die SDS-PAGE wurde a's diskontinuierliche
Gelelektrophorese mit Flachbettgelen (STUDIER, 1973) durchgefiihrt. Die Gele
wurden im Gief3stand ,,Hoefer Mighty Small multiple gel caster* der Firma Hoefer
unter Verwendung der zugehdrigen 10 X 12 cm Glas- und Keramikplatten gegossen.
Es wurden jeweils vier oder funf Gele gleichzeitig gegossen. Hierzu wurden folgende

L 6sungen verwendet:

30 % Acrylamidldsung:

Ammoniumpersulfatldsung (APS):

Acrylamid 30 % (wiv) APS 109
Bisacrylamid 0,8 % (w/v) H2Opides. ad 100 ml
Ammoniumpersulfatiésung (APS): Sammelgelpuffer:

APS 109 TrissHCl (pH 6,8) 05M
H2Opidest. ad 100 ml DS 0,4 %
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Trenngel puffer:
TrisHCl (pH8,8) 15M
SDS 0,4 %

Fur vier bis funf Gele (ein Gief3sstand) wurden Trenn und Sammelgel wie folgt

zusammengestel t:

Trenngel (7,5 %) Sammel gel
30 % Acrylamid 11,25 ml 2ml
Trenngel puffer 11,25 ml -
Sammelgel puffer - 5mi
H2Opidest. 22,5ml 13 ml

Das Sammelgel wurde zunédchst luftdicht verschlossen und auf Eis gestellt. Zum
Trenngel wurden dann 500 pl APS-Losung und 50 ul TEMED gegeben. Das Gel
wurde mit einem Glasstab grundlich verriihrt und sofort in den Gief3stand gegossen.
Bel 5 Gelen reichte die Menge genau aus, um eine Fullhéhe bis ca. 2 cm unter der
Oberkante der Platten zu erreichen, bei 4 Gelen wurde die gleiche Fullhéhe gewahlt
und etwas von der Mischung zurtickbehalten. Die Gelflussigkeit im Gief3stand wurde
anschliefend sofort mit Wasser Uberschichtet. Da die einzelnen Gelkammern im
Giefdstand miteinander kommunizieren, wurde das Wasser moglichst gleichmaliig in
alle Kammern gegeben und soweit aufgeflillt, da’ ein gemeinsamer Meniskus Uber
den Kammern entstand. Andernfalls wurden die Gele in der Hohe ungleichmaliig.
Nach ca. 1 h Polymerisation bei RT waren die Gele erhéartet und das Wasser konnte
abgegossen werden. Der Giefdstand mit den Gelen wurde anschlief3end fur ca. 10 min
umgekehrt auf Zellstoff gestellt, um das Wasser méglichst vollsténdig zu entfernen.
Dann wurden zum Sammelgel 200 pl APS und 20 ul TEMED gegeben, das Gel gut
verrihrt und auf die Trenngele gegossen, wobei darauf zu achten war, dal3 das
Sammelgel in jede einzelne Kammer geriet, da die Kammern nach Polymerisation des
Trenngels nicht mehr kommunizierten. Nach Befillen jeder Kammer mit Sammelgel
wurden sofort die Kamme (10 oder 15 Taschen) eingesetzt. Die Polymerisation des
Sammelgels und gleichzeitige Nachpolymerisation des Trenngels erfolgte Uber Nacht
bei 4 °C. Anschliefend wurden die Gele dem Giefdstand entnommen und mit
eingesetzten Kammen in einer verschlief3baren Dose mit etwas feuchtem Zellstoff bis

zur Verwendung bei 4 °C aufbewahrt, sofern sie nicht sofort eingesetzt wurden.
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Es wurde en Gel in ene passende Elektrophoreseskammer eingesetzt. Die
Elektrodentanks wurden mit Elektrodenpuffer gefillt; erst dann wurde der Kamm
vorsichtig entnommen. Uberstehende Gelreste tiberhalb der Taschen wurden mit einer
Rasierklinge entfernt und die Stege zwischen den Taschen, wenn noétig, mit einer
sterilen Kanile begradigt.

Zur Elektrophorese wurden die Proben in Denaturierungspuffer (Endkonzentration
des Denaturierungspuffers 1 -fach) aufgenommen und 10 min bei 95 oder 100 °C
inkubiert. Die Auftragsmenge pro Gel- Tasche betrug bel Gelen mit 10 Taschen bis 20
pl, bei Gelen mit 15 Taschen bis 15 pl. Bei Aufnahme von Bakterienpellets in
Denaturierungspuffer wurde die Probe in einigen Fallen nach der Hitzeinkubation
durch freiwerdende DNA viskos und konnte daher nicht auf das Gel aufgetragen
werden. In diesem Fall wurde im Volumen 1 : 1 nochmals Denaturierungspuffer (2 -
fach) zugegeben und die Probe erneut 10 min auf 95 °C oder 100 °C inkubiert,

hiernach war ein problemloses Auftragen aller Proben méglich.

Elektrodenpuffer (10 -fach) Denaturierungspuffer (2 -fach):
Glycin 1449 TrissHCI (pH 6,8) 125 mM
Tris 30,289 SDS 4%
DS 0,1% 2-Mercapoethanol 10 %
Glycin 10 %
Bromphenolblau 0,02 %

Der obere Tank der Elektrophoresekammer wurde an die Kathode, der untere Tank an
die Anode eines Elektrophorese-Powersupplys (Pherostab. 500, Biotec-Fischer,
Reiskirchen) angeschlossen. Nach Auftrag der Proben wurde die Elektrophorese
zunédchst bel 15 mA gestartet. Sobald die Lauffront in das Trenngel eingewandert war,
konnte die Spannung soweit erhoht werden, dal’ ein Stromflufd von 30 mA erreicht
wurde. Wenn die Lauffront die untere Gelkante knapp erreicht hatte, wurde die
Elektrophorese gestoppt, wenn nicht ein kontrolliertes Auslaufen der Lauffront
erwinscht  war. Nach Beendigung des Laufs wurde das Ge der
Elektrophoresekammer entnommen. Die Gelplatten wurden duch leichtes Verkanten
eines der Spacer auseinandergehebelt und das Sammelgel entfernt. Das Trenngel
wurde dann entweder gefarbt (siehe Kap. 2.10.2), oder fir Western Transfer
eingesetzt (2.10.3).
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2.10.2 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Blau (WEBER
& OSBORN, 1996; mod.)

Die Gele wurden sofort nach Beendigung der Elektrophorese und Entnahme aus den
Platten in einer verschlief3baren Schale mit Coomassie-Farbel 6sung bedeckt und unter
leichtem Schwenken 1 Stunde bei RT inkubiert. Durch Essig und Methanol erfolgte
hierbei die Fixierung der Proteine bel gleichzeitiger Farbung. Die Farbel 6sung wurde
anschlief3end abgenommen, sie konnte mehrmals wiederverwendet werden. Das Gel
wurde dann in der Schale mit Entférbel 6sung tberschichtet und solange unter
mehrmaligem Wechseln der Entféarbel 6sung unter Schwenken bei RT inkubiert bis
deutliche Banden vor transparentem Hintergrund sichtbar waren. Die Entfarbel 6sung
konnte Uber einen Aktivkohlefilter regeneriert und wiederverwendet werden. Das Gel

wurde mit einem Durchlichtscanner dokumentiert.

Farbel6sung Entfarbel 6sung

ServaBlau G 259 M ethanol 330 ml
Methanol 254 ml Eisessig 110 mi
Eisessig 92 ml HOpidest. ad 1000 ml

H20pidest. ad 1000 ml

2.10.3 Western-Transfer (TOWBIN et al., 1979)

Mittels Western Transfer konnten Proteine aus einem Polyacrylamid-Gel auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen und somit immobilisiert werden. Die
Nitrocellulosemembran konnte dann fir die Doppelimmunprézipitation verwendet
werden.

Wahrend der Elektrophorese wurde die Transferapparatur vorbereitet. Es wurden
sechs Stiicke WhatmantPapier und ein Stiick Nitrocellulosemembran jeweils in einer
dem Trenngel entsprechenden Grof3e ausgeschnitten. Drei Lagen Whatman: Papier
wurden sukzessive auf die untere Elektrode der Apparatur gelegt und mit
Transferpuffer komplett durchtrénkt. Eventuelle L uftblasen zwischen den einzelnen
Lagen wurden durch Rollen mit einer Pasteurpipette oder einem Glasstab entfernt.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel den Platten entnommen und

sofort auf die vorbereiteten drei Lagen durchfeuchteten Whatman-Papiers gelegt. Das
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Gel wurde mit Transferpuffer befeuchtet und auf das Gel wurde das ausgeschnittene
Sttick Nitrocellulosemembran gelegt. Die Membran wurde mit Transferpuffer
reichlich befeuchtet; eventuelle Luftblasen wurden entfernt. Die Membran wurde
dann mit drel weiteren Lagen Whatman Papier belegt, wobel jede Lage einzeln
aufgelegt und vor Auflage des nachsten Papiers mit Transferpuffer befeuchtet wurde.
Nach nochmaligem Entfernen eventueller Luftblasen aus dem fertigen Sandwich
wurde Uberschiissiger Transferpuffer neben dem Sandwich von der unteren Elektrode
entfernt. Die obere Elektrode wurde aufgesetzt und die Apparatur mit einem Gewicht
von ca. 1 kg beschwert.

Die untere Elektrode der Apparatur wurde an die Kathode, die obere an die Anode
eines Power- Supplys angeschlossen. Der Transfer erfolgte bei 5 mA / cn? Gel fiir 1 h,
Nach Beendigung des Transfers wurde das Sandwich auseinandergenommen. Die
Nitrocellulosemembran wurde in einer Schale so hingelegt, dal3 die Seite mit den
Proteinbanden nach oben zeigte. Dies ist die Seite, welche wéahrend des Transfers
direkt mit dem Gel in Berhrung war, also die in der Apparatur nach unten zeigende
Seite. Die Membran wurde 5 min in Ponceaurotl6sung geschwenkt. Die

Ponceaurotl 6sung wurde abgegossen (konnte wiederverwendet werden) und das Gel
unter fliefRendem H>Opigest. SOlange gesplilt, bis rote Banden vor weil3em Hintergund
sichtbar waren. Es wurde darauf geachtet dal? alle Banden des verwendeten
Proteinmarkers auf der Membran deutlich zu sehen waren. Die Membran konnte dann
entweder getrocknet und trocken aufbewahrt oder sofort fir die Immunprazipitation
eingesetzt werden. Das sichtbare Bandenmuster entsprach spiegelbildlich dem des
Gels. Die Markerbanden wurden mit einem wasserunl6slichen Stift nachgezeichnet

und die einzelnen Bahnen gekennzeichnet.

Transfer-Puffer Ponceaurot-L 6sung

Glycin 39 mM Essigsaure 5% (VIv)
Tris 48 mM Ponceaurot 0,1 % (w/v)
Methanol 20%

SDS 0,04 %

2.10.4 Doppelimmunpr &zipitation mit Alkalische-Phosphatase-

gekoppelten Sekundarantikérpern (BLAKE et al., 1984, mod.)

Durch die Doppelimmunprazipitation mit Alkalische-Phosphatase- gekoppelten

Sekundérantikorpern und anschlief3ender Féarbungsreaktion konnten Reaktionen von
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Proteinbanden auf Nitrocellulosemembranen mit verschiedenen Priméarantikorpern
sichtbar gemacht werden.

Wahrend der gesamten folgenden Prozedur war die Orientierung der Membran in der
Schale stets so, dal3 die Seite, welche die Proteinbanden tragt, nach oben zeigte. Die
mit Ponceaurot gefarbte Membran (siehe Kap. 2.10.3) wurde in einer Schale mit
Blockingpuffer Uberschichtet und 1 Stunde bel RT unter Schwenken inkubiert. Die
Farbung der Banden auf der Membran verschwand hierbei, der Blocking-Puffer farbte
sich von well3 nach rosa. Der Puffer wurde entfernt und die Membran mit der
Primérantikorper-Losung Uberschichtet. Die Verdinnung des Primérantikorpers
betrug hierbei zwischen 1:500 und 1:5000 und wurde in Blockingpuffer
vorgenommen. Die Membran wurde dann fur 2 Stunden mit Primé&rantikorper bel RT
unter Schwenken inkubiert. Anschlief3end folgten drei Waschschritte in TBST fir je
10 min. Der Sekundarantikdrper wurde in Blockingpuffer 1:10000 verdunnt, die
Inkubation der Membran in der Sekundérantikorper-Losung erfolgte fir 45 min unter
Schwenken bei RT. Anschlief3end folgten die gleichen Waschschritte wie nach dem
Primérantikorper. Die Waschlésung wurde mdglichst vollstandig entfernt und die
Membran mit Farbel dsung benetzt. Die Membran wurde solange, mit der Féarbel 6sung
benetzt, unter leichtem Schwenken inkubiert, bis die ersten Banden sichtbar wurden.
In dem Moment wurde die Farbereaktion sofort durch grindlliches Spilen mit

H2Ovigest. gestoppt und die Membran auf Filterpapier getrocknet.

TBST (Tris buffered saline + Tween / 10 -fach): Farbel 6sung:

TrissHCI (pH 9,5) 1M BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate
NaCl 15M System for Membranes, SIGMA,
Tween 20 0,5 % (vIv) B-3804

Blocking-Puffer:
5% (w/v) Skim milk in 1 -fachTBST

2.10.5 Agar ose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Geleektrophorese wurde zur Auftrennung und Identifizierung von
Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten benutzt. Im elektrischen Feld wandern DNA-
Moleklle aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen zur Anode. Die
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Wanderungsgeschwindigkeit von linearer, doppelstrangiger DNA in der Agarose-
Gelmatrix ist umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts
(HELLING et d., 1974).

Durch den Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard konnte die Groéf3e der
aufgetrennten  DNA-Fragmente bestimmt werden. Verwendet wurde folgender

Grolenstandard: e

Zur andytischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarose-Flachbettgele
benutzt. Es wurde eine 0,8 %ige Agaroseldsung in E-Puffer hergestellt und
aufgekocht, bis sich die Agarose komplett gel6st hatte. Die noch heil3e Lésung wurde
dann in die Gelkammer gegossen und zur Formung von Taschen wurden Kamme
eingesetzt. Nach Verfestigung des Gels wurde das Gel in der Kammer mit EPuffer
Uberschichtet und der Kamm entfernt. Die DNA-Probe wurde mit 1/5 Volumen DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Es wurden jeweils 5 pl und 1
pl des DNA-Standards mit aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 160 mA 30
min. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele zur Anférbung der DNA
in einem Ethidiumbromidbad ca. 15 min inkubiert. Die Entféarbung des Hintergrundes
erfolgte 15 min in einem Wasserbad. Das Gel wurde anschlief3end in einem UV-
Translluminator (Fa. Intas, Gottingen) betrachtet und mit einer Videokamera
(Mitsubishi P78E, Fa. Intas, Gottingen) mit angeschlossenem Drucker (Video Graphic
Printer UP-890CE, Sony, Tokio, Japan) dokumentiert.

E-Puffer

Tris 40 mM DNA-Probenpuffer
Natriumacetat 40 mM Sucrose 50 %
EDTA 2mM Bromphenolblau 0,1%
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211 Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme

Fir die Herstellung von Puffern und Nahrmedien wurden Chemikalien des hochsten

handelsiiblichen Reinheitsgrades verwendet. Diese stammten, sofern nicht anders

vermerkt, von den Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Roth GmbH Co (Karlsruhe).

Aulerdem wurden Chemikalien, Biochemikalen, Enzyme und Kits folgender Firmen

verwendet:

Biomol Feinchemikalien GmbH,
Hamburg

Difco Laboratories, Detroit, USA
Genomed, Bad Oeynhausen

Gibco BRL GmbH, Eggenstein

MBI Fermentas GmbH, St. Leon Rot

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Roche Boehringer, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Serva Feinbiochemika GmbH & Co.,
Heidelberg

Metabion GmbH, Planegg

Ampicillin

Agar

JETquick PCR Purfication Spin Kit
Agarose, Hefeextrakt
Restriktionsenzyme, DNA-
Groféenstandard, ANTP-Mix (10 mM);
T4-DNA-Ligase
Pwo-DNA-Polymerase

ATP, DNasel, RNase A
Proteinstandard

Acrylamid, APS, Bisacrylamid,
Bromphenolblau, Ethidiumbromid, ,
BSA, ServaBlau, Tris, SDS
Oligonukleotide
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3. Experimente und Ergebnisse

31 Lichtmikroskopische Betrachtung lebender

M. pneumoniae-K ulturen

M. pneumoniae wurde in Kulturflaschen angezogen und geerntet (siehe Kap. 2.5.1).
Die Zdlen wurden in wenig frischem Medium resuspendiert und darin auf
Deckglaschen aufgetropft. Nach ca. 30 min Inkubation bei 37 °C hatte sich auf den
Deckglaschen ein Zellrasen von geeigneter Diclte gebildet. Die Mikroskopie erfolgte
wiein Kap. 2.6.3 beschrieben.

Der Abstand des Deckglaschens vom Objekttrager betrug ein Vielfaches der Dicke
des Zdlrasens, dies konnte durch Durchfokussierung von der Unterseite des
Deckglaschens bis zur Oberseite des Objekttrégers erkannt werden.

Da nicht in ener Feuchtekammer gearbeitet wurde, war es bel mehrstindiger
Beobachtung wichtig, die lonenkonzentration des unter dem Deckglaschen
befindlichen Mediums konstant zu halten. Dies wurde durch regelméiiiges Absaugen
der Flussigkeit unter dem Deckglaschen bei gleichzeitiger Zugabe frischen Mediums

an der entgegengesetzten Seite des Deckglaschens erreicht.

311 Definition: Zellkor per, Filament, Bindefilament, Zellauslaufer,
Einzelzelle, Zellverband, Kolonie, Zellaggr egat

Zdlen von M. pneumoniae bestehen lichtmikroskopisch betrachtet aus zwe
verschiedenen Bereichen, den dickeren Zellkdrpern und den dinneren,
langgestreckten Filamenten die sich in unterschiedlichen Positionen zu den
Zellkorpern befinden kénnen.

Ein Filament kann @) einzeln liegen (siehe Einzelzelle), b) als Verbindung zwischen
zwel Zelkorpern liegen; in dem Fall wird es in dieser Arbeit als Bindefilament
bezeichnet, oder c) an einem Zellkérper ansitzen, ohne an einen weiteren Zellkorper
anzugrenzen; in dem Fall wird esin dieser Arbeit als Zellauslaufer bezeichnet.

Eine adhérierend wachsende M. pneumoniae-Kultur besteht aus Einzelzellen und

verschieden grof3en Zellverbénden Einzelzellen bestehen entweder @) nur aus einem
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Filament ohne Zellkérper oder b) aus einem Zellkdrper mit anhangendem
Zellausl&ufer oder c) aus einem einzelnen Zellkorper ohne Zellaud aufer.

Zellverbédnde bestehen entweder aus einem langgestreckten Filament mit mehr als
einem Zellkorper oder aus einem oder mehreren Zellkdrpern und mehreren
Filamenten, die miteinander verbunden sind; hierbel konnen Verzweigungen
vorliegen. Am Verzweigungspunkt liegt meist ein Zellkoérper, an welchem dann zwei
oder mehr Zellauséaufer oder weitere Bindefilamente ansitzen. Die Grolie eines
Zellverbardes ist variabel. Der gesamte Zellrasen besteht aus vielen Zellverbanden.
Zellverbande, innerhalb welcher Zellkorper und Filamente so dicht liegen, dal3 sie
lichtmikroskopisch nicht mehr unterscheidbar sind, werden als K ol onien bezeichnet.
Zellhaufen, die drekt nach der Zellernte in der Zellsuspension lichtmikroskopisch
erkennbar waren, rihren vom mit dem Zellschaber losgeldsten mehrschichtigen
Zellrasen aus der Kulturflasche her. Diese zumeist grofien Zellhaufen werden als
Zellaggregate bezeichnet. Zellaggregate und Kolonien kénnen ahnliche Ausmalie
zeigen und sind nur daran zu unterscheiden, dal sich echte Kolonien erst langsam
bilden, wahrend Zellaggregate auch schon nach kurzer Adhasionszeit der

Zellsuspension an das Deckgléschen sichtbar sind.

312 M. pneumoniae breitet sich auf Glasoberflachen aus und bildet

einen Zellrasen

Zéellverbande wachsen in fortgeschrittenem Wachstumsstadium einer Kultur zu
Kolonien aus. In Abb. 3.1.1 sind Stadien der Entwicklung eines Zellrasens auf mit
Zellsuspension benetzten Deckglaschen nach  verschiedenen Adhasionszeiten
dargestellt. Von den Deckglaschen wurde nach 5, 15 und 30 min Adhasionszeit die
Zellsuspension abgewaschen. Man erkennt in Bilda (5 min Adhéasionszeit)
Einzelzellen ohne Zellkorper (schwarze Pfeilspitzen), Einzelzellen, die nur aus einem
Zellkorper bestehen (graue Pfeilspitzen), sowie kleine Zellverbande mit zwei durch
ein Bindefilament verbundenen Zellkorpern (weil3e Pfellspitzen). In Bild b (15 min
Adhasionszeit) erkennt man mehrere grofiere Zellverbande (einfach umkreist), welche
zum Teil Verzweigungen aufweisen. Die Verzweigungspunkte (schwarze Pfeile) sind
Zellkorper, an welchen mehrere Filamente ansitzen. Dies sind entweder
Bindefilamente (BF) oder Zelaudaufer (ZA). In Bild ¢ (30 min Adhésionszeit) sind
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mehrere Kolonien zu erkennen (doppelt umkreist), in welchen Filamente und
Zéellkorper nicht mehr unterscheidbar sind.

In den Bilderna-c sind jeweils die Bereiche dargestellt, die den dichtesten Bewuchs
des verwendeten Deckgl&schens zeigten. Auch nach 30 min Adhasionszeit waren stets
Bereiche zu finden, die im Erscheinungsbild Bild b entsprachen, entsprechend

verhielt es sich mit 15 und 5 min Adhé&sionszeit (b und a).

3.1.3 Auf Glasoberflachen adhéarierte Zellaggregate breiten sich aus

Zellsuspensionen von M. pneumoniae, die durch Ernte aus einer Kulturflasche (siehe
Kap. 2.3.1) gewonnen wurden, bestehen stets aus einem Gemisch von Einzelzellen
und Zellaggregaten verschiedener GrofRe. Diese Aggregate konnen durch
verschiedene Methoden teilweise gel6st werden (siehe Kap. 2.5.1). Eine vollstandige
Vereinzelung sdmtlicher Zellen in einer Zellsuspension war nicht moglich. Somit
finden sich an bewachsenen Deckgldschen neben Einzelzellen stets auch
Zellaggregate von unterschiedlicher Grofle. Es konnte beobachtet werden, dal3 sich
am Rand solcher Aggregate mit der Zeit einzelne Zellen deutlich verlangerten. Die
Richtung, in welcher diese Verlangerung stattfand, war stets sternformig vom
Aggregat wegweisend. Eine solche Beobachtung ist in Abb. 3.1.2 dargestellt. Die
Bilder sind im zeitlichen Abstand von je 5 min entstanden. Die Elongation einzelner
filamenttser Zellbereiche war direkt verfolgbar. Die Langenzunahme betrug bis zu

1 umin5min.

314 Aus Zélverbanden lésen sich Einzelzellen heraus und bewegen

sich entlang ihrer Langsachse

Von Zellverbadnden konnen sich wahrend des Wachstums der Kultur Einzelzellen
herauddsen (s. u.). Einzelzellen sind beweglich, sie kénnen sich vom Zellverband
entfernen, sich entlang der Glasoberflache bewegen und an anderer Stelle wieder
festsetzen. Die Bewegung erfolgt hierbei stets parallel zur Langsachse der Zelle.

Das Loslosen von Einzelzellen geschah stets nach deutlicher, schnell ablaufender

Verlangerung eines Zellaudaufers. Der Zellaudaufer wurde stark gestreckt und rif3
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dann wie unter Zug pl6tzlich ab. Der Kontakt zur Glasoberflache blieb dabei stets am
in Bezug zum Zellverband distalen Ende der entstandenen Einzel zelle bestehen, sodal3
gefolgert werden kann, dal3 von hier aus eine Zugkraft vermittelt wurde, die zur
Dehnung des Zdllaudaufers und schliefdlich zu dessen Abril3 vom Zellverband fihrte.
Nach dem Abreif3en blieb der Kontakt zur Glasoberflache weiterhin am auf3eren Ende
der vom Zellverband losgel6sten Einzelzelle bestehen. Dies konnte deutlich daran
erkannt werden, dal? dieser Bereich in der Focusebene verblieb, wahrend der Ubrige
Bereich von der Glasoberflache manchmal losgel6st war und sich aufRerhalb der
Focusebene in wirbelnder Bewegung befand. Eine solche Ablésung vom Zellverband
istin Abb. 3.1.3 dargestellt:

Der in Bilda eingekreiste Zellverband bestent aus drei Uber Bindefilamente
zusammenhangenden Zellkoérpern (weil3e Pfeilspitzen) und drei Zellauslaufern
(schwarze Pfeile). Zellaudaufer | verlangert sich von Bild a bis c. In Bild d trennt er
sich (grauer Pfeil) als Enzelzelle (schwarze Pfeilspitze) vom Zellverband, um sich
dann in den Bildernd bis f vom Zellverband zu entfernen. Wahrenddessen verlangert

sich Zdllaudaufer 11 in den Bildernb bisf (jeweils schwarzer Pfeil).

3.15 Mobile Einzelzellen stoppen ihre Bewegung, wenn se auf

unbewegte Zellen treffen

Bel der Bewegung von Einzelzellen entlang der Glasoberflache konnte beobachtet
werden, dal? Einzelzellen, die sich von einem Zellverband abl 6sten, um sich dann von
ihm zu entfernen, ihre Fortbewegung dann beendeten, wenn sie auf eine andere, nur
aus einem Zellkorper bestehende Einzelzelle trafen. Diesist in Abb. 3.1.4 dargestellt.
Der in Bilda eingekreiste Zellverband besteht aus zwei durch ein Bindefilament
verbundenen Zellkorpern (weil3e Pfeilspitzen) sowie eanem Zellaudéufer (schwarzer
Pfeil). Der Zelaudaufer 16st sich in Bild b vom Zellverband und wird dadurch zu
einer Einzelzelle (schwarze Pfeilspitze). Diese bewegt sich in den Bildernb-d vom
Zellverband weg. In Bild d kommt es zur Anheftung (weil3er Pfeil) an einen einzeln
liegenden Zellkorper (weil3e Pfeilspitze).
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3.1.6 Auch Zédlverbande sind zum Positionswechsel fahig

Auch Zellverbande sind in sich dynamisch, aber im Gegensatz zu Einzelzellen fihren
se keine Fortbewegung Uber léngere Strecken durch, sondern zeigen nur
Formverdnderung und geringe Positionsverdnderung durch Bewegung einzelner
Zellaudaufer des Zellverbandes. Hierbel kann es zur tellweisen Ablésung des
Zellverbandes von der Glasoberflache kommen; der Kontakt zum Glas bleibt in
diesem Fall an der Spitze des/der anderen Zellaudaufer bestehen. Eine solche
Formanderung mit Positionsanderung eines Zellverbandes ist in Abb. 3.1.5
dargestellt. Der in Bilda eingekreiste Zellverband besteht aus drei Zellauslaufern
(schwarze Pfeile I-111) sowie einem Zellkorper (weile Pfeilspitze) mit anhangendem
kurzem Zellaud@ufer (schwarzer Pfeil mit Stern). In den Bilderna-c ist zunéchst eine
Verlangerung der Zellausldufer | und |1 zu beobachten. In Bild d ist ein Bindefilament
(Rautenpfeil) zu einem benachbarten Zellverband (eingekreist in d) entstanden,
wodurch eine VergroRerung des in a eingekreisten Zellverbandes resultiert.
Zellaudaufer 111 16st sich in Bild d von der Glasoberflache. In den Bildernd-I kann
man beobachten, dal’ dieser Zellaudaufer schleudernde Bewegungen durchfihrt,
wahrend er von der Glasoberflache weg und in das Medium hineinragt. Ob es sich um
eine aktive Bewegung (,, Suchbewegung“?) des Zellauslaufers oder eine passive
Bewegung durch Brown’sche Molekularbewegung handelt, kann hier nicht erkannt
werden. Die schleudernde Bewegung hort in Bild m auf, der Zellaudaufer 111 (Pfeil in
m) hat sich an anderer Stelle wieder an der Glasoberfléche festgesetzt und andert
seine Position in den folgenden Bildern nicht weiter.

Zellauslaufer | (siehe Bild a-€) hildet in Bild f an seinem &uf3eren Ende einen neuen
Zellkorper aus (weil3e Pfeilspitze). An der dem Zellverband abgewandten Seite dieses
neuen Zellkorpers ist ein kurzer Zellaudaufer as kleine Auswélbung zu erkennen
(Pfeil mit Stern). Dieser verlangert sich in den Bildern m-o zu einem gut erkennbaren
Zellaudlaufer (schwarzer Pfell ohne Beschriftung in m-o).

Der hier betrachtete Zellverband hat durch Loslésen und erneutes Festsetzen eines
Zellaudaufers, sowie in gleicher Richtung erfolgter Verlangerung anderer
Zellaudaufer, insgesamt Uber den Beobachtungszeitraum in konzertierter Aktion
seiner Zellaudaufer eine gerichtete Bewegung Uber eine kurze Distanz durchgefiihrt.
Sieresultiert in der Abb. 3.1.5 in einer Verschiebung der Position des Zellverbandes

von links unten nach rechts oben.
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317 Zdlverbande entstehen aus Einzelzellen, verbinden sich
miteinander und entsenden Einzelzellen an benachbarte
Zdlverbande

Die Abb. 3.1.6 zeigt verschiedene Charakteristika der Bewegung von M. pneumoniae.
Die Bilder a-h zeigen die Entstehung eines Zellverbandes. Der in Bild a eingekreiste

kleine Zellverband zeigt zunéchst wenig Differenzierung. Er besteht aus einigen dicht
aneinanderliegenden Zellkorpern (weil3e Pfeilspitzen) und einem erkennbaren
Zellauslaufer (schwarzer Pfeil). In Bild b haben sich mehrere Zellausldufer gebildet.
Die schon in Bild a erkennbaren Zellkdrper heben sich deutlicher voneinander ab. In
Bild c ist nur noch der fur die weitere Entwicklung des in a markierten Zellverbandes
interessante Zellaudaufer markiert (schwarzer Pfeil). Der in ¢ markierte einzelne
Zellkorper (graue Pfeilspitze) zeigt bis dahin keine Veranderung seiner Form (siehe
auch aund b). In Bild d ist der in ¢ markierte einzelne Zellkorper in kurzer Zeit zu
einem zunéchst noch undifferenzierten kleinen Zellverband herangewachsen. Dieser
dhnelt zu diesem Zeitpunkt in seinem Differenzierungsgrad dem in a markierten
Zellverband. In den Bildernd-g kann nun beobachtet werden, wie sich an beiden
bisher beschriebenen nebeneinanderliegenden Zellverbanden je ein Zellaudaufer in
sich gegenseitig anndhernder Weise verlangert. In Bild h kommt es zur Berihrung
(weil3er Pfeil) der beiden in d-g markierten Zellausdufer. Diese Berthrung wird
wahrend des gesamten weiteren Beobachtungszeitraumes nicht wieder gelost, es
scheint sich daher um eine feste Verbindung der beiden Zellverbénde zu einem
groRReren Zellverband (eingekreist in Bild h) zu handeln.

Die Entstehung eines einzelnen Zellkdrpers aus einem schon bestehenden Zellverband
ist in der Abb. 3.1.6 c-g zu beobachten. Der in Bild c eingekreiste Zellverband hat in

Bildd enen neuen Zellkérper (weille Pfelspitze) mit daran anhdngendem
Zellaudaufer (schwarzer Pfeil) gebildet. Diese Einheit aus Zellkorper und
Zellaudaufer entfernt sich in Bilde unter Elongation eines Bindefilamentes
(Rautenpfeil) vom Zellverband. In Bildf kommt es zum Abril3 (grauer Pfeil) der
Einheit vom Zellverband. Bindefilament und Zellausléufer bilden sich zurtick, in
Bild g ist nur noch der einzelne Zellkorper sichtbar (graue Pfeilspitze). Dieser andert
seine Position in den folgenden Bildern nicht weiter.

Abb. 3.1.6 i-t zeigt die Bildung einer neuen Einzelzelle und deren Migration zu einem

benachbarten Zellverband. Der in Bildi markierte Zellkorper (einzelne weil3e
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Pfeilspitze) zeigt im Vergleich mit anderen Zellkdrpern einen relativ grof3en
Durchmesser. Er ist Uber ein Bindefilament (Rautenpfeil) mit einem anderen
Zellkorper zu einem Zellverband zusammengeschlossen. Dieses Bindefilament wird
in Bild j-k aufgelost. In Bild | teilt sich der grof3e Zellkorper in zwei kleinere (weil3e
Pfeilspitzen). In Bildj-n entfernt sich der neu entstandene Zellkérper vom
urspringlichen, unter Elongation eines dazwischen liegenden Bindefilamentes
(Rautenpfeil Bildk-n). In Bildo kommt es zum Abri3 (grauer Pfeil) des
Bindefilamentes vom urspriinglichen Zellkorper, welcher seine Position und Form in
den weiteren Bildern beibehélt. Die durch den Abrif3in Bild o entstandene Einzelzelle
besteht aus einem Zdlkérper mit Zellaudéaufer. Dies i in Bildp markiert
(Zellkorper: weil3e Preilspitze, Zellausldufer: schwarzer Pfeil). In Bild p-s bewegt sich
diese Einzelzelle auf einen benachbarten Zellverband zu. Die Bewegung erfolgt
hierbei mit dem Zellkérper voran. An der in Bezug zur Bewegungsrichtung der
Einzelzelle vorne liegenden Seite des Zelkorpers ist in Bild j-s stets eine leichte
Auswolbung zu erkennen (siehe Markierung in Bild r; Pfeill mit Stern). In Bildt
kommt es zur Anheftung (weil3er Pfeil) der Einzelzelle an den benachbarten
Zellverband. Der hierbei entstandene grofere Zellverband (eingekreist in Bild t)
veradndert seine Position und Form hiernach wahrend des Beobachtungszeitraumes
nicht weiter.

In Abb. 3.1.6 ist auerdem zu beobachten, wie sich zwe Zelkorper aus
unterschiedlichen  Zellverbdnden zusammenlagern, dann ene Welle dicht
aneinandergelagert verharren, um sich dann wieder voneinander zu entfernen, dabei
aber Uber ein sich zwischen ihnen bildendes Bindefilament miteinander verbunden
bleiben. Dieser Vorgang erstreckt sich tber die Bilder a-x und ist in der jewells
unteren rechten Bildecke zu beobachten. Der in Bild a markierte Zellverband (diinn
eingekreist) besteht aus zwei Uber ein Bindefilament verbundenen Zellkorpern und
einem Zellaudaufer. Direkt rechts benachbart liegt ein Zellkorper eines weiteren, im
Bild nur teilweise sichtbaren Zellverbandes. Dieser ZellkOrper weist an der dem
eingekreisten Zellverband zugewandten Seite eine leichte Woélbung auf (Pfell mit
Stern). In Bild b kommt es an dieser Stelle zur Anheftung der beiden Zellverbande
aneinander (weil¥er Pfeil). Der im Bild nach oben orientierte Zellkdrper des in Bild a
dinn eingekreisten Zellverbandes bleibt in Bild c am rechten Zellverband haften,
wahrend das Bindefilament zum nach unten orientierten Zellkdrper in Bild ¢ abreif3t

(grauer Pfeil). In d-i ist zu beobachten, wie sich die beiden nun aneinanderhangenden
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Zellkorper (zwei weil3e Pfeilspitzen in der unteren rechten Bildecke) soweit anndhern,
da3 sein j und k nicht mehr as zwel Zellkdrper zu unterscheiden sind (eweils
einzelne weilRe Pfeilspitze). In den Bildernl-n sind wieder zwei sehr dicht
aneinanderliegende Zellkorper erkennbar, die sich dann in den Bilderno-u unter
Bildung und Elongation eines zwischen ihnen liegenden Bindefilamentes voneinander
entfernen. Die Bewegung geht dabei nur von dem im Bild nach oben orientierten
Zelkorper aus. Bie Bewegung ist in diesem Fall nicht geradlinig, sondern wird in
einem engen Bogen vollzogen. In Bild u kommt es zur Berihrung (weil3er Pfeil) des
bewegten Zellkorpers mit einer benachbart liegenden Einzelzelle. Diese Position
bleibt bis Bildw in unverénderter Form erhalten. In Bildx bewegt sich der
Zellkorper, an welchem in Bild u die Berthrung stattgefunden hatte, weiter auf seiner
zuvor eingeschlagenen gebogenen Bahn, der Kontakt zur zuvor berthrten Einzelzelle
bleibt Gber ein Bindefilament (Bild x; Rautenpfeil) jedoch bestehen.

318 Nicht nur Einzelzellen kdnnen sich aus Zellverbdnden 16sen

Ein Abtrennungsvorgang von einem Zellverband resultiert nicht grundsétzlich in der
Entstehung von Einzelzellen. Auch Bereiche, die mehrere Zellkorper enthalten,
konnen sich von Zellverbéanden 10sen, wobel dann ein neuer, kleinerer Zellverband
entsteht. Ein solcher Fall ist in der Abb. 3.1.7 dargestellt:

Der in Bild a eingekreiste Zellverband besteht aus mehreren durch Bindefilamente
reithenférmig verbundenen Zellkérpern (weil3e Pfellspitzen). Das Bindefilament
zwischen den beiden rechten markierten Zellkorpern verléangert sich in den
Bilderna-c. In Bildc verdoppelt sich der linke der beiden schon in aund b
markierten Zellkorper (doppelte weil3e Pfellspitze). Die beiden aus der Verdopplung
resultierenden Zellkérper entfernen sich in den Bildern d-e voneinander durch
Bildung und Verlangerung eines Bindefilamentes zwischen ihnen (Rauterpfeil in
dund e). In Bild f kommt es zum Abrif3 (grauer Pfeil) dieses Bindefilamentes. Es
verbleibt dabei am urspriinglichen, in a eingekreisten Zellverband an der Stelle des
Abrisses ein kurzer Zelaudaufer (Pfeil mit Stern inf). Der neu entstandene
Zdlverband bewegt sich in den Bildern f-i vom urspringlichen Zellverband weg. Er
besteht aus zwei durch ein Bindefilament miteinander verbundenen Zellkdrpern

(weil3e Pfeile). In Bildi |6st sich der in Bewegungsrichtung hintere der beiden
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Zellkorper von der Glasoberflache ab und befindet sich auferhalb der Focusebene.
Der Kontakt zur Glasoberflache bleibt Gber den vorderen Zellkérper und den daran

ansitzenden Zellaud aufer (schwarzer Pfeil) bestehen.

3.19 Der Kontakt bewegter Einzelzellen zur Glasoberflache ist am in
Bewegungsrichtung vorderen Ende gegeben

Die Bewegung einer Einzelzelle Uber eine grofere Distanz ist in Abb. 3.1.8
dargestellt. Der zurtickgelegte Weg der Zelle ist dabel durch eine gestrichelte Linie
verdeutlicht. Die Zelle bewegt sich zunachst eine bestimmte Strecke konstant in eine
Richtung, um dann enen Richtungswechsel vorzunehmen und in nahezu
entgegengesetzter Richtung ihren Weg fortzusetzen. Der Richtungswechsel wird nicht
durch Umkehr der Bewegungsrichtung der Zelle vollzogen, sondern durch eine
Kehrtwende. Das in Bewegungsrichtung vordere Zellende bleibt daher vor und nach
der Richtungsdnderung dasselbe Zellende. Hier ist auch der Kontakt zur
Glasoberflache gegeben, was daran deutlich wird, dal3 das in Bewegungsrichtung
vordere Ende stets in der Focusebene bleibt, wahrend das in Bewegungsrichtung
hintere Ende der Zelle nur in Bild f im Focus liegt, wahrend es in den Ubrigen Bildern
stets leicht aus der Focusebene herausragt und damit verschwommener erscheint als
das in Bewegungsrichtung vordere Ende.

Die Geschwindigkeit der Einzelzelle ohne Zellkorper betragt ca. 0,5 pm / min.

3.1.10 Einzelzellen mit Zellkorper bewegen sich langsamer als
Einzelzellen ohne Zellkor per

Einzelzellen ohne Zellkorper sind in der Lage, sich wesentlich schneller und Gber
weitere Distanzen zu bewegen as Einzelzellen mit Zellkorper. Eine Bewegung einer
Einzelzelle in der Geschwindigkeit, wie sie in der Abb. 3.1.8 dargestellt ist, konnte an
Einzelzellen mit Zellkorper nicht beobachtet werden.

Die Abb. 3.1.9 zeigt eine Einzelzelle mit Zellkdrper (weil3e Pfeilspitze) in Bewegung.
Die Zelle verfugt Uber zwel an entgegengesetzten Seiten am Zellkorper ansitzende

kurze Zdlaudaufer und zeigt damit eine langliche Form. Die Bewegung der Zelle
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erfolgt wie bei Einzelzellen ohne Zellkorper (siehe Kap. 3.1.9) in Richtung der
Langsachse der Zelle. Der in Bewegungsrichtung vorne liegende Zellaudlaufer ist
markiert (Pfeil mit Stern). In Bild h ist die im Beobachtungszeitraum zuriickgel egte
Strecke durch ene gestrichelte Linie verdeutlicht. Die Geschwindigkeit der
Einzelzelle mit Zellkorper betrégt ca. 0,14 um / min.

3111 Zusammenfassung der beobachteten Charakteristika in der

Bewegung von M. pneumoniae

M. pneumoniae bildet auf Glasoberflachen einen Zellrasen. Dieser besteht aus
Einzelzellen und Zellverbanden. Einzelzellen koénnen sich zu Zelverbanden
entwickeln. Benachbarte Zellverbénde kdnnen sich durch gegenseitig anndhernde
Elongation von Zellaud dufern miteinander verbinden.

Von Zelverbanden koénnen sich Einzelzellen l6sen und sich anschlief?end vom
Zellverband entfernen. Das Loddsen einer Einzelzelle vom Zellverband geschieht
ruckartig as Abri3 nach vorhergehender deutlicher Verlangerung des sich
anschlieffend ablGsenden Bereiches. Der verlangerte Bereich scheint dabei eine
Dehnung zu erfahren, da er bis zum LoslGsen stets gerade gestreckt erscheint. Vom
im Bezug zum Zellverband auf3eren Ende des sich abltsenden Bereiches scheint eine
Zugkraft ausgelibt zu werden. Nach dem Lodldsen ist hier stets der Kontakt der
entstandenen Einzelzelle zur Glasoberflache gegeben.

Bewegliche Einzelzellen bestehen entweder aus einem Zellkorper mit Zellauslaufer
oder nur aus einem Zellaudaufer. Einzelzellen, die nur aus einem Zellkorper
bestehen, sind unbeweglich. Einzelzellen, die aus Zellkérper und Zellauslaufer
bestehen, konnen ihre(n) Zellaudéufer zurlckbilden. Sie sind dann nicht mehr
beweglich.

Bewegte Einzelzellen beenden ihre Bewegung, wenn sie auf andere Einzelzellen oder
Zéellverbande stol3en und verbinden sich mit diesen.

Die Bewegung won Einzelzellen geschieht ausschliefdlich entlang der Léngsachse der
Zelle. Hierbel bildet immer ein Zellaudl@ufer das in Bewegungsrichtung vordere Ende
der Zelle. Hier ist auch der Kontakt zur Glasoberfléache gegeben. Die Ubrigen
Bereiche der Zelle konnen wahrend der Bewegung von der Glasoberflache abstehen.
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Die Bewegung von Einzelzellen mit Zellkorper ist langsamer als die von Einzelzellen

ohne Zellkorper. Vorhandene Zellkorper scheinen die Bewegung demnach zu
behindern.

Aus den Beobachtungen kann geschlossen werden, dal3 fir die Fortbewegung stets ein
Zellaudufer benttigt wird, von dessen Spitze sowohl die Kraft zur Fortbewegung
ausgeht als auch der Kontakt zur Glasoberflache hergestellt ist. Bewegte

M. pneumoniae-Zellen werden demnach von der Spitze eines Zellaud daufers gezogen.
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Abb. 3.1.1: Bewuchs eines mit
M. pneumoniae beimpften
Deckgléschens nach 5, 15 und
30 min. Erléuterungen siehe
Kap. 3.1.2
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Abb. 3.1.2: Elongationeinzelner filamentdser Zellbereiche am Rand eines
Zellaggregates im zeitlichen Abstand je 5 min von a-d. Erlauterungen siehe Kap. 3.1.3
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Abb. 3.1.3: Losl6sen einer Einzelzelle aus einem
Zellverband. Zeitlicher Abstand der Bilder a-f je 1 min.
Erlauterungen siehe Kap. 3.1.4
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Abb. 3.1.4: Lod6sen und Entfernen einer Einzelzelle von einem
Zellverband. Die Zelle stoppt ihre Bewegung beim Auftreffen auf eine
andere Zelle. Zeitlicher Abstand der Bilder je 1 min von ad.
Erlauterungen siehe Kap. 3.1.5
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Abb. 3.1.5: Fortbewegung eines Zellverbandes durch
Bewegung seiner Zellausldufer. Zeitlicher Abstand der
Bilder a0 je 1 min. Erlauterungen siehe Kap. 3.1.6.
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Abb. 3.1.6 (a-1): Vereinigung von Zellverbanden und Wanderuné von Einzelzellen
zwischen Zellverbanden. Zeitlicher Abstand der Bilder je 1 min. Erlauterungen: Siehe
Kap. 3.1.7.
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Abb. 3.1.6 (m-x): Vereinigung von Zei Iverbdnden und Wanderung von Einzelzellen
zwischen Zellverbanden. Zeitlicher Abstand der Bilder je 1 min. Erlauterungen: Siehe
Kap. 3.1.7.
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Abb. 3.1.7: Lodésen und Abwandern eines kleinen Zellverbandes von einem
Zelverband. Zeitlicher Abstand der Bilder je 1 min. Erl&uterungen siehe Kap.
3.18.
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Abb. 3.1.8: Wanderung einer Einzelzelle ohne Zellkdrper. Zeitlicher Abstand der Bilder
je 1 min. Erlauterungen siehe Kap. 3.1.9.
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Abb. 3.1.9: Wanderung einer Einzelzelle mit Zellkorper. Zeitlicher Abstand der
Bilder je 1 min. Erlauterungen siehe Kap. 3.1.10.
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3.2 I mmun-Fluor eszenzmikroskopie

Aus einer Anzahl Antiseren gegen verschiedene M. pneumoniae-Proteine sollten
digenigen ermittelt werden, welche bei Immun-Fluoreszenzmarkierungen eine
positive Reaktion am Tip von M. pneumoniae zeigten.

Der Zdlrasen auf einem Deckglaschen wurde chemisch mittels Formaldehyd und
Glutaraldehyd fixiert (siehe Kap. 2.6.1.2). Anschlief?end wurde durch milde TX-100-
Behandlung die Cytoplasmamembran permeabilisiert. So préparierte Deckgléschen
wurden mit den verdunnten Antiseren inkubiert. Gebundenes 1gG konnte mit
Sekundarantikorpern, die an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt waren, fur die
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden (siehe Kap. 2.6.2). Vergleichend
wurden Préparate ohne den Permeabilisierungsschritt hergestellt und fir die
Immunmarkierung eingesetzt. Ein Unterschied zwischen permeabilisierten und nicht
permeabilisierten Praparaten zeigte sich im Fluoreszenzbild nur beim Serum gegen
P01 orf1033 (siehe Kap. 3.2.3). Die Antiseren und der Sekundarantikdrper wurden
zur Erhéhung der Spezifitédt jeweils in BSA-Ldsung verdinnt. Exemplarisch wurden
mit einigen Seren Markierungen unter Verwendung von reinem PBS ohne BSA als
Serumverdinnung durchgefiihrt. Die Fluoreszenzsignale unterschieden sich nur bei
dem Serum gegen POl orf1033 (siehe Kap. 3.2.3). Bei sonstigen Markierungen ohne
Verwendung von BSA war lediglich ein verstdrktes Hintergrundsignal an der
Glasoberflache des Deckglaschens zu beobachten. Unspezifische Bindung an Zellen
konnte auch ohne Verwendung von BSA erst bel Serumkonzentrationen tber 1/100
beobachtet werden (nicht gezeigt).

Vom selben Bereich des jeweiligen Praparates wurde jeweils einmal das
Fluoreszenzsignal aufgenommen und anschlief?end eine Aufnahme des selben
Bereiches im Phasenkontrast angefertigt. Die so erhaltenen Bilder wurden
Ubereinander projiziert und zu einem Mischbild verarbeitet (siehe Kap. 2.6.4). Die
hier eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe waren FITC und Alexa 546. Alexa- markierte
Praparate zeigten gegeniber FITC-markierten Préparaten stets eine deutlichere
Farbung.
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321 Definition: Tip

Der Tip bei M. pneumoniae ist der Bereich der Zelle, an dem die Anheftung an
Oberflachen stattfindet. Der Tip ist stets die Spitze eines Zellauslaufers, aber nicht
jeder Zdlaudaufer ist ein Tip. Bei bewegten Zellen gehen die Zugkraft und der
Kontakt zur Glasoberflache (siehe Kap. 3.1) vom Tip aus. Bewegte Einzelzellen, die
nur aus einem Filament bestehen, besitzen zwar zwel Enden, aber nur das in
Bewegungsrichtung vordere Ende ist en Tip. Zellverbdnde mit mehreren
Zellaudaufern konnen mehrere Tips enthalten.

Elektronenmikroskopisch 18/% sich der Tip von M. pneumoniae eindeutig daran
erkennen, dald der Rod darin enthalten ist (siehe Kap. 3.3.21). In
immunelektronenmikroskopischen Tests reagierte ein  Antiserum gegen die
TX-100-unlgdliche Fraktion von M. pneumoniae spezifisch mit dem Rod. Dieses
Serum wurde auch in Immun-Fluoreszenztests eingesetzt und reagierte positiv an den
Spitzen von Zellaudaufern, die von ihrer Lage her as Tip bezeichnet werden kdnnen
(sehe Kap. 3.2.2). Der Rod ist lichtmikroskopisch aufgrund seiner geringen Grélie
nicht abzubilden. Eine positive Reaktion in der Immun-Fluoreszenz kann jedoch
erkannt werden. Aus der positiven Reaktion bei immunelektronenmikroskopischen
Tests kann auf eine spezifische Reaktion mit dem Tip in der Immun
Fluoreszenzmikroskopie geschlossen werden.

Aus Beobachtungen an lebenden M. pneumoniae-Kulturen (siehe Kap. 3.1) ist
bekannt, dal} bewegte M. pneumoniae-Zellen stets am in Bewegungsrichtung
vorderen Ende an der Glasoberflache haften (siehe Kap. 3.1.9). Weiter konnte
festgestellt werden, dal3 von diesem Ende eine Zugkraft ausgeht (siehe Kap. 3.1.11).
Da bel Immun-Fluoreszenzmarkierungen stets nur fixierte Zellen betrachtet werden
konnen, aso keine Bewegung zu beobachten ist, mul3 bei der Beurteilung der jeweils
betrachteten Zellenden die Einbindung in den Zellverbard oder die Umgebung der
Einzelzelle beachtet werden. Bel Filamenten, die gerade gestreckt von Zellverbanden
abstehen, kann am aul3eren Ende ein Tip vermutet werden. Ebenso verhdlt es sich mit
Einzelzellen, die sich von Kolonien oder Zellaggregaten ausgehend radial ausbreiten
(sehe Kap. 3.1.3). Da bekannt ist, dal} die Bewegung hierbei vom Aggregat
wegweist, kann am vom Aggregat wegweisenden Ende ein Tip vermutet werden. Bei
kurzen Einzelzellen ohne Zellkorper, die von ihrer Lage her nicht mehr einem

Zdlverband, einem Aggregat oder einer Kolonie zugeordnet werden kdnnen, kann der
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Tip auch bel fixierten Préparaten oft daran erkannt werden, dal3 ein Ende der Zelle
leicht aus der Focusebene herausragt und daher verschwommener erscheint as das
Ende, an welchem der Kontakt zur Glasoberfldche gegeben ist.

Generell sind Prdparate von M. pneumoniae, an welchen eine Immunmarkierung
durchgefihrt wurde, im Phasenkontrast nicht in der Qualitét abbildbar wie
L ebendpréparate.

322 I mmun-Fluor eszenzmarkierung mit Antiserum gegen die TX-100-

unlddliche Fraktion von M. pneumoniae

Da das Serum gegen die TX-100-unlésliche Fraktion in
immunel ektronenmikroskopischen Tests spezifisch mit dem Rod reagierte, konnen
die hiermit durch Immun-Fluoreszenz markierten Zellaudaufer als Tip bezeichnet
werden.

Die Abb. 3.2.1 zeigt die Reaktion des Serums gegen die TX-100-unl6sliche Fraktion
von M. pneumoniae im Immun-Fluoreszenztest. Es sind Kolonien abgebildet, von
welchen sich Einzelzellen radial wegbewegen. Die Bewegung der Einzelzellen erfol gt
dabel mit dem Tip voran. Die Bilder a-c zeigen den selben Ausschnitt, in Bild a ist
nur der Phasenkontrast dargestellt, Bild b zeigt nur das Fluoreszenzsigna. In Bild c
sind Phasenkontrast und Fluoreszenzsignal Ubereinanderprojiziert.

Der Tip zeigt ein deutliches Fluoreszenzsignal (siehe bund c). Die radiae
Abwanderung der Einzelzellen von den Kolonien ist in Bildd as Modell mit der
Markierung der jeweiligen Bewegungsrichtung der Einzelzellen wiedergegeben. Die
Interpretation der Bewegungsrichtung beruht auf Lebendbetrachtungen, nach denen
sich Zelen von Kolonien oder Aggregaten aus radia wegbewegen (siehe.
Kap. 3.1.3ff).
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323 I mmun-Fluor eszenzmar kierungen: Positive Reaktionen am Tip

Es konnte zwischen positiver Reaktion am Tip oder an der gesamten Zelle und
insgesamt negativer Reaktion unterschieden werden. Antiseren, die eine positive
Reaktion ausschliefdich am Tip zeigten, sind in Tab. 3 zusammengestellt. Abb. 3.2.2
zeigt das jewellige Mischbild aus Fluoreszenzsignal und Phasenkontrastabbildung.
Dargestellt ist jewells das Resultat der Markierung mit durchgefihrtem
Permeabilisierungsschritt, aber ohne zusétzliche TX-100-Behandlung (siehe Kap.
2.8.2). Ein Unterschied zwischen Markierung mit und ohne durchgefihrtem
Permeabilisierungsschritt sowie mit und ohne durchgefihrter TX-100-Behandlung

konnte bei keinem der aufgefiihrten Seren erkannt werden.

Tab. 3. Antiseren, die bei Immun-Fluoreszenzmarkierungen eine positive
Reaktion am Tip zeigten. (Siehe Abb. 3.2.2).

Serum Nummer Verdinnung
anti -A19 GAED 1:100
anti -P1 45790 1:1000
anti -FtsZ 41832 1:500
anti -P90 43558 1:100
anti -P65 rep DPNAY 66578 1:100
anti -HMW1 84267 1:1000
anti -P170 85910 1:100
anti -TX-100 unl6d. Fraktion | 60631 1:100
anti -GST Mpn 297 MX 95 1:100
anti -HMW 3 65376 1:100
anti -P200 65020 1:100
anti -GT9 24674 1:100
anti -40 kDa ++ 130 k-1 42328 1:100
anti -Rep 30N 26140 1:100
anti -200 b RNA 118 1:100
anti -P30 123 1:100
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324 I mmun-Fluor eszenzmar kierung mit Serum gegen PO1 orf1033

Das Serum gegen P01 orf1033 reagierte in immunel ektronenmikroskopischen Tests
stark mit der gesamten Zelloberflache. Nach Entfernen der cytoplasmatischen
Membran durch modifizierte TX-100-Behandlung war in Vorversuchen keine oder
nur noch eine stark abgeschwéchte Reaktion festzustellen (siehe auch Kap. 3.3.3.3, in
welchem eine entsprechende EM -V ersuchsreihe beschrieben wird).

Diese Beobachtung konnte durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen bestétigt werden.
Die Abb. 3.2.3 zeigt die Reaktion des Serums mit M. pneumoniae-Zellen mit und
ohne Einsatz von TX-100. Ohne TX-100-Behandlung reagiert das Serum
gleichermal3en mit Zellkérpern (weil3e Pfeilspitzen) und Zellaudaufern (schwarze
Pfeile). Dies ist in Abb. 3.2.3 aund b dargestellt. Bild a zeigt den Ausschnitt im
Phasenkontrast, Bild b das Fluoreszenzsignal des selben Ausschnittswiein a.

Parallel wurden Markierungen an Praparaten durchgefiihrt, die vor der Inkubation mit
dem Primérserum mit TX-100 behandelt worden waren. TX-100-behandelte Préparate
zeigten keine Reaktion mit dem Serum gegen PO1 orf1033. Dies ist in der Abb. 12
cund d dargestellt. Bildc zeigt den Ausschnitt im Phasenkontrast, Bild d das
Fluoreszenzsignal des selben Ausschnittswiein c.

Der Verlust der Cytoplasmamembran durch die TX-100-Behandlung kann direkt rur
elektronenmikroskopisch erkannt werden. Beim Einsatz von Tween20 bel der
Verdinnung der Seren kann mit dem Serum gegen POl orf1033 ebenfalls kein
positives Signa in Immunmarkierungen erhalten werden, weder bei Immun-
Fluoreszenztests noch bei Immun-el ektronenmikroskopischen Tests an ganzen Zellen.
Auch die Verwendung von 2%-iger BSA-L6sung zur Verdunnung des Priméarserums
fuhrte zu einer deutlichen Abschwéachung des erhaltenen Fluoreszenzsignals. In
elektronenmikroskopischen Tests konnte erkannt werden, dal3 eine 2%-ige BSA-
L 6sung einen @nlichen Effekt auf die Cytoplasmamembran hat wie TX-100; dies gilt
auch fur Tween. Die Markierungsexperimente mit dem Serum gegen POl orf1033
wurden daher ohne Einsatz von BSA zur Serumverdiinnung durchgefiihrt. Das Serum

wurde in reinem PBS ohne Zusétze verdinnt.
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]
Y WAl

Abb. 3.2.1: Immun-Fluoreszenzmarkierung mit Serum gegen die
TX-100-unlgédliche Fraktion von M. pneumoniae, ac gleicher
Ausschnitt.

a: Phasenkontrast;

b: Fluoreszenzsignal;

c: Mischbild ausaund b;

d: Modell der abgebildeten Kolonien und Einzelzellen, die sich
radial von den Kolonien wegbewegen

@ Kolonien

& Einzelzellen;
Pfeilspitze = Tip
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Abb. 3.2.2: Trimun-Fluores zen zmarkierungen an M. preuwmonize mif vers chiedenen
Antiseren. 8 a-A19#GAED, b a-P1 #45700; ¢ o-PO) #43558; d c-P 170 #R 10,
e o-HMW 1 #84267, 1 o-FisZ #41832, g o-200 b ENA #1158, h: a-P63 rep #06378,
i o-GST Mpn 297 #MX95; | a-Rep 30 N-term #26140; k: o-HMW3 #65376,
Lo-PR0#123, me a-40 kDa #42328, n a-TH- 100-unibsl, Fraktion, o: o-GT9 #24674,
P P00 #65020
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E N
Abb. 3.2.3: Immun-Fluoreszenzmarkierung mit Serum
gegen P01 _orf1033

a, b: Ohne TX-100-Behandlung, gleicher Ausschnitt.
a Phasenkontrast, b: Fluoreszenzsignal

c, d: Mit TX-100-Behandlung, gleicher Ausschnitt.

c: Phasenkontrast, d: Fluoreszenzsignal
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3.3 Elektronenmikroskopie

Mittels Elektronenmikroskopie sollten Einblicke in die Ultrastruktur von
M. pneumoniae erhalten werden. Ziel der Untersuchungen war hierbei zundchst eine
cytoskelettartige Struktur, die im Tip lokalisiert ist und Uber welche bereits seit
Jahrzehnten in der Literatur berichtet wurde (WILSON & COLLIER, 1976; MENG &
PFISTER, 1980). Desweiteren sollte die Organisation der Zellhille von
M. pneumoniae untersucht werden. Die Zdllhille besteht nach bisherigem
Kenntnisstand nur aus einer Cytoplasmamembran (RAZIN et a., 1998). Durch
TX-100-Behandlung zuvor chemisch fixierter M. pneumoniae-Zellen konnte die
Cytoplasmamembran von den Zellen abgeldst werden, ohne dabei die restliche Zelle
zu lysieren. Hierdurch war es moglich, die direkt unter der Cytoplasmamembran
liegende Schicht mittels Negativkontrastierung abzubilden.

Es wurden fir TEM Ultradiinnschnitte sowie Kryo-Ultradiinnschnitte angefertigt und
verschiedene Prdparationen von M. pneumoniae durch Negativkontrastierung
dargestellt. Durch Behandlung mit dem Detergens Triton X-100 wurde die im Tip
lokalisierte cytoskelettartige Struktur von TX-100-l6slichen Zellbestandteilen
freiprépariert und konnte durch Negativkontrastierung dargestellt werden. Auf diese
Art hergestellte Praparate wurden auch durch SEM abgebildet.

In diesem Kapitel soll zunéchst die Ultrastruktur der Zellen von M. pneumoniae von
aulen nach innen, d.h. von der Cytoplasmamembran Uber die darunter liegende

Schicht bis hin zu im Zellinneren gelegenen Cytoskelettkomponenten, erlautert

werden.
331 Die Zdlhiullevon M. pneumoniae
3311 Die Cytoplasmamembran von M. pneumoniae

M. pneumoniae-Zellen besitzen keine Zellwand, se snd nur von einer
Cytoplasmamembran umgeben (RAZIN et a., 1998). Diese ist nach aul3en exponiert.
Die Cytoplasmamembran konnte in dieser Arbeit durch Negativkontrastierung an

whole- mount-Préparationen sowie durch Ultradiinnschnittechnik dargestellt werden.
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Sie umsschliefdt die Zellen von M. pneumoniae vollstandig, sowohl Zellauslaufer als
auch Zellkorper.

Abb. 3.3.1 zeigt M.pneumoniae-Zellen im Negativkontrast. Es wurden mit
Glutaraldehyd/Formaldehyd fixierte Zellen an Kohlefolie adhériert und mit
neutralisierter Phosphorwolframsaure negativ kontrastiert (siehe Kap. 2.7.3). Das
Kontrastmittel ist von der Cytoplasmamembran abgeflossen, diese ist daher im Bild
als heller Bereich zu erkennen, der die Zellen vollsténdig umschlief3t (CM).

In Ultradiinnschnitten ist die Cytoplasmamembran oft als Doppellinie an der
Zéellperipherie zu erkennen. Die Doppellinie riihrt von der Lipiddoppelschicht her. Sie
umschliefdt die Zellen oft nicht vollstéandig. Insbesondere an Zellaudaufern ist sie
meistens nicht sichtbar. Dies erklart sich durch den Anschnittwinkel der
Cytoplasmamembran. Die angefertigten Ultradtinnschnitte haben eine Dicke von ~70
nm. Die Zdlausdufer haben einen Durchmesser von ~100 nm. Im
elektronenoptischen Bild eines Schnittes ist alles biologische Material abgebildet,
welches sich innerhalb des Schnittes befindet. Abb. 3.3.2 verdeutlicht schematisch die
Situationen bel verschiedenen Anschnittwinkeln von Zellkdrpern und Zellauslaufern,
Abb. 3.3.3 zeigt entsprechende TEM -Aufnahmen von Ultradiinnschnitten (s.u.). Abb.
3.3.2 a zeigt mogliche Schnittebenen durch enen Zellkdrper von ~500 nm
Durchmesser. Die Querstriche stellen Schnittebenen im Abstand von 70 nm dar,
jeweils zwischen zwei Querlinien befindet sich ein Schnitt von 70 nm Dicke. Die den
Zellkorper umschlieffende Cytoplasmamembran ist als Doppellinie dargestellt, wobei
jede Linie einem Monolayer der Lipiddoppelschicht entspricht. Der in Bild a links
grau hinterlegte Schnitt ist in der Mitte in Schrégansicht gezeigt. Rechts ist die
Aufsicht auf den Schnitt dargestellt. Diese Projektion entspricht dem Bild im TEM.
Die angeschnittene Cytoplasmamembran steht im Schnitt langs zur Richtung des
Elektronenstrahles, womit sich die Wirkung des in die Cytoplasmamembran
eingedrungenen Kontrastmittels beim Durchtritt des Elektronenstrahles durch den
Schnitt  im Bereich  der  Cytoplasmamembran  aufsummiert.  Liegt die
Cytoplasmamembran schrag im Schnitt, so ist sie im TEM auch schrég zur Richtung
des Elektronenstrahls orientiert. Eine Verstérkung des Kontrastes durch
Aufsummierung beim Durchtritt des Elektronenstrahles durch den Schnitt ist in dieser
Position nicht mdglich.

Betrachtet man Zellauslaufer von M. pneumoniae im Langsschnitt, so wird man nur in

seltenen Fallen die Cytoplasmamembran als Doppellinie erkennen. Die Situation bei

69



Experimente und Ergebnisse

Langsschnitten durch Zelaudéaufer ist in Bild b dargestellt. Links ist eine Folge von
Schnitten durch zufélig vertellt liegende, langs zur Schnittebene orientierte
Zellaudaufer dargestellt. Nur in dem grau hinterlegten Schnitt ist ein Zellauslaufer
(links im Schnitt) in der Art angeschnitten, dal3 die Cytoplasmamembran in der
Aufsicht-Projektion (rechtes Bild in Bild b) as langs zur Strahlrichtung orientierter
Anschnitt zu liegen kommt. Nur in dem Fall ist eine Aufsummierung des Kontrastes
beim Durchtritt des Elektronenstrahls durch den Schnitt moglich. In alen anderen
Anschnitten der Zellaudéufer ist die Cytoplasmamembran schrég zur Schnittebene
und damit schrég zum Elektronenstrahl orientiert, sodal3 se im TEM-Bild nicht als
Doppellinie erkannt werden kann. Ein solcher Fall ist bei dem im dargestellten Schnitt
rechts liegenden Zellauslaufer dargestellt. Je geringer die Krimmung des im Schnitt
liegenden Membranstickes ist, desto scharfer konnen die beiden Einzellinen
abgebildet werden.

Bildc verdeutlicht die Situation bel Quer- und Schrégschnitten durch zufdlig
angeordnete Zellauslaufer. Der im Schnitt links dargestellte Zellauslaufer ist genau
guer zur Schnittebene orientiert. Hier erscheint die Cytoplasmamembran bei
Durchstrahlung des Schnittes als scharfe Doppellinie. Der im Schnitt mittig orientierte
Zellaudaufer liegt zur Schnittebene leicht gekippt, der sich zwischen
Cytoplasmamembran und Strahlrichtung ergebende Winkel 1813 eine Abbildung der
Cytoplasmamembran nur noch an den Flanken des Anschnittes zu, da sich hier durch
die Vekippung des Zelaudéaufers zur Schnittebene nur eine Verdrehung der
Cytoplasmamembran parallel zur Strahlrichtung ergibt und somit die beiden
Lipideinzelschichten Ubereinander projiziert werden konnen.

Der im Schnitt rechts liegende Zellausl&ufer liegt so schrég zur Schnittebene, dal3 er
nur als Oval ohne umlaufende Doppellinie abgebildet werden kann.

Abb. 3.3.3 zeigt die in Abb. 3.3.2 schematisch dargestellten Anschnittsituationen im
TEM-BIld. Bilda zeigt einen mittig angeschnittenen Zellkorper, bei welchem die
Cytoplasmamembran as den Zellkdrper umspannende Doppellinie sichtbar ist. Ein
Auschnitt aus der Cytoplasmamembran ist in Bild b vergrof3ert dargestellt. Am
Zellkorper befindet sich im Anschnitt ein Zellausléufer. Dieser ist nicht mittig
angeschnitten, sodal3 die Cytoplasmamembran nicht as Linie sichtbar ist. Bild ¢ zeigt
einen mittigen Langsschnitt durch einen Zelaudéaufer, die Cytoplasmamembran ist
als Doppellinie sichtbar (Pfeil). In Bildd ist ein leicht schréag angeschnittener

Zellaud aufer mit an den Flanken sichtbarer Cytoplasmamembran (Pfeile) dargestellt.
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3312 Triton X-100-Behandlung an fixierten M. pneumoniae-Zellen:

Einblicke in die unter der Cytoplasmamembran gelegene Schicht

Durch TX-100-Behandlung von zuvor mit Glutaraldehyd fixierten M. pneumoniae-
Zellen konnte die Cytoplasmamembran von den Zellen abgeltst werden. Hierbei
waren die Zellen durch die chemische Fixierung vor einer vollstandigen Lyse durch
das Detergens geschiitzt. Die Zellform blieb somit erhalten. Glutaraldehyd wirkt
vernetzend auf biologisches Material. Diese Wirkung betrifft in erster Linie Proteine.
Lipide werden nicht oder nur schwach vernetzt (HOPPERT, 2003). Die
Cytoplasmamembran ist zwar proteinhaltig, besteht jedoch im wesentlichen aus einer
Lipiddoppelschicht. Der durch Glutaraldehyd bewirkte Vernetzungseffekt ist somit in
der Cytoplasmamembran schwécher as in der restlichen Zele, wo die
Packungsdichte der Proteinmolektle héher ist als in der Cytoplasmamembran. Dieser
Unterschied im Vernetzungsgrad wurde in dieser Arbeit genutzt, um die
Cytoplasmamembran durch Einsatz von Detergens von der Zelle zu lésen. Der
Verlust der Cytoplasmamembran wurde elektronenmikroskopisch an verschiedenen
Préparationen nachgewiesen (siehe unten). Die Fixierung der Zellen erfolgte in 2,5 %-
iger (v/v) Glutaraldehyd-L 6sung, die Abldsung der Cytoplasmamembran mit 2 % TX-
100 (v/v) (siehe Kap. 2.8.1.2).

Nachweis des Verlustes der Cytoplasmamembran mittels Ultradiinnschnitt- Technik

Es wurden Glutaraldehyd-fixierte Zellen von M. pneumoniae mit TX-100 behandelt
(sehe Kap. 281.2). Als Negativkontrolle wurde en Aliquot derselben
Zdlsuspension in PBS anstelle von TX-100 inkubiert. Beide Proben wurden in
Lowicryl-K4M-Harz eingebettet (siehe Kap. 2.7.4.1). Von beiden Proben wurden
Ultradinnschnitte angefertigt und diese mit Bleicitrat / Uranylacetat kontrastiert
(siehe Kap. 2.7.4.4). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.3.4 dargestellt. Bild a zeigt die
Negativkontrolle. Hier ist die Cytoplasmamembran deutlich as Doppellinie zu
erkennen (Pfeile). Bild b zeigt die TX-100-behandelte Probe. Es wird deutlich, dal3
die Zellen noch ihre urspringliche Form aufweisen. Da die Cytoplasmamembran in b

nicht vorhanden ist, erscheint die Umrandung der Zellen rauh.
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Nachweis des Verlustes der Cytoplasmamembran mittels Negativkontrastierung

An negativ kontrastierten Praparaten von M. pneumoniae ist die Cytoplasmamembran
an Zellen, die nicht mit Detergenzien behandelt wurden, als helle Linie zu erkennen,
welche die Zelle komplett umschlief (sehe Kap. 3.3.1.1). An mit TX-100
behandelten Préparaten ist die Cytoplasmamembran mit der gleichen
Kontrastierungsmethode sowie nach beliebigen Variationen der Kontrastierung
(Flottierdauer, Art und Konzentration des Kontrastmittels) nicht abbildbar. Die Zellen
erscheinen rauh und es sind keine die Zellen umspannenden hellen Linien zu
erkennen. Dies ist in Abb. 3.3.5 dargestellt. Bilda zeigt Zellen ohne TX-100-
Behandlung, die Cytoplasmamembran (CM) ist sichtbar. Bildb zeigt mit TX-100
behandelte Zellen. Die Cytoplasmamembran ist nicht mehr vorhanden.

3313 Die Schicht unter der Cytoplasmamembran zeigt ein hexagonales
Muster

Nach der bisherigen Vorstellung von der Struktur von M. pneumoniae umschlieft die
Cytoplasmamembran direkt das Cytoplasma. Die Vertellung von Proteinen im
Cytoplasma ist bisher  wenig bekannt, durch  Fluoreszenzz  und
immunel ektronenmikroskopische Untersuchungen erfolgten lediglich Zuordnungen
einzelner Proteine zum Tip-Bereich.

Glutaraldehyd vernetzt Proteine. Geht man davon aus, da3 das Cytoplasma
durchgehend gleichartig proteinhaltig ist, so ware as Wirkung einer Glutaraldehyd-
Behandlung zunéchst eine irreversible, zu Strukturartefakten fihrende Verklumpung
des Cytoplasmas zu erwarten, da geloste Proteinmolekile nach dem Zufallsprinzip
vercrosslinkt wirden. Nach TX-100-Behandlung wére demnach zwar eine Abl6ésung
der Cytoplasmamembran vom verklumpten Zellinneren vorstellbar, das Erkennen von
wiederkehrenden Strukturelementen jedoch wére bei einer im Moment der Fixierung
statistischen Verteilung der Proteine nicht denkbar.

Wenn aber die Vertellung von Proteinen im Cytoplasma |ebender
M. pneumoniae-Zellen geordnet ist, wodurch lokale Konzentrationsunterschiede von
Proteinen im Cytoplasma bestehen wurden, wére eine geordnete Vernetzung durch
Glutaraldehyd moglich.
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Fixierte Zellen, die anschliefiend mit TX-100 behandelt wurden, erscheinen im
elektronenmikroskopischen Bild zunéachst rauh. Der Rand der Zellen bildet keine
definierte Linie. Die Oberfache erscheint kornig. Diese Kornung zeigt eine
einheitliche Partikelgrofde, was in Abb. 3.3.6 sichtbar wird. Dargestellt ist hier ein
Ausschnitt aus einem Zellaudaufer in hoher Vergroferung. Der Durchmesser des
Zellaudaufers betragt im im Bild nach oben orientierten Bereich ca. 100 nm, nach
unten nimmt der Durchmesser etwas zu.

Bei genauerer Betrachtung der Abb. 3.3.6 fallt eine Strukturierung der Oberfl&che der
Zelle auf. Es ist eine Streifung erkennbar, welche schrag zur Léngsachse der Zelle
verlauft. Die Richtung dieser Streifung ist im Bild durch paralele, jeweils seitlich der
Zelle angeordnete Striche verdeutlicht. Das Muster erstreckt sich Uber den gesamten
Bildausschnitt. Es ist im dinneren Bereich des Zellausléufers deutlicher sichtbar als
im dickeren Bereich. Die Anordnung der Streifung ist gleichmaidig, der Abstand der
Streifen erscheint konstant.

Der in der Abb. 3.3.6 nach oben orientierte Tell des Zellausl&ufersist in Abb. 3.3.7 a
in hoherer VergroRerung dargestellt. Die Streifung ist durch Pfeile verdeutlicht. Da
hier aul3er einer Streifung auch eine bienenwabendhnliche Musterung zu erahnen ist,
wurde das Bild funffach mit einer jeweiligen Verschiebung um eine Periodizitdt der
erkennbaren Schrégstreifung transparent Ubereinanderprojiziert. Bei Vorhandensein
von Periodizitéten sollten sich hierbei Uber weite Bereiche des Bildes jewells helle mit
hellen und dunkle mit dunklen Bereichen Ubereinanderlagern und dadurch gegenseitig
verstdrken, wodurch ein vorhandenes Muster insgesamt deutlicher hervortreten sollte.
Das im Originalbild sichtbare Rauschen wurde hierbei durch Gauld sches
Weichzeichnen unterdriickt. Das Ergebnis dieser Uberlagerung ist in Bild b
dargestellt. Es ergibt sich eine Verstdrkung eines hexagonalen Musters mit einer
Periodizitdt von ca. 10nm Abstand. Dieses Muster ist in Bildc schematisch
wiedergegeben.
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3314 Auf der Oberflache fixierter und TX-behandelter M. pneumoniae-
Zellen sitzen hexagonal angeor dnete Noppen, welchein den
Bereich hineinragen, in welchem die Cytoplasmamembran

urspringlich lag

Die Abb. 3.3.8. a zeigt eine Einzelzelle und einen Ausschnitt eines zu einem
Zellverband gehdrenden Zellkérpers. Die Cytoplasmamembran ist durch TX-
Behandlung nach Fixierung entfernt. Es ist insbesondere an der Einzelzelle (im Bild
oben) eine zur Langsachse der Zelle schrég verlaufende Streifung zu erkennen. Deren
Richtung ist oberhalb der Zelle durch parallele Linien verdeutlicht.

Am Rand der Einzelzelle sind Massen zu erkennen, welche periodisch angeordnet
sind und von der Zelle nach auf?en hin abstehen und hier als ,,Noppen“ bezeichnet
werden. Sie erscheinen aufgrund der Negativkontrastierung hell vor dunklem
Hintergrund und sind durch Pfeilspitzen markiert. Die Zelloberflache erscheint am
Rand in sdtlicher Projektion und somit erscheinen die Noppen hier ebenfdls in
Seitenansicht. Sie ragen nach auf3en und damit in den Bereich, in dem sich vor der
TX-100-Behandlung die Cytoplasmamembran befand. Am &aufleren Ende sind die
Noppen in Seitenansicht teilweise verdickt. Bild b zeigt den in Bild a durch einen
schwarz gestrichelten Kasten markierten Ausschnitt in hdherer Vergrofderung und mit
umgekehrtem Kontrast, sodal3 die Noppen dunkel vor hellem Hintergrund erscheinen.

Ebensolche Noppen sind in Aufsicht in mittleren Bereichen der Zelle al's helle Punkte
vor dunklem Hintergrund sichtbar (weil3e Pfeile). Der Abstand der gezeigten Noppen
zueinander betrégt ca. 10 nm. Dies entspricht der Periodizitét der beobachteten
Schragstreifung und des hexagonalen Musters (vergleiche Abb. 3.3.7). Auch die
Anordnung der Noppen erscheint hexagonal, was in Abb. 3.3.9 verdeutlicht ist. Der in
Abb. 3.3.8 durch einen well¥n, gestrichelten Kasten markierte Bereich ist in  Abb.
3.3.9 dargestellt. Bild a zeigt zunéchst den markierten Bereich unbearbeitet. An
diesem Bereich konnte durch Rauschunterdriickung (&), Kontrastverstéarkung (az) und
Kontrastumkehr (as) ein Muster aus einzelnen Punkten hervorgehoben werden. Diese
stellen die hellsten Punkte im Originalbild dar. Im Originabild erscheinen Massen
aufgrund der Negativkontrastierung hell, auf dem bearbeiteten Bild entsprechen die
dunklen Punkte den massivsten Bereichen im Praparat.

Die Punkte sind so angeordnet, dal3 sie auf ein hexagonales Nertzwerk projiziert

werden konnen, wenn auf dem Netzwerk jeweils eine Masse pro Hexagon vorkommt
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und damit die Ecken des Netzwerkes alternierend mit und ohne Masse vorliegen. Dies
ist s Modell in Abb. 3.3.11 a dargestellt. Es ergibt sich eine regelméfdige hexagonae
Verteilung der Noppen. Bei einer Besetzung des zu Grunde liegenden hexagonalen
Netzwerkes mit einer Noppe pro Ecke ergdbe sich kein hexagonales Muster der
Noppen (nicht gezeigt).

Das hexagonale Muster erscheint parallel zum Rand der Zelle rundungsbedingt
gestaucht. In Abb. 3.3.9 wurden die einzelnen Punkte des durch die oben
beschriebene Bearbeitung hervorgehobenen Musters durch Linien verbunden, welche
auch im Modell zur Verbindung der Punkte angelegt wurden. In Bild by wurde das
Bild & vergroRert dargestellt. Es wurden gerade Linien angelegt, die jeweils mehrere
Punkte miteinander verbinden. Diese Linien entsprechen denen, die man auch an ein
leicht gestauchtes hexagonaes Muster anlegen kann. Diesist in Bild b, dargestellt. Es
wurden drel Hauptlinien angelegt, die den drei mdglichen Reihen mit den kiirzesten
Punktabsténden entsprechen. Daneben ergeben sich die gestrichelt dargestellten
Linien. Alle in Bild b, dargestellten Linien sind auf Bild by Ubertragbar. Dal3 sich ein
gestauchtes hexagonales Muster ergibt, entspricht der Erwartung, da der untersuchte
Bereich am Zdlrand liegt und sich die Zellhille hier in gebogenem Zustand befindet.
Ein Beispiel eines unverzerrten hexagonalen Musters zeigt die Abb. 3.3.10. Hier
wurde ein Bildausschnitt auf die gleiche Art bearbeitet wie in Abb. 3.3.9. Der
gezeigte Bereich befand sich in diesem Fall im mittleren Bereich einer Zelle, wo
demnach keine krimmungsbedingte Verzerrung zu erwarten ist. Bilda zeigt das
origindd  EM-Bild, Bildb das daraus wie oben Dbeschrieben rekonstruierte
Punktmuster. In Bildc ist die hexagonale Vertellung der Massen durch Linien

verdeutlicht.

3315 Zellkorper von fixierten, TX-100-behandelten Zellen erscheinen
nach Trocknung am Rand erhoht, mittig abgeflacht

In Abb. 3.3.8 wird deutlich, dal? der gezeigte Zellkorper in der Mitte dunkler erscheint
als an Rand. Bild c zeigt den in Bild a teilweise gezeigten Zellkorper in geringerer
VergrofRerung in Gesamtansicht. Hier wird deutlich, dal3 sich der hellere aul3ere
Bereich um den gesamten Zellkorper zieht.
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Durch Negativkontrastierung erscheinen alle die Bereiche im Bild dunkel, welche viel
Kontrastmittel enthalten. Das Kontrastmittel kann von aufrechten Strukturen
besonders gut ablaufen, sie erscheinen im Bild hell. In Vertiefungen und in Bereichen
direkt neben aufrechten Strukturen sammelt sich dagegen Kontrastmittel an, diese
Bereiche erscheinen daher dunkel. Die Mitte des Zellkdrpers ist demnach im
Gegensatz zu den Randbereichen vertieft. Genau mittig erscheint der Zellkorper
wiederum etwas heller. Die hellste Region des den Zellkérper umschlief3enden hellen
Bereiches liegt nicht ganz am Rand des Zdlkdrpers, zum Rand hin nimmt die
Helligkeit hingegen wieder etwas ab.

Die Beobachtungen der Helligkeitsverteilung lassen insgesamt auf eine mittige
Abflachung des Zellkorpers schlief}en. Dies rihrt von der Trocknung des Pr8parates
her. Die auReren Bereiche erheben sich hingegen vom Untergrund mit einem
Hohenmaximum, welches nicht ganz auf3en am Zellkorper liegt. Eine solche Position
nimmt jede Struktur an, die einen von ener begrenzt biegsamen Hullschicht
umgebenen Innenraum darstellt und kollabiert ist. Die Verteilung des Kontrastmittels
it in Bildd schematisch in Seitenansicht der kollabierten Zelle auf dem Tragerfilm
wiedergegeben.

Es kann hieraus gefolgert werden, da® M. pneumoniae-Zellen von einer Hille
umgeben sind, welche nicht die Cytoplasmamembran ist, sondern sich unter dieser
befindet. Die Hille zeigt begrenzte Biegsamkeit. Es kann daher vermutet werden, dal3
es sich um eine feste Schicht handelt, welcher demnach héchstwahrscheinlich ein

Stitzfunktion zukommt.

3.3.16 Modell fir ein peripheres Cytoskelett

Aus dem Kapitel 3.3.1 kann zusammenfassend ein Modell fir eine unter der
Cytoplasmamembran gelegene Stiitzschicht entworfen werden. Diese Schicht ist
elektronenmikroskpoisch im  Negativkontrast-Verfahren abbildbar, wenn die
Cytoplasmamembran entfernt wurde. Die Schicht weist eine periodische, hexagonae
Musterung auf. In gleicher Periodizitdt befinden sich Massen auf dieser Schicht,
welche mit der Cytoplasmamembran interagieren konnten, da sie in den Bereich

ragen, in welchem sich diese in intakten Zellen befindet.
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Zellkorper von Zellen, deren Cytoplasmamembran entfernt wurde, kénnen beim
Trocknen kollabieren. Hierbei bleibt der Bereich, der nahe dem Rand des Zellkdrpers
liegt, aufgewolbt, wahrend der Zellkdrper zur Mitte hin vollstéandig abflacht. Dies
zeigt, dald der Zellkorper ohne Cytoplasmamembran kein homogenes Aggregat von
fixiertem Protein darstellt, sondern eine Hille mit begrenzter Biegsamkeit aufweist,
die einen Innenraum umschlieft, welcher entweder hohl oder wesentlich weniger
dicht ist als der Hullbereich. Die Zellkérper sind also von einer peripheren
Stutzschicht umgeben. Auf dieser Stitzschicht kann elektronenmikroskopisch ein
regelméaldiges Muster abgebildet werden; dieses Muster findet sich auch in gleicher
Periodizitét an den Zellaud@ufern. Es kann daher angenommen werden, dal es sich
um eine einheitliche Schicht handelt, die sowohl Zellkérper wie Zellauslaufer
umschliefdt. Zellaudéaufer kollabieren beim Trocknen nicht wie Zellkdrper. Die
Biegsamkeit der Stltzschicht reicht offenbar bei einem Durchmesser des von der
Stiitzschicht umgebenen Hohlraumes von ca. 100 nm nicht aus, um den Hohlraum
durch Trocknung kollabieren zu lassen.

Ein Modell fur ein peripheres Cytoskelett, welches die hier gewonnenen Erkenntnisse
berlicksichtigt, ist in Abb. 3.3.11 dargestellt. Bild a zeigt die Aufsicht auf das
Cytoskelett von auf3erhab der Zelle. Auf einem hexagonalen Netzwerk befinden sich
Noppen, welche regelméldig in einem Abstand von ca. 10 nm zueinander angeordnet
sind. Bild b zeigt eine Schrégansicht mit Blickrichtung von auf3erhalb der Zelle, die
nach auf3en abstehenden Noppen sind zur Verdeutlichung nur im rechten Bereich
dargestellt. Bild c zeigt die Seitenansicht auf das Cytoskelett-Modell. Der Abstand der
einzelnen Noppen zueinander betrdgt ca. 10 nm. Das Netzwerk aus hexagonalen

Maschen kann flach oder bis zu einem begrenzten Grad gebogen vorliegen.

332 Der Rod

Im Tip von M. pneumoniae ist eine cytoskelettartige Struktur lokalisiert, Uber welche
bereits  verschiedene  elektronenmikroskopische  Untersuchungen  vorliegen
(BIBERFELD & BIBERFELD, 1970; MENG & PFISTER, 1980; GOBEL et 4.,
1981). Sie wird in der Literatur oft als , electron dense core” bezeichnet, dasie bei der
Betrachtung von kontrastierten Ultradiinnschnitten stets dunkel erscheint. In dieser

Arbeit wird diese Struktur aufgrund ihrer Form als,,Rod" bezeichnet.
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Der Rod kann durch Behandlung von M. pneumoniae-Zellen mit Triton X-100 fir die
Elektronenmikroskopie von Ubrigen Zllbestandteilen freiprapariert werden (MENG
& PFISTER, 1980; GOBEL et a., 1981; REGULA et a, 2001). Diese Methode nutzt
die unterschiedlichen Lodlichkeiten verschiedener Zellbestandteile in  dem
nichtionischen Detergens. Allgemein gelten Komponenten von Cytoskeletten als
Tritontunldéslich (HERRMANN & WICHE, 1983). Dem Rod wird daher auch eine
Cytoskelettfunktion zugeschrieben.

In dieser Arbeit wurde die konventionelle TX-100-Behandlung genutzt, um den Rod
elektronenmikroskopisch abzubilden. Desweiteren wurde die schon in Kap. 3.3.1
vorgestellte modifizierte TX-100-Behandlung zur Darstellung des Rod in seiner
natirlicnen Lage in der Zelle herangezogen. Uber Ultramikrotomie und Kryo-
Ultramikrotomie konnten schliefdlich Einblicke ins Innere des Tips von
M. pneumoniae und damit auf die Ultrastruktur des Rod und weitere mit dem Rod
assoziierte Strukturen erlangt werden.

In diesem Kapitel wird der Rod sukzessive von seiner Lage in der Zelle Uber seine

Form und Struktur bis zu mit ihm assoziierten Substrukturen dar gestellt.

3321 Der Rod ist im Tip von M. pneumoniae lokalisiert

Mittels  Ultramikrotomie und ener modifizierten  TX-100-Behandlung
(HEGERMANN et al., 2002) ist es moglich, den Rod in der Zelle abzubilden. Die
modifizierte TX-100-Behandlung 1&8% die Zellen von M. pneumoniae fur den
Elektronenstrahl durchscheinend werden und erlaubt daher eine Lokalisierung des
Rod in der in ihrer urspriinglichen Form vorliegenden Zelle.

Der Rod ist stets im aul3ersten Ende eines Zellaudaufers lokalisiert, welches dann als
» T1p* bezeichnet werden kann. Er ist ca. 300 nm lang und liegt stets in Léngsrichtung
zum Zellaudaufer. Nicht jeder Zellaudaufer trégt einen Rod und nur Zdllaudaufer mit
Rod werden als Tip bezeichnet.

Abb. 3.3.12 zeigt das typische Erscheinungsbild des Rod in Ultradinnschnitten und
modifizierten TX-100-Behandlungen. Es wird deutlich, dal3 der Rod eine konstante
Lange aufwelst, in der Breite jedoch im Erscheinungsbild variiert. Wie noch erlautert

wird, ist dies auf verschiedene Projektionen zurlickzufihren (siehe Kap. 3.3.2.3).
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3322 Der Rod kann durch konventionelle T X-100-Behandlung

freiprapariert werden

L&t man M. pneumoniae-Zellen auf befilmte elektronenmikroskopische Trégernetze
(Grids) adhérieren und inkubiert diese Grids dann in wasseriger Losung von TX-100,
so werden TX-100-16sliche Bestandteile der Zellen vom Grid abgewaschen und die
unléslichen Bestandteile bleiben auf dem Grid zurtick. Nach dieser Methode wurden
erstmals von MENG und PFISTER (1981) Rods und Filamente aus M. pneumoniae
fur die Elektronenmikroskopie prépariert. Es wurde hierbei eine Lésung von 0,5 %
TX-100 verwendet. In dieser Arbeit wurde mit 1 % TX-100 gearbeitet, mit einem
vorgeschalteten Schritt mit 0,2 % TX-100 (siehe Kap. 2.8.1.1). Die Préparationen
zeigten stets einen unterschiedlichen Grad an Sauberkeit, wobei die Praparationen als
besonders sauber bezeichnet werden, bei welchen die Rods moglichst frei von
restlichem Zellmaterial sind.

Abb. 3.3.13 zeigt eine durchschnittlich saubere Préparation. Detailansichten werden
in kommenden Kapiteln prasentiert. Die Dimensionen des Rod sind erkennbar, sie

liegen hier bei ca. 80 nm Breite und knapp 300 nm Lange.

3.3.23 Der Rod ist abgeflacht, biegsam und verdrehbar

Der Rod erscheint in alen in dieser Arbeit angefertigten Praparationen in konstanter
Lange von ca. 300 nm. Die Breite des Rod differiert hingegen zwischen ca. 20 und
80 nm. Die schmale Form tritt besonders haufig in Léngs-Ultradinnschnitten auf,
wahrend die breite Form bei freipréparierten Rods vorherrscht. In der schmalen Form
erscheint der Rod in der Regel gebogen, wéahrend die breite Form stets gerade
gestreckt erscheint. In Langs-Ultradiinnschnitten sowie an freipréparierten Rods kann
auch eine Mischform mit einem breiten und einem schmalen Ende beobachtet werden,
welche insgesamt selten auftritt, jedoch in Ultradiinnschnitten haufiger as bei
freiprparierten Rods. In Quer-Ultradiinnschnitten erscheint der Rod stets flach. Abb.
3314 zeigt Langs- und Querschnitte durch den Tip von M. pneumoniae mit
darinliegendem Rod. In Bildaund b sind Langsschnitte dargestellt, in Bild c und d
Querschnitte. Die Bilder a und ¢ zeigen jeweils konventionelle Ultradiinnschnitte von
in Lowicryl K4M eingebetteten Zellen, Bildbundd zeigen jeweils Kryo-
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Ultradiinnschnitte. In Querschnitten ist deutlich die abgeflachte Form des Rod zu
erkennen. In Langsschnitten variiert die Breite des Rod, in Bild a sind ein schmaler
Anschnitt (oben), ein breiter Anschnitt (unten) und ein Anschnitt mit breitem und
schmalem Bereich (Mitte) abgebildet. Die breite und gemischte Projektion sind
deutlich seltener as die schmale. In langsgefiihrten Kryo-Ultradiinnschnitten konnten
ebenfalls Rods in verdrehter Position angeschnitten werden. Bild b zeigt hierzu zwel
Beispiele, im oberen Bild erscheint der Rod zum distalen Ende (rechts) verbreitert, im
unteren Bild zum proximalen Ende (links). Quergeftihrte Kryo-Ultradiinnschnitte
(Bild d) lassen, ebenso wie konventionelle (Bild c) die abgeflachte Natur des Rod
erkennen. Weliterhin sind deutlich massearme Bereiche zwischen den breiten Seiten
des Rod und der Zellhille erkennbar.

An Rods, welche mittels TX-100-Behandlungen an unfixierten Zellen prapariert und
durch Negativkontrastierung dargestellt wurden, kann die These untermauert werden,
da’ der Rod abgeflacht ist. Es lassen sich hier hauptsachlich breit erscheinende
Exemplare des Rod finden, wéhrend deutlich wenigere Exemplare schmal oder mit
unterschiedlichen Enden, mit Ubergang zwischen schmal und breit erscheinen. Bei
der Negativkontrastierung bildet sich der Kontrast durch Eintrocknen von
Mikropfutzen, welche nach Ablaufen der Kontrastierungslésung um auf der
Tragerfolie liegenden Objekten zurtickbleiben. Die Menge Kontrastmittel, die um
eine Struktur haften bleibt, ist abhéngig von der Hohe der Struktur. Um hohere
Strukturen entsteht eine starkere Schwarzung als um niedrigere Strukturen, da sich
hier ,tiefere® Mikropfitzen bilden konnen. Abb. 3.3.15 zeigt nach der Methode von
REGULA praparierte Rods im Negativkontrast. In der linken Bildhalfte sind drei
Exemplare der breit erscheinenden Form des Rod zu sehen (1). In der Bildmitteist ein
as Mischform erscheinender (2) und rechts im Bild ein durchgehend schmal
erscheinender Rod (3) abgebildet. Die die Strukturen umschlief3ende, durch das
Kontrastmittel hervorgerufene Schwérzung ist generell in den breiten Bereichen
weniger intensiv as an den schmalen. Die breit erscheinenden Rods sind von einer
gleichméldig schwachen dunklen Zone umrandet (An den Enden der Rods befindet
sich restliches Zellmaterial, hier ist die Schwarzung intensiver, dieses Materia scheint
demnach stérker in die Hohe zu ragen). Der schmal erscheinende Rod (3) ist von einer
intensiv geschwarzten Zone umgeben, bel der Mischform (2) ist die Schwérzung
neben dem schmalen Bereich intensiv und neben dem breiten schwach. Die Bereiche

starker Schwarzung sind bei der Misch- und schmalen Form durch Sterne
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gekennzeichnet. Der in der Bildmitte zu sehende Rod ist nach der dargelegten
Deutung der Schwarzungsintensitét verdreht, er steht an der linken Seite aufrecht auf
der schmalen Kante, wahrend er an der rechten Seite flach auf der Tragerfolie
aufliegt. Diese Position kann in diesem Fall durch die im Bild erkennbaren Reste von
am Rod anhaftenden Zellmaterials stabilisiert sein: Am aufrecht stehenden Ende ist
eine grolRere Menge Material erkennbar, welches die aufrechte Position stabilisieren
kann, wahrend am flach liegenden Ende kein anhaftendes Material sichtbar ist und der
Rod demnach hier flach auf der Trégerfolie liegt. Die Torsion kann wéahrend der
Préparation oder wahrend des Trocknungsprozesses entstanden sein oder bereits in
der Zelle vorgelegen haben.

Es wurden ebenso durchgefihrte Préparationen des Rod durch Scanning-
Elektronenmikroskopie abgebildet. Die hierfir hergestellten Préparate wurden einer
Kritischer-Punkt-Trocknung unterzogen. Hierdurch wird ein Zusammenfalen von
Strukturen wahrend des Trocknungsprozesses verhindert. Die abgebildeten Rods
erscheinen hier ebenfalls abgeflacht. Diesist in Abb. 3.3.16 dargestellt.

Es kann aus den beschriebenen Beobachtungen gefolgert werden, dal3 der Rod
abgeflacht ist, mit einer Hohe von ca. 20 nm und einer Breite von ca. 80 nm. Der Rod
kann gebogen sein, die Biegung erfolgt stets entlang der schmalen Kante. Es ist eine
Verdrehung des Rod um ca. 90° moglich. Abb. 3.3.17 verdeutlicht die moglichen
Verbiegungen und Verdrehungen an einer Schemazeichnung.

3.3.24 Die Anwesenheit von NaCl sowie die Art des
elektronenmikroskopischen Trager materials spielen eine Rolle bei
der Praparation der Rods

Bel der Prgparation von Rods fir die Elektronenmikroskopie wurde der 1 %igen TX-
100-Lo6sung NaCl in einer Endkonzentration von 1M zugegeben. Die Prgparationen
erfolgten standardméfdig auf kohlebedampften Formvar-Nickelgrids. Die Methode
war der TX-100-Fraktionierung angelehnt, nach welcher J. Regula Zellextrakte von
M. pneumoniae aufgrund unterschiedlicher TX-100-Loslichkeit der Komponenten
fraktionierte (REGULA, 1999). Hiernach wurden 2zwel Préparationsschritte
nacheinandergeschaltet. Der erste Schritt war eine ,LowTriton"-Behandlung mit
0,2% TX-100, welchem ein zweter Schritt mit 1% TX-100/1M NaCl
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nachgeschaltet war (siehe Kap. 2.8.1.1). Um den Einflu von Gridoberflache und
NaCl-Anwesenheit in der TX-100-Losung zu testen, wurden vergleichend
Préparationen auf reinen Formvar-Grids sowie ohne Zugabe von NaCl durchgefihrt
und untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 3.3.18 dargestellt. Bild a zeigt ein dicht
bewachsenes Kohle-Formvar-Grid vor der TX-100-Behandlung. In Bildb ist das
Ergebnis der , LowTriton“-Behandlung gezeigt. Die Rods sind hier schon tellweise
erkennbar (Pfeile), jedoch ist noch viel sonstiges Zellmaterial vorhanden. Bild ¢ zeigt
das Ergebnis der TX-100-Behandlung ohne Zusatz von NaCl, fur Bild d wurde die
TX-100-Behandlung mit Zusatz von 1 M NaCl durchgefihrt. Das Irset in Bild ¢ zeigt
den eingerahmnten Bereich aus Bild ¢ in Detaillansicht. Eine Detaillansicht von Rods,
welche mit Zusatz von 1 M NaCl prapariert wurden, ist in Bildf gezeigt. Im
Vergleich des Insets aus Bild ¢ mit Bild f wird der Effekt des NaCl bei der TX-100-
Behandlung deutlich: Die Rods welche unter Zusatz von NaCl prépariert wurden,
weisen deutlich weniger anhaftendes Zellmaterial auf, die
Negativkontrastierungsl 6sung konnte besser in die Konturen eindringen.

Die TX-100-Behandlung mit Zusatz von 1 M NaCl wurde in gleicher Weise auf
Formvar-Grids durchgefuhrt, welche nicht kohlebedampft waren. Das Ergebnis dieser
TX-100-Behandlung ist in Bild e dargestellt. Es sind Rods erkennbar (Pfeile), diese
sind jedoch noch stark mit restlichem Zellmateria behaftet. Insgesamt ist deutlich
weniger Material bel der TX-100-Behandlung haften geblieben, sowohl Rods a's auch
sonstige Zellreste betreffend.

Die saubersten und effektivsten Rod-Pr8parationen wurden auf kohlebedampften
Formvar-Grids unter Zugabe von 1 M NaCl in der TX-100-L6sung erzielt.

Bel der Praparation von Cytoskelettkomponenten aus Spiroplasmen konnte eine
ahnliche Abhangigkeit der Sauberkeit der Préparation von der Anwesenheit von 1 M
Kochsalz im Lysepuffer beobachtet werden (TOWNSEND et al., 1980).

3.3.25 Der Rod weist ein char akteristisches Querlinenmuster auf

Rods, welche angelehnt an die Zellfraktionierungsmethode von REGULA (1999)
prapariert wurden und somit sehr effektiv von anhaftendem Zellmaterial befreit sind,
weisen ein wiederkehrendes Querstreifenmuster auf. Abb. 3.3.19 zeigt enen

Vergleich von mehreren auf diese Welse praparierten Rods. Links im Bild sind sechs
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Abbildungen des Rod so untereinander montiert, da3 bei alen Exemplaren
erkennbare Querlinien untereinander zu liegen kommen Das in der Abbildung nach
links orientierte Ende unterscheidet sich zunécht bei allen Rods in einer Hinsicht
deutlich vom rechten Ende: Es erscheint glatt, wahrend das rechte Ende stets faserig
ist und keine wiederkehrenden Charakteristika erkennen |1&3. Die 6 Bilder wurden
demnach nach der Orientierung der Enden des Rod gleich ausgerichtet. Das
Querlinienmuster kann nun verglichen werden. Es zeigen sich Linien, die in alen
gezeigten Exemplaren des Rod vorkommen. Uber und rechts neben den einzelnen
Bildern sind die im jeweiligen Exemplar deutlichen Linien schematisch
wiedergegeben. In  der rechten Bildhdlfte sind diese Linienmuster so
Ubereinandermontiert, daf3 die linken Linien, welche den jeweiligen &uferen linken
Ende des jeweiligen Rod entsprechen, Ubereinander liegen. Es wird hierbel deutlich,
dald die in der Abfolge nach rechts néchsten zwei Linien in fast allen gezeigten Rods
als Doppédllinie vorkommen. Weliter rechts ist ein Bereich, in welchem bei den
meisten Rods ebenfalls eine deutliche Linie erkennbar ist. Durch Verzug der
elektronenmikroskopischen Tragerfolie bei Einwirkung des Elektronenstrahls kann es
zu Dehnungen von Objekten kommen. Daher ist es moglich, dal3 ein im Objekt
konstantes Linienmuster nicht Uber den gesamten Bereich der Abbildungen
Ubereinstimmt. Die Linien, welche bei dem Vergleich der einzelnen erhaltenen
Muster as charakteristisch beurteilt wurden, sind in der Abbildung rot
wiedergegeben. Eine Zuordnung der Enden auf diese Weise freipraparierter Rods in
distales und proximales Ende sind aufgrund dieses Musters nicht direkt méglich, kann

aber aus weiteren Erkenntnissen abgeleitet werden (s.u.).

3.3.26 Der Rod kann eine L angsspaltung durchmachen, welche stetsam
distalen Ende beginnt

An fixierten Zellen, welche anschliefiend mit TX-100 behandelt wurden, sowie an
Ultradinnschnitten kann der Rod in seiner natlrlichen Lage in der Zelle abgebildet
werden (s.0.). Eine Sonderform des Rod, welche in beiden genannten Préparationen
vereinzelt beobachtet werden konnte, soll hier beschrieben werden.

Abb. 3.3.20 zeigt Tips von M. pneumoniae; die Zellen wurden fixiert und
anschliefZend mit TX-100 behandelt. Durch die Behandlung wurden die Zellen fir den
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Elektronenstrahl durchscheinend, und der Rod ist damit im Tip sichtbar. Es sind hier
einige Exemplare der beobachteten Sonderform des Rod abgebildet. Der Rod liegt in
Langsrichtung gespalten vor, wobei die Spaltung stets am distalen Ende des Rod
beginnt und die beiden entstandenen Hélften des Rod am proximalen Ende
zusammenhangen. Bild a ziegt zwei nebeneinanderliegende Tips, von denen einer
einen gespaltenen Rod und einer einen nicht gespaltenen Rod aufweist. Bild b und ¢
zeigen jewells einen Tip mit einem gespaltenen Rod.

Die beobachteten Sonderformen des Rod lassen sich in jeder Probe vereinzelt
beobachten, wobei sie grundsétzlich seltener vorkommen als die ungespaltene Form.
Die Spaltung liegt immer nur in der hier beschriebenen Orientierung vor, eine

Spaltung mit Offnung am proximalen Ende konnte nicht beobachtet werden.

3.3.2.7 Aufgrund der Langsspaltung kdnnen bei freipréaparierten Rods
dasdistale und proximale Ende am Querlininenmuster

unter schieden werden

Gespaltene Exemplare des Rod kdnnen nicht nur an Proben beobachtet werden,
welche nach der modifiziert TX-100-Behandlung prépariert wurden, sondern auch in
Préparationen nach der Methode von J. Regula, bel welcher der TX-100-Behandlung
keine chemische Fixierung vorausgeht (REGULA, 1999). Abb. 3.3.21 zeigt zwel
gespaltene Rods aus einer solchen Préparation. Die Rods sind im Bild zur rechten
Seite hin gespalten, an der linken Seite sind die beiden Haften jeweils miteinander
verbunden. Die roten Linien verdeutlichen digjenigen Querlinen, welche sich bei auf
die gleiche Art prdparierten Rods im Vergleich mehrerer Exemplare als
charakteristisch herausgestellt haben (siehe Abb. 3.3.19). Die Linien sind auch an den
gespaltenen Rods wiederzufinden. Auch konnen die beiden Enden des Rod
unterschieden werden: Es sind deutlich ein glattes und ein faseriges Ende erkennbar.
Dies ist auch bei ungespaltenen Rods der Fall. Die Ausrichtung des charakteristischen
Querlinienmusters stimmt mit der Orientierung der verschiedenen Enden Uberein.

Aufgrund der Erkenntnis, dal3 eine Spaltung des Rod in der Zelle grundsétzlich am
distalen Ende beginnt, konnen hier aufgrund des Querlininenmusters und der
Unterschiedlichkeit der Enden das proximale und das distale Ende bel freipraparierten

Rods erkannt werden. Das proximale Ende ist demnach in der Abbildung jeweils nach
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links orientiert, das distale Ende nach rechts. Voraussetzung fir die Unterscheidung
der Enden ist ein Erkennen der Unterschiedlichkeit der Enden und /oder des

Querlinienmusters.

3.328 Der Rod erscheint alsein Gebilde aus parallelen L angsfasern,
welche Verdickungen zeigen, die nebeneinanderliegend die

Querlinien des Rod bilden

Der Rod kann eine Langsspaltung erfahren (s.0.). Dies impliziert einen Aufbau des
Rod aus langsorientierten parallelen Einheiten, welche sich voneinander trennen
koénnen. In Praparationen nach REGULA (1999), bei welchen wenig Zellmaterial an
den Rods haften blieb, kénnen in negativkontrastierten Proben Rods beobachtet
werden, bel welchen eine Langsfaserung erkennbar ist. Abb. 3.3.22 zeigt solche
Exemplare des Rod. In Bild a sind parallele Fasern entlang der Langsachse des Rod
sichtbar (Pfeile). Diese Fasern weisen jewells Verdickungen auf, welche innerhalb des
Rod nebeneinanderliegen (schwarzer Kasten) und somit den Eindruck einer Querlinie
hervorrufen.

Das proximale Ende des Rod kann anhand der beiden charakteristischen Querlinien
(schwarze Pfeile) und seiner glatten Erscheinung vom distalen Ende unterschieden
werden. Es ist im Bild nach links orientiert. Bild b zeigt eine partielle Spaltung des
Rod. Die Zuordnung von proximalem und distalem Ende erfolgte hier in erster Linie
anhand der Beschaffenheit der Enden: Das glattere Ende (proximal) ist nach links
orientiert. Die in Bild a erkennbaren Querlinien (schwarze Pfeile) sind in Bildb
weniger deutlich, aber doch erkennbar (schwarze Pfeile). Vom linken (proximalen)
Ende des Rod hat sich hier in Langsrichtung ein Anteil des Rod bis ca. zur Mitte des
Rod hin abgespalten. Diese Abspaltung erfolgte in diesem Fall nicht, wie bei den
zuvor beschriebenen Langsspaltungen (siehe Kap. 3.3.2.7) des Rod, vom distalen
Ende her, sondern vom proximalen Ende. Ein weiterer Unterschied zu den zuvor
beschriebenen Langsspaltungen ist, dal3 die Spaltung nicht entlang des gesamten Rod
verlauft und dal3 es sich nicht um eine Spaltung in gleiche Ha8lften handelt. Es ist hier
nur ein Anteil des Rod abgespalten, welcher deutlich schmaler erscheint als der Ubrige
Teil des Rod. Solche Félle konnten bei Langsspaltungen des Rod in der Zelle (siehe
Kap. 3.3.2.6) nicht beobachtet werden. Demnach ist davon auszugehen, dal3 es sich in
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diesem Fall um einen préparationsbedingten Zerfall des Rod in seine langsorientierten
Bestandteile handelt.

3.3.29 Der Rod ist am proximalen Ende an eine Rad-&hnliche Struktur

assoziiert

Am proximaen Ende des Rod ist in verschiedenen Praparationen eine definierte
Struktur zu erkennen. Sie erscheint als Aneinanderreihung von Massen. An Kryo-
Ultradinnschnitten sowie TX-100-Préparationen kann die Struktur als radformig
erkannt werden. Abb. 3.3.23 zeigt eine Einzelzelle, welche nach Fixierung mit TX-
100 behandelt wurde. Die Zelle wurde durch die Behandlung transparent fir den
Elektronenstrahl, und der Rod ist im Tip erkennbar. Am proximalen Ende des Rod
seht man ene gebogene Reihe von Massen, welche aufgrund der
Negativkontrastierung hell vor dunklem Hintergrund erscheinen. Dieser Bereich ist
im Inset in hoherer Vergroflerung dargestellt. Man erkennt zwe
nebeneinanderliegende Reihen von Massen. Die Lage dieser Doppelreihe ist im Bild
durch Pfeile verdeutlicht.

Durch Kryo-Ultradiinnschnitt- Technik konnten entsprechende Ansichten auf den Rod
und mit ithm assoziierte Strukturen gewonnen werden. Kryo-Ultradiinnschnitt-Technik
erlaubt einen Einblick in das Innere von Zellen bel grofltmoglichem Strukturerhalt, da
keine Entwéasserung der Proben erfolgt, welche bei herkdmmlicher Ultradinnschnitt-
Technik zu Artefakten fihren kann. In Abb. 3.3.24 aiist am proximalen Ende des Rod
eine Doppelreihe von Massen zu erkennen, welche der in fixierten und anschlief3end
TX-100-behandelten Zellen abgebildeten Struktur dhnelt (siehe Abb. 3.3.23). Der
Kontrast erscheint hier umgekehrt als bel der Negativkontrastierungs-Methode, die
Massen erscheinen dunkel vor hellem Hintergrund, wahrend es sich in der Abb.
3.3.23 umgekehrt verhélt. Dies rihrt daher, dal’ die Kontrastierungslésung bel der
Kontrastierung von Dinnschnitten den Schnitt infiltriert und sich am biologischen
Material anlagert, wobei Stellen mit weniger oder keinem biologischem Material
weniger Kontrastmittel annehmen. In DiUnnschnitten erscheinen Objekte daher im
Positivkontrast mit dunklen Massen vor hellem Hintergrund.

Abb. 3.3.25 zeigt Beispiele von Rods, welche nach REGULA (1999) prapariert

wurden. Diese Prdparationen unterschieden sich, trotz gleichartiger Behandlung, stets
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in der Menge noch an den Rods haften gebliebenen Zellmaterials. In Praparationen,
bei welchen relativ viel Zellmaterial an den Rods zurlickgeblieben war, konnte an
einem Ende der Rods eine radéhnliche Struktur abgebildet werden, welche in ihren
Ausmalden der auch in Kryo-Ultradiinnschnitten (s.u.) und TX-100-Préparationen mit
vorheriger Fixierung der Zellen beobachteten Struktur dhnelt. Diese Struktur erschien
in verschieden Formen, welche bei Annahme eines geschlossenen Rades durch
verschiedene Projektionen zustande kommen konnen. Die Abbildung zeigt zundchst
exemplarisch ein Origina-EM-Foto, auf welchem ein gespaltener Rod zu sehen ist.
Anhand der Spaltung sind proximales und distales Ende unterscheidbar, das
proximae Ende ist im Bild nach links orientiert. An diesem Ende ist ein
geschlossener ovaler Ring zu erkennen, welcher mit dem Ende des Rod verbunden zu
sein scheint. Dies ist die Form, die sich bei einer Schragansicht auf eine radahnliche
Struktur ergibt. Links neben dem origina- EM-Foto ist der darin markierte Bereich in
bearbeiteter Form dargestellt. Es wurden hier durch Weichzeichnung,
Hochpal¥filterung und starke Kontrasterhdhung Bereiche ab einer bestimmten
Helligkeitsstufe vor dunklem Hintergrund abgebildet. Hierbei wurden alle Filterungen
gleichsam auf den gesamten gezeigten Bildausschnitt angewendet, sodal’® keine
selektive Zufiigung oder Kaschierung von einzelnen Bildelementen zustande kommen
konnte. Auf ebensolche Art bearbeitete Ausschnitte aus &hnlichen Bildern sind unten
in der Abbildung dargestellt. Man erkennt hier verschiedene Projektionen der
radahnlichen Struktur. Bilder 1 und 2 stellen Schragansichten dar, wahrend die Bilder

3 bis 6 jeweils Seitenansichten zeigen.

3.3.2.10 L ateral befinden sich am Rod periodisch angeordnete Linker zum
peripheren Cytoskelett

Der Rod ist stets im aul¥ersten Ende eines Zelaudaufers lokalisiert. Dies legt die
Vermutung nahe, dal3 der Rod in dieser Position in irgendeiner Weise mechanisch
stabilisiert ist. Diese Stabilisierung konnte durch eine Verbindung zum peripheren
Cytoskelett gewahrleistet sein. Durch verschiedene Prgparationstechniken konnten in
dieser Arbeit seitlich am Rod periodisch paralel angeordnete Massen abgebildet
werden, welche Linker zwischen dem Rod und dem peripheren Cytoskelett darstellen

konnten. Abb. 3.3.26 zeigt einen langs durch den Tip mit darinliegendem Rod
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gefhrten Ultradinnschnitt. Die Cytoplasmamembran wurde vor der Einbettung durch
modifizierte TX-100-Behandlung (siehe Kap. 2.8.1.2) von den Zellen entfernt. Der
Rod ist im Tip erkennbar. Um den Rod ist eine Hullschicht sichtbar, welche das
periphere Cytoskelett darstellen konnte, da die Cytoplasmamembran entfernt wurde.
Zwischen dem Rod und der Hillschicht sind periodisch angeordnete Linker zu sehen,
welche den ansonsten leer erscheinenden Raum zwischen Rod und Hiillschicht
durchspannen. Zur Hervorhebung von Strukturen wurde hier der Kontrast des in
Bild a dargestellten EM-Fotos soweit erhoht, dal3 die dunkelsten (=massivsten)
Bereiche dlein vor hellem Hintergrund abgebildet wurden; dies ist in Bildb
dargestellt. Bild ¢ zeigt die Projektion von b auf a um die hervorgehobenen
Strukturen aus b in den Zusammenhang des Originalbildes einzufiigen. Man erkennt
in Bild c latera am Rod (R) periodisch angeordnete, vom Rod abstehende Massen,
welche bis an die Zellhiulle heranragen (Pfeile). Diese Massen sind auch in Abb.
3.3.24 dargestellt. Bild b zeigt Bild a nach ebensolcher Bearbeitung wie sie fir Abb.
3.3.26 beschrieben wurde. Lateral am Rod sind parallele langliche Massen zu sehen,
die den Raum zwischen Rod und Zellhille durchspannen (Pfeile).

In l&ngsgefuhrten Kryo-Ultradiinnschnitten kann man periodisch angeordnete Massen
neben dem Rod insbesondere dort erkennen, wo der Rod in breitem Anschnitt
erscheint. Dies wird in Abb. 3.3.14 deutlich. In Querschnitten durch den Tip mit
darinliegendem Rod konnen diese Massen ebenfalls abgebildet werden. Sie
erscheinen auch im Querschnitt in periodischer Anordnung und sind um den Rod
herum angeordnet. Sie ragen an den schmalen Seiten des Rod bis an die Innenseite
der Zellhille, wo sie demnach eine Verbindung zwischen Rod und peripherem
Cytoskel ett darstellen kdnnten.

33211 Der Rod ist mit Filamenten assoziiert

In TX-100-Préparationen konnten Filamente abgebildet werden, welche mit Rods
verbunden waren.. Die Filamente (Pfeile) unterscheiden sich untereinander vom
Erscheinungsbild nicht. Sie entspringen zumeist zu mehreren an einem Ende eines
Rod, vereinzelt auch zusétzlich seitlich und am gegentberliegenden Ende des Rod.
Abb. 3.3.27 zeigt hierzu einige Beispiele. In Bild a sieht man am im Bild rechten

Ende des Rod einige parallele Filamente entspringen, am linken Ende ist ein Filament
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erkennbar (Pfeile). Ein Filament scheint seitlich vom Rod zu entspringen (Sternchen),
es liegt zunéchst parallel zum Rod und verlauft dann in gebogener Form vom Rod
wegweisend (Ende des Filaments: rechter unterer Pfeil). In Bildb sient man ein
deutlich dem im Bild linken Ende des Rod zugehtriges und mehrere seitlich am Rod
ansitzende Filamente. Bild ¢ zeigt zwei Rods, an welchen deutlich eine grofiere Zahl
Filamente an einem Ende entspringen. Das am im Bild rechten Rod anhaftende
Materia (eingekreist) konnte aus vielen gehauft liegenden Filamenten bestehen, da

hier einige der sichtbaren Filamente zu entspringen scheinen.

3.3.2.12 Am aul3ersten Ende des Tip befinden sich periodisch angeor dnete

M assen

M. pneumoniae-Zellen, welche nicht mit Glutaraldehyd, sondern stattdessen mit
Formaldehyd fixiert wurden, zeigen nach einigen Tagen bis Wochen der Lagerung in
der Fixierlésung bei 4 °C Zerfallserscheinungen, welche bei glutaraldehydfixierten
Zellen nicht zu beobachten sind. Die Cytoplasmamembran ist be reiner
Formaldehydfixierung nicht stabil, sie kann elektronenmikroskopisch nur noch
bedingt abgebildet werden. Im Bereich des Tip zeigen sich bel formaldehydfixierten
Zellen nach Lagerung periodisch angeordnete Massen am distalen Ende des Tip.
Diese liegen im Bereich der Cytoplasmamembran. Eine direkte Verbindung mit dem
Rod kann nicht erkannt werden. Vereinzelt kdnnen vergleichbare Massen an
Ultradinnschnitten von Zellen, deren Cytoplasmamembran durch TX-100-
Behandlung nach Glutaraldehydfixierung entfernt wurde, beobachtet werden. Abb.
3.3.28 zeigt Tips von fur zwel Wochen bei 4°C in 3,7%-iger Formaldehydldsung
gelagerten M. pneumoniae-Zellen (Bilder ad), sowie enen langsgefihrten
Ultradiinnschnitt durch den Tip ener glutaraldehydfixierten und anschlief3end TX-
100-behandelten Zelle (Bild e). Bild c ist eine Ausschnittsvergrof3erung aus a, die
Bilder b und d zeigen den gleichen Bereich bel anderen Zellen. Die auf3en an der
Spitze des Tip ansitzenden, periodisch angeordneten Massen sind durch Pfeile

gekennzeichnet.
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3.3.2.13 M odell desRod

Abb. 3.3.29 verdeutlicht die bisher beschriebenen Beobachtungen zur Struktur des
Rod in einer Schemazeichnung. Bilda zeigt eine Gesamtansicht des Tip mit
darinliegendem Rod. Der Rod (griin) ist abgeflacht und hier in Aufsicht auf die breite
Seite dargestellt. Der Rod ist umgeben von an ihm ansitzenden periodisch
angeordneten langlichen Massen (grau), welche an den schmalen Kanten des Rod bis
an die Innensaite der Zelhille ragen und hier as Linker zwischen Rod und
peripherem Cytoskelett fungieren. Der Rod weist am distalen Ende eine deutliche
Verdickung auf (orange). Am proximalen Ende des Rod befindet sich ein aus
periodisch angeordneten Untereinheiten aufgebautes Rad (gelb). In diesem Bereich
entspringen Filamente (blau), die zum Zellkorper (nicht gezeigt) hin orientiert liegen.
Bild b zeigt links den Rod ohne welitere in a dargestellte Elemente. Er ist abgeflacht
und besteht aus parallel angeordneten Langsfasern. Der Rod zeigt an seiner breiten
Seite ein Querlinienmuster. Dieses entsteht durch Verdickungen entlang der
Langsfasern. Diese Verdickungen kommen an jeder Langsfaser in gleicher Abfolge
vor und kommen daher entlang des Rod jewells nebeneinander zu liegen und bilden
somit optisch Querlinien. Rechts im Bild sind einzelne Langsfasern mit Verdickungen
dargestellt. Es sind hier nur digjenigen Verdickungen gezeigt, welche den besonders
charakteristisch erscheinenden Querlinien entsprechen; die Darstellung der
Verdickungen erhebt damit keinen Anspruch auf Vollsténdigkeit. Bild c zeigt das
Erscheinungsbild eines Langsschnittes durch den Tip mit schmalem Anschnitt des
Rod, Bildd das eines Langsschnittes mit breitem Anschnitt des Rod. Das Rad am
proximalen Ende erscheint in beiden Schnitten jeweils als Tellanschnitt, da sein
Durchmesser ca. der Schnittdicke entspricht. Beim schmalen Anschnitt des Rod sind
seitlich des Rod deutlich masselose Bereiche zwischen Rod und Zellhtille erkennbar.
In Bilde ist das nach diesem Model zu erwartende Erscheinungsbild von
Querschnitten durch den Tip in H6he des Rods dargestellt. Der Schnitt kann wie bel
Langsschnitten auch hier in verschiedenen Richtungen beziglich der schmaen und
breiten Kante des Rod erfolgen, fuhrt aber in alen Falen zum gleichen
Erscheinungshbild. Der Rod erscheint flach mit einem Ring aus ihn umgebenden
Massen, welche an den schmalen Kanten des Rod bis zur Zellhille ragen. An den
breiten Seiten des Rod befindet sich zur Zellhille hin jewells ein masseloser Bereich.
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333 I mmunelektr onenmikroskopie

Uber Immun-Goldmarkierungen sollten mittels Einsatzes verschiedener Antiseren
gegen Proteine von M. pneumoniae Aussagen Uber die Lokalisation von Proteinen in
den Zellen getroffen werden. Es wurden Markierungsexperimente mit verschiedenen
Préparationen von M. pneumoniae- Zellen durchgefiihrt. Die verwendeten Antiseren
sind in Tabelle 4. aufgefihrt.

Tabelle 4: Fur die Immunelektronenmikroskopie verwendete Antiseren

Serum Nummer #
anti-P1 45790

anti -HMW 1 84267

anti -HMW 2 MX 94
anti -PO1_orf1033 | 41804

anti -FtsZ 28084

anti -EF-Tu AIR8

anti -TX-100 60631
unlésl. Fraktion

3331 Markierungen mit Serum gegen HMW1

Mit Serum gegen HMW1 konnten Markierungen an Ultradinnschnitten an Enden von
Zdlaudaufern erzielt werden. Die Goldpartikel waren hierbei zum Teil in Linien
angeordnet (siehe Abb. 3.3.30). An TX-100-Préparationen nach REGULA (1999)
konnten Signale an Rods beobachtet werden. Dies war nur der Fall, wenn nach der
Préparation noch Zellmaterial an den Rods zurtickgeblieben war. Besonders sauber
praparierte Rods konnten mit Serum gegen HMW21 nicht markiert werden. Abb.
3.3.31 zeigt Markierungen an TX-100-Pr&parationen. In Bild a erkennt man seitlich
am Rod anhaftendes Material, welches mit Goldpartikeln dekoriert ist. Diese sind in
parallelen Reihen angeordret. Bildb zeigt beidseitig an Rod anhaftendes, mit
Goldpartikeln dekoriertes Material (eingekreist). In Bildc kann am im Bild nach
unten orientierten Ende des Rod die radartige Struktur erkannt werden, welche
vereinzelt bei TX-100-Prégparationen am Rod beobachtet werden konnte (siehe
Kap. 3.3.2). Der Rod selbst ist stark mit Zellmaterial behaftet und deutlich mit
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Goldpartikeln markiert, am Rad ist hingegen keine Markierung sichtbar. Bild d zeigt
rethenformig Uber die Rods verlaufende Signale.

Die Qualitdt der TX-100-Prgparationen war trotz vermeintlich konstanter
Bedingungen von Pragparation zu Praparation uneinheitlich, was die Menge von an
den Rods anhaftendem Zellmaterial betrifft. So ergaben sich auch in Préparationen
mit viel anhaftendem Zellmaterial $ets einige saubere Bereiche. Abb. 3.3.32 zeigt
eine Ubersicht eines Markierungsexperimentes an einer TX-100-Praparation, bei
welcher Zellmaterial an den Rods haften geblieben ist. An den Rods anhaftendes
Material ist markiert, die Markierungen verlaufen aich hier teilweise reihenformig
(Pfeile). Der im Bild eingekreiste Bereich ist besonders sauber, die Rods sind kaum
mit Material behaftet. In diesem Bereich ergibt sich keine Markierung mit
Goldpartikeln.

Insgesamt weisen die erzielten Ergebnisse aus den Markierungsexperimenten mit
Serum gegen HMW1 darauf hin, dal3 weder der Rod selber, noch die radartige, am
proximalen Ende des Rod beobachtete Struktur HMW1 beinhaltet. HMW1 scheint
jedoch mit dem Rod eng benachbart zu liegen, da anhaftendes Zellmaterial anden
Rods markiert werden konnte. Die reihenférmigen, teilweise in paralelen Linien
verlaufenden Signale weisen auf eine dementsprechende Verteilung von HMW1 hin.
Durch die TX-100-Behandlung entspricht die Lage von noch an den Rods
anhaftenden Zellbestandteilen nicht mehr der originalen Lage dieser Bestandteile in
der Zelle; Substrukturen wie Filamente konnen noch erhalten sein (MENG &
PFISTER, 1980). Dementsprechend konnten sich die in Kapitel 3.3.2 beschriebenen
Linker, welche am Rod ansitzen, nach der TX-100-Behandlung teilweise noch am
Rod befinden, aber sich in ihrer Position und Ausrichtung von der urspringlichen
Lage in der Zelle unterscheiden. Auf diese Weise konnten schrag Uber den Rod
verlaufende Signadle zustande kommen, wenn Linker bel der Prgparation in
Schraglage auf dem Rod zu liegen kommen und das HMW1-Antiserum mit diesen
reagiert. Latera vom Rod wegweisende linienformige Signale konnten von Linkern

herrihren, welche noch ungeféhr in ihrer urspriinglichen Lage verblieben sind.
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3332 M arkierungen mit Serum gegen HMW?2

HMW?2 wird aufgrund der vorhergesagten ausgedehnten coiled-coil-Bereiche und der
Fahigkeit zur Dimerisierung eine strukturelle Funktion zugeschrieben (KRAUSE et
al., 1997). Die Expression von HMW?2 als Fusionsprotein mit GFP ergab Signale im
Tip-Bereich (BALISH et a., 2003).

In dieser Arbeit konnte bei Markierungsexperimenten mit Serum gegen HMW2 an
Ultradinnschnitten eine Reaktion im proximalen Bereich des Rods beobachtet
werden, was in Abb. 3.3.33 dargestellt ist. An whole-mount-Préparationen konnten
keine Signale mit HMW2- Antiseren beobachtet werden, weder bei Zellen mit intakter
Cytoplasmamembran, noch an Zellen, deren Cytoplasmamembran entfernt wurde.
Dies l&% vermuten, dal3 HMW?2 nicht nach auf3en exponiert ist und auch nicht Telil
des peripheren Cytoskeletts ist.

Die positive Reaktion ausschliefdlich im proximalen Bereich des Rod &% eine
teilweise Betelligung von HMW2 am Aufbau des Rod vermuten oder aber eine
Beteiligung am Aufbau der radahnlichen Struktur am proximalen Ende das Rod.

Bei Markierungsxperimenten an freipréparierten Rods konnte mit Serum gegen
HMW?2 keine positive Reaktion beobachtet werden. Dies spricht gegen HMW?2 als
Hauptkomponente des Rod, wie von BALISH et al. (2003) vorgeschlagen.

3.3.33 Markierungen mit Serum gegen PO1_orf1033

Mit Serum gegen POl orf1033 konnten Signale Uber die gesamte Zelloberflache
erzielt werden. Markierungen an Ultradlinnschnitten zeigten kein Signal im inneren
der Zellen, lediglich deutliche Signale an der Zellperipherie. An Zellen, welche nach
chemischer Fixierung mit TX-100 behandelt worden waren, konnte kein Signal
erhalten werden. Es wurden Ultradiinnschnitte von fixierten und anschlief3end mit
TX-100 behandelten Zellen hergestellt und fir Markierungen eingesetzt; bei diesen
Préparaten konnte kein Signal an der Zellperipherie erzielt werden. Die Markierungen
sind in Abb. 3.3.34 dargestellt. Die Bilder a-c zeigen Markierungen an whole- mount-
Préparaten von fixierten, nicht mit TX-100 behandelten Zellen. Bild aund b zeigen
jewells Zellaudaufer, in a ist der Rod im Ende des Zellaudaufers zu sehen. Bildc

zeigt eine aus einem Zellkorper mit einem Zellaudéuer bestehende Einzelzelle. Es
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sind jeweils Signale an der gesamten Zelloberflache sichtbar. In Bildd ist das
Ergebnis einer paralel durchgefihrten Markierung an Zellen, welche nach der
chemischen Fixierung mit TX-100 behandelt wurden, dargestellt. Es sind nur sehr
vereinzelt Goldpartikel an den Zellen zu sehen; dieses Signal hebt sich nicht von dem
des Hintergrundes ab. Es gibt demnach keine Reaktion von POl-Antiserum mit
Zellen, von welchen die Cytoplasmamembran zuvor entfernt wurde.

Bild e-h zeigen jeweils Ultradinnschnitte. Bild f zeigt ein Préparat, bei welchem die
Cytoplasmembran von den Zellen vor der Einbettung durch oben genannte Methode
entfernt wurde, die Bilder e, g und h zeigen Zellen mit intakter Cytoplasmamembran.
In Bild f ist kein Signal an der Zellperipherie zu erkennen, wahrend in den Bildern g,
g und h die Reaktion des Serums mit der Zellperipherie deutlich wird. Das Serum
reagiert ausschliefdlich mit der Zellperipherie, nicht mit dem Cytoplasma.

3334 Markierungen mit Serum gegen FtsZ

FtsZ ist as Zellteilungsprotein bei Prokaryonten an der Septumshildung beteiligt und
kann zu Protofilamenten und Ringen polymeriseren (ERICKSON et al., 1996,
ERICKSON, 1997). In dieser Arbeit konnten an Ultradinnschnitten von
M. pneumoniae vereinzelt ringformig im Cytoplasma verlaufende Strukturen
beobachtet werden, welche in Markierungsexperimenten eine Reaktion mit Serum
gegen FtsZ zeigten. Auffdlig sind haufig zu beobachtende, in kurzen, tellweise
gebogenen Linien verlaufende Signale im Bereich der Zelperipherie und im
Cytoplasma. Interessanterweise traten Signale im Cytoplasma nur in Zusammenhang
mit einem zusédtzlichen Signal an der Zellperipherie auf. Die Ergebnisse der
Markierungsexperimente sind in Abb. 3.3.35 dargestellt. Die Bilder a-f zeigen die am
haufigsten beobachtete Form von Signalen. Markiert wurden hier kurze Bereiche an
der Zellperipherie, die Signale sind linienférmig und reichen tellweise von der
Zellperipherie ins Cytoplasma. Die Bilder g-i zeigen Zellen, bei welchen ebenso wie
in af lokal begrenzte Signale an der Zellperipherie sichtbar sind. Zusétzlich treten
hier lokale Signale im Cytoplasma auf. Die cytoplasmatischen Signale sind in den
Bilderng-i gekennzeichnet. Die Bilder j-k zeigen Zellen, bei welchen ein
ringformiger Bereich markiert wurde, welcher teilweise an die Zellperipherie angrenzt

und ansonsten im cytoplasmatischen Bereich der Zelle verl&uft.
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Insgesamt lassen die beobachteten Signale den Schluf3 zu, dal’ FtsZ in M. pneumoniae
nicht statistisch in der Zelle verteilt vorliegt. Die an Ultradiinnschnitten beobachteten,
in Zusammenhang mit einzelnen lokalen Signalen im Cytoplasma vorkommenden
lokalen Signale an der Zellperipherie konnen durch eine ringférmige Anordnung von
FtsZ in der Zele zustande kommen. Ein mdglicher FtsZ-Ring wére demnach im
Zellkorper lokalisiert und wéare zum Tell in Kontakt mit der Zellperipherie. Der
Durchmesser eines solchen Ringes wére bei den markierten Zellen stets kleiner als der
Durchmesser des Zellkorpers.

Abb. 3.3.36 zeigt drei der in Abb. 3.3.35 dargestellten Ultradiinnschnitte zur
Verdeutlichung nochmals mit dazugehdrigen Schemazeichnungen von der Lage eines
moglichen angeschnittenen Ringes. Die Bilder a und b (siehe Abb. 3.3.35 g und h)
zeigen die Lage von quergeschnittenen Ringen, Bild c¢ die eines schrég

angeschnittenen Ringes.

3335 Markierungen mit Serum gegen EF-Tu

Elongationsfaltor Tu (EF-Tu) ist an der Proteinbiosynthese beteiligt, indem es die
Bindung von Aminoacyl-tRNA an Ribosomen katalysiert. Zudem konnten in vitro
Polymerisationen von EF-Tu zu verschiedenenformigen Filamenten beobachtet
werden, was ene zusétzliche strukturelle Funktion von EF-Tu impliziert (Beck et al.,
1978).

In Immun-Goldmarkierungen konnte in dieser Arbeit eine Abhangigkeit der Bindung
von EF-Tu-Antiserum an M. pneumoniae-Zellen von der An- und Abwesenheit der
Cytoplasmamembran nachgewiesen werden. So reagierte das Serum mit der
Oberflache von M. pneumoniae-Zdlen im whole- mount-Préparat nur dann, wenn die
Cytoplasmamembran vor der Markierung durch modifizierte TX-100-Behandlung
(siehe Kap. 2.8.1.2) von den Zellen entfernt wurde. Serum gegen EF-Tu zeigt somit
ein Bindeverhadten, welches in Bezug auf die An und Abwesenheit der
Cytoplasmamembran dem vom Serum gegen POl orf1033 genau gegensétzlich ist.
An Ultradinnschnitten konnte eine Bindung von Serum gegen EF-Tu sowohl im
Cytoplasma als auch an der Zellperipherie beobachtet werden, unabhangig von der
An und Abwesenheit der Cytoplasmamembran. Auch konnte eine Bindung im

Bereich des Tip an die Zellperipherie beobachtet werden.
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Abb. 3.3.37 zeigt die Ergebnisse der Markierungsexperimente. In der oberen Hélfte
der Abbildung (Bild af) sind Ultradinnschnitte dargestellt, unten (Bild gj) whole-
mount-Praparationen. Die Bilder ac zeigen Zellen, deren Cytoplasmamembran vor
der EM-Einbettung durch modifizierte TX-100-Behandlung entfernt wurde. In Bild a
ist die Reaktion von EF-Tu-Antiserum mit der Zellperipherie im Bereich des Tip
dargestellt (Pfeil). Die Bindung erfolgte hier an der nach der modifizierten TX-100-
Behandlung neben dem Rod am Tip noch erkennbaren Zellhiille. In Bild b und ¢ wird
deutlich, dal3 die Bindung des Serums sowohl im Cytoplasma as auch an der
Zdlperipherie stettfindet. In den Bildernd-f sind Zellen ohne TX-100-Behandlung
abgebildet. Die Bindung des Serums gegen EF-Tu erfolgt hier ebenfalls sowohl an der
Zéellperipherie as auch im Cytoplasma.

Die Bilder g-j zeigen jewells whole- mount-Praparate. In Bild g ist eine Préparation
ohne Einsatz von TX-100 dargestellt. Die Cytoplasmamembran ist as helle, die Zelle
umgebende Linie zu erkennen. Es erfolgte keine Reaktion des Serums mit der
Zelloberflache. Nach Entfernen der Cytoplasmamembran durch modifizierte TX-100-
Behandlung bindet das Serum gegen EF-Tu an den Zellen. Diesist in den Bildern hj
dargestellt. Auffallig ist hier die teilweise reithenformige Anordnung der Goldpartikel
(Pfeile). Eine solche Form der Markierung konnte ansonsten nur bel

Markierungsexperimenten an Rods mit Serum gegen HMW1 beobachtet werden.

3.3.36 Markierungen mit Serum gegen TX-100-unldsliche Fraktion

M. pneumoniae-Zellen wurden in 2% TX-100 gelost und zentrifugiert, das Sediment
diente als Antigen fur die Herstellung des hier verwendeten Serums (PROFT, 1994).

Das Serum reagiete in  Markierungsexperimenten mit dem Rod. An
Ultradinnschnitten ergaben sich Signale an Langs- und Querschnitten des Rod. Nach
der Methode von REGULA (1999) freipréparierte Rods wurden ebenfalls von dem
Serum erkannt. Abb. 3.3.38 zeigt Ergebnisse der Markierungsexperimente.
Bild aund b zeigen Rods, welche nach der Methode von REGULA (1999) prépariert
wurden. Es sind Signale entlang des Rod erkennbar. Bild ¢-f zeigenlangs durch den
Tip mit darin liegendem Rod gefihrte Ultradinnschnitte. In Bild f ist der Anschnitt
eines Zellkorpers (ZK) mit Tip und darinliegendem Rod gezeigt, sowie ein weiterer

Anschnitt eines Zellkdrpers. In Bild ¢f sind jeweils Signale am Rod sichtbar. Bild f
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verdeutlicht die Spezifitdt der Bindung des Serums an den Rod: Die Zellkorper
weisen nur vereinzelte Signale an der Zellperipherie auf, wahrend der Rod deutlich
markiert ist. Die Bilder g-j zeigen jewells quergefihrte Ultradiinnschnitte durch den
Tip mit darinliegendem, markiertem Rod.

Es existiert somit ein Antiserum, welches den Rod sowohl im Schnitt as auch im
freipraparierten Zustand erkennt. Um herauszufinden, welche Proteine dieses Serum

in der TX-100-unl6slichen Fraktion bevorzugt erkennt, wurden Western Blotanalysen
durchgefihrt (siehe Kapitel 3.4).

3.3.3.7 Markierungen mit Serum gegen P1

Das 169 kDa grof3e P1-Protein ist beschreiben als am Tip lokalisiertes Hauptadhasin
von M. pneumoniae (Hu et a., 1982; BASEMAN et a., 1982; FELDNER €t a.,
1982). Mutanten, welche dieses Protein nicht exprimieren oder nicht am Tip
lokalisieren kénnen, sind Adhérenz-negativ (BASEMAN et al, 1982, KRAUSE et dl,
1982).

Markierungen mit Serum gegen Pl ergaben Signale im Tip-Bereich. Die Signale
wurden gleichermal3en bei Zellen mit und ohne Cytoplasmamembran beobachtet. Die
Markierungen sind in Abb. 3.3.39 dargestellt. Bild a zeigt den Tip einer nicht mit TX-
100 behandelten Zelle, Bild b den einer behandelten Zelle.
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Abb. 3.3.1: M. pneumoniae-Zellen im Negativkontrast
mit PWS. Die Cytoplasmamembran (CM) ist as helle,
die Zellen umschlief3ende Linie zu erkennen.

98



Experimente und Ergebnisse

/4 N\
/— Y —7

\\ Vi

OO
N\~4 N\~
b
— I~
> ”’@@
(1
|Q
11 0O
i
C

Abb. 3.3.2: Schematische Darstellung maoglicher Anschnittrichtungen der
Cytoplasmamembran Jewells links: theoretische Seitenansicht auf einen
Schnittstapel bei ungefahrer Schnittdicke von 70 nm, der grau hinterlegte Schnitt
entspricht dem in der Mitte und rechts dargestellten. Jeweils Mitte: Theoretische
Schrég-Aufsicht auf den links grau hinterlegten Schnitt. Jeweils rechts: Zu
erwartendes Erscheinungsbild des in der Mitte dargestellten Schnittesim TEM. Die
Doppellinien stellen die beiden Lipidschichten der Cytoplasmamembran dar. In den
Darstellungen rechts ist die Doppellinie dort gezeigt, wo sie in der jeweiligen
Anschnitt-Situation im TEM theoretisch sichtbar ist.

a: mittig angeschnittener Zellkorper, b: léngsgeschnittene Zellaudaufer, c: quer-
und schréggeschnittene Zellaud aufer.

Die Cytoplasmamembran ist nur dann im TEM als Doppellinie sichtbar, wenn die
Lipiddoppel schicht langs zur Strahlrichtung orientiert ist.
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B e 4 PRt
Abb. 3.3.3: Verschiedene Anschnittsituationen der Cytoplasmamembran von
Mycoplasma pneumoniae im Ultradiinnschnitt.
a: Mittig angeschnittener Zellkorper mit seitlich angeschnittenem Zllausl aufer.
Die Cytoplasmamembran ist nur am Zellkorper sichtbar.
Der gestrichelte Kasten ist in b in héherer VergrofRerung dargestellt. Eingekreist:
Quergeschnittete Zellausldufer mit sichtbarer Cytoplasmamembran
b: VergroRerter Ausschnitt aus a
c. Mittig langsgeschnittener Zellausléufer. Die Cytoplasmamembran ist in
einigen Bereichen sichtbar (Pfeil).
d: Schrég angeschnittener Zellaudufer. Die Cytoplasmamembran ist nur an den
Léngsseiten sichtbar (Pfeile).
Der GroRenstandard aus a gilt auch fir d und c.
Erklérungen siehe Kap. 3.3.1
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Abb 3.3.4 Ablosung der Cytoplasmamembran von f|X|erten M. pneumoniae-
Zellen durch TX-100-Behandlung, Ultradiinnschnitte kontrastiert mit Bleicitrat /
Uranylacetat. a: Kontrolle ohne TX-Behandlung. Die Cytoplasmamembran ist as

Doppellinie  erkennbar  (Pfeile). b: TX-100-behandelte Zellen. Die
Cytoplasmamembran fehlt.
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Abb. 3.3.5: M. pneumoniae-Zdlen im Negativkontrast mit PWS. a: Zellen ohne TX-
100-Behandlung, CM: Cytoplasmamembran b: Zellen nach TX-100-Behandlung.
Die Cytoplasmamembran ist nach TX-100-Behandlung nicht mehr vorhanden.
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Abb. 3.3.6: Ausschnitt aus einem Zellaudaufer
einer fixierten und anschliefend mit TX-100
behandelten M. pneumoniae-Zelle. Die
Cytoplasmamembran ist nicht mehr vorhanden
dargestellt ist der direkte Blick auf die unter der
Cytoplasmamembran gelegene Zellschicht. Es ist
eine Schragstreifung zu erkennen Die Richtung
der Streifung ist durch Linien verdeutlicht.
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Abb. 3.3.7: Zdlaudaufer einer fixierten und anschlief3end mit TX-100 behandelten
M. pneumoniae-Zdlle. VergrofRerte Darstellung des oberen Bereichs aus Abb. 3.3.6.
a: Original- EM-Bild des mit PWS negativkontrastierten Praparates. Die Pfeile
verdeutlichen die Richtung der Streifung.

b: 5-fache Uberlagerung des in a gezeigten Ausschnittes nach Rauschunterdriickung.
c: schematische Darstellung der hexagonalen Gitterstruktur.
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Abb
behandelte M. pneumoniae-Zellen a: Eine schrég
zur Léngsachse der Filamente verlaufende
Streifung ist erkennbar, die Richtung dieser
Streifung ist durch die parallelen Linien am
oberen Bildrand verdeutlicht. Am Rand der Zellen
sind teilweise Massen sichtbar welche von der
Zelle abstehen (Pfeilspitzen), der markierte
Bereich oben rechts ist in b im Umkehrkontrast
hoher vergrofert dargestellt. In einigen Bereichen (d)
i in a ein hexagonales Muster sichtbar (Kreise, weild gestrichelter Kasten
dieser siehe Abb. 3.3.9). Der Doppelpfeil verdeutlicht die ehemalige Lage
der hier entfernten Cytoplasmamembran c: Der in a ausschnittsweise
gezeugte Zellkorper in Gesamtansicht in geringer VergrofRerung. d:
Schematische Darstellung der Verteilung des Kontrastmittels bei einem
kollabierten Hohlkérper mit begrenzt biegsamer Hille (Seitenansicht; grau:
Kontrastmittel; untere Line: Trégerfolie; gebogene Linie: Hille des
kollabierten Hohlkorpers.

Baken in b 50 nm; in ¢ 100 nm.
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Cy \ C

Abb. 3.3.9: Verdeutlichung der hexagonalen Verteilung von Massen am
peripheren Cytoskelett. Dargestellt ist der in Abb. 3.3.8 durch enen
gestrichelten Kasten markierte Bereich. Erklérungen siehe Kap. 3.3.1.
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Abb. 3.3.10: Verdeutlichung der hexagonalen Verteilung von
Massen am peripheren Cytoskelett. a: Origind EM-Bild; b:
Punktmuster aus den massivsten Bereichen des Objektes
(Kontrastumkehr); c: Verdeutlichung der hexagonalen Anordnung
der Massen durch Linien.

Erklérungen siehe Kap. 3.3.1
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Abb. 3.3.11: Modell des peripheren Cytoskelettes von M. pneumoniae Das
Grundgeriist besteht aus einem hexagonalen Netzwerk. Hierauf befinden sich
Massen welche in den Bereich ragen in welchem sich die Cytoplasmamembran
befindet.

a: Aufscht von aufleny b: Schrégansicht von aufRery c: Seitenansicht (oben
gestreckt, unten gebogen). In c ist die ungeféhre Lage der Cytoplasmamembran
durch grau hinterlegte Bereiche gekennzeichnet.
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Abb. 3.3.12: Ansichten des Rod im Tip von M. pneumoniae.

a, b: Ultradiinnschnitte; c: TX-100-Behandlung nach Fixierung,
Negativkontrastierung. Der Rod (R) erscheint in
unterschiedlicher Breite zwischen ~20 und 80 nm, und
konstanter Lange von ~300 nm.
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Abb. 3.3.13: Wirkung von TX-100 auf unfixierte M. pneumoniae-
Zéellen. a: Zdlen vor der TX-100-Behandlung; b: Ergebnis der TX-

100-Behandlung.

Die eingekreisten Bereiche zeigen in a jeweils einen Tip, in b den im
Tip lokalisierten Rod, welcher nach der TX-100-Behandlung auf der
Trégerfolie zurtickbleibt.
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Abb. 3.3.14: Langs- und Querschnitte durch den Tip von M. pneumoniae mit
darinliegendem Rod. a, b: Léngsschnitte (proximales Ende nach links
orientiert); ¢, d: Querschnitte; a, c: konventionelle Ultradiinnschnitte nach
Einbettung in Lowicryl K4M; b, d: Kryo-Ultradiinnschnitte.

An Querschnitten wird deutlich, dal3 der Rod abgeflacht ist. Die Langsschnitte
zeigen verschiedene Anschnittrichtungen des Rod, dieser erscheint hier daher in
unterschiedlicher Breite. Erklarungen siehe Kap. 3.3.2.
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Abb. 3.3.15: TX-100-Prgparation nach REGULA (1999),
Negativkontrastierung mit PWS. Es snd Rods in verschiedenen
Projektionen sichtbar. 1: Drei Exemplare von flach auf der
Tréagerfolie liegenden und daher breit erscheinenden Rods; 2: Ein
Rod welcher in sich um 90° verdreht ist und daher teilweise flach
und teilweise aufrecht positioniert ist; 3: Ein auf der schmalen Kante
stehender Rod. Die Hohe der jeweiligen Strukturen korreliert hier
mit der Intensitdt der Schwéarzung: Neben héheren Bereichen (durch
Sterne gekennzeichnet) befindet sich mehr Kontrastierungssalz als
neben flachen Bereichen
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Abb. 3.3.16: Scanning- Elektronenmikroskopische Aufnahmnen
von freiprgparierten Rods nach REGULA (1999), Kritischer-
Punkt-Trocknung. Die Rods erscheinen abgeflacht.

—

Abb. 3.3.17: Mdgliche Biegung und Torsion des Rod.
Erklarungen siehe Kap. 3.3.2
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Abb. 3.3.18: Vergleich verschiedener TX-100-Praparationen
an M. pneumoniae. a: Zellrasen vor der Behandlung; b:
Effekt der ,Low-Triton"-Behandlung (Pfeile: Rods); c: TX-
100-Behandlung ohne NaCl (Inset: hohere VergroRerung); d:
TX-100-Behandlung mit Zugabe von NaCl; e: Effekt der
Prgparation wie in d, auf Formvar-Grid ohne
Kohlebedampfung; f: Prgparation wie in d, hohere
Vergroferung.

Standard in a gilt fir abise.

L
b
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Abb. 3.3.19: Vergleich des Querlinienmusters der Rods. Links sind
sechs Beispidle des Rod in gleicher  Orientierung
Ubereinandermontiert. Jeweils Uberhalb des Rod sind die
hervorstechenden Querlinien durch schwarze Striche verdeutlicht und
dieses Strichmuster jewells rechts neben dem Rod nochmals
dargestellt. Rechts im Bild sind die entstandenen Muster
aneinandergelegt. In Rot sind die Linien wiedergegeben, die bei den
meisten Rods erkennbar waren.
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Abb. 3.3.20: Fixierte und anschlieffend mit TX-100
behandelte Zellen von M. pneumoniae. Gezeigt ist jeweils
der Tip.

a: zwel nebeneinander liegende Tips, im oberen en
gespaltener Rod, im unteren ein nicht gespaltener. b und c:
jeweilsein Tip mit einem gespaltenen Rod.
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100 nm

Abb. 3.3.21: Gespaltene Form des Rod in TX-100-Prgparation
nach REGULA (1999). Es sind die Querlinien verdeutlicht, die
sich beim Vergleich mehrerer ungespaltener Exemplare des Rod

als besonders charakteristisch erwiesen haben (siehe Abb.
3.3.19).
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Abb. 33.22: Aufbau des Rod aus Léangsfasern. TX-100-
Praparation nach REGULA (1999), Negativkontrastierung mit
PWS. Das proximale Ende des Rod (links) kann anhand seiner
glatten Erscheinung, sowie der markierten Querlinien (schwarze
Pfeile) erkannt werden. a: Parallele Langsfasern sind entlang des
Rod sichtbar (weil3e Pfeile), diese weisen Verdickungen auf, die
im Rod nebeneinander liegen (schwarzer Kasten); b: Vom Rod ist
in Langsrichtung ein Anteil abgespalten (weil3er Pfeil).
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Abb. 3.3.23. M. pneumoniae-Zelle nach Entfernen der Cytoplasmarr
Im Tip (oben im Bild) ist der Rod zu erkennen. Am proximalen Ende des
Rod befindet sich eine gebogene Reihe von periodisch angeordneten Massen.

Dieser Bereich ist im Inset in hoherer Vergrof3erung dargestellt, der Verlauf
der Rethe ist durch Pfeile gekennzeichnet.

1xembran
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Abb. 3.3.24: Kryoultradinnschnitt durch den Tip von M.
pneumoniae (Langsschnitt). a. unbearbeitetes EM-Foto, b:
gleiches Bild wie in a Hervorhebung von Strukturen durch
Rauschunterdriickung und Kontrastverstarkung.

Am proximalen Ende des Rod ist eine radartige Struktur zu
erkennen, welche in Schrdgansicht abgebildet ist und aus
periodisch angeordneten Massen besteht (Pfeile in a). Seitlich am
Rod befinden sich periodisch angeordnete léngliche Massen,
welche sich zwischen Rod und Innenseite der Zellhtille erstrecken
(Pfeilein b).
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Abb. 3.3.25: Ergebnis einer TX-100-Behandlung bei welcher relativ viel
Zellmaterial an den Rods haften blieb. Am proximalen Ende des Rod ist in
einigen Falen eine radahnliche Struktur zu erkennen, welche in ihren
Ausmalien den auch in Kryo-Ultradinnschnitten und TX-100-
Préparationen mit vorheriger Fixierung der Zellen beobachteten Sruktur
ahnelt.

Oben: Ein original- EM-Foto (grof3es Bild), links daneben der eingerahmte
Bereich in bearbeiteter Form. Unten: Ebenso bearbeitete Ausschnitte aus
dhnlichen Bildern verschiedene Projektionen der raddhnlichen Struktur:
Schragansichten (1 und 2) und Seitenansichten (3-6).
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Abb. 3.3.26: Tip von M. pneumoniae mit darinliegendem
Rod, Langs-Ultradiinnschnitt, kontrastiert mit Uranylacetat
und Bleicitrat. Die Cytoplasmamembran wurde vor der
Einbettung durch modifizierte TX-100-Behandlung entfernt.
a: origina EM-Foto; b: aleinige Darstellung der Bildbereiche
ab bestimmtem Schwarzungsgrad; c: Ubereinanderprojektion
von aund b. Lateral am Rod (R) sind periodisch angeordnete
Massen zu erkennen (Pfeile), welche sich zwischen Rod und
peripherem Cytoskelett (CS) erstrecken.
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Abb. 3.3.27: TX-100-Pré&paration nach REGULA (1999); Negativkontrastierung
mit PWS. Es sind Rods (R) sichtbar, an welchen Filamente (Pfeile) anhaften.
Erklarungen: siehe Kap. 3.3.2.11
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Abb. 3.3.28: Am &auRersten Ende des Tip von M. pneumoniae liegen periodisch
angeordnete Massen im Bereich der Cytoplasmamembran Diese kénnen bei reiner
Formaldehyd-Fixierung ohne Einsatz von Detergenzien nach léngerer Lagerung der
Zellen bei 4 °C durch Negativkontrastierung abgebildet werden (a-d).

a: Tip mit darinliegendem Rod; b-d: &uRerste Enden von Tips, in ¢ der in a
gekennzeichnete Ausschnitt, b und d der gleiche Bereich bei anderen Zellen e:
Ultradiinnschnitt von glutaraldehydfixierter und anschliefiend mit TX-100 behandelter
Zelle, Langsschnitt durch den Tip mit darinliegendem Rod. Am distalen Ende (rechts)
sind dhnliche Strukturen wie in a—d erkennbar (Pfeile). Balken: je 50 nm.
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Abb. 3.3.29: Modell des Rod im Tip von M. pneumoniae. a: Gesamtansicht. Grin:
Rod; Grau: Linker; Gelb: Rad; orange: distales verdicktes Ende des Rod; blau: vom
proximalen Ende des Rod entspringende Filamente; *) ungeféhre Dicke eines
Ultradinnschnittes. b: links alleinige Darstellung des Rod; rechts einzelne
Langsfasern mit Verdickungen. c,d: Langsschnitte durch den Tip mit schmalem (c)
und breitem (d) Anschnitt des Rod, die ungeféhre Schnittdicke ist in a angegeben, das
am proximalen Ende des Rod gelegene Rad pal knapp in einen Schnitt, es erscheint
aber nur als Tellanschnitt. e: Querschnitte durch den Tip in verschiedenen Richtungen,
jeweils im Bereich der Linker; sie erscheinen gleichartig.
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Abb. 3.3.30: ImmunGoldmarkierung mit Serum gegen
HMW1, Ultradiinnschnitte.

Es sind Signale am Ende von Zellauslaufern zu erkennen (a und
b); diese verlaufen teilweise linienformig (b).

Erklérungen: siehe Kap. 3.3.3.1
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Abb. 3.3.31: Immun Goldmarkierung mit Serum gegen HMW1,
TX-100-Préparation nach REGULA (1999). Bei der Préparation ist
Zellmaterial an den Rods haften geblieben. a: Reihenférmige Markierungen
am Rande des Rod (Pfeile) weisen auf parallele, gestreckte Anordnung des
Antigens hin. b: Am Rand des Rod ist beidseitig Material erkennbar, welches
markiert wurde. c: Es ist eine Markierung seitlich am Rod und Uber den Rod
vertellt sichtbar. Das proximale Ende des Rod kann das Rad erkannt werden
(weilRe Pfeilspitzen), dieses trégt keinerlei Markierung. d: Es sind schrég Gber
den Rod verlaufende reihenférmige Markierungen sichtbar.

Erklarungen: siehe Kap. 3.3.3.1
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Abb. 3.3.32: Immun- Goldmarkierung mit Serum gegen HMW1,
TX-100-Préparation nach REGULA (1999). Bei der Préparation ist Zellmaterial an
den Rods haften geblieben. Dieses konnte markiert werden. Die Signale verlaufen
teilweise reihenférmig (Pfeile). In Bereichen ohne an den Rods anhaftendes
Zellmaterial ergibt sich auch kein Signal an den Rods (eingekreister Bereich).
Erklérungen: siehe Kap. 3.3.1
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Abb. 3.3.33: Immun Goldmarkierung mit Serum gegen HMW?2 an Ultradiinnschnitten von
M. pneumoniae. R: Rod. Es sind Signale im proximalen Bereichdes Rod zu erkennen
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Abb. 3.3.34 Immun-Goldmarkierungen mit Serum gegen PO1_orf 1033.

a-d: whole-mount-Prdparationen, d: fixierte und dann TX-100-behandelte
Zellen e-h:Ultradinnschnitte; f: vor der Einbettung wie in d behandelte
Zellen

Es sind jeweils keine Signale bei fixierten und anschlieffend TX-100-
behandelten Zellen sichtbar. Bel unbehandelten Zellen erhdt man bei whole-
mount-Prdparationen  Signale Uber den gesamten Zellbereich an
Ultradinnschnitten wird deutlich, dal3 die Reaktion des Serums nur an der
Zé€llperipherie und nicht im Cytoplasma erfolgt.

Der Standard in a gilt fur alle Bilder. Erklérungen: siehe Kap. 3.3.3.3
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Abb. 3.3.35; Immun- Goldmarkierungen an Ultradiinnschnitten von M. pneumoniae
mit Serum gegen FtsZ. a-f: periphere Signale welche ins Cytoplasma ragen, g-i:
zusétzlich zu peripheren Signalen lokale Signale im Cytoplasma (eingekreist),
j-k: ringférmige Signale im Cytoplasma.

Balken: 100 nm. Erklarungen: Siehe Kap. 3.3.3.4
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Abb. 3.3.36: Verdeutlichung von verschiedenen Anschnittrichtungen
eines moglichen FtsZ-Ringes im Zelkérper von M. pneumoniae.

a-b: Querschnitte durch den Ring (vgl. Abb. 3.3.35 g, h),

c: Schragschnitt am Ring entlang (vgl. Abb. 3.3.35 k)

Dargestellt ist jeweils links das EM-Bild einer Immun Goldmarkierung
am Ultradiinnschnitt von M. pneumoniae mit Serum gegen FtsZ, rechts
as Schemazeichnung die Verdeutlichung enes mdglichen
Ringanschnittes, welcher zur entsprechenden Markierung fuhren wirde.
Erklarungen: Siehe Kap. 3.3.3.4
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Abb. 3.3.37: ImmunGoldmarkierung mit Serum gegen EF-Tu. a-c: Ultradiinnschnitte
von fixierten und anschliel3end mit TX-100 behandelten Zelleny d-f: Ultradiinnschnitte
von fixierten, nicht mit TX-100 behandelten Zellen; g-j: Whole- mount-Pra&parationen; g:
ohne TX-100-Behandlung; h-j: TX-100-Behandlung nach Fixierung. Erkldrungen siehe
Kap. 3.3.3.5. Baken je 100 nm.
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Abb. 3.3.38. Immun-Goldmarkierungen mit
Serum gegen die TX-100-unlgsliche Fraktion von
M. pneumoniae. a, b: TX-100-Prgparation nach
REGULA (1999); c-j: Ultradinnschnitte; c-f:
Langschnitte des Rod; g-j: Querschnitte des Rod.

ZK: Zellkorper. Erkldrungen: siehe Kap. 3.3.3.6
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Abb. 3.3.39: Immun-Goldmarkierung mit Serum gegen Pl. Es sind
Signale am Tip erkennbar. Die Reaktion des Serums im Tip-Bereich ist
unabhangig von einer TX-100-Behandlung.

a: unbehandelte Zelle, b: TX-100-behandelte Zdlle.

Erklérungen: siehe Kap. 3.3.3.7
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34 Charakterisierung der vom Serum gegen die TX-100-unlgsliche

Fraktion erkannten Proteine

Es konnte durch Immun- Elektronenmikroskopie eine Reaktion des Serums gegen die
TX-100-unlddliche Fraktion mit dem im Tip von M. pneumoniae lokalisierten Rod
festgestellt werden. Dieses Serum reagiert mit verschiedenen Proteinen. Es wurde
zunéachst im Western-Blot (siehe Kap. 2.10.3) getestet, welche Banden der TX-100-
unlédichen Fraktion von M. pneumoniae mit diesem Serum  bevorzugt
kreuzreagieren. In vergleichenden Western-Blots unter Einsatz anderer Seren konnten
HMW1, HMW2, HMW3 und DnaK als Hauptkandidaten ermittelt werden.

M. pneumoniae-Zellen wurden in 2% TX-100/ 1 M NaCl suspendiert und extrahiert
(siehe Kap. 2.8.3). Die TX-100-UF wurde mittels SDS-PAGE (siehe Kap. 2.10.1)
aufgetrennt und per Western-Tranfer auf Nitrocellulosemembran Ubertragen (siehe
Kap. 2.10.3). Es wurde zunéchst die Reaktion des TX-100-UF-Serums getestet.
Hierbei ergab sich eine hervorstechende Reaktion mit drei Banden, welche bei ca. 60,
120 und 240 kDa laufen. Vergleichend wurden dann die Reaktionen anderer Seren
mit ebenso préparierten Nitrocellulosemembranen getestet. Es ergab sich eine
Ubereinstimmung der Hohe der positiven Banden zwischen TX-100-UF-Serum und
HMW1, HMW2, HMW3 und DnaK. Diesist in Abb. 3.4 dargestellt. Auf der linken
Seite sieht man neben dem Protein- GrofRenstandard einen Gelstreifen, wie er auch fir
die WesternTransfers eingesetzt wurde, nach Coomassie-Féarbung. Rechts sind
Streifen von Nitrocellulosemembran dargestellt, auf welche jewells die Proteinbanden
aus einem ebensolchen Gelstreifen transferiert wurden und welche dann fir die
Doppelimmunprézipitation eingesetzt wurden. Die jeweils verwendeten Antiseren
sind Uber dem jeweils verwendeten Streifen angegeben.

Die beim Einsatz von Serum gegen HMW1 und HMW2 auf den
Nitrocellulosestreifen angefarbten Banden sind in  ihrer HoGhe hier nicht
unterscheidbar, sie liegen beide bei ca. 200 kDa. Serum gegen HMW3 ergibt eine
Bande bel ca. 120 kDa, welche der mittleren der drel mit dem Serum gegen die TX-
100-unl6dliche Fraktion angeféarbten Banden entspricht. Die untere vom Serum gegen
die TX-100-unlédiche Fraktion erkannte Bande liegt in der Hohe der vom Serum
gegen DnaK erkannten Bande, bei ca. 65 kDa.

Nach dieser Analyse stellen HMW1, HMW2, HMW3 und DnaK Kandidaten fur eine
Betelligung am Aufbau des Rod dar.
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Abb. 3.4: Western-Blot der TX-100-unldslichen Fraktion von
M. pneumoniae, markiert mit Serum gegen die TX-100-
unlésiche Fraktion und im Vergleich hierzu mit Seren gegen
HMW1-3, DnaK und POl. Linke Seite: Proteinstandard,
Coomassie- geféarbtes SDS-Acrylamid-Gel (7,5 %) der TX-
100-unlédlichen Fraktion; rechte Seite:  Nitrocellulose-
membran-Streifen nach Western-Transfer von Gelen wie
links dargestellt und Doppelimmunprézipitation mit
alkalischer Phosphatase unter Einsatz der angegebenen
Primérseren.

Die vom Serum gegen die TX-100-unlésliche Fraktion
erkannten Hauptbanden entsprechen in der Hohe am ehesten
HMW1, HMW2, HMW3 und DnaK.
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35 Klonierung von P01 orf1033 mit mRFP

Proteine konnen durch Fusion mit fluoreszierenden Proteinen fur die
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Die Tendenz zur Multimerisierung
solcher fluoreszierender Proteine stellt ein Problem bei der Lokaliserung der
Fusionsproteine dar. So kann es zur Bildung intrazellulérer Aggregate kommen
(MIZUNO et dl., 2001).

CAMPBELL et a. (2002) berichteten erstmas CUber en monomeres rot
fluoreszierendes Protein (mMRFP). Dieses wurde in dieser Arbeit als Tag fiur das
Protein PO1_orf1033 eingesetzt. P01 _orf1033 wurde in den Vektor pKV kloniert, in
welchem mRFP integriert war. mRFP war in pKV von den Schnittstellen fir EcoRI
und Smal am 5-Ende und BamHI am 3’-Ende eingeramt. Die Insertion von
PO1 orf1033 erfolgte zwischen der EcoRI und der Smal-Schnittstelle, am 5'-Ende

von mRFP.

35.1 Amplifikation von PO1 orf1033 Uber PCR

Entsprecherd der DNA-Sequenz des POl orf1033 wurden Oligonucleotide
ausgewahlt (siehe Kap. 2.3). Diese enthielten in einem Fall die Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme EcoRI und Apal bzw im anderen Fall die Schnittstelle fir EcoRI
und ein glattes Ende. Mittels der Technik der Polymerase-K ettenreaktion (polymerase
chan reaction, PCR) wurde das POl orft1033-Fragment wie in Kap. 29.1
beschrieben mit diesen Oligonukleotiden amplifiziert. Als MatrizenrDNA wurde das
Cosmid pcos MPP1 (WENZEL & HERRMANN, 1989) (siehe Kap. 2.2) eingesetzt.
Die PCR-Produkte wurden auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen, das Gel ist in
Abb. 3.5.1 dargestellt.

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

PCR-Ansatz:

PWO-Polymerase 1U
Template-DNA (100 pg/ml) 05
DMSO 5ul
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Oligo PO1 FW (10 pmol/ul) 4 ul

Oligo PO1 RV (10 pmol/pl) 4 ul

dNTP (10 mM) 1l

MgSO4 (25 mM) 8 ul
PWO-Raktionspuffer (10 x) 5ul

H2Opides- ad 50 pl

Programm:

Denaturierung 94°C 2min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 53°C 30 sec
Elongation 72°C 6,5 min
Endelongation 72°C 8 min
Ende 4°C UN

Marker Fragment

kb
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Abb. 3.5.1: Ergebnis der Amplifizierung des PO1_orf1033-Fragments durch PCR

Es wurden 5 pl des PCR-Ansatzes auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen.
PCR mit den Oligonucleotiden PO1-FW-EcoRl und PO1-RV-Apal ergab
Fragment von ca. 3,5 kb.

Die
an

139



Experimente und Ergebnisse

35.2 Klonierung des Fragmentes PO1 _orf1033 in pK VMRFP

Der Vektor pKVmRFP und das PCR-Produkt PO1_orf 1033 wurden zunachst mit dem
Restriktionsenzym EcoRI geschnitten und nach der Ligation (siehe Kap. 2.9.3) fur die
Transformation von E. coli Top 10-Zellen eingesetzt (siehe Kap. 2.9.5). pKVmRFP
codiert fur eine Ampicillin-Resistenz. Die Transformationsansdtze wurden auf LB-
Amp-Platten ausgestrichen. Die Plasmid-DNA der erhaltenen Kolonien wurde gemaf3
Kapitel 2.9.6.1 prépariert und ungeschnitten auf en 0,8 %iges Agarosegel
aufgetragen. Als Referenz diente der ungeschnittene Vektor pKVmRFP. Klone, deren
Plasmid-DNA im Gel ein hdheres Molekulargewicht aufwies als pKVmRFP, wurden
fur die Restriktionsaralyse ausgewahlt. In Abb. 3.5.2 ist exemplarisch eines dieser
Plasmide im Gel dargestellt. Zum Vergleich ist daneben der ungeschnittene Vektor
dargestellt. Die weiteren im Vergleich zu pKVmRFP grofieren Plasmide liefen im Gel
alein gleicher Hohe. Die Z€llen aller zugehdrigen Klone zeigten rote Fluoreszenz bei
Anregung mit UV-Licht unter Verwendung des Filtersatzes 43 (siehe Kap. 2.6.3).
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Abb. 35.2: Aus der Transformation mit dem mit POl orf1033 ligierten Vektor
pKVmMRFP erhaltenes Plasmid und Zellen des zugehorigen Klons im Fluoreszenztest

Es wurden 2 pl der Plasmidprgparation bzw der Vektor-Arbeitsésung auf ein
0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. In a ist exemplarisch eines der erhaltenen
Plasmide dargestellt, in b der ungeschnittene Vektor pKVmRFP. Zellen des Klons
wurden auf Platte angezogen. Etwas Zellmateria wurde von der Platte auf einen
Objekttrager Uberfuhrt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. In ¢ ist das
Phasenkontrastbild dargestellt, in d das Fluoreszenzsignal des selben Ausschnittes wie
inc.
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35.3 Nachweis des PO1_orf1033-Proteinsin den transformierten E. coli-

Zdlen mittels Wester n-Blot

Die erhaltenen fluoreszierenden Klone wurden mittels WesternBlot auf die
Expression des POl orf1033-Proteins getestet. Es wurde Zellextrakt unter
denaturierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet (siehe Kap. 2.10.3). Als Kontrolle wurden auf dem
Gel zusdtzlich en fluoreszenznegativer Klon sowie M. pneumoniae- Zellextrakt
aufgetragen. Die mit dem Serum reagierenden Banden wurden durch Alkalische-
Phosphatase-Reaktion sichtbar gemacht (siehe Kap. 2.10.4). Die gefarbte
Nitrocellulosemembran ist in Abb. 3.5.3 dargestellt. Der M. pneumoniae- Zellextrakt
zeigt zeigt eine Hauptbande bel ca 150 kDa und schwéchere kleinere Banden, die
wahrscheinlich von Protein-Abbauprodukten herriihren. Das PO1_orf1033-Protein hat
laut Vorhersage ein relatives Molekulargewicht von 118000, lauft aber im Gel bel
htherem Molekulargewicht (ca 150 kDa) und bildet Dimere (REGULA, 1999). Die
hier mit M. pneumoniae-Zellextrakt erhaltene Bande bei ca 150 kDa entspricht der
erwarteten Monomer-Bande. Die positiven E. coli-Klone zeigen eine Bande be ca 180
kDa. Das Molekulargewicht von mRFP betrégt ca 30 kDa (CAMPBELL et al., 2002).
Die Bande bel ca 180 kDa entspricht demnach wahrscheinlich dem Fusionsprotein
P01 _orf1033 mit mRFP.

kDa

—-—— -‘:""'l- - —200

- P —150
L NI 100

Abb. 3.5.3: Western-Blot von dral der erhatenen fluoreszierenden E. coli-Klone.

Spurl: M. pneumoniae-Extrakt; Spur 2: Ein fluoreszenz-negativer Klon, Spur 3-5: Drei fluoreszenz-
positive Klone.
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354 Sequenzierung der Fusionsstelle PO1_orf1033 mit mRFP

Es wurde ein Oligonukleotid ausgewahlt, welches 192 Basenpaare entfernt von der
Fusionsstelle PO1_orf1033 mit mRFP im Gen fur mRFP an den codierenden Strang
bindet. Die Sequenzierung erfolgte demnach von der Bindestelle des Oligonukleotides
aus in Richtung der Fusionsstelle PO1_orf1033 / mRFP und Uber diese hinaus. Die
erhaltene Sequenz entsprach demnach dem nichtcodogenen Strang. Der codogene
Strang wurde davon abgeleitet. Die Sequenz wurde geprift, sie ist auszugsweise im

folgenden dargestellt:

CAAACCCACGAAATTAARMACARAG CAAGACGAAACTGTTAAAGAGGTCATT

ATTGTGEARAAGGAAATTCCAGTGCCACCCGARARAGAAANCCACGGCTARMA

ARACGTGATATNGTGATCGAARACAAGGAAGATGCTTTGGGCAAGTTATCC

ArAARAGGAACGEATCCAAGUGTACGUTGAACGUCCTAGCTAAGATCAATGGT
k 'k e r i g a v a e r 1 a k i n g

AAGCAGRGGCCCCACAGUGEGECCTCCTCCGAGGACGTCATCARAGGAGTTC
k gqlg p h 5 gla 8 8 e d v 1 k e £

PO1 51 HEP

ATGCGATTTCATAGHNG TG TCGCANCCGAGEGE T TCCGARARRAC GAGTCA
m r f

Die Basensequenz ist in 5 nach 3 —Richtung dargestellt. Die Sequenz beginnt
innerhalb des PO1_orf 1033 und geht Uber die Fusionsstelle bis in das Gen fir mRFP.
Das 3'-Ende von P01 orf1033 und das 5'-Ende von mRFP sind gekennzeichnet. Im
Bereich des Uberganges von POl orf1033 nach mRPF ist zusitzlich zur

Basensequenz die Aminosauresequenz angegeben.
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355 Zusammenfassung der Klonierung von PO1_orf1033

P01 orf1033 wurde so in den Vektor pKVmRFP kloniert, dal3 sich das Gen fur mRFP
ohne Unterbrechung des Leserasters am 3'-Ende von PO1_orf1033 anschlieft.
Folgende Skizze verdeutlicht die Lage von PO1_orf1033 im Transposon Tn 4001 im
Vektor pKV mit den vorhandenen Schnittstellen fir die entsprechenden
Restriktionsenzyme (siehe auch Kap. 2.2).

BamH
| P01 orf1033 ‘ | mREP |
I‘ ‘I I‘
EcoR Apal BamHI

7 TnA00L N

pKV
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4. Diskussion

4.1 Adhésion und Bewegung von M. pneumoniae

Es ist bekannt, da3® M. pneumoniae sich auf Glasoberflachen gleitend fortbewegt
(RADESTOCK & BREDT, 1977), Chemotaxisgene fur Che-Proteine konnten jedoch
im Genom von M. pneumoniae nicht identifiziert werden (HIMMELREICH et 4d.,
1996; DANDEKAR et a., 2000). Alle Mycoplasmen, die zum Gleiten auf
Oberflachen fahig sind, zeigen eine flaschenférmige Zellform mit mit einer
Membranausstilpung, dem ,Tip* oder ,Bleb*, welche fur die Bewegung und
Adhdsion an der Oberflache der Wirtszelle verantwortlich ist (KIRCHHOFF &
ROSENGARTEN, 1984; KIRCHHOFF, 1992; RAZIN et al., 1998).

Die Bewegung von M. pneumoniae-Zellen auf Glasoberflache wurde auch in dieser
Arbeit im Detail dokumentiert. Bewegungen von M. pneumoniae konnten beobachtet
werden, welche auf eine Kommunikation zwischen Zellen hinweisen; z. B. |6sten sich
von Zellverbanden einzelne Zellen ab, welche sich anschlielfend auf der
Glasoberflache in Richtung benachbarter Zellverbande fortbewegten, dort andockten
und in den neuen Zellverband integriert wurden. Ob das Cytoplasma solcher
gewanderten Zellen mit dem Cytoplasma des neuen Zellverbandes in Verbindung
tritt, kann im Lichtmikroskop nicht erkannt werden (siehe Kap. 3.1.7).

Die in dieser Arbeit gemessene Geschwindigkeit, welche gleitende M. pneumoniae-
Zéellen erreichen, wurde mit ~0,5 pum/ min deutlich niedriger bestimmt als in der
Studie von Radestock und Bredt, wo die durchnittliche Geschwindigkeit mit
0,3- 0.5 pm/ sec angegeben wird (RADESTOCK & BREDT, 1977). Die hier
ermittelten Werte dienen lediglich dem Vergleich zwischen Zellen mit und ohne
Zellkorper, die Versuchsbedingungen entsprachen nicht denen von Radestock und
Bredt.

Die Geschwindigkeit von Einzelzellen ohne Zellkorper ist laut der in dieser Arbeit
gemessenen Geschwindigkeiten deutlich hoher als die Geschwindigkeit von
Einzelzellen mit Zellkorper. Ein Zellkorper stellt demnach ein Hemmnis fur die sich
fortbewegende Zelle dar. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal3 die
Kraftlbertragung von der Zelle auf die Glasiiberflache ausschliefdich am Tip, nicht
am Zellkorper stattfindet.
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Es sind in einer Kultur stets bewegte und unbewegte Zellen zu beobachten. Die
Anzahl unbewegter Zellen nimmt mit dem Alter der Kultur zu (siehe Kap. 3.1). Es
stellt sich hier die Frage, woran eine Zelle , erkennt”, dal3 sie sich bewegen soll oder
nicht. Da beobachtet wurde, wie bewegte Zellen ihre Bewegung beenden und
unbewegte Zellen anfangen sich zu bewegen, kann ausgeschlossen werden, dal3 es
zwei verschiedene Zelltypen gibt, von denen eine Sorte beweglich und die andere
unbeweglich ist. Die Beobachtungen lassen vielmehr darauf schlief3en, dal3 von jedem
Tip, ob zu einer Einzelzelle oder zu einem Zellverband gehorend, das Potentia zur
Aufnahme einer Bewegung ausgeht. Der ausl6sende Reiz hierzu ist nicht erkennbar.
Eine Kultur von M. pneumoniae bewachst eine Glasoberfléche gleichmalig, in der
Art wie auch schwarmende Bakterien Agarplatten von einer Kolonie ausgehend mit
einem gleichméaiigen Zellrasen bedecken. Es mul3 demnach eine Wahrnehmung fir
die vorhandene Zelldichte auf der Glasoberflache vorhanden sein. Gene fur Quorum
sensing wurden alerdings im Genom von M. pneumoniae nicht identifiziert
(HIMMELREICH et al., 1996; DANDEKAR et a., 2000).

Bewegte Einzelzellen kénnen ihre Bewegung beenden und zu einem neuen
Zellverband ,,auskeimen®. Dies scheint der Verbreitungsmechanismus der Zellen auf
der Oberflache zu sein. Wie well3 eine sich bewegende Einzelzelle, ob und wann sie
»Seldhaft” werden soll? Die Bewegung von schnellen Einzelzellen, die keinen
Zellkorper besitzen, verlauft haufig in gebogenen Linien, wobe pl6tzliche
Richtingswechsel haufig beobachtet werden kénnen (RADESTOCK & BREDT,
1977; personliche Mitteilung von E. Jacobs; diese Arbeit). Eine Bewegung Uber eine
lange Strecke wird somit unwahrscheinlich. Dies entspricht in Grundziigen dem
Prinzip des ,random walk” bel schwimmenden begeil3elten Bakterien, welche hierbei
auch nur begrenzte Strecken in geradliniger Bewegung durchfiihren kénnen und dann

stets einen Richtungswechseal vollziehen missen.

Der Mechanismus, der fur die Gleitbewegung sorgt, ist bei Mycoplasmen nicht
bekannt. Auf eine noch nicht verstandene Art und Weise mul3 von den Zellen eine
Kraft auf den Untergrund, im Experiment die Glasoberflache, auf der sie gleiten,
Ubertragen werden.

Die aulerste Zellschicht, die Cytoplasmamembran, steht in direktem Kontakt zur
Glasoberflache. Es kann angenommen werden, dald eine Kraftlibertragung immer

mechanische Vorgange mit Aktion fester Strukturkomponenten beinhaltet. Die
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Cytoplasmamembran allein wéare demnach alleine nicht zu einer Kraftiibertragung auf
die Glasoberf&che ausreichend.

Wie kann von einer Mycoplasma-Zelle Kraft so auf Glas Ubertragen werden, dal3 eine
gleitende Bewegung der Zelle hieraus resultiert? Bet M. pneumoniae wird diese Kraft
vom Tip ausgeiibt, und auch bei Mycoplasma mobile, welcher ebenfalls zu einer
gleitenden Bewegung beféhigt ist, geht die Kraft von einer Zellausstllpung aus, die
auch das in Bewegungsrichtung vordere Ende der Zelle darstellt (MIYATA &
UENOMA, 2002). Eine Ahnlichkeit des Kraftiibertragungsmechanismus zwischen M.
mobile und M. pneumoniae ist wahrscheinlich (MIYATA & SETO, 1999).
Untersuchungen an Mutanten von M. mobile bezogen sich bisher nur auf
Kolonieformen und Adh&sionsverhaten (MIYATA et a., 2000), eine Aussage Uber
mogliche am Gleitmechanismus von M. mobile beteiligte Proteine ist bisher nicht
maoglich.

Fur das schwimmende, unbegeil3elte Cyanobakterium Synechococcus wurde ein
Mechanismus fir ene schwimmende Bewegung vorgeschlagen, der auf
Kontraktionswellen beruht, die an der Zelle entlanglaufenden (EHLERS et al., 1996).
Der Vorschub wird hiernach durch ein Verschieben von Wassermolekiilen entlang der
Zelle vom vorderen zum hinteren Ende hin bewirkt. Eine nach vorn laufende
Kontraktionswelle ndhert sich enem in  unmittelbarer Zellndhe gelegenen
Wassermolekill. Da die Kontraktionswelle an ihrem Mittelpunkt Wasser nach auf3en
abstolt, wird ein auf die Kontraktionswelle hingerichteter Wasserstrom an der
Zelloberflache erzeugt, welcher das betrachtete einzelne Wassermolekil zun&chst
anzieht und damit ein Stick weit nach hinten bewegt. Am Mittelpunkt der
Kontraktionswelle wird das Wassermolekill etwas von der Zelle abgestol3en, um dann
von der nachfolgenden Expansionswelle, welche auf das zellnahe Wasser einen Sog
ausiibt, wieder angezogen zu werden und damit wieder ein Stiick nach hinten entlang
der Zelle bewegt zu werden. Durch die resultierende Bewegung des Wassers nach
hinten wird die Zelle vorgeschoben. Dieses Prinzip der in Bewegungsrichtung des
Organismus nach vorn laufenden Welle wird auch von anderen Organismen genutzt,
so z. B. von Ciliaten oder auch gegliederten Insekten mit vielen Beinpaaren.
SAMUEL et a. (2001) konnten bel Synechococcus von der Zelle nach aulfen
abstehende filamentdse Strukturen elektronenmikroskopisch abbilden. Diese
Strukturen ragen bis ca. 50 nm in das die Zelle umgebende Medium und scheinen

durch die Peptidoglycanschicht zur inneren Membran zu reichen. Beim Durchgang
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von Kontraktionswellen kénnte es bei diesen Strukturen zu einer Bewegung kommen,
die vom Prinzip her der des Cilienschlages bei Ciliaten entspricht.

Konnte ein solcher Mechanismus auch von Mycoplasmen genutzt werden? Da
M. pneumoniae und M. mobile nicht schwimmen, sondern gleiten, kann das
vorgeschlagene Modell nicht ohne weiteres Ubertragen werden. Mdoglicherweise
entlang des Tip verlaufende Kontraktionswellen kbnnten bel M. pneumoniae einen
Rickstol3 auf die Glasoberflache ausiiben. Da die Zugkraft, wie gezeigt werden
konnte, hier tatsdchlich nur vom Tip ausgeht, und dieser Bereich nur einige hundert
Nanometer lang ist, wéare dieser Mechanismus wenig effizient, ca die ganze Zelle
fortbewegt werden mul3 und die Kontraktionswellen nur wenige hundert Nanometer
weit laufen konnten.

Sollte es bei Mycoplasmen in kleinerem Mal3stab ein dhnliches System geben wie bel
Synechococcus, und die nach auf3en stehenden Strukturen wirden mit Oberfléachen in
Wechselwirkung treten, so kénnte vom Tip eine grofRere Zugkraft ausgehen als bei
Kontraktionswellen ohne nach auf3en stehende kraftiibertragende Strukturen. Das
Protein P1 (siehe Kap. 3.3.3.7 / 4.12) konnte eine solche Funktion ausiiben Es besitzt
Transmembranbereiche und ist sowohl in An as auch in Abwesenheit der
Cytoplasmamembran nach aufRen exponiert (sehe Kap. 3.3.3.7). Es bleibt alerdings
weiterhin unklar, wie die Adhéasion vonstatten geht.

Myxobakterien konnen sich durch Gleiten fortbewegen. Sie hinterlassen auf einer
Agaroberflache, auf welcher sie gleiten, Spuren aus Schleem (WOLGEMUTH &
OSTER, 2003). Zwischen der Mureinschicht und der auf3eren Membran befinden sich
bei Myxococcus fulvus und M. xanthus kontraktile Aggregate aus kettenférmig
aneinandergereihten ringférmigen Untereinheiten, denen eine Funktion beim
Gleitvorgang zugeschrieben wird (LUNSDORF & REICHENBACH, 1989; FREESE
et al., 1997; Review: SPORMAN, 1999).

Sowohl bei Myxobakterien ( WOLGEMUTH et al., 2002) als auch bei Cyanobakterien
(HOICZYK & BAUMEISTER, 1995) konnten an den Zellpolen disendhnliche
Komplexe elektronenmikroskopisch abgebildet werden, aus welchen Schleim
sezerniert wird. Diese Komplexe durchspannen Peptidoglycan und aulRere Membran
und stellen eine Pore dar, die nach aufRen mindet und von welcher aus Schleim
abgegeben wird, der bei der Gleitbewegung einzelne, den Poren entsprechende
Spuren auf dem Untergrund zurtickl 83t (WOLGEMUTH et al., 2002).
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Die Geschwindigkeit der Gleitbewegung ist unabhéngig von der Zellénge. Dies
konnte bel Myxobakterien durch Untersuchungen an gegeniber dem Wildtyp
elongierten Mutanten gezeigt werden (SPORMANN, 1999). Eine weitestgehende
Konzentration der Kraftiibertragung auf die Zellpole ist daher anzunehmen. Weiterhin
existieren Hinweise, dal3 beide Zdlpole unabhangig voneinander vor- und
rucktreibende Kraft ausiben konnen (SPORMANN, 1999). Fir Mycoplasma
pneumoniae ist keine mit der Gleitbewegung einhergehende Schleimbildung bekannt.
In dieser Arbeit konnten am aul3ersten Ende des Tip von M. pneumoniae rethenférmig
angeordnete Partikel abgebildet werden, welche ihrer Lage nach zu urteilen in der
Cytoplasmamembran liegen, aber hier nicht frei diffundierbar vorliegen, sondern mit
inneren Strukturen, moglicherweise dem peripheren Cytoskelett, verbunden oder eng
benachbart sind (siehe Kap. 3.3.2.12). Die Dimensionen dieser Partikel &hneln mit ca.
10 nm denen der in Myxococcus xanthus abgebildeten Poren, welche einen
Durchmesser von 12-14 nm aufweisen (WOLGEMUTH et al., 2002). Sollte eine
KraftUbertragung von der Zelle auf den Untergrund, auf dem sie gleitet, von solchen
Strukturen in beiden Richtungen, das hief3e schiebender und ziehender Natur moglich
sein, so konnten die in dieser Arbeit an Mycoplasma pneumoniae am Tip
beobachteten Srukturen an der gleitenden Bewegung von M. pneumoniae beteiligt
sein. Die Frage nach der Herkunft der erforderlichen Schlelmmenge, die ein
Forttrelben einer Zelle Uber weite Strecken erfordert, bleibt in der Literatur
unbeantwortet. Die Gleitgeschwindigkeit individueller Zellen ist bei Myxococcus
xanthus abhangig von der Entfernung zur néchsten Zelle, wobel die Geschwindigkeit
bei grofferem Abstand geringer ist (SPORMANN & KAISER, 1995). Dies konnte auf
eine Abhangigkeit der Gleitgeschwindigkeit von bereits vorhandenem, von anderen
M. xanthus-Zellen  sezerniertem Schleim  hinweisen. Eine Aufnahme von
vorhandenem Schleim am in Bewegungsrichtung vorderen Zellende und Abgabe am
hinteren Ende konnte einen Vorschub eines Zellschwarmes Uber weite Distanzen
ermdglichen, da die primére Produktion von Schleim nur von den im Schwarm vorne
gleitenden Zellen ausgefuihrt werden mifdte und die nachfolgenden Zellen den schon
vorhandenen Schleim nutzen kénnten. Dieses Argument spricht wiederum gegen
einen entsprechenden Mechamismus bel Mycoplasmen, da diese nicht in Schwarmen
gleiten, sondern sich a's Einzelzellen in individuellen Bahnen bewegen.

LUNSDORF & SCHAIRER (2001) schlugen ein weiteres Modell fir einen

Gleitmechanismus bei Myxobakterien vor. Hiernach zieht sich entlang der

148



Diskussion

Langsachse der Zellen eine helicale Falte, welche sich wahrend der Gleitbewegung so
auf der Zelle verschiebt, dal’ eine rickwirkende Kraft auf den Untergrund Ubertragen
wird und die Zelle dadurch vorgeschoben wird. Auch bei diesem Mechanismus wird
die optimale Ausnutzung der vorschiebenden Kraft nur erreicht, indem sich die
helicde Falte Uber die gesamte Zelle in ganzer Lange erstreckt. Ein anderer bel
Myxococcus xanthus beobachteter Bewegungsmechanismus, bei dem die
Fortbewegung der Zelle durch Retraktion von Typ IV-PFili hervorgerufen wird
(SKERKER & BERG, 2001), wird von M. pneumoniae nicht genutzt. Es konnten
elektronenmikroskopisch keine Pili abgebildet werden, und im Genom von
M. pneumoniae sind keine Sequenzen fur Pilusproteine enthalten (HIMMELREICH et
al., 1996; DANDEKAR et a., 2000).

Generell erfordert die értliche Limitierung der Kraftibertragung auf den Tip-Bereich
bei Mycoplasma pneumoniae ein sehr effizientes System zur Krafttibertragung auf
den Untergrund.

M. pneumoniae-Zellen adhérieren Uber den Tip so fest an Glas, dal? sie auch durch
starke Strémungen, die zwischen Objekttréger und Deckglas entstehen kdnnen, nicht
vom Glas losgel6st werden. An Lungenepithelzellen, dem natrlichen Habitat von
M. pneumoniae, konnte die stabile Adhasion durch Unebenheiten des Untergrundes
und Zdl-Zdl-Wechselwirkungen zustande kommen, Glas hingegen bietet nur eine
glatte Oberflache ohne haltgebende Struktur. Der Adh&sionsmechanismus muf3 daher
unabhéngig von der Beschaffenheit des Untergrundes sein. Adhdsion durch
spezifische Wechsalwirkung von Adhéasinen mit bestimmten
Oberflachenkomponenten der Wirtszellen kann daher as alleiniger Mechanismus
ausgeschlossen werden, obgleich solche Wechselwirkungen natrlich zusétzlich
existieren konnen. CHIBA et a. (2002) konnten zeigen, dal3 M. pneumoniae-Zellen
an Surfaktant Protein D (SP-D) binden, einem Bestandteil des aus einer Mischung aus
Lipiden und Proteinen bestehenden Schleimes auf der Alvéolenoberflache der
menschlichen Lunge. Es konnte gezeigt werden, da3 die Bindung Uber die
Cytoplasmamembran von M. pneumoniae erfolgt und dal3 Glycolipide die
Bindungspartner fir SP-D sind. Hieraus kann geschlossen werden, dai? die Adhéasion
von M. pneumoniae nach verschiedenen Prinzipien erfolgt, bzw. mehrere Typen von
Adhésinen in der Zellmembran von M. pneumoniae vorhanden sind (CHIBA et al.,
2002; ROTTEM, 2003).
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Haftung an glatten Oberflachen kann z. B. durch Kleben, Ansaugen oder
elektrostatische Wechselwirkungen erfolgen. Auf der Oberflache des Tip kdnnten
polymere Substanzen sezerniert werden, die den Kontakt zum Glas stabilisieren.
Extrazellulére polymere Substanzen (EPS) Uben eine stabilisierende Funktion bei der
Entstehung von Biofilmen aus, allerdings kommit die stabilisierende Wirkung der EPS
erst be Vorhandensein einer groferen Anzahl von Organismen zustande. Es ist
umstritten, ob EPS eine Rolle bel der primaren Adhasion von Einzelzellen an
Oberflachen zukommt (WOLFAARDT et a., 1999). Gegen das Prinzip der Adhasion
durch EPS spricht bei Mycoplasmen die Fahigkeit zur schnellen Fortbewegung. Eine
durch Polymere hergestelle klebende Verbindung ware nicht flexibel und wirde die
Bewegung nicht erméglichen.

Eine Verbindung durch punktuellen Unterdruck, also ein Ansaug-Mechanismus,
wuirde eine Organisation des Tips erfordern, die es ermdglicht, kleine Bereiche der
Oberflache partiell nach innen zu ziehen, um somit zwischen der Oberflache des Tip
und dem Glas einen Unterdruckbereich zu schaffen. Wenn ein solcher Apparat es
ermdglichen wirde, den Unterdruckbereich erst vorne am Tip anzulegen und diesen
dann kontinuiertlich nach hinten zu verschieben, konnte hierdurch eine Zugbewegung
auf die Zelle ausgeiibt werden. Die hierzu erforderlich Einstipung der Zellhille
mufe von innen her generiert werden. Hierbel konnte der Rod insofern eine Rolle
spielen, als er mit der Innenseite der Zellhtlle Uber Linker verbunden zu sein scheint
und biegsam ist (siehe Kap. 3.3.2.3 / 10). Gegen dieses Modell spricht die Dimension
des Tips. Das Aufrechterhaten eines Unterdrucks wird mit abnehmender Grof3e des
im Unterdruck berfindlichen Volumens schwieriger, sodal? ein lokal am Tip erzeugter
Unterdruck wahrscheinlich schnell wieder zusammenbrechen wirde, und eine
Zugbewegung nicht ausgefihrt werden konnte.

Eine Adhasion Uber elektrostatische Wechselwirkungen miifdte, um die Bewegung zu
gewahrleisten, ebenfalls punktuell an und abschaltbar sein. Eine Zugkraft kénnte
dann nach dem gleichen Prinzip wie fur die Unterdruckberei che beschrieben ausgelibt
werden.

Durch periodisches Dehnen und Zusammenziehen des Rod kodnnte eine Bewegung
entstehen. Wenn der Tip im vorderen Bereich adhérieren und der Rod sich dann durch
Zusammenziehen verkirzen wirde, wirde die Zelle um die Strecke, um die sich der
Rod verkirzt hat, nach vorn gezogen. Durch anschlief3endes Abldsen des Tip vom

Untergrund, Dehnen des Rod und erneutes Adhérieren des Tip im vorderen Bereich
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konnte der gesamte Schritt wiederholt werden. Eine hieraus resultierende Bewegung
der Zelle wére nicht kontinuierlich, sondern wirde schrittweise erfolgen. Die
Adhdsion der Zele ware nicht permanent gewdhrleistet. Ein solcher
Bewegungsmechanismus wurde fur M. mobile diskutiert (WOLGEMUTH et d.,
2003).

Voraussetzung hierfir wére die Fahigkeit des Rod zur Kontraktion entlang der
Langsachse. In dieser Arbeit konnte elektronenmikropisch erkannt werden, dal3 der
Rod im Tip von M. pneumoniae aus parallelen Langsfasern mit periodischen
Verdickungen entlang der Fasern besteht. Wenn die Verdickungen kontraktile
Elemente als periodische Unterbrecher von langgestreckten coiled-coil- Bereichen des
Rod-Proteins darstellen, so konnte durch gleichzeitige Kontraktion aller zur
Kontraktion fahigen Abschnitte der Aminosdurekette des Rod-Proteins eine
Kontraktion des Rod zustandekommen. Ob die Art der Bewegung bei M. pneumoniae
schrittweise oder glatt verlauft, konnte lichtmikroskopisch nicht erkannt werden. Die
einzelnen Schritte einer schrittweisen Bewegung konnten moglicherweise so schnell
verlaufen, dal3 die Bewegung glatt erscheint. Wenn eine gleitende M. pneumoniae-
Zéelle in sehr kurzen Zeitintervallen fotografiert wirde, konnte eine schrittweise
Bewegung vielleicht erkannt werden.

Ein dhnlicher Mechanismus wére denkbar, wenn der Rod nicht kontraktil ist, sondern
die Variation des Abstandes vom vorderen zum hinteren Ende durch abwechselndes
Biegen und Strecken des Rod zustande kommt. Dal3 der Rod biegsam ist, konnte
elektronenmikroskopisch in dieser Arbeit gezeigt werden (siehe Kap. 3.3.2.3).
Grundsétzlich muf3, wenn der auf die Zelle wirkende Vorschub vom Rod vermittelt
wird, eine Verbindung des Rod mit der Zelhille gegeben sein. Mdogliche
Bewegungsmechanismen als Zusammenspiel des Rod und den in dieser Arbeit
dargestellten Linkermolekilen zwischen Rod und Zellhllle (siehe Kap. 3.3.2.10) sind
in Abb. 4.1 dargestellt. Eine schrittweise V erschiebung von Massen wiirde aus dem in
Bild a gezeigten Mechanismus resultieren. Hier schieben die Linker durch
Vorklappen die Zellhille nach vorn, nachdem die Adhésion der Zelloberflache an den
Untergrund vortibergehend gel6st wurde. Als Stator dient der Rod, an dem die Linker
beweglich ansitzen. Der Rod kénnte hierbei durch am Rod anhaftende, mit der relativ
zum Rod grof3en Masse des Zelleibs verbundene Fibrillen gestiitzt werden, oder / und
durch eine Verankerung mit der bisher undefinierten Masse an seinem distalen Ende.

Nach Vorschub der Zellhille erfolgt eine neue Adhésion und die Linker klappen
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wieder nach hinten, wobel der Rod zusammen mit der Gesamtzelle vorgeschoben
wird. Eine permanente Adhdsion des Tip an den Untergrund ware bel diesem
Mechanismus nicht gegeben In Bild b ist ein Mechanismus dargestellt, bei welchem
immer eine Seite des Tip adhériert ist, wéhrend die andere Seite durch Vorklappen der
Linker vorgeschoben wird. Hieraus wirde eine glaite Bewegung mit prinzipiell
permanenter Adhdsion des Tip an den Untergrund resultieren. Um die beiden
vorgeschlagenen Mechanismen zu untersuchen, waren zahlreiche léngs durch den Tip
gefuhrte Kryoultradtinnschnitte erforderlich, um zu erfahren, ob die einzelnen in Abb.
4.1 schematisch dargestellten Zustdnde mit entsprechender Haufigkeit gefunden
werden konnen.

4.2 Die, Z€lteilung“ bel M. pneumoniae

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an M. pneumoniae fuhrten zu der
Entwicklung eines Zellteilungsmodells, nach dem der Zellteilung bei M. pneumoniae
eine Verdopplung des Tip vorausgeht (SETO et al., 2001).

Eine Verdopplung des Tip bendtigt einen Reproduktionsmechanismus fur den Rod, da
der Rod stets im Tip lokalisiert ist. Nach den in dieser Arbeit vorgestellten
elektronenmikroskopischen Daten kann der Rod in der lebenden Zelle im Tip eine
Langspaltung durchmachen, welche stets am distalen Ende beginnt. Die von SETO et
al. (2001) vorgeschlagenene Verdopplung des Tip beginnt ebenfalls am distalen Ende.
Daraus 18/ sich schlief3en, dal3 der Teilung und Verdopplung des Tips eine Teilung
des Rod vorausgeht.

Nach dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell des Rod und nach dem Modell von
BALISH et al. (2003) besteht der Rod aus einem Polymer aus mehreren parallel

angeordneten Kopien eines fibrilldren Proteins. Eine Polymerisation von einzelnen
Proteinmolekilen zu einer Struktur von definierter Grofe erfordert immer einen
Mechanismus zur Regulation, um ein unkontrolliertes Polymersieren zu verhindern.

Wenn sich der Rod aufspaltet, konnten die beiden resultierenden Halften jeweils als
Polymerisationskeim und Matrix dienen und damit fir eine kontrollierte
Rekomplettierung des Rods sorgen.

Der Begriff ,Zelltellung® ist bei M. pneumoniae nicht gleichermal3en zu verwenden

wie bei anderen Bakterien, bei denen aus genau einer Zelle genauzwel Zellen durch
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Teilung entstehen. M. pneumoniae verfolgt bel der Vermehrung eine andere Strategie.
Ein Zellrasen besteht grofdtenteils nicht aus einzelnen, zéhlbaren individuellen Zdllen,
sondern vielmehr neben enigen Einzelzellen hauptséchlich aus gréfkeren und
kleineren Zellverbanden, die aus unterschiedlich vielen, miteinander verwachsenen
Zellkorpern und Filamenten bestehen. Die Entstehung von Einzelzellen ist nicht, wie
z. B. be typischen Stébchenbakterien, das Resultat einer Einschnirung und
schliefdlichen Trennung der Tochterzellen, sondern eher als die Folge vom Abreil3en
einzelner Teile des Zellverbandes vom Zellverband zu verstehen. Der Mechanismus
der Abtrennung ist nicht weiter bekannt. Nach den in dieser Arbeit vorgestellten
Daten aus der Lebendbetrachtung wird von einzelnen Tip-Bereichen eines
Zéellverbandes ein Zug ausgetibt, welcher dann zum Abril3 dieses Tips inklusive eines
grolReren oder kleineren am Tip angrenzenden Anteils des Zellverbandes unter
Entstehung einer Einzelzelle oder eines neuen, kleinen Zellverbandes fuhrt. Ob eine
aktive Einschnirung diesem Prozef3 vorausgeht bzw. ihn begleitet, kann nicht
eindeutig erkannt werden. Ein blof3es unkontrolliertes Abreil3en erscheint jedoch
unwahrscheinlich, da in dem Fall das Cytoplasma audlaufen wirde. Es mul3 daher
einen Mechanismus geben, der an der Abtrennungsstelle fir ein Verschlief3en der neu
entstandenen Enden sorgt. FtsZ ist in M. pneumoniae vorhanden (HIMMELREICH et
a., 1996; DANDEKAR et al., 2000) und koénnte daher, wie bel anderen Prokaryonten,
an der Bildung eines Septums und der Abschnirung zweier Zellen voneinander
beteiligt sein (siehe Kap. 3.3.3.4). Dies wird im folgenden Kapitel diskutiert.

4.3 FtsZ

Es konnte in dieser Arbeit durch Immun Goldmarkierungen an Ultradinnschnitten
eine punktformige Verteilung von FtsZ im Cytoplasma und an der Zellperipherie
beobachtet werden. Die Deutung dieser Ergbenisse ist in Abb. 3.3.36 dargestellt
(sehe Kapitel 3.3.3.4).

Es erscheint naheliegend, dal? eine ringférmige Verteilung von FtsZ in der Zelle zu
den beobachteten Markierungsergebnissen fuhren wirde.

Die Ergebnisse der Immun-Elektronenmikroskopie entsprechen hier nicht den
Ergebnissen der Immun-Fluoreszenzmikroskopie, nach denen FtsZ am Tip lokaisiert

ZU sein scheint.

153



Diskussion

Grundsétzlich unterscheidet sich die Situation zwischen Ultradiinnschnittpréparaten
und Fluoreszenzpréparaten darin, dal3 die Zellen fur die Ultramikrotomie von der
Unterlage, an welche sie wahrend des Wachstums adhériert waren, vor der Fixierung
abgelost werden. Prgparate fur die Fluoreszenzmikroskopie werden in ihrer
natlrlichen Lage fixiert.

Eine prinzipielle Umvertellung von Proteinen in der Zelle durch die Abldsung wére
far interne, strukturgebende Proteine alerdings schwer vorstellbar.

Eine Abbildung von internen FtsZ-Ringen wére wiederum  durch
Fluoreszenzmikroskopie aufgrund der geringen Dimensionen wahrscheinlich nicht
moglich. Dal Hinweise auf solche Strukturen nur durch Elektronenmikroskopie
gefunden, aber nicht durch Fluoreszenzmikriskopie bestdtigt werden, wére demnach
nicht zwingend ein Widerspruch.

Eine Lokalisation am Tip, wie sie durch Fluoreszenzmikroskopie fur FtsZ beobachtet
wurde, sollte jedoch durch Immun- Elektronenmikroskopie bestétigt werden kdnnen.
Die Sensitivitdt der ImmunGoldmarkierung scheint gegenlber derjenigen von
Immun-Fluoreszenzmarkierungen deutlich herabgesetzt zu sein (siehe Kap. 4.6),
soda? moglicherweise ene positive Reaktion am Tip nicht durch
Elektronenmikroskopie bestétigt werden kann. Da aber Hinweise auf eine ringférmige
Verteilung von FtsZ im Zellkdrper per Elektronenmikroskopie gefunden wurden,
scheint die Kreuzreaktivitét dieser Ringe mit FtsZ-Antikorpern in Ultradinnschnitten
deutlich hoher zu sein als die Reaktivitét desim Tip lokalisierten Antigens, welches in
der Immun-Fluoreszenz mit den Antikorpern kreuzreagiert.

Eine Lokalisation von FtsZ am Tip konnte auf eine Rolle von FtsZ bel der
Verdopplung des Tip (siehe Kap. 4.2) hinweisen. Wenn sich der Tip teilt, muf3 es zu
einer Einschnirung kommen, die an der Spitze des Tip beginnt und soweit
fortschreitet, bis zwei neue Tips aus einem alten entstanden sind. Die Richtung einer
solchen Einschnirung wére nicht die einer gewohnlichen Querwand, sondern im
rechten Winkel dazu. FtsZ konnte diese Einschnirung bewirken. Abb. 4.2 zeigt
maogliche Mechanismen der Zellreproduktion von M. pneumoniae. In Bild a ist die
Verdopplung eines Tips mit darinliegendem Rod dargestellt. Dieses Modell beruht
auf fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen, nach denen der Tip von M.
pneumoniae sich durch Teilung repliziert (MIYATA & SETO, 1999), in Kombination
mit Daten dieser Arbeit (siehe Kap. 3.3.2.6).
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In Bild b ist der Vorgang der Elongation enes Zelaudaufers mit seiner
anschlieffenden  Abtrennung dargestellt, wie e direkt lichtmikroskopisch
dokumentiert werden konnte (siehe Kap. 3.1.3 ff). Fur die Abtrennung soll hier ein
kontrollierter Einschnurvorgang angenommen werden. Wenn die Einschniirung des
elongierten Zellaudaufers durch einen FtsZ-Ring vonstatten geht, so waren dadurch
die bei Immun-Fluoreszenzmarkierungen erhaltenen Signale zu erkléren, wenn der
FtsZ-Ring nach Ablésen der neuen Einzelzelle noch an der Einschnirungsstelle
verbleibt und daher mit Antiserum reagiert.

Es konnte gezeigt werden, dald sich an Zellkdrpern auch ohne bereits bestehende
Zellauslaufer neue Zellaudaufer bilden konnen (siehe Kap. 3.1.7). Diese erfordert
demnach einen Mechanismus zur Entstehung neuer Zellauslaufer, der sich von dem in
Abb. 4.2. a unterscheidet. Hier konnte die Funktion der Zellkérper-lokalisierten FtsZ-
Ringe liegen, die aufgrund der Ergebnisse der Immun-Goldmarkierungen
vorgeschlagen wurden (siehe Abb. 3.3.35 / 36). Abb. 4.3 zeigt schematisch einen
moglichen Ablauf der Tip-Bildung ohne vorher existierenden Tip. Demnach bildet
FtsZ unmittlebar unter der Cytoplasmamembran einen Ring um den Zellkorper,
welcher sich einschnirt und dabei eine Ausstilpung der Zelhille bewirkt. Aus dieser
bildet sich dann ein Tip. Dieses Modell konnte die bei Immun-Goldmarkierungen

erhaltenen Signale erkléaren.

4.4 Das periphere Cytoskelett von Mycoplasma pneumoniae

Es konnte in dieser Arbeit an M. pneumoniae erstmas ene unter der
Cytoplasmamembran gelegene Schicht abgebildet werden, welche eine hexagonale
Strukturierung  aufweist (siehe Kap. 3.3.1.3). Diese Schicht konnte
elektronenmikroskopisch dann abgebildet werden, wenn die Cytoplasmamembran von
den Zellen abgel6st war. Eine Methode zur Ablésung der Cytoplasmamembran von
Zéellen unter Erhat der Zellform wurde in dieser Arbeit vorgestellt (siehe Kap.
2.8.1.2). Sie stellt ein Préparationsverfahren fur periphere Cytoskelettkomponenten
unter weitestgehendem Erhalt ihrer nattrlichen Anordnung dar. Das Prinzip der
Methode beruht auf unterschiedlicher Wirkung von Glutaraldehyd auf verschiedene
Zéellbereiche. Die nach auf3en exponierte Cytoplasmamembran war nach der Fixierung

von M. pneumoniae-Zellen noch fir die Lyse im Detergenz Triton X-100 zuganglich
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und konnte somit von den Zellen abgel 6st werden. Die darunter gelegene Schicht war
durch die Glutaraldehydfixierung stabilisiert und blieb bel der TX-100-Lyse in ihrer
Form erhalten.

Fur Immun-Fluoreszenzmarkierungen an Mycoplasmen wird eine Behandlung mit
TX-100 nach vorheriger chemischer Fixierung zur Permeabilisierung der Membran
durchgefiihrt (SETO et a, 2001; SETO & MIYATA, 2003).

Zur besseren Darstellung von Zellkomponenten von Fibroblasten im SEM wurde von
Nakamura eine Formadehydfixierung mit anschlief3ender Detergenz-Behandlung
vorgestellt (NAKAMURA, 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellte Methode fuhrte zur Darstellung eines die
Zellen von M. pneuminae unter der Cytoplasmamembran umspannenden Netzwerkes,
welches hier als peripheres Cytoskelett gedeutet wird. Nach den hier vorgelegten
Daten besteht das periphere Cytoskelett aus einem hexagonaen Netzwerk, welches
nach auflen hin Uber auf dem Netzwerk regelmalig angeordnete Noppen mit der
Cytoplasmamembran in Verbindung steht.

Dieses Modell adhnelt der Vorstellung vom peripheren Membranskelett bel
Erytrocyten. Hier existiert ebenfalls ein unter der Membran lokalisiertes Netzwerk,
dieses ist aus Spektrin aufgebaut und Uber Ankerproteine (Ankyrin) mit
membranintegralen Proteinen verbunden (PUMPLIN & BLOCH, 1993).

Periphere Stitzapparate sind grundsétzlich bei Bakterien in Form von Peptidoglycan
vorhanden, bei Mycoplasmen wurde bisher nur die Cytoplasmamembran als die Zelle
umgebende Schicht beschrieben. Ein Erhalt der asymmetrischen Zellform erfordert,
zusdtzlich zu ener peripheren Stltzschicht, interne Komponenten. Das hier
beschriebene periphere Cytoskelett ist damit nicht as alleiniges Modell fir die
Erkl&rung des Mechanismus der Stabilisierung der Zellform ausreichend.

Im Bereich des Tip konnten interne Linker abgebildet werden, welche die Innenseite
der Zellhtlle mit dem im Tip gelegenen Rod verbinden. Der Erhalt der Zellform im
Bereich des Tip kénnte demnach Uber diese Linker erfolgen.

Der Erhalt einer asymmetrischen Zellform wirft auch bel anderen Prokaryonten trotz
vorhandener Zellwand die Frage nach internen Stitzfunktionen auf. Das von NORRIS
et al. (1996) vorgeschlagene Modell vom Enzoskelett bei E. coli kann zur Erklarung
des Erhalts der asymmetrischen Zellform bel Mycoplasmen herangezogen werden.

In Mycoplasma gallisepticum konnten Mikrotubuli-ahnliche, parallel verlaufende, die

Zéelle unter der Cytoplasmamembran umspannerde Strukturen
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elektronenmikroskopisch abgebildet werden. Zellextrakte von M. gallisepticum
zeigten in Immun-Blots eine Reaktion einer 40 kDa-Bande mit Antikdrpern gegen
SchweinehirnTubulin (KORELEV et al., 1994). Die abgebildeten Strukturen ahneln
dem in dieser Arbeit vorgestellten peripheren Cytoskelett insofern, as sie unter der
Cytoplasmamembran lokalisiert sind. Die Organisation der Strukturen in M.
gallisepticum ist nicht die eines Netzwerkes, es handelt sich um pardlel die Zele
entlang ihrer Langsachse umspannende Fibrillen. Uber dhnliche Strukturen wurde

bisher bel keiner anderen MycoplasmenArt berichtet.

45 Stabilisierung der Zellform bei Bakterien

Bakterien, die nicht kokkoid, sondern z. B. stédbchenférmig sind, missen ihre Form
gegeniber dem Zellturgor stabilisieren. Hierfir sind verschiedene Modelle
vorstellbar. Es kénnen strukturgebende Ringe oder Helices aus Proteinpolymeren die
Zelle an der Zellperipherie umspannen, oder es existiert eine innere Achse entlang der
Zelle, von welcher aus Speichen zur Innenseite der Zellwand ragen. Der Durchmesser
von Helices oder Ringen mifdte entweder durch festgelegtes self-assembly
determiniert sein, oder durch vor der Polymerisation existierende Strukturen
vorgegeben sein, die als Matrix und Schablone fur die Polymerisation dienen
(YOUNG, 2003).

FtsZ bildet Ringe (MUKHERJEE & LUTKENHAUS, 1998; LUTKENHAUS, 2002),
deren Durchmesser nicht konstant ist (LU et al., 2000). MreB und Mbl bilden Spiralen
an der Zellperipherie (JONES et al., 2001). Deren Durchmesser ist ebenfalls nicht
konstant, die helicale Windung von Mbl-Polymeren ist dynamisch (CARBALLIDO-
LOPEZ & ERRINGTON, 2003), und in vitro polymerisierte MreB-Filamete zeigen
andere Windungs-Durchmesser als die Bakterienzellen, aus welchen sie stammen
(vanden ENT et al., 2001).

Mycoplasmen gehdren mit Rhizobien, Corynebakterien und Myxobakterien zu den
Gruppen von Bakterien, die kein MreB besitzen; hier mul3 es demnach einen anderen
Mechanismus zum Erhalt der Zellform geben. DANIEL & ERRINGTON (2003)
sellten u.a. bel Corynebakterien polare Wachstumszonen fest, welche nach der

Teilung beibehalten werden. Dies kénnte den Erhalt der Stébchenform erkléren, wenn
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vom Zellpol wéhrend einer apikalen Verlangerung des Zellzylinders der
Zelldurchmesser determiniert wirde.

Bel M. pneumoniae konnten teilweise sehr schnell verlaufende Verlangerungen von
filamenttsen Bereichen beobachtet werden. Ein apikales Wachstum wirde einen sehr
schnellen  polaren Einbau von Hull-Komponenten erfordern.  DANIEL &
ERRINGTON (2003) konnten bel Bacillus subtilis und anderen gram-positiven
Bakterien durch Farbung mit Vancomycin-Fluorescin nascierendes Peptidoglycan
anfarben und konnten ein helicales Muster an wachsenden Zellen abbilden. Die
Hullsynthese erfolgt also hier nicht nur Uber den gesamten Zellzylinder verteilt
(ARCHIBALD et al., 1993), sondern entlang helica um die Zelle verlaufender
Bereiche. MENDELSON et al. (1976) berichteten Uber eine gegenlaufige Verdrehung
der beiden Zellpole wachsender B. subtilis-Zdlen.

Ein gleichzeitiger Einbau von Hillkomponenten an mehreren Bereichen erscheint bel
M. pneumoniae aufgrund der schnellen Elongation filamentoser Bereiche
wahrscheinlicher as ein rein apikales Wachstum.

Einzelne, sich optisch von der Zellhiille abhebende helical gewundene Verstrebungen,
wie sie durch MreB und Mbl gebildet werden, konnten bei M. pneumoniae nicht
gefunden werden. Im Tip-Bereich kann M. pneumoniae as ein Beispiel fir den
Formerhalt mittels innerer Achse und radidrer Speichen aufgefihrt werden. Die in
dieser Arbeit dargestellten, lateral am Rod ansitzenden Linker konnen einen
Formerhalt des Tip ermdglichen, wenn sie, wie vorgeschlagen, eine Verbindung
zwischen dem im Tip-Bereich as Achse fungierenden Rod und der Zellhille
darstellen. Achsiale, sich durch mehrere in Ketten angeordnete Zellen ziehende
Filamente, wurden in E. coli bei Uberexpression von CafA beobachtet (OKADA et
al., 1994). Eine strukturell dhnliche Erscheinung konnte bei Mycoplasmen beobachtet
werden. Verschiedene aus Ziegen und Rindern isolierte Mycoplasmen bilden bei
bestimmten Anzuchtbedingungen eine Sonderform aus: die rho Form (PETERSON et
a., 1973; RODWELL et d., 1975). Es handelt sich hierbel um lineare Zellketten, in
welchen die Zellen durch einen langen, festen, quergestreiften Stab verbunden sind,
der sich durch die gesamte Zellkette erstreckt. Die Proteinkomposition dieser Struktur
ist nicht bekannt.

NORRIS et a. (1996) stellten fur E. coli die These des “Enzoskeletts’ auf. Hiernach
ist die Zelle durchzogen von einem Netzwerk aus polymeren Multienzymkomplexen

und DNA. Das gesamte Cytoplasma stellt demnach einen dreidimensionalen,
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geordneten Raum dar, in welchem Metabolismus und Strukturgebung von gleichen
Komponenten ausgefiihrt werden. Die DNA ist in demnach in das ,Enzoskelett*
integriert und mit der Cytoplasmamembran verbunden.

Ein solches , Enzoskelett” kann elektronenmikroskopisch nicht unmittelbar im Detail
abgebildet werden, das Cytoplasma von ultradinngeschnittenen Bakterienzellen
erscheint, abgesehen von bestimmten Einlagerungen, mehr oder weniger homogen.
Allerdings kann die These vom , Enzoskelett” im Zusammenhang mit dem in dieser
Arbeit vorgestellten peripheren Cytoskelett bel Mycoplasma pneumoniae zur

Erkl&rung des Formerhalts der Zellen herangezogen werden.

4.6 Immun-Gold- und Immun-Fluoreszenzmarkierungen: Vor- und

Nachteile

In der vorliegenden Arbeit konnten durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen mit
insgesamt 16 verschiedenen Seren positive Signale am Tip von M. pneumoniae
erhalten werden. Durch Immun Goldmarkierungen konnte nur bei einem Teil dieser
Seren die Reaktion am Tip bestétigt werden. Es gibt einige Aspekte, welche zur
Erklarung der geringeren Sensitivitdt von elektronenmikroskopischen Immun-
Goldmarkierungen gegentiber Immun-Fluoreszenzmarkierungen herangezogen
werden kénnen.

Der Zugang zum Antigen ist fur die Antikorper bel Ultradiinnschnitten von in
Kunstharz eingebetteten Proben durch die Kaschierung der Probe im Harz behindert.
Es sind lediglich die Bereiche der Probe fur den Antikorper erreichbar, welche in der
Anschnittfl&che zum Vorschein kommen. Da die Schnittdicke von Ultradiinnschnitten
in der Regel zwischen 50 und 100 nm liegt und alles im Schnitt enthaltene Material
zur Abbildung beitrégt, aber nur das Material mit Antikérpern kreuzreagieren kann,
welches exponiert ist, ist das Verhdltnis von markierbarem zu sichtbarem Material
relativ gering. Um diesem Problem entgegenzuwirken, kdnnen Ultradiinnschnitte vor
der Inkubation mit dem Primérantikdrper mit Wasserstoffperoxyd-LOosung angeétzt
werden. Hierbei wird das im Kunstharz liegende Material an der Oberflache starker
freigelegt. Ein Zugang von Antikorpern zur Probe wird damit erleichtet. Die
Exposition von Probenmaterial an der Oberflache bleibt dennoch verhaltnismaliig zur

Menge im Schnitt vorhandenen Materials gering.

159



Diskussion

Wahrend der Praparation fur die Ultramikrotomie erfahren die Proben mehrere
Behandlungen, welche zur Absenkung der Antigenitét fuhren kdnnen. Die Fixierung
mit Aldehyden fuhrt zur Abschwéachung der spezifischen Reaktion mit Antikdrpern.
Dieser Schritt it weder bei ImmunGoldmarkierungen noch bel  Immun-
Fluoreszenzmarkierungen verzichtbar. Die Entwasserung der Probe mit organischen
L 6sungsmitteln fuhrt zur Denaturierung von Proteinen und damit in der Ultrastruktur
u. U. zu Artefakten. Solche Artefakte kénnen z. B. Verklumpungen des Cytoplasmas
mit der Folge enes grobkornigen Erscheinungsbildes sein. In Kryo-
Ultradlinnschnitten, fur welche das Material nicht entwassert wird, kann das
Cytoplasma homogener abgebildet werden.

Der Sekundarantikorper ist bei Immun- Goldmarkierungen an eine 10 nm grof3e Gold-
.Kugd“ gekoppet. Das Alexa 546-Molekil, welches be  Immun
Fluoreszenzmarkierungen an den Sekundarantikorper gekoppelt ist, hat (exclusive der
Seitenkette) eine Grof3e von ca. 1-2 nm. Neben der Grofe ist auch die Masse des

i e Struktur des Alexa 546-Molekiils (aus; PANCHUK-VOLOSHINA
e ey
*mel etal., 1999)

RN

Goldpartikels aufgrund der hohen Dichte deutlich hoher als die des Alexa-Molekiils.
Gewicht und Grof3e des Goldpartikels konnten die Bindung an den Primé&rantikorper
behindern.

Ein weterer Nachteil der Immun-Goldmarkierungen gegeniber Immun-
Fluoreszenzmarkierungen besteht neben der geringeren Sensitivitdt auch im deutlich
hoheren Arbeitsaufwand.

Dennoch sind ImmunGoldmarkierungen unverzichtbar, wenn die Sublokalisation
innerhalb der Zellen bestimmt werden soll. Aus Fluoreszenzbildern kann bei so
kleinen Objekten wie Mycoplasma-Zellen keine Zuordnung des Fluoreszenzsignals zu
Zellinnerem gegenuber Zellperipherie erkannt werden. Bei positiven Signalen am Tip
kann keine weitere Differenzierung in bestimmte Bereiche des Tip erfolgen.

Die Fluoreszenzmikroskopie an M. pneumoniae stellt damit vor allem eine gute,

senstive Methode fir ein relativ schnell durchzufihrendes Screening von Antiseren
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auf positive Reaktion am Tip dar. Immun-Goldmarkierungen kénnen dann im
Einzelfall AufschluR dber die jewellige Sublokalisation geben, hierzu ist die

Fluoreszenzmikroskopie an Mycoplasmen ungeeignet.

4.7 Das P01 orf1033-Protein

Die Expresson des POl orf1033-Proteins wurde von REGULA (1999)
nachgewiesen. Das 118 kDa grof3e Protein weist laut Strukturvorhersage eine coiled-
coil Region auf. Western Blot-Untersuchungen ergaben eine Tendenz zur Dimer- und
Multimerisierung (REGULA, 1999). Dem Protein kdnnten demnach strukturgebende
Funktionen zukommen. Es ist ca. 25 % Sequenzhomologie zu HMW?2 festgestellt
worden (REGULA, 1999). In dieser Arbeit konnte immunelektronenmikroskopisch
eine Lokalisation des Proteins in oder an der Cytoplasmamembran von M.
pneumoniae nachgewiesen werden, mit gleichmaliiger Verteilung Uber die gesamte
Zelloberflache, ohne verstarkte Konzentration am Tip. Bei  TX-100-
Fraktionierungsexperimenten verteilt sich POl orf1033 gleichsam auf TX-100-
|6dliche wie unlddliche Fraktionen (REGULA, 1999). Dies kénnte, wie fur HMW1
postuliert (BALISH e a. 2001), ene teillweise Assoziation mit
Cytoskel ettkomponenten bedeuten.

Eine direkte Beteilligung am Aufbau des vorgeschlagenen peripheren Cytoskeletts ist
aufgrund der Ergebnisse der Immun- Goldmarkierungen unwahrscheinlich, da das
Protein offensichtlich zusammen mit der Cytoplasmamembran von Zellen abgelost
wurde (siehe Kap. 3.3.3.3). Als Membranprotein mit strukturgebenden Eigenschaften
ware fur POl orfl033 eine vermittelnde Funktion zwischen dem peripheren
Cytoskelett und der Aulenwelt vorstellbar. Die mogliche Anordnung von
PO1 orf1033ist in Abb. 4.4 schematisch dargestellt.

4.8 EF-Tu

EF-Tu zeigt strukturell und funktionell groRe Ahnlichkeiten zum eukaryotischen
EFlapha: Beide sind GTPasen, katalysieren die Bindung von Aminoacyl-tRNA an
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Ribosomen und regulieren die Elongation von Polypeptiden (CONDEELIS, 1995;
SPRINZL, 1994). EFlalpha bindet an Aktin und Tubulin, ein Zusammenspiel mit
dem Cytoskelett wird daher vermutet (CONDEELIS, 1995).

EF-Tu stellt bel Bakterien einen hohen Anteil am Gesamtprotein dar (5 % bel E. coli)
und liegt zu EF-Ts, einem mit EF-Tu im stochiometrischen Verhdtnis von 1:1 an der
Proteinsynthese beteiligten Protein, in drei- bis finffachem UberschuR vor
(JACOBSON & ROSENBUSCH, 1976). Es stellt sich daher die Frage, ob EF-Tu eine
zusétzliche Funktion aul3er der Beteiligung an der Proteinsynthese zukommt.

EF-Tu polymerisiert unter bestimmten Bedingungen zu Fibrillen und kann an
DNAse!l binden (BECK et a., 1978). Insofern besitzt EF-Tu Ahnlichkeiten zu
eukaryotischem Aktin.

EF-Tu ist unter Bakterien und Archaea weit verbreitet. WEBER et al. (1995) testeten
Organismen auf Reaktion mit einem monoklonalen Antikorper gegen EF-Tu und
erhielten positive Reaktionen mit nahezu alen getesteten Prokaryonten, aber mit
keinem Eukaryonten. Bei E. coli fanden Jacobsen und Rosenbusch Hinwelse auf eine
Assoziation von EF-Tu mit der inneren Seite der Cytoplasmamembran (JACOBSON
& ROSENBUSCH, 1976).

Die Fahigkeit zur Polymerisation, sowie die Assoziation mit der Innenseite der
Cytoplasmamembran bei E. coli sind Aspekte, die eine Betelligung von EF-Tu am in
dieser Arbeit vorgeschlagenen peripheren Cytoskelett von M. pneumoniae vermuten
lassen, da dieses ebenfalls ein Polymer darstellen kdnnte und an der Innenseite der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist.

Welitere Hinweise auf eine strukturgebende Funktion von EF-Tu-Polymeren in E-coli-
Zellen ergaben sich durch Expression von unvollstandigem EF-Tu, bei welchem eine
Bindungsstelle fur die Polymerisation zu Filamenten fehlt (MAYER, 2003, b). Dieses
unvollstandige EF-Tu-Molekil war noch zur Bindung an zelleigenes, vollstandiges
EF-Tu fahig, fuhrte aber beim Einbau zum Abbruch der weiteren Polymerisation. Die
Storung der Polymerisation von EF-Tu durch Anwesenheit von unvollsténdigem EF-
Tu konnte auch in vitro durch elektronenmikroskopische Studien nachgewiesen
werden (MAYER, 2002). Die Expression des unvollstandigen EF-Tu fuhrte zur Lyse
der Zellen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal3 EF-Tu tatséchlich als Polymer
eine lebenswichtige Funktion fur die Zelle besitzt und nicht nur als Monomer in die

Proteinsynthese involviert ist.
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In der vorliegenden Arbeit ergaben immunelektronenmikroskopische Tests unter
Einsatz von Antiserum gegen EF-Tu Hinweise auf eine Vertellung von EF-Tu in
M. pneumoniae-Zellen sowohl im Cytoplasma als auch an der Zellperipherie. Die
Oberflache  von M. pneumoniae-Zellen war est nach  Ablosen  der
Cytoplasmamembran fir EF-Tu-Antikorper zuganglich. EF-Tu scheint hiernach bei
M. pneumoniae nicht in der Cytoplasmamembran lokalisiert zu sein, jedoch in der
unmittelbar unter der Cytoplasmamembran gelegenen Schicht vorzukommen (siehe
Kap. 3.3.3.5). Das in dieser Arbeit vorgeschlagene periphere Cytoskelett, welches
unter der Cytoplasmamembran liegt, konnte demnach EF-Tu beinhalten.
Polymerisationsstudien an EF-Tu ergaben filamenttse Polymere (BECK et a. 1978),
deren elektronenmikroskopisches Erscheinungsbild sich von dem des in dieser Arbeit
abgebildeten peripheren Cytoskeletts insofern unterscheidet, als bei EF-Tu-Polymeren
in vitro keine Ausbildung eines hexagonalen Musters beobachtet wurde. Eine
Aufreinigung von EF-Tu aus M. pneumoniae und Polymerisationsstudien hieran
konnten Aufschlul® dartiber geben, ob M. pneumoniae-EF-Tu zu Strukturen mit
hexagonalem Muster polymerisieren kann.

Eine Reaktion von anti-EF-Tu-Serum mit wahrend der TX-100-Pré&paration aus den
Zellen ausgetretenem EF-Tu ist insofern unwahrscheinlich, as die Zellen nach der
TX-100-Behandlung, vor der Immunmarkierung, mehrmals gewaschen waren und
vorher mit Glutaraldehyd fixiert wurden.

Die beobachtete Verteilung der Goldpartikel ist bei mit anti- EF-Tu-Serum markierten
Zellen haufig rethenformig. Sollte bei der Prgparation cytosolisches EF-Tu aus den
Zellen ausgetreten sein, welches dann mit dem Serum reagiert hétte, so sollte sich
eine ungleichméaliigere Verteilung der Signale ergeben. Demnach konnten auf¥erhalb
der Zelle zu beobachtende Signale von fibrilldrem EF-Tu herrihren, welches von der

Zelloberflache ssammt.

49 HMW1 —alsLinker mit dem Rod verbunden?

HMWL1 ist ein 112 kD-Protein, welches laut Strukturvorhersage moglicherweise in
drei Doménen unterteilt ist. Fur Doméne | wurden beta-Faltbl&tter mit turns, fir
Domaéne Il hauptséchlich apha-Helices mit einigen turns und fur Doméne Il eine
Mischung aus Faltbléttern, Helices und turns postuliert (DIRKSEN et al., 1996).
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HMW?1 konnte in der vorliegenden Arbeit durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen
am Tip und durch Immun- Goldmarkierungen am Rod lokalisiert werden. Es gab bei
der Beurteilung der erhaltenen Signale Hinweise auf eine Anordnung von HMW1 in
kurzen, teillweise schrag verlaufenden Linien. Die an Ultradiinnschnitten erhaltenen
Signale &@hneln sehr stark den von Stevens und Krause beobachteten Signalen
(STEVENS & KRAUSE, 1991). Eine solche Anordnung des Proteins wirde am
ehesten den in dieser Arbeit beschriebenen, den Rod umgebenden Linkern
entsprechen. Diese werden im hier vorgestellten Modell des Rod als schrédg zwischen
Rod und peripherem Cytoskelett angeordnet beschrieben.

Fur HMW1 wurde eine Abhangigkeit von HMW2 beschrieben. So liegt HMWL1 in
Mutanten, welche HMW2 nicht exprimieren, nur teilweise in der TX-100-unléslichen
Fraktion vor und wird in der Zelle abgebaut, eventuell durch zelleigene Proteasen
(BALISH et a., 2001). HMW1 ist demnach im Wildtyp durch die Anwesenheit von
HMW?2 stabilisiert. Die Stabilisierung geschieht wahrscheinlich am G Terminus von
HMW1 (BALISH & KRAUSE, 2003). Sollte der Rod aus HMW?2 bestehen und
HMW?1 die Linker bilden, so wéare eine Stabiliserung von HMW1 gegeniber
proteolytischem Abbau durch die Verbindung von HMW1 mit HMW2 vorstellbar, da
die Linker laut des hier vorgestellten Rod-Modells mit dem Rod verbunden sind.
Serum gegen HMW1 reagiert mit dem Tip von M. pneumoniae-Zellen unabhéngig
von der An- oder Abwesenheit der Cytoplasmamembran; dies konnte in dieser Arbeit
durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen an Zellen mit und ohne Cytoplasmamembran
gezeigt werden (siehe Kap. 3.2).

HMW1 wird ATP-abhangig phosphoryliert, was fir eine zumindest teillweise
Exposition im Zellinneren spricht (DIRKSEN et a., 1994).

Zusammengenommen sprechen die verschiedenen Befunde fur eine Exposition von
HMW?1 sowohl zur inneren als auch zur ul3eren Seite der Zellhille. Dies wére in dem
Fall gegeben, wenn HMW1 as Linkermolekil den Rod mit der Zellhille verbindet
und durch die Zdlhtlle nach auf3en ragt. Es kdnnte somit zwischen dem Rod und der
Aulenwelt oder in der Membran sitzenden Adhésinen vermitteln Giehe Abb. 4.4/
4.5).
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4.10 HMW2 — Bestandteil des Rod?

HMW?2 ist fur die Bildung des Tip notwendig (DIRKSEN et al, 1994; FISSEHA et
a., 1999). HMW?2 ist ein 216-kd Phosphoprotein, welches laut Strukturvorhersage
lange, mehrmals unterbrochene coiled-coil-Bereiche ausweist (KRAUSE et al., 1997;
BALISH et a., 2003). Esliegt zum Tell in vivo als Uber Disulfidbriicken verbundenes
Dimer vor (STEVENS und KRAUSE, 1990). HMW2 kann, wie HMW1, in ATP-
abhangiger Weise phosphoryliert werden, was ein Hinweis auf eine dynamische
Funktion sein konnte (DIRKSEN et al., 1994; KREBES et a., 1995). Modifikation
von Proteinen in Prokaryonten wurde von COZZONE (1988) beschrieben.

HMW?2 stabilisiert HMW1 (BALISH et a, 2001) und HMW3 (POPHAM et al, 1997).
In dieser Arbeit wurde ein Modell des Rod entworfen. Gemal3 dieses Modells ist der
Rod aus parallel angeordneten Langsfasern aufgebaut, welche in definierten
Abstanden Verdickungen aufweisen. Dieses Modell wirde mit der Vorstellung eines
Aufbaus des Rod aus HMW?2 gut korrelieren. Der Rod ist laut der in dieser Arbeit
vorgelegten Daten biegsam. Strukturvorhersagen von HMW?2 zeigten, da3 HMW?2
aufgrund der entlang der ausgestreckten coiled-coil-Bereiche sitzenden Verdickungen
nicht starr ist, sondern eher eine kettenartige, flexible Konformation besitzt
(KRAUSE et d., 1997). Ein Aufbau des Rod aus paralel angeordneten Molekllen
von HMW2 wirde aufgrund der Verdickungen auch zu scheinbaren,
el ektronenmikroskopisch abbildbaren Querlinien fihren (siehe Kap. 3.3.2.5/ 8).

Von BALISH et a. (2003) wurde ein Modell des Rod vorgeschlagen, welches HMW2
in paralelen Fasern angeordnet als Hauptkomporente des Rod vorsieht. Nach diesem
Modell sind die paralelen, aus HMW2 bestehenden Langsfasern jeweils zu Dimeren
zusammengefasst, welche an einem Ende durch Quervernetzungen verbunden sind.
Dieses Modell wirde mit dem Spaltungsverhalten des Rod korrelieren, welches in
dieser Arbeit beobachtet werden konnte (siehe Kap. 3.3.2.6). Demnach kann der Rod
in Langsrichtung eine Spaltung durchmachen, welche stets am selben Ende beginnt.
Das andere (proximale) Ende des Rod wiirde, nach dem Modell von BALISH et a.
(2003) in Kombination mit dem Modell aus dieser Arbeit, das Ende sein, an welchem
die Quervernetzungen liegen.

Die Lokalisation von HMW2 am Tip konnte in der gleichen Studie Uber eine Fusion
mit GFP bestétigt werden (BALISH et a., 2003). Diesist kein zwingender Beweis fur

eine Betelligung ven HMW2 am Rod, da im Bereich des Tip auch andere
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Komponenten as der Rod beschrieben wurden. So kann ein positives
Fluoreszenzsignad am Tip auch auf eine Beteiligung von HMW2 an z. B. den
beschriebenen Linkern oder dem Rad hinweisen. Die Auflésung von
Fluoerszenzaufnahmen ist fir eine Zuordnung zu Substrukturen des Tip nicht

ausreichend.

411 HMW3

HMW3 wurde in der Literatur as Tip-lokalisiert beschriecben (STEVENS &
KRAUSE, 1992). Durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen konnte dies in dieser
Arbeit bestéatigt werden. Serum gegen HMW3 reagiert im Western-Blot mit einer
Bande, die in der Hohe einer der drei vom Serum gegen die TX-100-unlésliche
Fraktion erkannten Hauptbanden entspricht. Hiernach iss HMW3 ein Kandidat fur die
Beteiligung am Aufbau des Rod, da das Serum gegen die TX-100-unldsliche Fraktion
in Immun- Goldmarkierungen an Ultradiinnschnitten mit dem Rod reagiert.

Nach Strukturvorhersagen ist das 74 kDa grof3e Protein HMW3 aus [3-Faltblé&ttern
aufgebaut und ist langgestreckt und starr (OGLE et a., 1992).

Bei einer HMW3-negativen Mutante von M. pneumoniae wurden vermehrt
Spaltungen des Rod beobachtet, welche sich von den beim Wildtyp beobachteten
Spaltungen dadurch unterschieden, dal3 der Rod am proximalen statt am distalen Ende
gespalten vorlag. Die Cytadhdrenz dieser Mutante war gegentber dem Wildtyp
abgeschwécht, aber noch vorhanden (WILLBY & KRAUSE, 2002). Es kann fir
HMW3 beim Wildtyp eine stabiliserende Wirkung auf den Rod angenommen
werden. HMW3 wird in HMW2-negativen Mutanten postrandational abgebaut
(POPHAM et a, 1997). Immunelektronenmikroskopische Tests ergaben an
Ultradinnschnitten teilweise paralele, linienformig quer Uber den Rod verlaufende
Signale (STEVENS & KRAUSE, 1992).
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412 Das P1-Protein

Die in der Literatur beschriebene Lokalisation des P1-Proteins am Tip konnte in
dieser Arbeit elektronenmikroskopisch und fluoreszenzmikroskopisch bestétigt
werden. P1 ist sowohl bei Zellen mit Cytoplasmamembran, as auch bei Zellen, von
denen die Cytoplasmamembran entfernt wurde, am Tip lokalisiert. Das Protein
scheint daher nicht locker in der Cytoplasmamembran zu liegen, wie es fur das
Protein POlorf 1033 vorgeschlagen wird, sondern stattdessen mit tiefer liegenden
Bereichen, eventuell mit dem peripheren Cytoskelett, eng benachbart zu liegen, da es
bei der Glutaraldehyfixierung mit diesen Bereichen vercrosslinkt wird.

Pl ist 169 kDa grof3 und enthélt kein Cystein (INAMINE et al., 1988) und damit
keine intramolekularen Disulfidbriicken. Es ist deshalb eine hohe Flexibilitdt der
relativ langen Polypeptidkette zu erwarten (RAZIN & JACOBS, 1992). Eine
Exposition an der Oberflache von M. pneumoniae konnte fir das Protein P1 durch
milde Trypsinierung lebender Zellen ebenfals nachgewiesen werden (HU et a.,
1977). Das Protein P1 weist laut Strukturvorhersage mehrere Transmembranbereiche
auf (RAZIN & JACOBS, 1992). Es ist damit wahrscheinlich, dal3 es nach auf3en ragt,
die Membran durchspannt und an der Innenseite verankert ist. Es liegt nahe, fur en
mal3geblich an der Cytadhdrenz beteiligtes Protein eine feste Verankerung in der Zelle
anzunehmen, die Uber blof3e Membranintegritét hinausgeht.

M. pneumoniae-P1 zeigt Ahnlichkeiten zu dem 153 kDa-Hauptadhasin von
Mycoplasma genitalium, dem MgPa. Beide Proteine besitzen kein Cystein und zeigen
einen hohen Prolin-Gehat am C-terminus (RAZIN & JACOBS, 1992; OPITZ &
JACOBS, 1992), was auf eine erhthte Festigkeit in diesem Bereich schlief3en 183t P1
und MgPa |6sen beide beim Wirt eine starke Immunantwort aus und werden daher als
oberfléchenexponiert angesehen. Bel Mycoplasma gallisepticum konnten enige
oberflachenexponierte Proteine als Adhasine ermittelt werden, fur welche noch keine
Strukturvorhersagen vorliegen (ATHAMNA et al., 1997).

Eine mogliche Anordnung von P1 ist in Abb. 4.4 schematisch dargestellt. Es ist
demnach mit dem peripheren Cytoskelett verbunden und ragt durch die

Cytoplasmamembran nach auf3en.
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4.13 Modell der Anordnung von HMW1, P1 und P01 orf1033

Abb. 4.4 zeigt die nach den Daten dieser Arbeit abgeleitete Verteilung von HMW1,
P1 und PO1 orf1033. Bild a zeigt eine aus einem Zellkorper und einem Zellaud aufer
mit Tip bestehende M. pneumoniae-Zelle. Die zwei markierten Bereiche aus der
Zellhille sind in Bild b und ¢ im Detail dargestellt, jewells vor (oben) und nach
(unten) der Behandlung mit TX-100 mit vorheriger Fixierung. In Bild b sieht man den
Bereich am Tip, Bild ¢ zeigt enen nicht am Tip liegenden Ausschnitt aus der
Zdlhlle.

Die Zdlhulle ist mit drei Linien dargestellt. Die innere Linie symbolisiert das
periphere Cytoskelett, von welchem aus Noppen in die Cytoplasmamembran ragen
(siehe Kap. 3.3.1.3-6).

HMW1 konnte am Rod in immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen
lokalisiert werden (siehe Kap. 3.3.3.1). Eine gegenseitige Stabilisierung von HMW1
und HMW?2, dem laut Literatur zur Zeit am ehesten as Haupt-Rodkomponente in
Frage kommenden Protein (BALISH et a., 2003), wurde nachgewiesen (BALISH &
KRAUSE, 2003).

Aufgrund dieser Daten wadre HMW1 ein Kandidat fir die in dieser Arbeit
elektronenmikroskopisch abgebildeten Linker 2zwischen Rod und peripherem
Cytoskelett (siehe Kap. 3.3.2.10).

P1 konnte unabhangig von der Cytoplasmamembran am Tip nachgewiesen werden
(siehe Kap. 3.3.3.7). Eine Verbindung von P1 zum peripheren Cytoskelett kann daher
angenommen werden.

PO1 orf1033 kann zusammen mit der Cytoplasmamembran von fixierten Zellen
abgel6st werden und ist daher wahrscheinlich nicht mit dem peripheren Cytoskel ett
verbunden und liegt auch nicht in unmittelbarer Nahe von mit dem peripheren
Cytoskelett verbundenen Proteinen, z. B. P1.

Im Modell ist die Verbindung von P1 zum peripheren Cytoskelett dargestellt, die
Anordnung von POl orf1033 als einzeln in der Gytoplasmamembran angeordnetes
Protein ist verdeutlicht. HMW1 ragt vom Rod durch die komplette Zellhille bis nach
aul3en.
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4.14 DnaK

In vergleichenden WesternBlots konnte festgestellt werden, dal3 die vom Serum
gegen DnaK erkannte Bande auch vom Serum gegen die TX-100-unldsliche Fraktion
erkannt wird (siehe Kap. 3.4). Da das Serum gegen die TX-100-unlésliche Fraktion in
immunel ektronenmikroskopischen Tests auch mit dem Rod kreuzreagiert, konnte
DnaK an der Bildung des Rod beteiligt oder im Bereich des Rod lokalisiert sein. Bel
Immun-Fluoreszenz-Tests war keine Reaktion des Serums gegen DnaK mit dem Tip
von M. pneumoniae zu beobachten; die Bindung des Serums erfolgte gleichméaliig an
der gesamten Zelle (nicht gezeigt). Dies spricht gegen eine Beteiligung von DnaK am
Aufbau des Rod. DnaK fungiert in E. coli as Hitzeschockprotein (GRAGEROQOV et
al., 1992). In M. pneumoniae wird DnaK in Reaktion auf einen Hitzeschock verstarkt
exprimiert (WEINER et al., 2003). Es verteilt sich bei TX-100-Fraktionierungen
gleichmaliig auf lésliche wie unlésliche Fraktion (REGULA et a., 2001). DnaK
konnte als Chaperon-adhnliches Protein eine Funktion bei der korrekten Faltung

naszierender Rod-Proteine erfiillen.

4.15 Modell des Tip: Kombination der Daten aus dieser und

vor angegangenen Arbeiten

Abb. 4.5 berticksichtigt zusétzlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit die Literaturdaten
Uber die Lokaliserung von weiteren Tip-Proteinen. Danach sind die ORF6-
Genprodukte, P40 wund P90, in direkter Nachbarschaft zu Pl in der
Cytoplasmamembran lokalisiert. Bei  Crossinkingexperimenten mit einem
Crosslinker, der die Cytoplasmamembran aufgrund lipophober Wechselwirkungen
nicht passieren kann, konnte ein Crosslink von P1 mit P40 und P90 an intakten Zellen
festgestellt werden. Diese Reaktion mul3 an der Oberfléche der Cytoplasmamembran
stattgefunden haben, wo demnach die genannten Proteine eng benachbart exponiert
sein missen (LAYH-SCHMITT & HERRMANN, 1994).

HMW3 konnte in immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen in parallelen,
schrégen Linien am Rod lokalisiert werden (STEVENS & KRAUSE, 1992). Eine
stabiliserende  Wirkung von HMW3 auf den Rod konnte anhand

elektronenmikroskopischer Untersuchungen an einer HMW3-negativen Mutante von
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M. pneumoniae aufgezeigt werden. Der Rod war in dieser Mutante auffallig oft léangs
gespalten, aber nicht in der Art, wie die Spaltung auch beim Wildtyp beobachtet
werden konnte (siehe diese Arbeit, Kap. 3.3.2.6), sondern am proximalen Ende
beginnend (WILLBY & KRAUSE, 2002).

P30 ist ein fur die Cytadharenz und Bildung des Tips notwendiges Protein, wie an
P30-negativen Mutanten gezeigt werden konnte (ROMERO-ARROYO et a., 1999).
P30 besitzt laut Vorhersage zwei Transmembranbereiche (DALLO et a., 1990), der
C-Terminus wurde als nach auf3en orientiert beschrieben (DALLO et al., 1996). P30
hat eine stabilisierende Wirkung auf das Protein P65 (KRAUSE & BALISH, 2001)
und liegt daher wahrscheinlich mit diesem eng benachbart.

P65 besitzt keine vorausgesagten Transmembranbereiche (PROFT & HERRMANN,
1994) und wurde als zumindest teilweise an der Zelloberfléche lokalisiert beschrieben
(PROFT & HERRMANN, 1994).

Die am distalen Ende des Rod in elektronenmikroskopischen Untersuchungen stets
deutlich sichtbare Verdickung wurde in der Literatur seit langem als ,,terminal button®
bezeichnet. Sie ist im Modell orange dargestellt. Es gibt bisher keine Hinweise auf

ihre Zusammensetzung und Funktion.

4.16 M odell des Rod

Es konnte aus elektronenmikroskopischen Daten ein Modell des Rod entworfen
werden, welches einige strukturelle Aspekte beinhaltet, Uber die in der bisherigen
Literatur nicht berichtet wurde (Kap. 3.3.2.13). Demnach ist der Rod biegsam und
lateral Uber Linker mit der Innenseite der Zellhille verbunden. Ein Aufbau des Rod
aus paralelen HMW2-Dimeren wurde von M. Balish vorgeschlagen (BALISH et al.,
2003) und wird in dieser Arbeit diskutiert (siehe Kap. 4. 10).

Dasin dieser Arbeit vorgestellte Modell sieht einen massiven zentralen Schaft als Rod
vor, der von Linkermolekilen umsdumt ist. Da die Langsspaltung des Rod an Zellen
beobachtet werden konnte, welche im Iebenden Zustand, ohne Detergenzbehandlung,
fixiert wurden, kann ausgeschlossen werden, dal3 es sich bei dieser Spaltung um einen
Préparationsartefakt handelt. Eine im Zellzyclus vorgesehene kontrollierte Spaltung
des Rod kann entweder durch langsgerichtete Zweiteilung einer massiven Struktur
zustandekommen, oder aber durch einen generellen Aufbau des Rod aus zwel

aneinanderliegenden Hélften, welche eine Sollbruchstelle zwischen sich aufweisen.
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Moglicherweise andert sich der Zustand des Rod diesbeziiglich wahrend des
Zéllcyclus. So konnte ein massiver Rod, bevor er sich aufspaltet, zunéchst verdoppelt,
und die beiden Haften erst dann voneinander getrennt und auf die entstehenden
Tochter-Tips vertellt werden. Ein anderer mdglicher Zustand des Rod wére der, dal3
der Rod prinzipiell im Grundzustand aus zwei Halften besteht, welche sich bel der
Verdopplung des Tip aufspaten und dann jewells nach der Teilung des Tip
verkomplettiert wirden. Aus den Daten dieser Arbeit kann die Frage nicht
letztendlich gekléart werden, ob der Rod im Grundzustand aus einem zentralen
massiven Schaft oder aus zwel aneinanderliegenden Halften besteht.

Die beobachtete Biegsamkeit des Rod kénnte eine Rolle bel der gleitenden Bewegung
von M. pneumoniae auf Oberflachen (RAZIN et al., 1998) spielen (siehe Kap. 4.1).
Am proximalen Ende des Rod konnte ein aus periodisch angeordneten Untereinheiten
aufgebautes Rad abgebildet werden (siehe Kap. 3.3.2.9). Dieser Struktur konnten
verschiedene Funktionen zukommen. Es konnte von hier eine Drehbewegung auf den
Rod Ubertragen weden. Das Rad erscheint auf einigen Bildern als doppelte Linie von
periodisch angeordneten Untereinheiten. Méglicherweise existieren ein innerer und
ein aulferer Ring, welche gegeneinander verdreht werden kénnen. Eine entsprechende
Modellzeichnung ist in HEGERMANN et al. (2002) dargestellt. Demnach konnte der
aulkere Ring Uber Fibrillen mit der Zelle in Verbindung stehen und somit in seiner
Position stabilisiert sein, wahrend der innere Ring sich gegen den &auf3eren verdreht
und die Drehbewegung somit auf den Rod Ubertrégt. Der Rod kénnte durch Drehung
in Kombination mit Biegung eine Ausrichtung des Tip in verschiedene Richtungen
bewirken. Dies konnte einen Mechanismus zum Richtungswechsel bei  der
Gleitbewegung darstellen.

Die Anzahl von Langsfasern, aus denen der Rod besteht, kann nicht genau erkannt
werden, die Zahl kann aber aufgrund der Abb. 3.3.22 auf ca 10 geschétzt werden.
Wenn in Seitenansicht des Rod nicht alle Fasern erkannt werden kdnnen, konnte die
Anzahl hoher sein, wahrscheinlich jedoch nicht mehr as 20 Fasern. Dies entspricht
groRRenordnungsméaldig der Anzahl Untereinheiten, die an dem abgebildeten Rad
erkannt werden konnen (siehe Abb. 3.3.23-25). Vorstellbar wéare demnach, dal3 sich
der Rod am proximalen Ende auffasert und die einzelnen Untereinheiten des Rades

den proximalen Enden der einzelnen Rod- Fasern entsprechen.
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4.17 Klonierung von P01 _orf1033

Das Gen fur PO1_orf1033 konnte in den Vektor pKVmRFP kloniert werden, welcher
von C. U. Zimmerman hergestellt wurde. Die Expression in E. coli konnte tber
Westernblot und Fluoreszenzuntersuchung nachgewiesen werden, die richtige
Orientierung des Gens im Vektor wurde durch Sequenzierung festgestellt. Es steht
damit ein Vektor zur Verfigung, welcher PO1 orf1033 als Fusion mit dem Gen fir
monomeres rotfluoreszierendes Protein beinhaltet. Dieser Vektor kann fur

Transformation mit M. pneumoniae eingesetzt werden.
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Abb. 4.1: Mdgliche Mechanismen fir die Erzeugung von Vorschub durch
Zusammenspiel von Rod und Linkern.

a: Die Adhasion der Zelloberflache an den Untergrund wird gelést. Die nach
hinten gekippten Linker klappen vor und schieben die Zellhille nach vorne. Es
erfolgt eine erneute Adhasion und der Rod wird durch Rulckklappen der Linker
im Tip vorgeschoben. Die resultierende Bewegung wére schrittweise.

b: Esist jewells eine Seite des Tip an den Untergrund anhériert. Auf der anderen
Seite werden die Linker vorgeklappt und die Zellhllle dadurch vorgeschoben

Der Vorgang wiederholt sich mit Abwechdung der jewells vorschiebenden und
adhérierten Seite. Die resultierende Bewegung wére glatt.

—>
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Abb. 4.2: Mdgliche Zelreproduktionsmechanismen von M. pneumoniae ZK:
Zellkorper; ZA: Zellaudaufer; R: Rod.

a: Verdopplung eines Zellaudaufers. Der Rod wird gespalten und die Hélften
werden auf die beiden Halften des sich ebenfalls spaltenden Tips verteilt und
anschlief3end jewells regeneriert.

b: Elongation eines Filamentes und Abschniirung einer filamentdsen Einzelzelle.
Die Einschnirung erfolgt nach der Elongation eines Zellaud ufers.

(Folgerung aus Kap. 3.1).
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DO

Abb. 4.3: Mdglicher Mechanismus fur die Entstehung eines Zellausléufers aus einer nur
aus einem Zellkorper bestehenden Einzelzelle durch Bildung eines FtsZ-Ringes am

Zellkorper (1), der durch Kontraktion (2-3) eine Membranausstilpung schafft, aus der
dann ein Zellaudaufer entsteht (3-4).

Erklérungen siehe Kap. 4.3.
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Abb. 4.4: Modedll der Anordnung von P1, POl orf1033 und HMW1.

Erklérungen: siehe Kap. 4.13
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Abb. 4.5: Modell zur Anordnung von tiplokalisierten

. P1 Proteinen, kombiniert aus Literaturdaten und Daten aus
dieser Arbeit. CM, Cytoplasmamembran, PCS,

0 P40/90 peripheres Cytoskel ett.

HMW1 2 Erklarungen: siehe Kap. 4.15

@ Hvw3

QP30

@ P65

@ P01 orf1033

O
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5. Zusammenfassung

Durch lichtmikroskopische L ebendbetrachtungen konnte das Verhalten der Zellen von
Mycoplasma pneumoniae studiert werden. Demnach lreitet sich M. pneumoniae auf
Glasoberflachen aus und bildet so einen Zellrasen. Der Zellrasen besteht aus
Einzelzellen und Zellverbanden. Aus Zellverbanden konnen sich Einzelzellen
abtrennen und sich durch gleitende Bewegung vom Zellverband entfernen.
Einzelzellen kdnnen wieder zu neuen Zellverbanden auswachsen.

Der Kontakt zur Glasoberflache, sowie die Kraftlbertragung fur die gleitende
Bewegung, gehen jeweils vom Tip aus. Wéhrend des Gleitens wird von hier ein Zug

auf die Zelle ausgelibt.

Durch Immun-Fluoreszenzmarkierungen konnten einige Proteine dem Tip zugeordnet
werden. Immun- Fluoreszenzmarkierungen zeigen gegentiber Immur-
Goldmarkierungen den Vortell einer deutlich hoheren Sensitivitdt sowie einer
einfacheren Handhabung. Fir Sublokalisationen innerhalb des Tips oder eine
Zuordnung von Proteinen zu Zellperipherie oder Cytoplasma miissen

el ektronenmikroskopische Immun-Goldmarkierungen herangezogen werden.

Ein Immunserum gegen die TX-100-unlddliche Fraktion von M. pneumoniae zeigte
relativ spezifische Reaktion mit dem im Tip gelegenen Rod. Nach vergleichenden
Westernblots mit diesem und anderen Immunseren konnten die Proteine HMW1,
HMW2, HMW3 und DnaK as Kandidaten ermittelt werden, welche mit diesem
Serum kreuzreagieren und daher potentielle Kandidaten fur am Aufbau des Rod

beteiligte Komponenten darstellen.

Es wurde eine Methode zur Ablésung der Cytoplasmamembran von M. pneumoniae-
Zellen entwickelt, die unter Erhalt der Zellform durchgefihrt werden kann. Die
Abldsung der Cytoplasmamembran wurde durch verschiedene
elektronenmikroskopische Pr@parationen nachgewiesen. Die direkt unter der
Cytoplasmamembran gelegene Schicht konnte somit elektronenmikroskopisch
abgebildet werden. Sie zeigt eine hexagonale Strukturierung und stellt ein die Zelle
umspannendes Netzwerk dar. Sie wurde daher al's peripheres Cytoskel ett gedeutet.
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An dem im Tip von M. pneumoniae lokaliserten Rod konnten Substrukturen
elektronenmikroskopisch  abgebildet werden. Es handelt sich um laterale
Linkermolekile, die wahrscheinlich die Position des Rod im Tip stabilisieren, sowie
eine radartige Struktur am proximalen Ende des Rod.

Das Gen fur POl orfl033 wurde as Fuson mit dem Gen fir monomeres
rotfluoreszierendes Protein in E.coli exprimiert und liegt so auf einem Vektor vor.

Dieser kann zur Transformation von M. pneumoniae eingesetzt werden.
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