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1. Einleitung

Die Sekretion von Proteinen in das extracytoplasmatische Kompartiment und der
Import von Makromolekiilen aus dem extrazellularen Milieu stellen einen grundlegenden
Aspekt in der Physiologie der Bakterien dar. Transportprozesse vermitteln neben der
Substratversorgung wichtige biologische Eigenschaften, wie die Bindung und Invasion von
Wirtszellen, den Transfer genetischer Informationen Uber Konjugation und
Transformation, sowie Zellkommunikation ("Quorum Sensing’) und Mobilitat der
Bakterien. Extrazellulare Enzyme, Exotoxine und Untereinheiten von Flagellen oder Pili
(Fimbrien) mussen hierfiir sowohl die innere als auch die dufRere Zellmembran sowie die
Mureinschicht passieren, um den Bestimmungsort zu erreichen. Dariiber hinaus setzen die
Synthese von Oberflachenstrukturen und der Transport von Proteinen aufgrund ihrer
regulatorischen und strukturellen Komplexitadt eine koordinierte Biogenese und
Assoziation von Struktur- und Assemblierungsproteinen voraus.

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, daR die in den verschiedenen
Prozessen involvierten Proteine hohe Homologien aufweisen, was fur einen gemeinsamen
evolutiven Ursprung spricht. Proteine, die Ahnlichkeiten aufweisen, finden sich z.B. in den
Typ-1V-Sekretionswegen, bei Konjugationssystemen sowie im DNA-Aufnahmeapparat
des natlrlich kompetenten Bakteriums Helicobacter pylori (HOFREUTER et al. 2001).
Hierzu zahlt auch das System fir den Transfer des T-Plasmids von Agrobacterium
tumefaciens in Pflanzenzellen (LAl & KaDo 2000). Die ahnlichen Proteine der genannten
Transportsysteme bilden Kanalstrukturen in den Zellmembranen, weisen ATPasen-
Aktivitat auf oder dienen der Bindung an Wirtszellen oder an andere Bakterien. Das Typ-
I11-Sekretionssystem, welches als nadelformiger Komplex Toxine direkt in die Wirtszelle
injiziert, weist Homologien zu Basalkorpern der Flagellen auf. Dieser basale
Membrananker besteht aus einem oberen in der Peptidoglycan-Schicht lokalisierten Ring
und einem unteren Doppelring, der die innere Membran durchspannt und ins Cytoplasma
ragt (TAMANO et al. 2000, SEKIYA et al.2001). Bisher wurden acht konservierte Proteine
des Typ-ll1-Sekretionssystems identifiziert, dessen homologe Komponenten an der
Flagellen-Synthese beteiligt sind (HUck 1998). Den Durchtritt durch die auf’ere Membran
vermittelt im Typ-111-Sekretionssystem eine Pore, deren Untereinheiten Ahnlichkeiten zu
der Proteinfamilie der Sekretine aufweisen (HoBBS & MATTICK 1993). Wahrend die
Flagelline in helikaler Anordnung ein Filament von ca. 20 nm Durchmesser und einer
Lange von 5-10 um bilden, weist dagegen der nadelférmige Sekretionskomplex
beispielsweise bei Salmonella oder Shigella eine Lange von 45 nm und eine Breite von
8 nm auf (KuBori et al. 1998, TAMANO et al. 2000), wodurch der funktionale Unterschied
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— zum einen als Mittel der Fortbewegung und zum anderen als réhrenférmige Struktur fur
Export und Injektion der Proteine in die Zielzelle — zum Ausdruck kommt.

Ein weiterer prinzipiell ahnlicher Transportmechanismus muf3 der Typ-11-Sekretion,
der natdrlichen Transformation und Typ-1V-Pilusbiogenese zugrunde liegen. Die
Komponenten der Typ-1V-Pilusbiogenese natirlich transformierbarer Bakterien sind am
DNA-Import durch die dufRere Membran und die Peptidoglykanschicht beteiligt. Doch
weisen nicht alle Organismen, die Typ-1V-Pili synthetisieren die Fahigkeit zur nattrlichen
Transformation auf, da transformationsspezifische Proteine, die nicht in die Pilusbiogenese
involviert sind, fur die Bindung und Aufnahme der DNA erforderlich sind. Hierzu z&hlen
z.B. Proteine, die nukleolytische oder DNA-bindende Eigenschaften aufweisen und
Faktoren, die am Transport der DNA durch die inneren Membran beteiligt sind (PROVVEDI
& DuBNAU 1999, PRoVVEDI et al. 2001). Andererseits weisen nicht alle transformierbaren
Bakterien Typ-1V-Pili auf, welches zu dem Schlul? fuhrt, dal die Pilusstrukturen keine
Voraussetzung fur die DNA-Aufnahme darstellen. Zu dieser Gruppe von transformierbaren
Bakterien zédhlen der gut untersuchte Gram-negative Organismus Haemophilus influenzae
und naturlich kompetenten Gram-positiven Bakterien, wie z.B. Bacillus subtilis und
Streptococcus pneumoniae (CHUNG & DuUBNAU 1998, DOUGHERTY & SMITH 1999). Hier
sind die Pilin-&hnlichen Proteine in der Cytoplasmamembran, im Periplasma und (bei
Gram-negativen Bakterien) in der &ufleren Membran lokalisiert (CHUNG et al. 1998).

Bei der Typ-I1-Sekretion iibernehmen die Komponenten, die Ahnlichkeiten zu den
Struktur- und Assemblierungsproteinen der Typ-1V-Pili zeigen, den Transport von
Exoenzymen durch den periplasmatischen Raum und die &uBere Membran. Zuvor
gelangen die zu exportierenden Proteine durch einen Sec- oder Tat-abh&ngigen Transport
durch die Cytoplasmamembran ins Periplasma. Wéhrend Typ-1V-Piline zu einem mehrere
Micrometer langen Filament assembliert werden, wurden dagegen fiir die Pilin-ahnlichen
Komponenten des DNA-Aufnahme- und des Typ-Il-Sekretionssystems eine
Pseudopilusstruktur postuliert, welche verankert in der Cytoplasmamembran den
periplasmatischen Raum und die &uRere Membran durchspannt. Diese Struktur kénnte zum
einen im Falle des Transformationssystems DNA-bindende Proteine exponieren oder eine
Aussparung fir den Import des DNA-Stranges bilden, oder zum anderen im Falle des Typ-
I1-Sekretionssystems durch die Assemblierung Exoenzyme durch die Pore (Sekretin) in der
auflleren Membran in den extrazellularen Raum schleusen.

Die Klasse der Typ-1V-Pili wurde bereits ausgiebig untersucht, da diese Strukturen
die Adhasion pathogener Organismen an Wirtszellen vermitteln. Zu diesen z&hlen u.a.
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, enteropathogene und enterotoxische E. coli-
Stamme (EPEC und ETEC), Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis und Moraxella
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bovis (STROM & LORY 1993). Weiterhin vermittelt der Typ-1V-Pilus eine spezielle Art der
gleitenden Fortbewegung auf festen Oberflachen, die “Twitching Motility™ genannt wird.
Dieses Gleiten beruht auf Synthese und Retraktion der Pilusstruktur unter VVorschub der
Zelle (WALL & Kaiser 1999). Die Assemblierung der Piline erfolgt nach deren
Prozessierung durch eine Prapilinpeptidase an der Cytoplasmamembran (STROM & LORY
1992, STROM et al. 1993). Vermutlich bildet die Peptidase einen Komplex mit ca. zehn
unterschiedlichen Proteinen, die an der inneren Zellmembran oder im Periplasma
lokalisiert sind. Einige dieser Komponenten sind Pilin-dhnliche Proteine, die verglichen
mit der Hauptstrukturkomponente nur in sehr geringen Mengen exprimiert werden, oder
ATP-bindende Proteine (TURNER et al. 1993, SANDKVIST et al. 1995, Lory 1998). Das
Sekretin in der aulReren Membran, welches durch Lipoproteine stabilisiert wird, bildet eine
Pore, durch die die Sekretion des Pilus erfolgt (DRAKE et al. 1997, BITTER et al. 1998).
Wahrend der ersten Schritte der Synthese des Pilus wird ein Assemblierungfaktor, der
gleichzeitig als Adhasin fungiert, an seiner Spitze inkorpuriert, welcher ebenso in der
aulleren Membran lokalisiert ist (JONSSON et al. 1991, RUDEL et al. 1995, 1995a, 1995b,
ALM et al. 1996, RyLL et al. 1997).

Aufgrund der zahlreich &hnlichen Komponenten von Transformations- und Typ-1V-
Pilusbiogenessystem wird fir den DNA-Aufnahmeapparat natirlich kompetenter
Bakterien eine &hnliche Biogenese angenommen. Die Synthese des DNA-
Aufnahmeapparats unterliegt dabei einer Regulation, d.h. sie werden in der physioloischen
Phase der Kompetenzinduktion gebildet. Dabei entscheiden definierte
Umweltbedingungen, intra- und extrazelluldre Signalstoffe, die mittels Rezeptoren
wahrgenommen werden, tiber die Induktion der Genexpression, wobei die Dauer, Rate und
Effizienz der DNA-Aufnahme von Spezies zu Spezies variiert. Die Anforderungen, welche
die verschiedenen Organismen zur Induktion der Kompetenz an ihre Umwelt stellen
reichen von optimalen Wachstumsbedingungen bis hin zu wachstumslimitierenden
Mangelbedingungen oder basieren auf bestimmte Medium-Zusammensetzungen. Bei
Bacillus subtilis z.B. ist die Entwicklung der Kompetenz von Pheromonen abhdangig, die
sich mit steigender Zelldichte im Medium akkumulieren (DUBNAU 1991, HAHN et al.
1994; MAGNUSON 1994) und als Initiatoren einer komplexen Phosphorylierungskaskade
fungieren, so daB schliellich beim Eintritt in die stationdre Wachstumsphase die
Kompetenzgene exprimiert werden und daraufhin die Aufnahme der DNA fir einen
kurzen Zeitraum ermdglicht wird.

Das zweite sehr gut untersuchte Transformationssystem Gram-positiver Bakterien ist
das von Streptococcus pneumoniae. Dieser Stamm entwickelt die héchste Kompetenz
bereits im Verlauf des exponentiellen Wachstums flr eine kurze Zeit bei einer bestimmten
Zelldichte (TomAsz 1966, TROMBE et al. 1992), wobei an der Induktion ein extrazellulares
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Aktivatorpeptid beteiligt ist (HAVARSTEIN 1995, PESTOVA et al. 1996, ALLOING et al.
1998). Neben dieser Kompetenzstimulation tber “Quorum Sensing™ sind weitere Faktoren
wie divalente Kationen (GIAMMARINARO et al. 1999), der pH-Wert ( TROMBE et al. 1992,
TrRoMBE 1993) und die O,-Konzentration von Bedeutung (ECHENIQUE et al. 2000). Wie
Bacillus subtilis zeigen Azotobacter vinelandii (PAGE & VON TIGERSTROM 1978) und
Haemophilus influenzae (GoobGAL 1982) die hochste Transformationsfrequenz am
Anfang des stationdren Wachstums, wobei bei Haemophilus influenzae der cAMP-Spiegel
von Bedeutung ist (CHANDLER 1992, MACFADYEN et al. 1998). Die Uberfilhrung der
Zellen in ein Medium, das keine ausreichende Substrat oder O2-Versorgung liefert, wirkt
dabei zuséatzlich stimulierend auf die DNA-Aufnahme (Wisk et al. 1973). Nersseria
gonorrhoeae exprimiert im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Organismen die
Kompetenzgene in einer nahezu konstitutiven Weise (BIswAs et al. 1977).

Nach der Synthese des DNA-Aufnahmeapparats erfolgt die Anlagerung der freien
DNA Uber Bindeproteine an der Zelloberflache. Dabei geht die DNA in einen waschfesten,
jedoch weiterhin DNase-sensitiven Zustand Uber. Bei Bacillus subtilis und Streptococcus
pneumoniae konnten 30 bis 80 Bindestellen pro kompetenter Zelle nachgewiesen werden,
was auf die Synthese eines DNA-bindenden Proteins zurlckzufiihren ist (LORENZ &
WACKERNAGEL 1994, PESTOVA & MORRISON 1998, PROVVEDI & DUBNAU 1999); bei
Haemophilus influenzae wurden dagegen nur maximal 8 Bindestellen kalkuliert (DEICH &
SMITH 1980). Auf der Zelloberflache von Bacillus subtilis konnte eine Endonuklease
identifiziert werden, die spezifisch doppelstrdngige DNA schneidet und an der
Fragmentierung der gebundenen DNA beteiligt ist (PROVVEDI et al. 2001). Wahrend bei
der groRten Zahl der bisher charakterisierten Organismen sowohl homologe als auch
heterologe DNA gebunden und aufgenommen wird, zeigen Haemophilus influenzae und
Neisseria gonorrhoeae Affinitdten zu kurzen, im eigenen Chromosom zahlreich
vertretenen Erkennungssequenzen und somit eine Diskriminierung heterologer DNA
(GoobpGAL 1982). Bei Neisseria wird die Selektivitat fur homologe DNA erst im
eigentlichen Aufnahmeprozell wirksam (GoobMAN & ScoccA 1988; CHEN &
GOTSCHLICH 2001).

Nach der Bindung folgt die DNA-Aufnahme durch die Zellhille durch einen
energieabhangigen Mechanismus. Die Charakterisierung von bereits identifizierten, flr die
natirliche Transformation essentiellen Genen in Gram-positiven und Gram-negativen
Organismen ergab, daB zahlreiche DNA-Aufnahmeproteine signifikante Ahnlichkeiten
aufweisen, so dal} bei den verschiedenen Organismen von einem grundsatzlich &hnlichen
Aufnahmemechanismus ausgegangen werden kann, wobei sich die Struktur dieser
Apparate aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus der Zellhllle unterscheiden muf3.. Die
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DNA wird als Doppelstrang durch die duBere Membran (bei Gram-negativen Bakterien),
durch die Peptidoglycanschicht und als Einzelstrang unter Hydrolyse des komplementéren
Stranges durch die Cytoplasmamembran in das Cytoplasma aufgenommen, wobei Energie
in Form von ATP oder proton-motorischer Kraft erforderlich ist (GRINIUS 1980, PALMEN
& HELLINGWERF 1997). Die freien Nukleotide aul3erhalb der Zelle und die Abh&ngigkeit
der DNA-Aufnahme von zweiwertigen Kationen lassen auf eine beteiligte Nuklease
schliellen, die bei Streptococcus pneumoniae bereits nachgewiesen wurde (PUYET et al.
1990). Der letzte Transformationsschritt beinhaltet die genetische Etablierung der
aufgenommenen DNA. Die Voraussetzung dafiir sind homologe Bereiche, die den
entsprechenden Bereich des Chromosom in einem RecA-abhdngigen
Rekombinationsereignis ersetzen kénnen (DUBNAU & CIRIGLIANO 1973, 1973a, DUBNAU
et al. 1973; VOSMAN & HELLINGWERF 1991, GREGG-JOLLY & ORNSTON 1994). Alternativ
kann bei Aufnahme geeigneter Replikons die Rekonstitution der DNA zu sich unabhangig
replizierenden Plasmiden erfolgen.

Eine relativ hohe Transformationsfrequenz zeigt ein Stamm des Gram-negativen
Bodenbakteriums Acinetobacter (JUNI & JANIK 1969). Hierbei handelt es sich um ein im
Boden lebendes, strikt aerobes, zur y-Gruppe der Proteobakterien zugeordnetes Bakterium,
welches sich durch eine hohe metabolische Diversitat auszeichnet (Juni 1978). Die
Physiologie der naturlichen Transformation von Acinetobacter sp. BD4 bzw. seiner
kapsellosen Mutante sp. BD413 wurde in zahlreichen Untersuchungen analysiert (PALMEN
et al. 1993). Dabei konnte gezeigt werden, daR Acinetobacter sp. BD413 unmittelbar nach
dem Uberimpfen in frisches Medium eine hohe Kompetenz fiir natiirliche Transformation
entwickelt und diese im Verlauf des exponentiellen Wachstums auf ein niedriges
Grundnivea reguliert (PALMEN et al. 1993). Die DNA-Aufnahme ist nicht
sequenzspezifisch und ist abhingig von zweiwertigen Kationen wie Mg?*, Mn?* oder Ca**
(Lorenz et al. 1992), was auf die Beteiligung einer Nuklease schlielfen lait. Die auf der
Zelloberflache gebundene doppelstrangige DNA wird dabei als Einzelstrang durch einen
energieabhéngigen ProzelR in die Zelle aufgenommen und durch ein RecA-abhéngiges
Rekombinationsereignis ins Chromosom integriert (PALMEN et al. 1993, PALMEN &
HELLINGWERF 1997). Ungeachtet der zahlreichen Informationen von der Physiologie der
Transformation in Acinetobacter sp.BD413 sind fur Untersuchungen der molekularen
Grundlage und fur das Verstandnis von Struktur und Funktion des Transformationssystems
die Identifizierung und Charakterisierung der Komponenten essentiell.

Zur Charakterisierung des Transformationsapparates bei Acinetobacter sp. BD413
sind durch die Insertion eines Kanamycinmarkers transformationsdefekte Mutanten erzeugt
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worden, die in den letzten Jahren zur ldentifizierung einer Vielzahl von Kompetenzgenen
gefiihrt hatte. So konnte z.B. ein mit comA bezeichnetes Kompetenzgen identifiziert
werden (FRIEDRICH et al. 2001), dessen Genprodukt Ahnlichkeiten zu ComA aus Nersseria
gonorrhoeae und ComEC aus Bacillus subtilis aufweist (FACIUS & MEYER 1993, HAHN et
al. 1993). ComA bzw. ComEC sind vermutlich an dem Transport der DNA durch die
Cytoplasmamembran beteiligt. Weiterhin wurde durch Transposonmutagenese das
Gencluster bestehend aus comM, -N, -O, -L und comQ identifiziert, welche Homologien zu
den Genen aufweisen, die fir das Sekretin des Typ-l11-Sekretionssystems, der Typ-1V-
Pilusbiogenese und dessen Assemblierungsfaktoren codieren (ROSENPLANTER pers.
Mitteilung). Datenbankabgleiche des Genprodukts eines weiteren BD413-Kompetenzgens
comC aus BD413 ergaben Ahnlichkeiten zu den gut untersuchten Proteinen PilC1 Und
PilC2 aus Neisseria gonorrhoeae (JONSsSON et al. 1991) und Neisseria meningitidis
(NAssIF et al. 1994) sowie PilY1 aus Pseudomonas aeruginosa (ALM et al. 1996), die an
der Biosynthese von Typ-1V-Pili und der gleitenden Fortbewegung “Twitching Motility™
beteiligt sind. Immunologische Studien bei Neisseria gonorrhoeae demonstrierten, dal}
ComC in der dulReren Membran lokalisiert ist aber ebenso an der Spitze des Typ-1V-Pilus
zu finden ist (MORAND et al. 2001, SCHEUERPFLUG et al. 1999, RAHMAN et al. 1997). Bei
den Kompetenzfaktoren ComP, ComB, ComE und ComF handelt es sich um Proteine mit
signifikanten Ahnlichkeiten zu Typ-1V-Pilinen (PORSTENDORFER et al. 1997, BUSCH et al.
1998, HERZBERG et al. 1999). Das sehr gut untersuchte Protein ComP ist in den
Zellmembranen lokalisiert, an der Bindung der DNA auf der Zelloberflache beteiligt und
wird posttranlational glykosyliert, was fir die Untereinheiten der Typ-1V-Pili ein
charakteristisches Merkmal darstellt. Verglichen zu den Strukturproteinen ComB, ComE
und ComF wird ComP relativ stark exprimiert (PORSTENDORFER et al. 2000), welches zu
der Vermutung fuhrte, daB ComP die Hauptstrukturuntereinheit darstellt.

Wahrend die Typ-1V-Piline zu einem mehrere Micrometer langen Pilus assembliert
werden, ist eine Assemblierung der Hauptstrukturkomponenten des Typ-IlI-
Sekretionssystems sowie des DNA-Aufnahmesystems nicht untersucht. Aufgrund des
homologen Biosyntheseapparates kann die Synthese eines Pseudopilus postuliert werden,
der den periplasmatischen Raum durchspannt. Eine solche Pseudopilusstruktur ist
allerdings noch in keinem Fall identifiziert worden. Vor dem Hintergrund, dal zum einen
die Untereinheiten des Typ-I1V-Pilus eine essentielle Funktion bei der DNA-Bindung und
—Aufnahme austuben und zum anderen eine Pilusstruktur aber kein notwendiges
Strukturmerkmal fir die naturliche Transformation darstellt, bleibt die Frage offen,
inwiefern der Typ-1V-Pilus die DNA-Aufnahme vermittelt bzw. ob die Piline in einem
separaten Transformationssystem, der zu keiner filamentdsen Struktur assembliert, diese
Funktion austben.
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Obwohl bei bisher untersuchten transformierbaren Organismen die Komponenten der
Typ-1V-Pilusbiogenese an der gleitenden Fortbewegung “Twitching Motility” und DNA-
Aufnahme beteiligt sind, fihrten dagegen Unterbrechungen in den Kompetenzgenen von
Acinetobacter sp. BD413 nicht zu einer Beeintréachtigung der gleitenden Fortbewegung
und der Pilusbiogenese, was einer direkten Involvierung der Pilusstrukturen in die DNA-
Aufnahme widerspricht (PORSTENDORFER et al. 1997, LINK et al. 1998, BuscH et al. 1998,
HERZBERG et al. 1999). Bei den zwei Pilustypen von BD413 handelt es sich zum einen um
flexible Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 6 nm und zum anderen um starre,
blndelbildende Filamente, die einen Durchmesser von 2-3 nm aufweisen (PORSTENDORFER
et al. 1997, 2000). Die Charakterisierung dieser Pilusstrukturen ermdglicht die
Klassifizierung der Pilustypen von BD413. Mit Hilfe der gereinigten Pili sollen die
strukturellen Untereinheiten identifiziert, charakterisiert und ihre Gene anschlieRend
mutagenisiert werden. Sich anschlieBende Mutantenstudien werden dann den eindeutigen
SchluB zulassen, ob die Pili von Acinetobacter sp. BD413 an der Transformation beteiligt
sind. Parallel zu diesen Untersuchungen sollen periplasmatische und Membran-
durchspannende Subkomplexe des Transformatinsapparats isoliert und strukturell
analysiert werden, um Hinweise auf den Aufbau des Transformationssystems zu erhalten.
Bei der Detektion und Isolierung dieser Subkomplexe wird von den bereits vorliegenden
Antikdrpern gegen das Pilin-ahnliche Protein ComP ausgegangen.

Weiters Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung von am DNA-Transport beteiligten
Komponenten. Hierfur soll die uns vorliegende genomische Sequenz von Acinetobacter sp.
BD413 genutzt werden, was eine ldentifizierung von Kompetenzgenen durch
Sequenzabgleiche erlaubt. Die sich anschlieBenden strukturellen und funktionellen
Charakterisierungen sollen daraufhin weitere Hinweise auf den Mechanismus des DNA-
Transports durch die Zellmembranen liefern.
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2. Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Acinetobacter sp.- und E. coli-

Stdmme zusammemgefalt. In Tabelle 2.2 und 2.3 sind die verwendeten Vektoren und
rekombinanten Plasmide aufgefihrt.

Tab. 2.1: Acinetobacter sp.-/E. coli-Stamme

Stamm Relevanter Geno- oder Referenz/Herkunft
Phanotyp?

Acinetobacter sp.” BD413  kapsellose Variante des Juni, 1972
Wildtyps BD4

Acinetobacter sp.” ADP239 spontane pobA-Mutante HARTNETT et al., 1990
von BD413°

Acinetobacter sp.? T205

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, AcomP, Km'

PORSTENDORFER €t al., 1997

Acinetobacter sp.” T206

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, comP::nptll, Km'

PORSTENDORFER et al., 1997

Acinetobacter sp.” T308

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, comC::nptll, Km

r

LinK et al., 1998

Acinetobacter sp.” T401

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, comB::nptll, Km'

HerzBERG et al. 2000

Acinetobacter sp.” T701

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, comA::nptll, Km'

FrIEDRICH €t al., 2001

Acinetobacter sp.? T100

transformationsdefekte
Mutante von ADP239,
pobA~, comEA::nptll, Km'

diese Arbeit
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Acinetobacter sp.’ B100 PHB-Synthese defekte diese Arbeit
Mutante von ADP239,
phaC::nptll, Km'

Acinetobacter sp.’ K101 Fil-Pilus-Synthese defekte  diese Arbeit
Mutante von ADP239,
filA::nptll, Km'

Acinetobacter sp.’ K102 Fil-Pilus-Synthese defekte  diese Arbeit
Mutante von ADP239,
orfB::nptll, Km'

Acinetobacter sp.’ K103 Fil-Pilus-Synthese defekte  diese Arbeit
Mutante von ADP239,
AorfC::nptll, Km'

Acinetobacter sp.? K104 Fil-Pilus-Synthese defekte  diese Arbeit
Mutante von ADP239,
AorfD/AorfE::nptll, Km'

Acinetobacter sp.? N100 Fim-Pilus-Synthese defekte diese Arbeit
Mutante von ADP239,
fimA::nptll, Km'

Acinetobacter sp.® KN100  Fil/Fim-Pilus-Synthese diese Arbeit
defekte Mutante von
ADP239, fimA::nptll,
AfilA::Q, Km" Sm'

Escherichia coli DH5a F~, lacZAM15, recAl, &, HaNnAHAN 1983
hsdR17, supE44, A(lacZYA,
argF)

Escherichia coli BL21 (DE3) hsdF, gal(Aclts857 ind1 STUDIER & MOFFAT 1986
Sam7 nin5 lacUV5-T7
genel)

% Phanotypbezeichnung; Km": Kanamycinresistenz, Sm": Streptomycinresistenz

: Friiher Acinetobacter calcoaceticus

°: kein Wachstum auf p-Hydroxybenzoat (Defekt im p-Hydroxybenzoat-Hydroxylase-Gen (pobA)
Genotypenbezeicnung fir E. coli siehe BACHMANN (1990)



2. Material und Methoden

Tab. 2.2: Vektoren

10

Pasmid Relevanter Geno- oder Phanotyp® GroRe (kb) Referenz/Herkunft
puUC18 Amp', lacPOZ", ColE], ori R 2,68 MESSING & VIEIRA

1992
pGEM-7Zf+ Amp', lacPOZ’ 3,0 Pomega Serva

GmbH,

Heidelberg
pBluescriptll Amp', lacPOZ’, ColEL, ori R, F1 ori 2,96 Stratagene
KS/SK+/-
pRK415 Tet', lacPOZ’, ori R, breites 10,5 KEeeN et al. 1988

Wirtsspektrum, geringe Kopienzahl
pBK Tet", mob™, tra’, promotorlose lacZ- 12,4 Kusian 1994
und gusA-Reportergene
pMal-c2 Amp', lacPOZ’, ori R, malE-lacZ a- 6,6 New England
Fusionsgen, rrB-Terminator, lacl®- Biolabs,
Repressor Schwalbach
pRK2013 Km", mob*, tra™, ColEL, ori R 48 FIGURSKI & HELINSKI

1979

pJC40 Amp', T7-Promotor, $10-Terminator, 2,4 CLos & BrRANDAU

codiert fur 10 Histidin-Reste und eine
Faktor Xa-Schnittstelle

1994

Tab. 2.3: rekombinante Plasmide

Plasmid Relevanter Geno- oder Phanotyp®  GroRe (kb) Referenz/Herkunft
(Vektor)

pCCO01 Amp’; 1,3 kb-HindIll/BamHI- 3,7  diese Arbeit
(pJC40) Fragment aus pRK9

pRK9 Tet"; enthélt 4,6 kb-Clal/Xbal- 15,1 LNk 1998

(pPRK415) Fragment aus Acinetobacter sp.
T308 (enthalt comC)

pRP1 Tet'; 1,4 kb-Bglll/Sacl-Insert, 11,9
(pRK415) enthalt comP und orfC

PORSTENDORFER
1997
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puUI1638 Amp', Sm"; enthalt 2,0 kb-BamHI-Q 54  NEIDLE, pers.
(pBIIKS+) Sm/Sp-Kassette in mittlerer Kpnl- Mitteilung

Schnittstelle (stumpfe Enden) von

pUI1188
puUI1188 Amp'; enthalt doppelte MCS (von 3.4 NEIDLE, pers.
(pBIIKS+) Sstl bis Apal) Mitteilung
puUSO01 Amp', Sm"; 2,0 kb-EcoRV/Hincll-Q 4,7  diese Arbeit
(pUC18) Sm/Sp-Kassette aus pBS01 in Sspl

von pUK18
pBS01 Amp', Sm"; 1,2 kb-HindIl1-Q Sm- 3,2 diese Arbeit
(pBIISK+) Gen aus pUI1638
pBKO1 Amp'; 0,68 kb-PCR-Fragment von 3,6  diese Arbeit
(pBIISK+) filA (stumpfe Enden in ECORV)
pBKO03 Amp', Km"; nptll-Marker in EcoRV 4,8  diese Arbeit
(pBIISK+) von pBKO1 (filA::nptll)
pGKO04 Amp', Km'; enthalt Mutationsort 11,0 diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) der Pilus-Mutante K101 als

Sacl/Xbal-Fragment (filA::nptll,

orfB)
pGKO06 Amp"; 1,0 kb-SnaBI/Sacl-Fragment 4,0  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) aus pGKO04 (orfB)
pGKO07 Amp"; Km'; nptll-Marker in Hincll 52  diese Arbeit
(pPGEM-7Zf+) von pGKO06
pUK11 Amp"; 3,6 kb-EcoRlI/Sacl-Fragment 6,3  diese Arbeit
(pUC18) aus pGKO04 (filA::nptll, orfB)
pUK12 Amp"; 0,51 kb-EcoRI/Xbal-PCR- 3,2  diese Arbeit
(pUC18) Fragment stromaufwaérts von filA
pUK13 Amp"; 0,45 kb-EcoRI/Xbal-PCR- 3,1  diese Arbeit
(pUC18) Fragment stromabwarts von filA
pGK16 Amp"; 0,79 kb-Sacl/BamHI-PCR- 3,8  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) Fragment stromaufwarts von orfC
pGK17 Amp'; 0,79 kb-EcoRI/Xbal-PCR- 3,8  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) Fragment stromabwarts von orfC
pGK18 Amp"; 0,73 kb-Sacl/BamHI-PCR- 3,7  diese Arbeit

(PGEM-7Zf+) Fragment stromaufwarts von orfD
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pGK19 Amp'; 0,68 kb-EcoRI/Xbal-PCR- 3,7  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) Fragment stromabwarts von orfE
pGK21 Amp', Km'; nptll-Marker in Smal 50  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) (MCS) von pBK16
pGK22 Amp", Km'; nptll-Marker in Smal 49  diese Arbeit
(pGEM-7Zf+) (MCS) von pBK18
pGK23 Amp', Km'; 2,0 kb-BamHI/Xbal- 58  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) Fragment aus pGK21

inpGK16(AorfC:: nptll)
pGK24 Amp’, Km"; 2,0 kb-BamHI/Xbal- 56  diese Arbeit
(PGEM-7Zf+) Fragment aus pGK22 in pGK19

(AorfD/AorfE:: nptll)
pUK?25 Amp"; 0,4 kb-BamHI/Xbal-PCR- 3,1  diese Arbeit
(pUC18) Fragment des Promotors von filA
pBK27 Tet'; 0,4 bp-EcoRI/Xbal-Insert aus 10,9 diese Arbeit
(pBK) pUK?25 (filA -Promotor lacZ-

fusioniert)
pUK29 Amp', Sm"; Q-Marker aus pBS01 in 51  diese Arbeit
(pUC18) Hincll (MCS) von pUK13
pUK30 Amp", Sm"; 2,0 kb-Pstl/EcoRlI- 55  diese Arbeit
(pUC18) Fragment aus pUK29 mit stumpfen

Enden in pUK12 (AfilA::Q)
pKK32 Tet', Km'; enthédlt Mutationsort der 14,1  diese Arbeit
(pPRK415) Pilus-Mutante K102 als 3,6-

EcoRI/Sacl-Fragment (filA,

orfB::nptll)
pKK33 Tet', Km'; 3,6 kb-EcoRlI/Sacl- 14,1 diese Arbeit
(pPRK415) Fragment aus pGK11 (filA::nptll,

orfB)
pKK34 Tet'; Deletion des 1,1 kb- 13,0 diese Arbeit
(pPRK415) EcoRI/Xhol-Fragments in pKK33

(AfilA, Anptll)
pKP35 Tet'; 0,58 bp-Xbal/stumpfes Ende- 11,1 diese Arbeit
(PRK415) comP-PCR-Produkt in pBK27 (filA-

Promotor vor comP)
pBNO1 Amp"; 0,69 kb-Pstl/Xbal-PCR- 3,7  diese Arbeit

(PBKIIKS+)

Fragment von fimA
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pBNO02 Amp"; Deletion von EcoRI in MCS 3,7  diese Arbeit
(pBKIIKS+)  von pBNO1 durch Ligation glatter

Enden von Pstl und EcoRV
pBNO3 Amp', Km'; nptll-Marker in EcoRI 4,9  diese Arbeit
(pBKIIKS+)  von pBNO2 (fimA::nptll)
pUNO09 Amp"; 0,3 kb-BamHI/Xbal-PCR- 3,0 diese Arbeit
(pUC18) Fragment des Promotorbereichs von

fimA
pBN10 Tet"; 0,3 bp-EcoRI/Xbal-Insert aus 12,7  diese Arbeit
(pBK) pUK25 (fimA-Promotor lacZ-

fusioniert)
pMDO05 Amp', 0,33 kb-PCR-Produkt 6,9  diese Arbeit
(pMal-c2) (EcoRI/Xbal) von comEA (ohne

Signalsequenz)
puUDO08 Amp', 0,75 kb-Pstl/Xbal-PCR- 54  diese Arbeit
(pUC18) Produkt von comEA in pUS01

(comEA)
pUDO09 Amp', Sm', Km'; nptll-Marker in 6,6  diese Arbeit
(pUC18) Sspl von pUDO08 (comEA::nptll)
pBD10 Tet"; 0,46 bp-Pstl/Sacl-Insert aus 12,9 diese Arbeit
(pBK) pUDO08 mit glatten Enden in

EcoRI/Xbal (comEA lacZ-fusioniert)
pKD11 Tet"; 0,75 bp-Pstl/Xbal-Insert aus 11,3 diese Arbeit
(pPRK415) puUDO08 in Pstl/Hindlll (Xbal,

Hindlll "blunt end” ligiert) (comEA)
pPD12 Tet"; 0,48 bp-PCR-comEA-Produkt 12,4  diese Arbeit
(pPRK415) in Pstl/Sacl von pRP1 (comP-

Promotor vor comEA)
pMAO3 Amp"; 0,83 kb- EcoRI/Xbal -PCR- 7,4  diese Arbeit
(pMal-c2) Produkt von comA (C-Terminus)
puUBO1 Amp"; 1,3 kb- Sacl/Xbal -PCR- 4,0  diese Arbeit
(pUC18) Fragment von phaC
pUBO02 Amp"; Km'; nptll-Marker in BstXI 5,2  diese Arbeit
(pUC18) von pUBO1 (phaC::nptll)

% Phanotypenbezeichnung: Amp": Ampicillinresistenz; Tet": Tetracyclinresistenz, Km": Kanamycinresistenz, Sm'":
Streptomycinresistenz
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2.2 Zellanzucht

2.2.1 Nahrmedien

Die unten aufgefiihrten Nahrmedien konnten entweder als Fllssigmedium oder als
feste Nahrboden verwendet werden. Feste Medien wurden durch Zusatz von 1,5% (w/v)
Agar zu der entsprechenden Néhrlésung hergestellt, wobei fur Mineralmedien Bactoagar
und fur andere Medien Japanagar verwendet wurde. Mineralmedien wurden mit H,Ogest
angesetzt, alle anderen Medien mit H,Ogemin.. Schliellich waren die Medien fir 20 min bei
121°C zu autoklavieren.

2.2.1.1 Mineralmedium

Das Mineralmedium (ORNSTON & STANIER 1966) fur die Anzucht von Acinetobacter
setzte sich aus einer Minerallésung und einem Phosphatpuffer zusammen:

Phosphatpuffer Minerallésung

KH,PO, 34 ¢ NH,CI 1 g

Na,HPO,x2H,0 44 ¢ MgSO, x 7 H,0 0,589

H,0 gest. ad 1000 mi KNO; 0,1¢g

pH 6,8 CaCl, x 2 H,0O 67 mg
(NH)gM0;0,4x4H,0 2 nyg
SL9 1 ml
H20 gest. ad 1000 ml

Die beiden Komponenten wurden als 20fach konzentrierte Lésungen angesetzt und
getrennt autoklaviert. Nach dem Abkdihlen auf unter 50°C wurden diese im gleichen
Verhaltnis unter Beruicksichtigung der Verdiinnung kurz vor Gebrauch gemischt und mit der
gewlnschten Kohlenstoffquelle versetzt. In Tab. 2.4 sind die dem Mineralmedium
zugesetzten Kohlenstoffquellen aufgefihrt.

Tab. 2.4: Substrate fir das Mineralmedium

Substrat Stammldsung (in H20 gest) Endkonzentration
Succinat (Na-Salz) 1M 20 mM
Benzoat (Na-Salz) 1M 5 mM

p-Hydroxybenzoat 1M 5 mM
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Spurenelementlésung (SL) 9 (TscHECH & PFeNNIG 1984; modifiziert)

Titriplex 2,8 ¢

Fe(INSO, x 7 H,O 2 g

CoCl, x 6 H,0O 190 mg
MnCl, x 4 H,0O 122 myg
ZnCl, 70 mg
NaMoO, x 2 H,O 36 mg
NiCl, x 6 H,0O 24 my
HsBO; 6 mg
CuCl, x 2 H,0 2 mg
H50 gest. ad 1000 ml

2.2.1.2. Komplexmedien

LB-Medium (SAMBROOK et al. 1989) SOB-Medium (HANAHAN 1983)

Trypton 10 ¢ Trypton 20 g

Hefeextrakt 5 ¢ Hefeextrakt 5 ¢

NaCl 10 ¢ NaCl 10 mM

H2Ogemin. ad 1000 ml KCI 25 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM

H50 gemin. ad 1000 ml

2.2.2. Antibiotika

Von den Antibiotika wurden Stammldsungen in H,Oqe; angesetzt, die bei -20°C
aufbewahrt wurden. Die Antibiotika wurden den autoklavierten Nahrlésungen erst nach
deren Abkihlen auf weniger als 50°C zugegeben. Tetracyclinhaltige Medien wurden
lichtgeschiitzt gelagert. Tab. 2.5 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Antibiotika und der
eingesetzten Konzentrationen.
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Tab. 2.5: Antibiotika

Antibiotikum Stammlésung  Endkonzentration

(mg/mli) (g/ml)
Ampicillin 100 100
Kanamycin 20 20
Tetracyclin 15 15
Streptomycin 20 20

2.2.3 Zellanzucht

Acinetobacter- und E. coli-Stamme wurden aerob in Flissigkulturen in
Reagenzglasern, Erlenmeyerkolben mit Schikanen oder 3 I-Kleyverkolben angezogen.
Kulturen von Acinetobacter wurden in Mineralmedium mit Kohlenstoffquelle oder in LB-
Medium bei 30°C, E. coli in LB-Medium bei 37°C auf einem Rotationsschuttler (Typ RC
108, Infors AG, Basel) inkubiert. Eine Massenanzucht erfolgte in einem 100 | Fermenter
(UD 100) der Firma Braun (Melsungen). Hauptkulturen wurden - wenn nicht anders
angegeben — 3%ig (v/v) mit einer Vorkultur angeimpft. Die Kultivierung auf festen Medien
erfolgte beim Wachstum auf LB-Platten bei den o.g. Temperaturen tber Nacht; auf
Mineralmedium wurde Acinetobacter fur 1 bis 1,5 Tage inkubiert.

2.2.4 Messung der optischen Dichte

Der Wachstumsverlauf einer Flissigkultur konnte photometrisch durch Bestimmung
der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm (ODgy) gegen den Medienleerwert
verfolgt werden. Die OD wurde dabei in einer Kivette (Schichtdicke 1 cm) mit einem PM4-
Spektralphotometer (Carl Zeiss, Oberkochen) bestimmt. Um Melungenauigkeiten zu
vermeiden, muf3ten die Proben ab einer OD von 0,3 mit Medium verdiinnt werden.

2.2.5 Reinheitskontrolle und Stammhaltung

Die Reinheitskontrolle der Kulturen erfolgte mikroskopisch, wobei Acinetobacter als
unbewegliches, abgerundetes Kurzstdbchen — oft assoziiert als Diplokokken - zu erkennen
war. Durch Ausstrich auf Selektiv- bzw. Komplexmedium konnten auch
Koloniemorphologie und Farbung als Identifizierungsmerkmale herangezogen werden.
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Fur eine langere Konservierung der Bakterienstimme mufte eine Stammsammlung
angelegt werden, die bei —70°C aufzubewahren war. Dafur wurde eine Reinkultur Gber
Nacht in LB-Medium angezogen und mit 30% (v/v) Glycerin bzw. 10% (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Davon wurde 1 ml in einem sterilen Schraub-
Eppendorf-Reaktionsgefal bei —70°C eingefroren. Um nicht auf die Stammsammlung
zurlickgreifen zu mussen, wurde fur den taglichen Gebrauch der Bakterienstdamme eine
Kultur auf Agarplatten mit Selektivmedium angezogen. Bei 4°C waren die Kulturen, je nach
Stamm, mehrere Wochen lagerfahig.

2.3 Standardtechniken fuir das Arbeiten mit DNA

2.3.1 Isolierung von Plasmiden

Fur die Isolierung von Plasmiden aus E. coli-Klonen wurde der "QlAprép Spin -
Plasmidisolierungskit (Qiagen GmbH, Hilden) verwendet und in der dort vorgeschriebenen
Weise verfahren. Hiebei wurden beim Vorliegen von "High Copy Plasmiden™ 3 ml einer in
LB-Medium (2.2.1.2) Uber Nacht gewachsenen Zellkultur durch Zentrifugation
sedimentiert und der Uberstand sorgfaltig abgenommen. Die Zellen wurden in 250 pl P1-
Puffer sehr gut resuspendiert, mit 250 pl P2-Puffer versetzt, vorsichtig gemischt und 5 min
bei RT inkubiert. Die Denaturierung der Proteine im Zelllysat erfolgte durch Zugabe von
350 pl P3-Puffer und die Sedimentation dieser Proteine und Zelltrimmer durch eine
10minatige Zentrifugation bei RT (13000 Upm; Biofuge 17 S). Zur Bindung der Plasmide
wurde der klare Uberstand auf eine Plasmidprap-Séaule gegeben, 1 min zentrifugiert
(13000 Upm, RT) und der Durchfluf verworfen. Diente das Plasmid flr eine spatere
Sequenzierung, so wurde zur Entfernung von Protein- und Membranrickstanden ein
zuséatzlicher Zentrifugationsschritt mit 500 ml PB-Puffer zwischengeschaltet (1 min,
13000 Upm, RT). Nachdem 750 ul Waschpuffer (PE) auf die Séule gegeben worden war
und zum vollstandigen Entfernen des Puffers zweimal 1 min zentrifugiert wurde
(13000 Upm, RT), konnten die an dem Séaulenmaterial haftenden Plasmide durch Zugabe
von 50 pl Elutionspuffer (EP) oder HyOget, 1mindtiger Inkubation bei RT und
anschlieRender Zentrifugation (1 min, 13000 Upm, RT) eluiert werden.

Fir die Isolierung von "Low Copy Plasmiden” (z.B. pRK415-, pBK-Derivaten)
diente eine 15 ml-Kultur, dessen geerntete Zellen mit jeweils der doppelten Menge an P1-,
P2- und P3-Puffer versehen wurden, wobei wie oben beschrieben zu verfahren war. Durch
dieselbe Plasmidprép-Séaule wurde daraufhin zweimal hintereinander dieses Lysat
zentrifugiert und danach mit den Waschschritten weiter verfahren wie bereits beschrieben.
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Puffer 1 Puffer 2

Tris-HCI 12 g NaOH 0,8 g
EDTA 0,74 g SDS 1% (wiv)
H50 gemin. ad200 ml H50 gemin. ad 100 ml
pH 8,0

Puffer 3

K-Acetat 63 ¢

H50 gemin. ad200 ml

pH 5,5

RNase A-Ldsung

Die RNase A wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI
pH 7,5/15 mM NaCl geldst, 15 min auf 85°C erhitzt, um verhandene DNasen zu
denaturieren, und auf RT abgekdihlt. Die Stammldsung wurde bei -20°C gelagert.

RNase A (Stammldsung) 70 ul
TE-Puffer ad 1000 pl
Die Lagerung dieser Lésung erfolgte bei 4°C.

2.3.2 Isolierung chromosomaler DNA mittels DNA-Extraktionskit

Der “"Genomic DNA Kit" (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) bietet eine
schnelle und einfache Methode, um chromosomale DNA aus 0,5 ml einer tber Nacht
gewachsenen Kultur unterschiedlichster Bakterienspezies zu isolieren, wobei ca. 10-30 ug
DNA extrahiert werden.

Die Zellen wurden Uber Nacht in LB-Medium angezogen, geerntet (RT, 14000 Upm,
30 s, Eppendorf Centrifuge 5417R) und der Uberstand entfernt. Durch die Zugabe von
0,3 ml Lyse-L6sung und die sich anschlieende flinfmindtige Inkubation bei 80°C erfolgte
der Aufschlul® der Zellen. Nach Zugabe von 1,5 ul RNase A-Ldsung (4 mg/ml) wurde die
Probe 45 min bei 37°C inkubiert bevor bei Raumtemperatur 100 ul Prézipitationslésung
hinzugegeben, gut gemixt und die prazipitierten Proteine durch Zentifugation pelletiert
wurden (RT, 14000 Upm, 3 min, Eppendorf Centrifuge 5417R). Der Uberstand konnte
daraufhin in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefall gegeben werden, worin zuvor 0,3 ml
Isopropanol pipettiert worden waren. Nach Zentrifugation (RT, 14000 Upm, 1 min,
Eppendorf Centrifuge 5417R) war die DNA als weiRes Pellet erkennbar. Der Uberstand
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wurde entfernt und das Reaktionsgefadl auf saugféahigem Papier getrocknet. Die
Resuspendierung erfolgte in 50-100 wl H,0q4e: Uber Nacht bei 4°C.

2.3.3 Préaparative Isolierung chromosomaler DNA aus Acinetobacter sp.

Die Gewinnung von Gesamt-DNA aus Acinetobacter sp. erfolgte Uber
Phonol/Chloroform-Extraktionen, wenn groRBere Mengen an DNA bendétigt wurden
(AusugeL et al. 1993). Hierbei lag die Ausbeute bei 0,5 mg DNA. Um die chromosomale
DNA vor starken Scherkréften zu bewahren, wurden alle Préparationschritte extrem
vorsichtig gehandhabt und fir das Pipettieren nur abgeschnittene Spitzen mit grofRer
Offnung verwendet.

Acinetobacter sp. wurde in 100 ml LB-Medium Uber Nacht angezogen und am
nachsten Tag abzentrifugiert (4°C, 10 min, 8000 Upm, Sorvall Rotor GSA). Das Pellet
wurde in 9,5 ml TE-Puffer (2.3.4) aufgenommen und nach Zugabe von 0,5 ml 10% (w/v)
SDS und 50 pl Proteinase-K-Ldsung (20 mg/ml TE-Puffer) 1 h bei 37°C inkubiert. Nach
Zusatz von 1,8 ml 5 M NaCl und mehrmaligem Schwenken wurden 1,5 ml CTAB/NaCl-
Losung zugegeben und die Suspension fiir 20 min bei 65°C inkubiert. Zur Proteinextraktion
wurden 14 ml Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugesetzt und bei 20000 Upm 20 min
zentrifugiert (4°C, Sorvall, SS34). Die wassrige Oberphase wurde abgenommen und mit
6 ml Phenol versetzt. Nach Zugabe von 6 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) mufite
nochmals zentrifugiert (4°C, 20 min, 20000 Upm, Sorvall Rotor SS34) und die DNA-
haltige Oberphase nochmals mit 12 ml Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) extrahiert
werden. Durch Zugabe von 0,8 Vol. Isopropanol wurde die DNA gefallt und 30 min bei
15000 Upm (RT, Sorvall Rotor SS34) pelletiert. Die DNA konnte bei RT getrocknet, in
1 ml TE-Puffer (2.3.7) oder H,Opiqes: aufgenommen und anschlieBend bei 4°C aufbewahrt
werden.

CTAB/NaCl-L6sung

10% (w/v) Hexadecyltrimethylammoniumbromid
0,7 M NaCl

2.3.4 Lagerung von DNA

Zum Schutz der Pasmid-DNA vor autokatalytischem Zerfall und DNase-Aktivitat
wurde die DNA in TE-Puffer geldst und bei —20°C gelagert. Sollte die DNA nur kurze Zeit
gelagert und bald weiter verarbeitet werden, so konnte diese in H,Oges:. gelGst werden.
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TE-Puffer

Tris-HCI 1,2 g
EDTA 037 g
H,Ogst  ad 1000 ml
pH 8,0

2.3.5 Schnelle Isolierung von Plasmiden aus E. coli ("Cracking’)

Mit Hilfe der schnellen Plasmidisolierung konnten innerhalb kurzer Zeit mehrere
E. coli-Klonen auf ihr rekombinantes Plasmid hin Gberpruft und identifiziert werden. Die
isolierten Plasmide wurden nicht restriktionsgeschnitten, sondern anhand des
Laufverhaltens der ccc-Form im Agarosegel identifiziert. Diese Methode eignete sich nur
fir Plasmide mit hoher Kopienzahl.

Kleine Mengen (ca. 0,2 ul) einer frisch gewachsenen Kolonie wurden mit einer
Pipettenspitze abgenommen und in 15 ul 10 mM EDTA pH 8,0 resuspendiert. Nach
Zugabe von 15 ul Cracking-Puffer (0,2 M NaOH, 0,5% [w/v] SDS, 20% [w/v] Saccharose)
wurde die Probe 5 min bei 70°C inkubiert, auf Eis abgekihlt und anschlieBend mit 1,5 ul 4
M KCI und 0,5 ul 0,4% (w/v) Bromphenolblaulésung versetzt und gut gemischt. Nach
weiteren 5 min auf Eis wurde die Probe zentrifugiert (4°C, 5 min, 15000 Upm, Biofuge 17
RS) und 20 ul des Uberstands direkt fiir die Agarose-Gelelektrophorese (2.3.6) eingesetzt.

2.3.6 Gelelektrophorese von DNA im Agarosegel

DNA-Fragmente wurden in horizontalen Elektrophoresekammern eigener Bauart
elektrophoretisch aufgetrennt. Verwendet wurde 0,8-1,0%ige Agarose in TAE-Puffer, der
auch als Elektrophoresepuffer diente. Das Gelvolumen betrug bei Minigelen 12,5 ml, bei
Midigelen 25 ml und bei Maxigelen 100 ml. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit
1/10 Vol Farbstoffschwerelésung (6 x Loading Dye, MBI Fermentas, Wilna, Litauen)
versetzt. Das Einlaufen der Proben in das Gel erfolgte bei 40 V, die Auftrennung bei 60 bis
100 V.

TAE-Puffer

Tris-Acetat 4,8 ¢
EDTA 0,379
HyOgestt  ad 1000 ml
pH 8,0
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2.3.7 Farbung und Fotografie von DNA in Agarose- oder
Polyacrylamidgelen

DNA kann mittels Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht werden; denn dieser
unter UV-Licht floureszierende Farbstoff interkaliert zwischen die Basen und markiert so
die DNA. Daflr wurde das Gel 15 min in ein walriges Ethidiumbromidbad (1 pug/ml) gelegt
und anschlieBend fiir 5 min in einem H,0O-Bad entfarbt. Unter UV-Licht mit einer
Wellenlange von 254 nm konnte die DNA sichtbar gemacht werden und mit einem
Videoprinter (Mitsubishi, Model P78E, Intas, Gottingen) fotografiert werden.

2.3.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Diese Methode wurde angewendet, um einzelne DNA-Fragmente aus einem
Agarosegel zu isolieren. Sie beruht auf der Adsorption von DNA an eine Silicagelmembran
in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper Salze. Benutzt wurde der "QlAquick Gel
Extraction Kit™ (Qiagen, Hilden).

Das DNA-Gemisch wurde zunachst in einem Agarosegel aufgetrennt. Das zu
isolierende DNA-Fragment muBte unter UV-Licht schnell mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten, in ein zuvor gewogenes 1,5 ml-Reaktionsgefal Gberfiihrt und das Gewicht
des Gelstlickes bestimmt werden. AnschlieBend wurde das dreifache VVolumen des Puffers
QX1 hinzugeflgt (nach der Formel: Gelmasse [mg] x 3 = Vol [ul] QX1). Das Gemisch
wurde bis zum Auflésen des Gels unter mehrmaligem Schwenken bei 50°C inkubiert
(ca. 5 min). Es folgten die Zugabe von 1 Gelvolumen Isopropanol, vorsichtiges Mischen
und die Beladung der QIlAquick-Saule mit der Ldsung. Nach Zentrifugation (RT,
13000 Upm, 1 min, Biofuge 17 RS) wurde der DurchfluB verworfen und die Sdule mit
0,75 ml PE-Puffer gewaschen (RT, 13000 Upm, 1 min, Biofuge 17 RS). Zur vollstdndigen
Entfernung des Waschpuffers wurde nach Verwerfen des Durchflusses nochmals
zentrifugiert (RT, 13000 Upm, 1 min, Biofuge 17 RS), bevor die Sédule in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefall Uberfuhrt wurde. Die Elution der DNA erfolgte durch 1mindtige Inkubation
mit 30 pl H,Ogemin. Und anschlielende Zentrifugation (RT, 13000 Upm, 1 min, Biofuge 17
RS).
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2.4 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.4.1 Restriktionsverdau von DNA

Fir den enzymatischen Restriktionsverdau von DNA wurden 0,5-1 ug DNA in
H,04est. aufgenommen und mit 0,1 Vol Reaktionspuffer (10fach konzentriert) versetzt. Bei
einem Reaktionsvolumen von 20 pl startete der Verdau mit maximal 0,5 pul Enzymldsung,
wonach eine Inkubation flr 2-12 h bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur
(i.d.R. 37°C) erfolgte. Die verdaute DNA konnte anschlieRend firr Ligationen (2.4.4) oder
Fragmentisolierungen (2.3.8) eingesetzt werden. Bei Restriktionsspaltungen chromosomaler
DNA wurde diese zundchst zum Entkn&ulen 10 min bei 60°C inkubiert. Dem
Restriktionsansatz wurden gegebenenfalls zuvor 2 pl Spermidin (Stammldsung 1 M) pro
50 pl Ansatz zugefugt, um die Spaltbarkeit der DNA zu erhéhen (BoucHe 1981).

2.4.2 Herstellung von stumpfen DNA-Enden

Sollten DNA-Fragmente ligiert werden, die keine oder nur eine mit der
Klonierungsstelle des Vektors kompatible Restriktionsschnittstelle aufwiesen, mufiten die
5’-Uberhange mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerasel aus E. coli mit
Nukleotiden zu stumpfen Enden aufgefillt bzw. abgedaut werden. Die dazu verwendeten
Komponenten stammten aus dem Erase-a-Base-System (Promega/Serva, Heidelberg). Die
Enzyme im Restriktionsansatz wurden nach Herstellerangaben hitzeinaktiviert, der Ansatz
mit 1 x Klenowpuffer auf 18 ul aufgefullt und mit 0,3 pl Klenow-Fragment (2,5 U/ul)
versetzt. Nach einer zehnmindtigen Inkubation bei 37°C wurden 1 pl dNTP-Mix (0,4 mM)
hinzugegeben und der Ansatz weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Dieser konnte nun fiir eine
Ligation stumpfer Enden (2.4.4) eingesetzt werden.

2.4.3 Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung von Selbstligationen konnte lineare Plasmid-DNA an den 5 -Enden
mittels alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (CIP) dephosphoryliert werden
(SamBROCK et al. 1989). Dafir wurden 100 pl Plasmid-DNA-L6sung mit 0,05 U CIP und
CIP-Puffer fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 7 pl 10% (w/v) SDS, 1,4 ml
0,5 M EDTA und 0,7 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurde die Reaktion nach 30minttiger
Inkubation bei 56°C abgestoppt.
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2.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei einer Ligation wird eine Phosphodiesterbindung zwischen doppelstrangigen
DNA-Fragmenten gebildet, die mindestens ein freies 3’-Hydroxyende und 5’-Phosphatende
besitzen. Da der Erfolg einer Ligation u.a. von Lange und Konzentration der Vektor- und
der zu inserierenden DNA abhangt, wurde das zu ligierende DNA-Fragment in 4-6fachem
UberschuB eingesetzt. Vor der Ligation wurden die Restriktionsenzyme in den DNA-
Losungen durch 10mindtiges Erhitzen auf 65-85°C inaktiviert. Ligationen erfolgten in einem
Gesamtvolumen von 20 pl mit 1 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul, Boehringer Mannheim) in
dem vom Hersteller gelieferten Puffer. Der Ligationsansatz wurde fiir 2 h bei 22°C oder
ca. 16 h bei 16°C inkubiert. AnschlieRend konnte er direkt zur Transformation von E. coli
eingesetzt werden (2.7.2.2).

2.4.5 N-terminale Sequenzierung von Proteinen

Die N-terminale Ansequenzierung der Proteine wurde von DRr. J. KELLERMANN (MPI
fiir Biochemie, Martinsried) durchgefiihrt.

2.4.5.1 Enzymatische Spaltungen von Proteinen im Polyacrylamidgel

Die Spaltung der Proteine im SDS-Gel und deren Elution sowie die Auftrennung der
entstandenen Polypeptide wurde nach der folgenden VVorgehensweise durchgefihrt:

Spaltung

- Gel mit Coomassie farben und mit 10% Essigséure entfarben

- Proteinbande und Referenzbande aus dem Gel ausschneiden (Gel ohne Protein
sollte so groR wie Proteinbande sein)

- durch ein Sieb driicken und zerkleinern (Poren 30 pm x. 100 pm)

- Zerquetschtes Gel mit _ konz. Inkubationspuffer 2 min waschen
(12,5 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH 8,5 bei Endo LysC)

- abzentrifugieren und Puffer entfernen

- 1 h im "speedvac" antrocknen (ca 5% Restwasser; ,,gummiartig*)

- Endoprot. Lys C in 400 pl 12,5 mM Tris-HCI, pH 8,5 l6sen
(Enzym : Protein = 1 : 10) + 0.1% Laurylmaltosit

- je 200 pl zu Probe und Referenz geben und 6 h (bis iiber Nacht) bei 37°C im
Heizblockschuttler inkubieren
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Elution

- 2x 1 h mit 1% TFA inkubieren, danach abzentrifugieren

- anschlieBend 1 x 3 h mit 10% Ameisenséure, 20% Isopropanol,
60% Acetonitril eluieren, mit den anderen Eluaten vereien und auf die HPLC
auftragen.

Trennung Uber HPLC

Sdaule: Purospher 60 RP18e (Merck, Darmstadt) 1mm x 150 mm
Puffer A: 0.1% Trifluoressigséure

Puffer B: 0.085% TFA in Acetonitril

FluRrate: 20 pl/min Gradient: 5 - 60% in 90 min

Detektion: 206 nm

Der N-terminale Abbau der Aminosauren (EbmMAN & BEGG 1967) erfolgt in einem
automatischen Sequencer Procise 492 (Applied Biosystems, PE)

2.4.5.2 ,,in situ*“-Verdau membrangebundener Proteine (Patterson 1994)

Die PVDF-Membran mit der Proteinbande (gleiche Prozedur mit Membran ohne
Protein als Negativkontrolle) wurde in 3mm x 3mm Stiicke geschnitten und in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefd® mit 500 pl Quench-Lésung 30 min bei Raumtemperatur inkubieren.
Daraufhin wurde der Uberstand mit einer Pasteurpipette abgenommen, die Membranstiicke
8x mit H,Oget. Und anschlieBend 1x mit Verdaupuffer gewaschen. Es folgte die Zugabe von
0,75 pg Enzym (Trypsin “sequencing grade’, Boehringer Mannheim) in mdglichst wenig
Verdaupuffer (Membran mufte bedeckt sein) und eine 8stiindige Inkubation bei 37°C. Der
Uberstand wurde abgenommen und in ein zweites 1,5 ml-ReaktionsgefaR tberfiihrt bevor
die Membran 2x mit 1% TFA + 0,2% Laurylmaltosit im Ultraschall gewaschen,
abzentrifugiert und ebenfalls in ein Reaktionsgefal Gberfuhrt wurde. AnschlieBend muRte
nocheinmal mit 10% Ameisensaure, 20% Isopropanol, 20% Acetonitril gewaschen und die
Uberstande eingeengt werden. Die Polypetide konnten schlieBlich tiber die HPLC
aufgetrennt werden.

Vor Injektion der Probe auf die HPLC-S&aule wurden 50 ul Inkubationspuffer
injiziert.
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Trennung dber HPLC

Sdule: Purosphere RP18e (Merck, Darmstadt) 1 mm x 150 mm
Puffer A: 0,1% Trifluoressigséure

Puffer B: 0,085% TFA in Acetonitril

FluRrate: 20 pl/min Gradient: 5 - 60% in 90 min

Detektion: 206 nm

HPLC: Hewlett Packard 1100

Der N-terminale Abbau der Aminosauren (EbMAN & BEGG 1967) erfolgt in einem
automatischen Sequencer Procise 492 (Applied Biosystems, PE)

Quench-L.6sung: 0,2% Polyvinylpyrolidon (PVP 30) in HyOgest.

Verdauungspuffer: 0,025 M Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM EDTA, 10% CH3CN,
0,1% Laurylmaltosit (pH vor Spaltung Uberprifen)

2.5 DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnten DNA-Bereiche in vitro
amplifiziert werden. Als Polymerase wurde die Vent-Polymerase mit 3 —5
Korrekturleseaktivitat eingesetzt. Da die zu amplifizierenden DNA-Bereiche mit neuen
Restriktionsschnittstellen flankiert werden sollten, wurden Primer verwendet, die
entsprechend der neuen Schnittsequenzen Fehlpaarungen zum DNA-Matrizenstrang
aufwiesen. Aufgrund dieser Fehlpaarung wurde als Primer-Anlagerungstemperatur 40°C
gewéhlt. Die verwendeten Primer waren 21-31 bp lang und besaBen 1-
3 Basenfehlpaarungen.

Die von Amionoséuesequenzen abgeleiteten Primer wiesen aufgrund der Codierung
einer Aminosaure durch mehrere verschiedene Basentripletts, die sich meist in der dritten
Position unterschieden, variable Basen auf. Hierbei wurde die Tatsache beachtet, dal
Guanin-Tymin-Paarungen die Primeranlagerung nicht behindern und somit die Zahl der
variablen Basen eingegrenzt werden konnte. Da die Zahl der Fehlpaarungen der
“gewobbelten” Primer mit 5-6 variablen Basen sehr hoch lag, wurde zur Spezifizierung
60 mM TMAC (Trimethylacetat) und zur Endknéulung der chromosomalen DNA, die als
Matrize diente, 2% (v/v) DMSO (Dimethylsulfoxid) hinzugegeben. Dariiber hinaus wurde
die PCR in einem Gradientencycler (Mastercycler-Gradient, Eppendorf) mit einem
Temperaturgradient von 37°C bis 57°C durchgefuhrt.
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Der Ansatz fur die PCR wurde auf Eis in einem 0,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal
aus folgenden Komponenten angesetzt:

Primer 1 20-100 pmol
Primer 2 20-100 pmol
Matrizen-DNA 0,5-1,0 wg
dNTP-L6sung (10 mM) 2-4 ul
10 x Puffer 10 ul
H20 gest. ad 99,5 ul
Polymerase (2 U/ml) 0,5 ul

Bis auf die Polymerase, wurden alle Komponenten zusammengegeben, gemischt und
mit 30 ul Wachs uberschichtet. AnschlieBend wurde der Ansatz in einen PCR-
Thermoblock (MiniCycler, Biozym, Hess. Oldendorf) gestellt und 5 min bei 97°C
denaturiert. Nachdem der Ansatz auf 86°C herunter temperiert war, konnte die Polymerase
zugegeben werden. Die Amplifikation erfolgte in 30 Zyklen mit folgenden
Reaktionsschritten:

Denaturierung 30s 97°C
Primer-Anlagerung 45s 40°C (bzw. 37-57°C, Gradientencycler)
Synthese 1-4 min 72°C (1 kb pro min Synthesezeit)

Die DNA-Amplifikation wurde anschlieBend im Agarosegel Gberpruft (2.3.6) und
unter Verwendung der neu eingebauten Schnittstellen in den Vektor (Tab. 2.2) kloniert.

2.6 Southern-Hybridisierung

2.6.1 Markierung von DNA mit Digoxigenin-11-dUTP

Die Markierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin-11-dUTP erfolgte nach der
‘random primed’-Methode mit dem DIG DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim). Diese
Methode beruht auf der Hybridisierung einer Mischung von Hexanukleotiden fast aller
mdglichen Basensequenzen an die zu markierende DNA. Der komplementére Strang wird
anschlielend unter Einbau von Dig-11-dUTP von den 3’-Enden der ‘random primer’ durch
das Klenow-Enzym synthetisiert. Fur die Markierungsreaktion wurden 3-10 ug DNA
durch 10mindtiges Erhitzen auf 95°C und anschlieBendes sofortiges Abkiihlen in Eis/NaCl
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denaturiert. Unter weiterer Inkubation auf Eis wurde die DNA-L&sung mit 2 pl
Hexanukleotidgemisch und 2 pul dNTP-Markierungsgemisch versetzt und mit H,O auf ein
Reaktionsvolumen von 19 ul gebracht. Die Markierungsreaktion erfolgte bei 37°C (ber
Nacht und wurde durch die Zugabe von 2 ul EDTA (200 mM, pH 8,0) abgestoppt.
Markierte DNA-Sonden konnten bei -20°C gelagert oder nach einer Hitzedenaturierung
(10 min, 100°C) direkt fur eine Hybridisierung eingesetzt werden.

2.6.2 Ubertragung von DNA auf Nylonmembranen durch Vakuumblot
(PEFEROEN et al. 1982)

Die Ubertragung der zu untersuchenden DNA von einem Agarosegel auf eine
Nylonmembran wurde mit einer Vakuumblotapparatur (Vakuumblotter VBII, Biometra,
Gottingen) durchgefiihrt. Im Gegensatz zum DNA-Transfer nach SouTHerRN (1975) wird
hier die Ubertragung der DNA nicht durch Kapillarkréfte, sondern durch ein Vakuum
bewirkt.

Die im Agarose-Midigel aufgetrennte DNA (2.3.6) wurde mit Ethidiumbromid
gefarbt und fotografiert (2.3.7). Zur besseren Ubertragung groBer DNA-Fragmente, muRte
das Agarosegel zur Einfuhrung von Strangbrichen 5 min mit UV-Licht (A =254 nm)
bestrahlt werden. Entsprechend der Gelgrofle wurden ein Chromatographiepapier
(Whatman 3MM) sowie eine Nylonmembran (NEF-976, Gene Screen Plus, Du Pont, Bad
Homburg) zurechtgeschnitten, fiir 10 min in 20 x SSC getrankt und anschlieBend auf die mit
H,O angefeuchtete Saugunterlage der Vakuumblot Apparatur gelegt. Mit Hilfe einer
Plastikmaske, welche die Rander der Nylonmembran um mindestens 1 cm Uberdeckte,
wurde der freie Teil der Unterlage luftdicht abgedeckt. Das Agarosegel mufite luftblasenfrei
auf die Membran gelegt werden, wobei darauf zu achten war, dal3 die Geltaschen auf3erhalb
des Maskenfensters lagen. Nach Befestigung des Deckels konnte in der unteren Kammer
der Apparatur ein Unterdruck von 55 mbar angelegt werden. Eine 15mindtige
Uberschichtung des Gels in Depurinisierungslosung filhrte zur Zerkleinerung der DNA-
Fragmente. Zur weiteren Erleichterung des DNA-Transfers wurde das Gel fur je 15 min mit
Denaturierungslosung bzw. Neutralisationslésung tberschichtet. Nicht durchgesaugte
Losungsreste wurden mit einer Glaspipette abgenommen. Der eigentliche DNA-Transfer
fand durch Uberschichten des Gels mit 20 x SSC fiir 30 min statt, wobei der Unterdruck auf
80 mbar erhéht wurde. Nach dem Transfer wurde die Membran zur endgiltigen Fixierung
der DNA 3 min von beiden Seiten mit UV-Licht bestrahlt, kurz gewassert und auf
Chromatographiepapier (Whatman 3MM) fir 3 min bei 80°C getrocknet. Die Membran
konnte direkt fiir eine Hybridisierung eingesetzt oder in Folie eingeschweilit bei 4°C
gelagert werden.
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Denaturierungslosung Neutralisationslésung
NaCl 15 M Tris-HCI 10 M
NaOH 05 M NaCl 20 M

pH 5,5
20 x SSC-Puffer Depurinisierungslésung
Nas-Citrat x 2 H,O 88 ¢ HCI 0,25 N
NaCl 175 g
H50 gemin. ad 1000 ml
pH 7,0

2.6.3 Hybridisierung und Detektion

Hybridisierungen fanden in verschraubbaren Glasréhrchen (Schott, Mainz) von
16 cm Lénge und 3,8 cm Durchmesser statt. Die Membran wurden mit der DNA-haltigen
Seite nach innen in die Rohrchen geschoben. Prahybridisierung, Hybridisierung und
Waschungen erfolgten bei gleichmaBiger Temperatur und Rotation in einem
Hybridisierungsofen (OV2, Biometra, Gottingen). Die trockene Membran wurden mit
2 X SSC/0,1% SDS (w/v) angefeuchtet und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
2 h mit Hybridisierungslésung ohne Sonde bei 68°C prahybridisiert. Fur die Hybridisierung
wurde anschlieBend die Vorhybridisierunglésung durch ein Gemisch von
Hybridisierungslésung (2,5 ml/100 cm? Membranflache) und hitzedenaturierter Dig-DNA-
Sonde (20-200 ng/ml) ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei 68°C liber Nacht. Nach der
Hybridisierung wurde die Hybridisierungslosung abgegossen und konnte bis zu einem Jahr
bei —20°C gelagert werden. Um unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen, wurde die
Membran anschlieend 2 x 5 min bei RT mit 2 x SSC/0,1% SDS (w/v), und danach 2 x 15
min bei 68°C mit 0,1 x SSC/0,1% SDS (w/v) gewaschen. Anschliefend konnte die
Membran direkt fir die Detektion eingesetzt werden.

Hybridisierungslésung Blocking-Stammlésung
Blocking-Stammldsung 20 ml Blocking-Reagenz 10 g
N-Lauroylsarkosin 2 mi DIG-Puffer 1 ad 100ml

(20 % [wiv]) Das Blocking-Reagenz wurde im Mikro-
SDS (10 % [w/v]) 0,4 ml wellenofen im Puffer geldst, dann

20 x SSC-Puffer 50 ml autoklaviert und bei 4°C gelagert.

H50 gemin. ad 200 ml
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Die Detektion DIG-markierter DNA-Fragmente erfolgte mit dem "DIG Luminescent
Detection Kit® (Boehringer Mannheim). Dabei wird das Digoxigenin durch Anti-
Digoxigenin-F4,-Fragmente, die eine alkalische Phosphatase tragen, nachgewiesen. Bei
Zugabe von CSPD® wird dieses durch die alkalische Phosphatase dephosphoryliert. Die
dabei emittierte Chemilumineszenz (A = 477 nm) kann auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht
werden. Die Detektion erfolgte unter leichtem Schwenken bei RT. Die Volumenangaben
beziehen sich auf 100cm2 Membranflache. Zunachst wurde die Membran 2 min mit 100 ml
Waschpuffer gespilt, bevor sie 30 min in 100 ml DIG-Puffer 2 inkubiert wurde.
Anschliefend wurde die Membran fiir 30 min in frisch angesetzter Antikdérper-Konjugat-
Losung (4 ul Anti-Digoxigenin-Fy-Fragment + 40 ml DIG-Puffer 2) inkubiert. Nach
2 x 15miniitigem Waschen in 100 ml Waschpuffer erfolgte die Aquilibrierung der Membran
fir 2 min in 20 ml DIG-Puffer 3. Anschliefend konnte die Membran in Plastikfolie
eingeschweift und 5 min mit dem chemilumineszenten Substrat (100 ul CSPD® + 10 ml
DIG-Puffer 3) inkubiert werden. Nachdem das Substrat aus der Plastikhille entfernt
worden war, mufte die Membran 15 min in einer Expositionskassette (Intas, Gottingen) bei
37°C inkubiert werden. Zur Detektion der emittierten Lumineszenz wurde auf die Folie fiir
45 min (evtl. Ober Nacht) ein Rontgenfilm exponiert. Der Rontgenfilm wurde anschlieRend
ca. 1 min in Kodak LX24-L6sung entwickelt, kurz gewassert, in Kodak AL4-Ldsung fixiert
und nach erneuter Wasserung bei RT getrocknet.

Waschpuffer DIG-Puffer 1

Tween 20 1,5 mi Maleinséure 11,69

DIG-Puffer 1 ad 500 ml NaCl 88 g
NaOH 709
HOgemin.  ad 1000 ml
pH 7,5

DIG-Puffer 2 DIG-Puffer 3

Blocking-Stammldsung 20 ml Tris 12,19

DIG-Puffer 1 ad 200 ml NaCl 58 ¢

Der Puffer wurde bei 4°C gelagert. H>Odemin.  ad 1000 ml

pH 9,5
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2.7 Transfer von DNA in E.coli und Acinetobacter sp.

2.7.1 DNA-Ubertragung durch Konjugation ("spot mating®)

Um Derivate des Plasmids pRK415 oder pBK von E. coli DH5a auf Acinetobacter
sp. zu Ubertragen, wurde die Fahigkeit beider Organismen zur Konjugation genutzt (Juni
1978), wobei hierfir das Helferplasmid pRK2013 erforderlich war. Donor, Rezipient und
der E. coli-Stamm, der das Plasmid pRK2013 tragt, wurden getrennt in 5 ml LB-Medium
Uber Nacht unter Selektionsdruck angezogen und am nachsten Morgen abzentrifugiert (RT,
10 min, 3000 Upm, Heraeus Christ-Zentrifuge). Um Antibiotikareste vollstandig zu
entfernen, wurde das Pellet einmal mit LM-Medium gewaschen und anschlieend in 4 ml
LB-Medium aufgenommen. Fir die Konjugation konnten nun Donor, Helferstamm und
Rezipient im Verhaltnis 1:1:7 zusammengefihrt und von diesem Konjugationsgemisch
200 pl auf einen Membranfilter (BA85, Schleicher und Schuell, Dassel) pipettiert werden,
der zuvor auf eine LB-Platte gelegt wurde. Als Kontrolle (Nachweis auf
Spontanmutationen) wurden die jeweils eingesetzten Kulturvolumina des Rezipienten und
Donor getrennt auf LB-Platten mit Membranfiltern pipettiert. Konjugationsansatz und
Kontrolle wurden nun 1 bis 2 Tage bei 30°C inkubiert, die bewachsenen Membranfilter
daraufhin in 2 ml-ReaktionsgefaRe mit jeweils 1,5 ml Mineralmedium Gberfiihrt und durch
kraftiges Schutteln resuspendiert. Zur Selektion der Transkonjuganten wurden 5-50 pl des
Konjugationsansatzes und der Kontrollen auf entsprechendem Selektivagar ausplattiert. Als
Selektionsdruck muBten dabei solche Bedingungen gewahlt werden, die nur die
Transkonjuganten, nicht aber Rezipiet und Donor wachsen lieRen. Fir die Selektion
bezuglich Acinetobacter erfolgte die Ausplattierung auf Succinat-Mineralmedium-Agar,
worauf Acinetobacter schnelles, E. coli sehr langsames Wachstum zeigte. Die Ansétze
wurden 1 bis 2 Tage bei 30°C inkubiert.

2.7.2 DNA-Ubertragung durch Transformation

2.7.2.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (INOUE et al. 1990)

E. coli-Zellen wurden bei 18°C in 250 ml SOB-Medium (2.2.1.2) in einem
Schittelwasserbad (Gyrotory, Water Bath Shaker, Modell G76, New Brunswick Scientific,
Edison, N.Y., USA) angezogen. Bei einer ODgyy von 0,6-0,8 mulite die Kultur fir 10 min
auf Eis gestellt und anschliel3end abzentrifugiert werden (4°C, 10 min, 5500 Upm, Sorvall
Rotor GSA). Das Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB vorsichtig resuspendiert und fur
weitere 10 min auf Eis gestellt. Nach erneutem Zentrifugieren (4°C, 10 min, 5500 Upm,



2. Material und Methoden 31

Sorvall Rotor GSA) wurde das Pellet in 20 ml TB aufgenommen und unter langsamem
Schwenken 1,5 ml DMSO zugegeben. Die Zellen wurden fiir weitere 10 min auf Eis gestellt
und anschliefend in 200 ul Fraktionen in gekihlte 1,5 ml-ReaktionsgefaRe portioniert.
AnschlielRend erfolgte eine Schockeinfrierung der Zellen in flissigem Stickstoff und die
Lagerung bis zur Verwendung bei —=70°C. Die Zellen blieben mehrere Monate lang
kompetent.

Transformationspuffer (TB)

Pipes 10 mM
MnClI, (getrennt autoklaviert) 55 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
pH 6,7

2.7.2.2 Transformation von E. coli und Blau-WeiR3-Selektion

Kompetente E. coli-Zellen (2.9.2.1) wurden auf Eis aufgetaut, vorsichtig mit einem
DNA-Ligationsansatz gemischt und 30 min erschitterungsfrei auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Zellen fur 45 s auf 42°C erhitzt und 0,6 ml LB-Medium (2.2.1.2) zugegeben.
Nach 60 min Inkubation bei 37°C unter leichtem Schitteln wurden die Zellen auf
Selektivagar ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Transformanten konnten
anhand der plasmidkodierten Antibiotikaresistenzen selektioniert werden. Klone mit
rekombinanten Plasmiden lieBen sich mittels des "Blau-WeilR-Tests™ erkennen. Der Test
beruht darauf, dafl der E. coli-Stamm DH5a eine aminoterminale Deletion im f-
Galaktosidasegen besitzt (lacZAM15). Nach der Induktion durch IPTG wird diese
verkirzte, enzymatisch inaktive p-Galaktosidase gebildet. Klonierungsvektoren wie
pUC18, pBIISK und pRK415 besitzen strangabwarts ihrer multiplen Klonierungsstelle das
lacZ’-Gen, welches fir die ersten 146 Aminosduren der p-Galaktosidase kodiert, das
sogenannte a.-Peptid. Dieses kann in vivo mit der verkirzten p-Galaktosidase zum aktiven
Enzym assoziieren (a.-Komplementation) und eine intakte f-Galaktosidase bilden, die nach
Induktion mit IPTG das Substratanalogon x-Gal zum blauen Farbstoff 5-Brom-4-Chlor-
Indigo hydrolysiert. Klone, die nur den Vektor ohne Insert tragen, zeigen in Gegenwart von
IPTG und x-Gal eine blaue Koloniefarbung. Dagegen bilden Klone, deren Vektor in der
multiplen Klonierungsstelle ein DNA-Insert tragen und somit den Leserahmen des lacZ’-
Gens unterbrechen, keine intakte p-Glaktosidase und sind folglich durch eine weile
Koloniefarbung zu erkennen. Dabei ist zu beachten, dall klonierte Inserts, die den
Leserahmen nicht verschieben und kein Stop-Codon tragen, blaue Kolonien ergeben kénnen.
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Fur den "Blau-WeilR-Test™ wurden die Transformanten auf Selektivagar ausplattiert,
der zuvor mit 80 ul 2% (w/v in Dimethylformamid) x-Gal und 20 pl 0,1 M IPTG
beschichtet wurde. Nach ein- bis zweitdgiger Inkubation bei 37°C konnten weil3e Kolonien
gepickt und nach einer analytischen Plasmidisolierung (2.3.1) das klonierte DNA-Fragment
nachgewiesen werden.

2.7.2.3 Transformation von Acinetobacter sp.

Alle Transformationstests mit Acinetobacter sp. erfolgten grundsatzlich mit der
pobA-Mutante Acinetobacter sp. ADP239. Dieser Stamm geht direkt aus dem Stamm
BD413 hervor und ist durch eine Mutation im pobA-Gen gekennzeichnet, woduch er nicht
mehr in der Lage ist, p-Hydroxybenzoat als Kohlenstoffquelle tGber den p-Ketoadipatweg
zu metabolisieren. Wachstum auf p-Hydroxybenzoat-haltigem Medium kann folglich nur
erfolgen, wenn ADP239 das pobA-Wildtypallel Gber naturliche Transformation aufnehmen
und integrieren kann.

Die Uberpriifung der Transformationsfahigkeit von Acinetobacter sp. erfolgte durch
Inkubation der Zellen mit chromosomaler Widtyp-DNA und anschlieRendem
Wachstumsnachweis auf p-Hydroxybenzoat. Zur Induktion der natiirlichen Kompetenz
wurden 1,5 ml einer ausgewachsenen Succinat-Ubernachtkultur geerntet (RT, 14000 Upm,
30 s, Eppendorf Centrifuge 5417R), in 3 ml frisches Succinat-Mineralmedium
resuspendiert und bei 30°C schittelnd fur 15 min inkubiert. 100 ul Kultur wurden
daraufhin mit 0,1 pg DNA versetzt, 30 min bei 30°C inkubiert und anschlieBend auf p-
Hydroxybenzoat-haltigem Mineralagar in verschiedenen Verdinnungen ausplattiert. Die
Inkubation der Ansatze erfolgte fir 1-2 Tage bei 30°C.

Beim Transformationsschnelltest wird die Mutation des Stammes ADP239 (und
dessen Abkdmmlinge) im pobA-Gen genutzt, welches fir die p-Hydroxybenzoat-
Hydroxylase codiert. Der Defekt in dem Gen fuhrte dazu, dal p-Hydroxybenzoat nicht als
Kohlenstoff-Quelle genutzt werden kann. Uber die natiirliche Transformation besteht die
Madglichkeit fur das Bakterium ein intaktes pobA-Gen ins eigene Genom zu integrieren und
somit die Fahigkeit auf p-Hydroxybenzoat zu wachsen wiederzuerlangen. Beim
Transformationstest wurde die Impfése mit Zellsuspension auf einer p-Hydroxybenzoat-
Agarplatte durch einen Tropfen chromosomaler DNA des Stammes BD413 gezogen,
welche ein intaktes pobA-Gen trug. Bei der Fahigkeit zur natirlichen Transformation kann
das defekte pobA-Gen durch das intakte Gen ersetzt werden, was zum Wachstum auf der
aromatischen Verbindung fuhrt. Fiir diesen schnellen, einfachen Transformationsnachweis
wurde p-Hydroxybenzoat-haltiger Mineralagar an gekennzeichneten Stellen mit 0,1 ug
Wildtyp-DNA beschichtet und der zu testende Acinetobacter-Stamm darauf ausgestrichen
(VosmAN et al. 1991). Das Wachstum konnte nach 24-stiindiger Inkubation bei 30°C
uberpraft werden.
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Zur Herstellung von Mutanten von Acinetobacter sp. durch Insertion eines
Resistenzmarkers ins Chromosom wurde eine 1,5 ml-Kultur auf Succinat-Mineralmedium
uber Nacht angezogen, zentrifugiert (RT, 14000 Upm, 30 s, Eppendorf Centrifuge 5417R),
anschliefend in 3 ml frisches Succinat-Mineralmedium resuspendiert und 15 min schittelnd
kultiviert. Nach Zugabe von séttigenden Mengen an Marker-DNA zu 0,2 ml Kultur wurden
die Zellen 1 h ruhend inkubiert und anschlieRend auf LB-Selektivmedium ausplattiert.

2.8 Standardtechniken fir das Arbeiten mit Proteinen

2.8.1 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976; modifiziert)

Diese Proteinbestimmung beruht auf einer Verschiebung des Extinktionsmaximums
des Coomassie-Farbstoffes von 465 nm auf 584 nm aufgrund hydrophober und ionischer
Wechselwirkungen mit Proteinen in saurer Lésung. Zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen wurden die Proben auf ein VVolumen von 100 pl gebracht, mit 1 ml
BRADFORD-Reagenz versetzt und nach 5 min die Extinktion bei einer Wellenlange von
595 nm bestimmt. Als Referenz diente eine mit Rinderserumalbumin (BSA) aufgenommene
Eichgerade von 1 bis 25 pg Protein. Hohere Proteinkonzentrationen kénnen mit dieser
Methode nicht genau quantifiziert werden.

BRADFORD-Reagenz

Serva Blau G-250 70 mg
Ethanol (96 %, v/v) 50 ml
Phosphorséure (85 %, v/v) 100 mi
H20dest. 850 ml

2.8.2 Auftrennung von Proteinen Uber SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970; modifiziert)

Mit Hilfe des Detergenz SDS (Sodium-Dodecylsulfat) werden Quartar- und
Tertidrstrukturen von Proteinen zerstort und diesen entsprechend ihrer Peptidkettenlédnge
eine dquivalente negative Ladung angelagert. Diese negative Ladung ermdglicht die
Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse im Polyacrylamidgel.
B-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbriicken, so daR intra- oder interpeptidische
Verknlpfungen geldst werden, um die bestmdgliche Entfaltung zu gewéhrleisten.
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Fir die Gelelektrophorese wurde eine Minigel-Elektrophoresekammer (Biometra,
Gottingen) mit 10 cm x 10 cm x 0,1 cm-Glasplatten verwendet. Um einen optimalen
Trennbereich von 10 — 50 kDa zu erzielen, wurden 15 %ige Polyacrylamidgele, fir eine
Auftrennung von Proteinen mit 50 — 100 kDa 8%ige Gele hergestellt. Die Trenn- und
Sammelgellésung konnten auf Vorrat hergestellt und bei 4°C lichtgeschiitzt fiir ca. 4 Monate
gelagert werden (Tab. 2.6). Zunachst wurde das Trenngel gegossen und vorsichtig mit
H,04est. Uberschichtet. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das Wasser
entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und anschliefend der Kamm
luftblasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation konnte der Kamm aus dem Sammelgel
gezogen werden.

Die Proben, die eine Proteinmenge von maximal 10 mg aufwiesen, wurden mit
0,2 Volumen SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieend in
die Geltaschen aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte zwischen 20 und 30 mA.

Die Losungen wurden filtriert und lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert. Fiir ein Minigel
wurde zur Polymerisation von 9 ml Trenngel und 2,5 ml Sammelgel 100 pl bzw. 40 ul einer
walrigen 10 %igen (w/v) Ammoniumpersulfat-Lésung und 40 pl bzw. 10 ul TEMED
hinzugegeben.

Tab. 2.6: Trenn- und Sammelgell6sungen

Trenngel (15% / 8%) Sammelgel (4%)
H20gest. 2,5ml/6,7 ml 3,0ml
4 x Trenngelpuffer 3,75 ml -
4 x Sammelgelpuffer - 1,2ml
Glycerin 1,6 ml -
Acrylamid M-BIS 30% 9,0ml /4,8 mi 0,8 ml
Stammldsung 19/1
Ammoniumpersulfat (10%) 100 ul 60 wl
TEMED 25 ul 10 ul
4 x Trenngelpuffer 4 x Sammelgelpuffer
Tris-HCI 15 M Tris-HCI 05 M
SDS 0,4% (wi/v) SDS 0,4% (w/v)

pH 8,8 pH 6,8
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SDS-Probenpuffer 10 x SDS-Laufpuffer
4 x Sammelgelpuffer 25 ml Tris 30 g
SDS (10%) 40 mi SDS 10 g (wh)
[-Mercaptoethanol 10 ml Glycin 144 g
Glycerin 20 ml H,O04est ad 1000ml
Bromphenolblau 1 ml

(0,2 % in Methanol)
H20 dest. ad 100 ml

2.8.3 Native Gradienten-PAGE (SCHAGGER & VON JAGOW, 1991;
modifiziert)

Bei der Elektrophorese im nativen Gradientengel wandern Proteine so lange in
Richtung Anode, bis die abnehmende Porengréfle die weitere Passage verhindert.
Voraussetzungen fiir diese gerichtete Mobilitdt sind zum einen die negative Nettoladung
und zum anderen die freie Beweglichkeit der Proteine; denn gerade Membranproteine
tendieren zur Aggregation. Um einer moglichen artifizielle Zusammenlagerung bereits
solubilisierter Membranproteine entgegenzuwirken, wurden den Acrylamidldsungen
Detergenzien oberhalb der kritischen Mizellenkonzentration zugesetzt. Da positiv geladene
Proteine nicht ins Gel einwandern, wurde der Proteinfarbstoff Coomassie eingesetzt, der
selbst eine negative Ladung besitzt, an die meisten Proteine bindet und somit eine negative
Nettoladung verleiht. Die Probe wurde farblos ohne Bromphenolblau oder Coomassie, mit
Saccharose (> 6%) beschwert, aufgetragen, so daf} die Geltasche weitere 15 ul einer zweiten
Losung zur Uberschichtung der Probe aufnehmen konnte. Diese zweite Losung bestand nun
aus einer tiefblauen (ca. 0,01% [wi/v]) Coomassielésung (in Kathodenpuffer mit 5% (w/v)
Saccharose). Wahrend der Elektrophorese gelangt der Farbstoff in die Probe, bindet und
beschleunigt die Wanderung der Proteine, was zu einer scharfen Bandierung fiihrte.

Um die Laufzeiten fur native Gele maoglichst kurz zu halten, wurde fir die
Elektrophorese ausschliel3lich eine Minigel-Kammer (Trenngrée 10x10x0,1cm
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte 12-20 h bei ein Spannung von 100 V bei 4°C. Es
wurden folgende Lésungen angesetzt:
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‘Leichte L6sung’ (4 %, wiv) ‘Schwere L6sung’ (20 %, wiv)
Acrylamid 4 g Acrylamid 20 g
Bisacrylamid 029 Bisacrylamid 1 g
Bis-Tris 50 mM Bis-Tris 50 mM
6-Aminocapronsaure 10 mM 6-Aminocapronsaure 10 mM
H5O gest. ad 100 ml Glycerin 20 ml
H5O gest. ad 100 ml

Der pH-Wert der Acrylamidlésungen wurde mit HCI auf 7,5 eingestellt, die Lésungen
filtriert und lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Kathodenpuffer Anodenpuffer
Bis-Tris 15 mM Tris-HCI 02 M
Tricin 50 mM pH 8,0

Der pH-Wert lag bei 7-7,5 (nicht titriert).

Fur ein Gradientengel von 4-20% wurden je 3,4 ml “‘Leichte’ und ‘Schwere’ Lésung
in die Kammern eines kleinen Gradientenmischers gefillt. Um die homogene Schichtung des
Gradienten spater beurteilen zu kdnnen, wurde nur der “Leichten Losung™ 40 ul Coomassie
aus einer 5%igen waRrigen Stammldsung zugesetzt. Nach Zugabe von 14 ul einer 10%igen
(w/v) APS-Losung und 4 pl TEMED in jede Kammer wurde der Gradientenmischer
geodffnet, die Acrylamidlosung mittels einer Peristaltikpumpe (Meredos GS, Fa. Meredos,
Norten-Hadenberg) in die vorbereitete Gelkammer gepumpt und danach das Gel vorsichtig
mit H,0q4 Uberschichtet. Nach der Polymerisation konnte das Wasser entfernt und das
Sammelgel gegossen werden. Hierzu wurde die “Leichte Losung™ mit Gelpuffer (50 mM
Bis-Tris-HCI, 10 mM 6-Aminocapronséure, pH 7,5) 10%ig verdinnt (z.B. 9 ml "Leichte
Losung™ und 1 ml Gelpuffer), mit 70 ul APS-Losung und 15 ul TEMED versetzt, auf das
Gradientengel gegossen und mit einem Kamm versehen.

2.8.4 Zweidimensionale Auftrennung der Proteine

Die mittels der nativen PAGE aufgetrennten Proteinkomplexe (2.8.3) lieRen sich
anschlieBend in einer SDS-PAGE in die jeweiligen Untereinheiten zerlegen. Zunachst wurde
wie unter 2.8.2 beschrieben das SDS-Trenngel gegossen, daraufhin ein 5-10 mm breites
Sammelgel aufgeschichtet, wobei zum oberen Glasrand eine ca. 8 mm breite Aussparung
freizulassen war. Auch hier diente H,04 der Uberschichtung des Sammelgels, um eine
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ebene Gelkante zu erhalten. Aus dem nativen Gel wurde der mittlere Bereich der
gewdinschten Spur herausgeschnitten und zwischen die beiden Glasplatten des hergestellten
SDS-Gels geschoben. Dabei durften keine Luftblasen oder Wassereinschliisse zwischen
dem Sammelgel und dem nativen Gelstreifen verbleiben. Da die L&nge des nativen
Gelstreifens geringer war als die Breite des SDS-Gels, wurden die beiderseits entstandenen
Freirdume mit erwarmter Agarose [1,5%ig in Kathodenpuffer (2.8.3)] aufgefullt und
erkalten lassen. Mit Hilfe eine Kanule konnte in die erstarrte Agarose eine Aussparung
gestochen werden, in die nach dem Beflllen der Gelkammer mit Laufpuffer der SDS-
GroRenstandard aufgetragen werden konnte. Kurz vor dem Start der PAGE erfolgte eine 1-
2 mm breite Uberschichtung des Gels mit einer Denaturierungslésung, die aus 10x SDS-
Laufpuffer - versetzt mit 20% (w/v) Saccharose - bestand. Die Denaturierung der Proteine
im nativen Gelstreifen erfolgte zunéchst bei einer langsamen Elektrophorese bei 3 mA und
mit dem Eintritt in das Sammelgel bei 20-30 mA. Aufgrund der geringen Proteinmenge, die
in der 2. Dimension aufgetrennt wurde, erfolgte die Farbung des Gels mittels Silbernitrat
(2.8.7)

2.8.5 Grolienbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteingrofen erfolgte nach Auftrennung im Polyacrylamidgel
(2.8.2, 2.8.3) anhand der Laufstrecken eines internen Standards. Als GroRenstandard fir die
SDS-PAGE diente eine 10 kDa-Leiter im Bereich von 10-120 kDa (Gibco BRL). Als
Molekulargewichtsstandard fur die native PAGE wurde der "HMW Calibration Kit™ (Fa.
Pharmacia, Freiburg) verwendet, der den GroRenbereich von 67 kDa bis 660 kDa abdeckte.

2.8.6 Farbung von Proteinen mit Coomassie (WEBER & OSBORN, 1969)

Nach einer nativen oder SDS-Gelelektrophorese (2.8.2, 2.8.3) konnten die
aufgetrennten Proteine mit Coomassie Brilliant Blue geférbt und sichtbar gemacht werden.
Dazu wurde das Polyacrylamidgel fir 30 min in Farbeldsung gelegt und auf einer Wippe
langsam geschwenkt. Die Entfarbung des Gels erfolgte anschlieRend in Entfarberlésung. Die
Proteine behielten wahrend des Entfarbens ihre blaue Farbung bei, wahrend der Hintergrund
aufklarte.
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Farbeldsung

Serva Blau G-250 0,6 g
ServaBlauR-250 0,6 g

Methanol 500 ml
Eisessig 70 ml
H20 gest. ad 1000 ml
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Entfarber
Methanol 330 ml
Eisessig 100 ml

H20gest. ad 1000 ml

2.8.7 Silber-Farbung (BLuwm et al. 1987; modifiziert)

Zur Féarbung eines Polyacrylamidgels mit Silbernitrat wurden folgende Ldsungen

bendétigt:

Fixierlésung

Methanol 50 ml
Eisessig 12 mi
Formaldehyd (37 %ig, v/v) 0,1 ml
H20 gest. ad 100 ml

auf VVorrat anzusetzten und bei 4°C zu

lagern; Formaldehyd wurde erst unmittelbar

vor dem Gebrauch zugesetzt.

Impréagnierlésung

AgNO; 0,2 g
Formaldehyd (37 %, v/iv) 0,1 ml
H20dest. ad 100 ml

Die Losung wurde frisch angesetzt.

Stopplésung

EDTA 1,869

HoOgest ad 100 ml

Die Losung wurde mit NaOH auf einen
pH-Wert von 7-8 titriert und konnte
mehrere Wochen gelagert werden.

Thiosulfatlosung

Na,S,03 x5 H,0O 0,2 g
H50 gest. ad 100 ml
Die Losung wurde frisch angesetzt.

Entwicklerlosung

Na,CO; 3,5 g
Thiosulfatlésung (s.0.) 2 ml
H50 gest. ad 100 ml

Formaldehyd (37 %, v/v) 0,1 ml
Die Losung wurde frisch angesetzt.
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Die Gele wurden unter leichtem Schwenken auf einer Wippe folgendermalen

behandelt:

e 1-24 hfixieren

e dreimal 20 min in 50 % (v/v) Ethanol waschen

* 1 min in Thiosulfatlésung inkubieren

e dreimal 20 s in H,Og4es Waschen

e 20 min imprégnieren

e zweimal kurz mit H,O 4. Waschen

* entwicken, bis die Banden deutlich sichtbar sind

e kurz mit H,Oges: Waschen

* mindestens 10 min in der Stopplésung schwenkend inkubieren

Zur Aufbewahrung wurden die Gele zweimal mit H,Ogemin. gewaschen, kurz in 1 M
Eisessig geschwenkt, in Plastikfolie eingeschweil’t und bei 4°C gelagert.

2.8.8 Konzentrierung von Proteinen

Um Proteinlésungen zu konzentrieren, wurden Centriprep-Einweg-Konzentrator-
Réhrchen (Amicon GmbH/ Millipore GmbH, Eschborn) mit den AusschluBgréRen 10 kDa,
30 kDa bzw. 50 kDa verwendet. Dabei konnten Proteinlésungen von maximal 15 ml auf
1 ml eingeengt werden. Volumina bis maximal 2 ml wurden mit Centrisart | (Sartorius AG,
Gottingen) mit einer AusschluRgrenze von 20 kDa auf ein Volumen von minimal 200 ul
eingeengt. Die Zentrifugationen erfolgten dabei in einer Sigma 3 k-1 Zentrifuge im “Swing
out-Rotor".

2.8.9 Dialyse von Proteinlésungen

Vor dem Gebrauch wurden die Dialyseschlauche (Visiking, Fa. Serva, Heidelberg) in
den folgenden Losungen fir jeweils ca. 5 min gekocht:

. 3 % (w/v) Na,CO;

* HZOdest.
. 2 mM Na,-EDTA
* HZOdest.

Die Schlauche wurden anschlieBend in H,O 4 bei 4°C gelagert.
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Die Proteinlésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in die vorbereiteten
Schlauche gefullt und 48 h gegen das 200 bis 1000facheVolumen bei mehrfachem
Pufferwechsel bei 4°C dialysiert.

2.9 WESTERN-Blotting

2.9.1 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen denaturierender
Polyacrylamidgele

Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE (2.8.2) wurde flr weitere immunologische
Analysen Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die
Ubertragung erfolgte elektrophoretisch nach dem “Semi-Dry’-Verfahren unter Verwendung
einer “Blotting -Kammer (Nova Blot, Pharmacia LKB, Freiburg). Das fur den Transfer
bendtigte Whatmanpapier und die Nitrocellulosemembran (Sartorius AG, Gottingen)
wurden auf GelgrolRe zugeschnitten und mit dem SDS-Gel in Transferpuffer gelegt. Auf die
Anodenplatte wurden in folgender Reihenfolge 3 Lagen Whatmanpapier, die
Nitrocellulosemembran, das Gel und wiederum 3 Lagen Whatmanpapier jeweils unter
Vermeidung von Luftblasen aufgelegt und Uberschissiger Transferpuffer mit saugfahigem
Papier entfernt. Abschlielend konnte die Kathodenplatte aufgelegt und leicht beschwert
werden. Die Proteine wurden bei konstanter Spannung und beginnend mit 5 mA/cm?
Membranflache solange Ubertragen, bis die Stromstarke auf weniger als die Halfte des
Ausgangswertes abgesunken war. Die auf die Membran tranferierten Proteine konnten mit
Ponceau-Rot angefarbt und der GroRenstandard mit Bleistift markiert werden. Alternativ
konnte derjenige Bereich von der Membran, der den geblotteten GroRenstandard enthielt,
abgeschnitten und separat mit Coomassie geféarbt werden, wie es fur die Farbung der Gele
beschrieben wurde (2.6.8). Nach dem Blotten konnte das Gel zur Kontrolle mit Coomassie
gefarbt werden (2.6.8).

Transferpuffer Ponceau-Rot-Lésung

Tris 15,1¢ Essigsaure (96 %, viv)  30% (V/v)
Glycin 14,49 Ponceau S 0,2% (w/v)
Methanol 200 ml Die Losung wurde mit H,Oges hergestellt

HyOgst ~ ad 1000 ml
pH 8,6; nicht titriert,
Lagerung bei 4°C
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2.9.2 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen nativer
Polyacrylamid-Gradienten-Gele auf Nitrocellulosemembranen

Beim Blotten von nativen Gradientengelen ist der Transfer auf die
Nitrocellulosemembran erschwert, weil sich die Proteine im Gel in einem Vernetzungsgrad
des Acrylamids befinden, in dem nur noch eine sehr langsame Wanderung im elektrischen
Feld stattfinden kann. Deshalb muf3, verglichen mit homogenen Gelen, die Transferzeit
entsprechend erhéht und fur einen quantitativen Transfer das Protein mit SDS denaturiert
werden.

Der Transfer erfolgte in einem “Semi-Dry -Verfahren unter Verwendung einer
"Blotting -Kammer (Nova Blot, Pharmacia LKB, Freiburg), wie es bereits unter 2.9.1 fir
das Blotten von SDS-Gelen beschrieben worden war. Beim WESTERN Blot nativer Gele
wurden zundchst denaturierende Bedingungen eingestellt, indem die fur den Transfer
bendtigten Whatmanlagen der Kathodenseite mit SDS-Laufpuffer getrdnkt wurden. Die
Whatmanlagen der Anodenseite und die Nitrocellulosemembran wurden mit Transferpuffer
getrénkt (2.9.1). Nach dem Anlegen der Spannung drang das negativ geladene Detergenz
SDS in das native Gel ein, so dal3 die Proteine denaturieren und bereits teilweise auf die
Nitrocellulosemembran gelangten. In einem zweiten Schritt erfolgte der Austausch der
Whatmanlagen gegen in Transferpuffer (2.9.1) getrankte Lagen, wobei das Gel auf der
Nitrocellulosemembran nicht verschoben werden durfte. Die angelegte Spannung
transferierte die im Gel verbliebenen Proteine unter Entfernung tberschissigen SDS auf die
Membran.

Die auf die Membran transferierten Proteine konnten mit Ponceau-Rot (2.9.1)
sichtbar gemacht werden oder Banden des GréfRenstandard mit Coomassie angefarbt
werden; das Gel wurde zur Kontrolle mit Coomassie gefarbt (2.8.6).

2.10 Uberexpression und Anreicherung von Fusionsproteinen

2.10.1 Uberexpression von MalE-Fusionsproteinen

Die Uberexpression vom C-Terminus des ComA und von ComEA erfolgte als
Fusionsprotein mit dem Maltosebindeprotein (MBP). Als Uberexpressionsvektor diente
dabei pMAL-c2 (Tab.2.2). comEA sowie das verkirzte comA-Konstrukt wurden daftr im
Leserahmen an das 3"-Ende des malE-Gens kloniert, welches unter der Kontrolle eines Py,.-
Promoters steht. Der P.,.-Promotor ist in der Abwesenheit des Induktors IPTG durch den
lac,-Repressor blockiert. Zugabe von IPTG induziert die Expression des Fusionsproteins.
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Als Wirtsorganismus diente E. coli DH5a, dessen eigene RNA-Polymerase am P,.-
Promotor bindet und die Transkription durchfihrt.

Die Anzucht des rekombinanten E. coli DH5a erfolgte fir das ComA-Fusionsprotein
in 250 ml LB-Medium und fiir die ComEA-Fusion in 9 | LB-Medium bei 37°C (2.2.1.2).
Bei einer ODgqo von 0,7-0,8 erfolgte die Induktion mit 0,1 mM IPTG. Danach wurden die
Zellen fur zwei Stunden bei 37°C schuttelnd inkubiert und anschlieBend durch
Zentrifugation (4°C, 10 min, 7000 Upm, Sorvall Rotor GSA) geerntet. Das Zellpellet
wurde einmal mit 20 mM Tris-HCI gewaschen und in 15 bzw. 300 ml Saulenpuffer
aufgenommen. Der ZellauschluB erfolgte eisgekuhlt drei Minuten durch Ultraschall (UP
200s Ultraschallprozessor, Dr. Hielscher GmbH) mit 30% Amplitude in 0,5 Zyklen. Der
ZellaufschluR wurde mikroskopisch tberpruft und die Zelltrimmer anschlieBend durch
Zentrifugation (4°C, 10 min, 7000 Upm, Sorvall Rotor SS34, GSA) vom l&slichen
Uberstand getrennt. Mittels SDS-PAGE (2.8.2) wurde uberprift, ob sich das
Fusionsprotein im loslichen Uberstand oder in den Zelltrimmern befand.

Saulenpuffer
Tris-HCI (1 M, pH 7,5) 20 ml

NaCl 11,79

EDTA (0,25 M) 4 ml
DTE (0,5 M) 3 ml
H20 gest: ad 1000 ml

Der Puffer wurde filtriert und war vier Wochen haltbar.

2.10.2 Aufreinigung von MalE-Fusionsproteinen tGber Affinitats-
chromatographie

Die Aufreinigung des MalE-Fusionsprotein basiert auf der hohen Bindungsaffinitat
des MBP zu Amylose-Saulenmaterial. Die Bindungskapazitat liegt bei 3 mg MBP pro ml
Saulenmaterial. Das Amylose-gebundene MalE-Fusionsprotein kann durch geringe Mengen
von Maltose von der Sdule eluiert werden.

Das Amylosematerial wurde blasenfrei in eine 10 ml-Sdule gefillt und anschlielend
nacheinander mit 3 x Séaulenvolumen H,O4emin, 3 X Séulenvolumen 0,1% SDS,
1 x Saulenvolum H,0 gemin. Und 3 x S&ulenvolumen Saulenpuffer &quillibriert. Entsprechend
der Bindungskapazitat des Sdulenmaterials wurde Proteinrohextrakt auf die Séaule geladen.
Nachdem der Rohextrakt in die Sédule eingelaufen war, wurde die Séaule mit 10-
12 x Séaulenvolumen Saulenpuffer gewaschen und anschlieRend das MalE-Fusionsprotein
mit 2 ml Saulenpuffer/10 mM Maltose eluiert. Das Eluat wurde in einem 1,5ml-
Reaktionsgefaly aufgefangen und die Aufreinigung des Fusionsproteins mittels SDS-PAGE
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(2.8.2) kontrolliert. Zur Regenerierung der Sdule wurde diese mit 10 x Sdulenvolumen
Saulenpuffer aquilibriert und konnte somit drei- bis finfmal verwendet werden. Die
Lagerung der Séule erfolgte mit Saulenpuffer bei 4°C.

Die Bindung von MalE-Fusionsproteinen in groRen Lysatvolumina wurde im “Batch-
Verfahren™ durchgefihrt. Die in Saulenpuffer &quilibrierte Matrix wurde in einem
MelRzylinder zum Zelllysat gegeben, geschwenkt und im Kihlschrank fur ca. 1h
sedimentiert. Der Uberstand konnte verworfen werden und die Amylose zweimal mit
jeweils 100 ml Saulenpuffer gewaschen werden, indem diese resuspendiert und wiederum
im Kihlschrank sedimentierte. SchlieBlich erfolgte die Elution mit 4 ml 10 mM Maltose.
Der Uberstand, welcher jetzt das freigesetzte Fusionprotein enthielt, wurde in 2 ml-
ReaktionsgefaBe uberfihrt und die restliche Matrix abzentrifugiert (4°C, 1 min,
14000 Upm, Biofuge 17 S).

2.10.3 Aufreinigung von His-Tag-Fusionspoteinen

Die Expression des rekombinanten pJC40-Derivats flihrte zu einem Hybridprotein,
welches aus zehn abspaltbaren N-terminalen Histidinresten und dem gewiinschten Protein
bestand. Dieses Hybridprotein konnte iber eine Ni**-NTA-Saule aufgereinigt werden,
wobei das Protein mittels seiner Histidinreste mit hoher Affinitat fir immobilisierte Nickel-
Kationen an des S&ulenmaterial gebunden wurden. Durch Immidazol konnten die
Histidinreste von der Matrix verdrangt werden.

Die Bindung des 10 Histidinreste-tragenden Fusionsproteins an das Ni**-NTA-
Saulen-Material wurde wie folgt durchgefiihrt: Das Zell-Lysat wurde zusammen mit 1 ml
50%iger (v/v) Saulenmaterial-Suspension (Ni>*-NTA Agarose, Qiagen GmbH, Hilden) fiir
30 min geriihrt, wobei die Bindekapazitat der Ni?*-NTA-Agarose 5-10 mg/ml betrug. Nach
der Inkubation wurde das Gemisch in eine leere 10 ml-Séule (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen) gefillt. Die Sdule muRte, nachdem sich die Matrix abgesetzt hatte, zweimal mit
je 40 ml Wasch-Puffer 1 und zweimal mit je 30 ml Waschpuffer 2 gewaschen werden. Die
Elution der an die Sdulen-Matrix gebundenen Proteine erfolgte mit 4 ml Elutionspuffer. Die
Aufreinigung des Hybridproteins wurde mittels SDS-PAGE uberprift (2.8.2). Dabeli
durften Immidazol-haltige Proben nicht auf 100°C erhitzt, sondern lediglich 10 min bei
37°C direkt vor dem Auftragen erwarmt werden.
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Waschpuffer 1 Na-Phosphat-Puffer 50 mM
NaCl 03 M
pH 8,0

Waschpuffer 2 Na-Posphat-Puffer 50 mM

NaCl 03 M
Glycerin (87%) 10% (v/v)
Imidazol 20 mM
pH 6,0

Elutionspuffer Imidazol 0,25 M
Waschpuffer2 ad 10 ml
pH 6,0

2.10.4 Denaturierung von Einschlul3kdrpern und Renaturierung der
freigesetzten Proteine

Bildete E. coli bei der Uberexpression der gewiinschten Proteine EinschluRkorper, so
befanden sich diese im Sediment zusammen mit den Zelltrimmern. Fir eine Aufreinigung
mufiten die in EinschluRkdrpern befindlichen aggregierten Proteine geldst werden.

Fir die Denaturierung der EinschluRkérper wurde das Sediment mit Harnstoff
behandelt, so daR die Fusionsproteine denaturiert in Lésung gingen. Dazu wurde zundchst
250 ml induzierte E. coli Kultur geerntet, mittels Ultraschall aufgeschlossen und die
EinschluRkorper zusammen mit den Zelltrimmern bei 7000 Upm (4°C, 10 min, Sorvall
Rotor GSA) sedimentiert. Die Solubilisierung dieses Sediments erfolgte in 6 M Harnstoff,
welcher zuvor in 100 ml Saulenpuffer geldst worden war. NichtgelOste Bestandteile wurden
bei 14000 Upm (4°C, 10 min, Sorvall Rotor SS34) sedimentiert und der daraus
resultierende Uberstand gegen 4 | Saulenpuffer iiber Nacht bei 4°C dialysiert. Die nach der
Dialyse ausgefallenen Proteine und Lipide mufiten wiederum durch Zentrifugation entfernt
werden (4°C, 10 min, 14000 Upm, Sorvall Rotor SS34). Die im Dialysat geltsten
Maltosebindeproteine — fusioniert mit dem gewinschten Protein — konnten daraufhin an die
Matrix gebunden werden.

2.10.5 Spaltung von Fusionsproteinen mit dem Faktor Xa

Die Spaltung des MalE-Fusionsproteins zur Trennung des Zielproteins vom MBP,
erfolgte Uber eine dazwischenliegende Erkennungssequenz fir den Proteasefaktor Xa.
Dieser Faktor spaltet Peptide hinter der spezifischen Erkennungssequenz lle-Glu-Gly-Arg.
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Die Spaltungsreaktion wurde in maximal 50 ul Sdulenpuffer/10 mM Maltose bei RT (ber
Nacht durchgefuhrt. Dabei spaltete 1 ug Faktor Xa (New England Biolabs, Schwalbach)
50 ug Fusionsprotein. Die erfolgreiche Spaltung wurde mittels SDS-PAGE (2.11.2)
kontrolliert.

2.11 Immunologische Methode

2.11.1 Herstellung polyklonaler Antiseren

Zur Herstellung polyklonaler Antiseren mit Anti-ComP-Antikérper wurde ein
Kaninchen mit aufgereinigtem MBP-ComP-Fusionsprotein immunisiert. Die erste Injektion
erfolgte mit 200 ug, die folgenden Injektionen mit jeweils 70 ug Fusionsprotein. Pro
Injektionen konnten maximal 500 ul Antigenlésung mit 500 ul Freund’s Adjuvans injiziert
werden. Injektion und Blutungen wurden von der Firma BioSience, Goéttingen, nach
folgendem Protokoll durchgefihrt:

Injektionen: Tage 0, 21, 49 und 56
Blutungen: 0. Tag ( Praimmunserum)

35. Tag (2 ml + 15 ml Serum)
53. Tag (2 ml + 20 ml Serum)
65. Tag (mind. 50 ml Serum)

Die Seren wurden aliquotiert und bei —20°C gelagert.

2.11.2 Immunodetektion von Proteinen mittels Chemilumineszenz

Der Nachweis der auf Nitrocellulosemembran transferierten Proteine mit spezifischen
Antikorpern erfolgte mit Hilfe einer gekoppelten Peroxidase (Protein A HPR Konjugat;
Boehringer, Mannheim). Diese Methode, die im allgemeinen mit einem vorangegangenen
"Western Blotting™ auch als Immunoblotting™ bezeichnet wird, basiert auf der spezifischen
Bindung eines Antikdrpers (priméarer Antikorper) an das zu detektierende Protein. Der Fc-
Teil des priméren Antikorpers kann danach durch Protein A, welches eine Peroxidase tragt,
erkannt und gebunden werden. Der Nachweis dieser Peroxidase kennzeichnet somit indirekt
das zu detektierende Zielprotein. Die Nachweisreaktion erfolgt dadurch, daf3 die Peroxidase
das Substrat Luminol (ein Diacylhydrazid) oxidiert, worauf das gebildete Zwischenprodukt
Licht emittiert. Eine Intensivierung der Lichtemission bewirkt 4-lodophenol, welches als
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Radikaltransmitter zwischen dem gebildeten Sauerstoffradikal und Luminol wirkt. Das
Licht kann auf einem Rontgenfilm festgehalten werden.

Nach dem WesTerN-Blot (2.9) wurde die Nitrocellulosemembran unter Schwenken
zunachst fur 1 h bei RT mit "Blocking-Reagenz™ [1 ml auf 9 ml PBST; BM
Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) Kit] behandelt, um unspezifische Bindungen
der Antikorper oder des Protein A mit der Membran zu verhindern. Die Bindung der
Antikorper erfolgte bei Raumtemperatur flr mindestens 2 h oder Uber Nacht bei 4°C,
wobei das Antiserum 1:10000 bis 1:20000 mit PBST zu verdinnen war. Nach drei
15mindtigen Waschschritten mit PBST konnte das Protein A HPR Konjugat (Boehringer,
Mannheim) in 10000facher Verdinnung in PBST fur 1-2 h hinzugegeben werden.
SchlieRlich folgten drei 15miniitige Waschschritte mit PBST, bevor die Membran in
Frischhaltefolie an 3 Seiten eingeschweiflt wurde und 1 ml Lésung A und 10 pl Lésung B
durch die offene Seite hinzupipettiert werden konnte (POD-Kit). Nach 2 min Inkubation
wurde die Detektionslosung herausgestrichen und in der Dunkelkammer fir 1-10 min ein
Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) aufgelegt. Anschlieend mulite der Film fir ca. 2 min in
Kodak LX24-L6ésung entwickelt, kurz gewassert und in Kodak AL4-Ldsung 2 min fixiert
werden. Nach dem Abspilen der Fixierlésung mit Wasser konnte der Film bei
Raumtemperatur getrocknet werden.

PBST PBS

NaCl 82 ¢ PBST ohne Tween 20
KCI 0,759

Na,HPO, 2,299

KH,PO, 0,279

Tween 20 0,5 ml
H,Ouest  ad 1000 ml

2.12 Enzymaktivitatstests

2.12.1 Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitat

Die Aktivitat der p-Galaktosidase wurde photometrisch durch die Umsetzung von
o-Nitrophenyl-p-D-Galaktopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol ermittelt. Die dabei
auftretende zeitabhéngige Gelbfarbung wurde bei 420 nm gemessen. Jeder Melansatz
enthielt 100 wl Zellkultur-Probe (evtl. verdiinnt oder konzentriert) und 900 ul Z-Puffer.
Der ZellaufschluB erfolgte durch Zugabe von 5 ul 0,1% SDS und 10 ul Chloroform. Nach
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kraftigem Schitteln wurden die Ansatze 5 min bei 28°C inkubiert und anschliefend die
Umsetzungsreaktion durch Zugabe von 200 ml ONPG (4 mg/ml Phosphat-Puffer)
gestartet. Beim Auftreten einer Gelbfarbung wurde der Ansatz mit 0,5 ml 1 M Na,CO;
abgestoppt, die Zelltrimmer abzentrifugiert (RT, 30 s, 15000 Upm, Biofuge 17 RS) und
anschlielend die OD bei 420 nm gemessen. Die ONPG-Umsatzrate wurde nach MILLER
(1972) durch folgende Formel berechnet:

1000 : AO D420

= U/ODggy U = Units
ODggo - At- 0,1 t = Zeit [mln]
Z-Puffer Phosphat-Puffer
Phosphat-Puffer 100 ml Na,HPO, x 12 H,0 21,59
KCI 75 mg NaH,PO, x H,O 55 ¢
MgSQO, x 7H,0 25 mg H2O0 gest. ad 1000 ml
[-Mercaptoethanol 270 ul pH 7,2

2.12.2 Bestimmung der NADH-Dehydrogenase-Aktivitat

Die NADH+H"-oxidierende Aktivitat von gewaschenen, fraktionierten Membranen
aus Acinetobacter sp. BD413 wurde photometrisch bestimmt, indem die Abnahme der
gelben Farbung des Elektronenakzeptors Ferricyanid bestimmt wurde. Bei einer
Wellenlénge von 420 nm betragt der Extinktionskoeffizient (¢) des Ferricyanids 1,0 mM"
lem™. Der Enzymtest wurde unter aeroben Bedingungen in einem Volumen von 1 ml
durchgefiihrt und enthielt folgende Komponenten.

965 ul 50 mM Tris-HCI

5 ul 50 mM NADH (Endkonzentration 0,25 mM)
25 ul 20 mM Kalium-Ferricyanid (Endkonzentration 0,5 mM)
Start:

5 ug Membran (ug bezieht sich auf die Proteinmenge der Membranen)

Die spezifische Enzymaktivitat wurde aus dem liniearen Bereich der Kinetik und der
Proteinkonzentration nach folgender Beziehung berechnet:

AODyy (min-l) -V

= spezifische Aktivitat  (U/mg Protein)
e-d-v-c = (wmol/min mg Protein)
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U - Unit*

AODy0/min : Extinktionsédnderung pro Minute

\ : Gesamtvolumen im Ansatz (1)

d : Schichtdicke der Kivette (1 cm)

% : Probevolumen der Membran (1)

g - spezifische Extinktionskoeffizient (1,0 - mmol™ cm™)
c : Proteinkonzentration (der Membran)

* Die internationale Enzymeinheit Unit (U) entspricht dem Umsatz von 1 umol
Substrat pro Minute.

2.13 Isolierung von Membranen und Proteinen

2.13.1 Isolierung der dicken und dinnen Pili

Eine 3 I-Kultur von Acinetobacter wurde tber Nacht in einem 3 I-Kluyver-Kolben in
Succinat-Mineralmedium angezogen. Die vorsichtige Belliftung sollte Turbulenzen im
Medium vermeiden, die zum Abscheren der Pili gefiihrt hatte. Die Zellen wurden geerntet
(6000 Upm, 10 min, 4°C; Sorvall Rotor GSA), in 20 ml Tris/Saline-Puffer resuspendiert
und zweimal durch eine 26 G x 1/2“-Kanile (Braun Melsungen) gespritzt, so daR die
filamentdsen Strukturen abscherten. Die Sedimentation der Zellen erfolgte durch
zweimaliges Zentrifugieren bei 6000 Upm fiir jeweils 5 min (4°C; Rotor SS34). Daraufhin
befanden sich die abgescherten Pili im Uberstand. War die Aggregation der dinnen Pili
erwinscht, so wurde durch Dialyse (2.8.9) eine hohe lonenkonzentration eingestellt. Durch
Ultrazentrifugation des Uberstandes bzw. des Dialysates (42000 Upm, 4°C, 1 h; Rotor T-
865 oder Ti60) sedimentierten die Proteine hoher molekularen Masse, die in 300 ul Puffer
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5 bzw. Dialysepuffer) aufgenommen wurden. Die Auftrennung
nach Dichte erfolgte in einem 20-70%igen Stufen-Saccharosegradienten, wobei die
Stufendifferenz 10% Saccharose betrug (26000 Upm, 18 h, 4°C; Swing-Out-Rotor TH-
641). Anschlieend konnte mit Hilfe einer Peristaltikpumpe und einer 0,9 x 120 Kanule
(TSK-Supra, Braun Melsungen) der Gradient in neun 1,3 ml-VVolumina fraktioniert werden;
das Sediment lieR sich in 100 pl Tris/Saline-Puffer resuspendieren. SchlielRlich folgte die
Sedimentation der Proteine der einzelnen Fraktionen durch Ultrazentrifugation, wozu diese
zuvor mindestens flinffach mit Tris/Saline-Puffer verdiinnt wurden (42000 Upm, 1 h,
Sorval Rotor Ti60). Die Uberpriifung des Pilusgehaltes der in 50-100 ul resuspendierten
Sedimente erfolgte in einer 15%igen SDS-PAGE (2.8.2).
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Dialysepuffer Tris/Saline-Puffer
Tris-HCI 20 mM Tris-HCI 30 mM
NaCl 100 mM Tris-HCI 30 mM
MgCl, 200 mM pH 7,5

pH7,5

2.13.2 Praparation von Gesamt-Membranen

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Succinal-Minimalmedium tber Nacht (2.2.3).
Die Bakterien befanden sich zur Zellernte somit in der stationaren Wachstumsphase, in der
die bisher untersuchten Kompetenzgene von Acinetobacter sp. BD413 am hdchsten
exprimiert werden (BuscH et al. 1999, HERzBERG et al. 2000, PORSTENDORFER et al. 2000,
FRIEDRICH et al. 2001). Fir die Anzucht im kleinen Malistab eigneten sich Schikanekolben,
die zur Durchluftung auf einem Schittler zu befestigen waren oder 3 I-Kleuyver-Kolben.
Eine Massenanzucht erfolgte in einem 100 I-Fermenter (UD 100) der Firma Braun
(Melsungen). Nach dem Ernten der Kultur durch einen niedertourigen
Zentrifugationsschritt (6000 Upm, 10 min, 4°C; Sorvall Rotor, SS34, GSA oder GS3) und
dem Waschen mit Tris/Saline-Puffer konnten die Zellen bei -70°C gelagert werden. Die im
100 I-Fermenter angezogenen Zellen wurden mittels Durchlaufzentrifugation in einer
CEPA-Spindelzentrifuge (Carl Padberg, Lahr) mit 80 I/h geerntet. Hierzu wurde ein
Schlauch am BodenauslaR des Fermenters mit Hilfe von Schlauchschellen angeschlossen
und mit der Zentrifuge verbunden. Zur Entleerung des Fermenters wurde dieser mit einem
Uberdruck von 1 bar beschickt.

Den mit Lysispuffer im Verhéltnis mindestens von 3:1 (Puffer:Zellen) verdinnten
Zellen wurden nach 10 min Inkubation bei 30°C etwas DNase und RNase zugegeben und
eine MgCl,-Konzentration von 15 mM eingestellt, bevor der zweimalige Durchlauf in der
FRENCH-Presse (Fa. SLM Aminco, Urbana, USA) bei einem Druck von 12000 PTI den
GroRteil der Zellen aufschloR. Durch zwei niedertourige Zentrifugationsschritte lieRen sich
ganze Zellen entfernen (6000 Upm, 10 min, 4°C; Sorvall Rotor, SS34, GSA oder GS3). Die
Membranvesikel sedimentierten in einem Ultrazentrifugationsschritt (42000, 1 h, 4°C;
Rotor T865 oder Ti60). Um das Cytoplasma auszuverdiinnen, mufte das Sediment
zweimal mit mindestens dem 10fachen Volumen des Membranpellets Mempranpuffer
gewaschen werden. Schlieflich wurde das Pellet in 2 Volumina Membranpuffer
resuspendiert und gegebenenfalls bei -70°C gelagert.
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Lysepuffer Membranpuffer

Tris-HCI 30 mM Tris-HCI 30 mM
EDTA 10 mM MgCl, 5 mM
NaCl 50 mM NaCl 50 mM
6-Aminocapronsaure 5 mM 6-Aminocapronsaure 5 mM
Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt pH 7,5

und kurz vor Gebrauch 20 mgpro 1 g
Zellmasse (Feuchtgewicht) Lysozym
und 1 mM PMSF gel6st.

Tris/Saline-Puffer

Tris-HCI 30 mM
NaCl 0,9% (w/v)
pH 7,5

2.13.3 Isolierung von cytoplasmatischer und &ufRerer Membran
(HANCOCK & NIKAIDO, 1987)

In einem 3 I-Kleuyver-Kolben wurde in Succinat-Mineralmedium eine 3 I-Kultur von
Acinetobacter sp. BD413 (iber Nacht angezogen und, wie unter 2.13.2 genauer beschrieben,
weiterbehandelt: Die Zellen wurden geerntet, gewaschen, anschlieBend resuspendiert, in der
FrReNcH-Presse aufgeschlossen und die noch verbliebenen ganzen Zellen zentrifugiert. Da
nach der Sedimentation der Membranen in der Ultrazentrifuge sich diese nur schwer
resuspendieren lieRen, und danach immer noch kleinste Verklumpungen erkennbar waren,
erfolgte zur Abtrennung des Cytoplasmas zunéchst nur eine Verdichtung der Membranen,
wozu mit einer 70%igen Saccharosestammldsung (in Membranpuffer) im Zelllysat eine
Saccharosekonzentration von 15% (w/v) eingestellt und auf ein 70%iges (w/v)
Saccharosekissen (3 ml) zentrifugiert wurde (1 h, 4°C, 27000 Upm; Swing-Out-Rotor AH-
629). Hierbei mufite darauf geachtet werden, daR das Zelllysat mit Membranpuffer (bzw.
mit der Saccharosestammlésung) vor der Uberschichtung des Saccharosekissens mindestens
dreifach verdunnt wurde; ansonsten wéren die Membranen aufgrund der hohen Viskositat
nicht verdichtet worden.

Anschliefend konnten die Membranen (~ die untersten 6 ml) auf einen neuen
Gradienten (4 ml 70% Saccharose, 10 ml 64 % Saccharose, 10 ml 58% Saccharose, 9 ml
52% Saccharose, jeweils in Membranpuffer) Gberschichtet werden. Die Trennung von
cytoplasmatischer und auBerer Membran erfolgte durch Zentrifugation iber Nacht (4°C,
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27000 Upm; Swing-Out-Rotor AH-629). Die resultierenden Banden wurden mit einer
PASTEUR-Pipette vorsichtig abgenommen, in einen T-865 oder Ti60 Zentrifugenbecher
uberfuhrt und in Membranpuffer (2.13.2) suspendiert. Die mittlere gelbliche Bande bildeten
Cytoplasmamembranen und die obere weildliche Bande bestand aus aufleren Membranen.
(PorRsTENDORFER 1998). Die erneute Sedimentation erfolgte fir 1 h bei 42000 Upm (4°C;
Rotor T-865 oder Ti60). Die pelletierten Membranen wurden in fiir die Resuspendierung
kleinst méglichen Volumina Membranpuffer (2.13.2) aufgenommen und bei -20°C
aufbewahrt.

2.13.4 Solubilisierung der gewaschenen Membranen

Zur Losung der Membranproteine dienten gewaschene Membranen von
Acinetobacter-Stammen. Vor jeder Solubilisierung waren die Membranen mit
Membranpuffer (2.13.2) auf die gewiinschte Proteinkonzentration einzustellen, so dal sich
nach Zugabe des Detergenz eine Proteinkonzentration von 4-5 mg/ml ergab. Daraufhin
wurden die Proben unter Rihren 15 min auf Eis inkubiert. Die Trennung der solubilisierten
Proteine von ungelésten Membranen erfolgte im préaparativen MaRstab durch
Zentrifugation in einer Sorvall OTD-55 b Ultrazentrifuge (42000 Upm, 20 min, 4°C; Rotor
T-865 oder Ti60), im analytischen Malistab in einer Tischzentrifuge (15000 Upm, 20 min,
4°C; Biofuge 17 RS).

2.13.5 Chromatographische Methoden

An die Solubilisierung der Membran schlossen sich fllssigkeitschromatographische
Schritte an, die mittels einer Gradifrac-Einheit (Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg)
durchgefuhrt wurden und aus folgenden Komponenten bestand: Kontroller und
Fraktionssammler Gradifrac; Pumpe P50; Probenauftragsventil VV 7; UV-Monitor Uvicord
SIl' mit DurchfluRzelle und angeschlossenem 2-Kanal-Schreiber REC 102;
LeitfahigkeitsmeRgerat mit DurchfluBzelle, Mischzelle (1,6 ml) und zwei Magnetventile
PSV 50, von denen eines zum Aufbau des Salzgradienten und das andere zur Umschaltung
zwischen Fraktionssammler und Abfallgefal diente. Zum Auftragen groéRerer Volumina
wurde des weiteren eine Pumpe Typ P1 benutzt.

Das Gradifrac-System war programmierbar, so daf} die Elution und Fraktionierung
unter Aufzeichnung des Protein- und Salzgehaltes automatisch ablief. Sdmtliche benutzte
Puffer wurden durch Filtration durch eine in einen Glasfilterhalter mit Fritte eingespannte
Cellulose-Acetat-Membran (Porendurchmesser: 40 pm) von Partikeln befreit. Die
Entgasung durch das Anlegen eines Vakuums oder durch das Autoklavieren der Ldsungen
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sollte die spétere Bildung von Luftblasen in der Sdule vermeiden. Die Durchflihrung der
Chromatographie bei 4°C verlangsamte die proteolytischen Prozesse.

2.13.5.1 Anionenaustausch-Chromatographie an Q-Sepharose

Fur die Anionenaustausch-Chromatographie wurde das Gelmaterial Q-Sepharose in
Verbindung mit einer XK 50/20-Saule (beides Fa. Phamacia Biotech Europe GMBH,
Freiburg) genutzt. Die Trennung beruht darauf, dal? Molekdle mit negativen Ladungen - wie
beispielsweise Proteine oder Cl’-lonen — an die Matrix binden. Dabei konkurrieren
verschiedene Anionen um die Bindungsstellen mit unterschiedlichen Affinitaten. So kdnnen
an das Material gebundene Proteine durch einen NaCl-Gradienten in der Reihenfolge ihrer
Bindungsstarke verdrangt und nacheinander eluiert werden. Da die Nettoladung der Proteine
pH-abhéngig ist, erfolgt die Bindung an den Anionenaustauscher erst bei pH-Werten
oberhalb des isoelektrischen Punktes des jeweiligen Proteins. Die Bindung kann demnach
durch eine weitere Erhdhung des pH-Wertes verstarkt werden.

Die bendtigte Menge Gelmaterial wurde nacheinander mit 500 ml 0,5 M HCI und
0,5 M NaOH auf einer 1 I-Fritte gewaschen, mit 500 ml einer 3 M NaCl-Lésung
abgesattigt, mit der gleichen Menge 30 mM Tris-HCI (pH 7,5) &quilibriert und
resuspendiert.

Zur Eichung des Gradifrac-Systems wurde anstelle der Saule eine Schlauchverbindung
zwischen Ventil und UV-MelRgeréat eingesetzt. Die Kalibrierung der Induktionsmef3zelle
erfolgte durch Pumpen von Hochsalz-Elutionspuffer (30 mM Tris-HCI, 1,5 M NaCl,
pH 7,5; evtl. Detergenz oberhalb der Mizellenkonzentration) und Betétigung der 100%
Taste und danach durch Spiilen mit dem salzfreien Aquilibrierungspuffer (30 mM Tris-
HCI, pH 7,5, evtl. Detergenz) und Betétigung der 0% Taste. Es folgt die Eichung des
Uvicord SII durch Einstellen eines 10%-Wertes fir den Proteingehalt am Schreiber. Die
Empfindlichkeit des ProteinmeRgerites wurde schrittweise erhoht und die Anderung des
Schreiberausschlags am Nullpunkt-Justierknopf jedesmal ausgeglichen. Dieses bewirkte,
dafl’ die Grundlinie in allen Empfinlichkeitsstufen identisch war und wahrend der Elution
ohne Verlust der Grundlinieneinstellung auf den Proteingehalt abgestimmt werden konnte.
Anschlielend konnte der untere Adapter der Saule angeschlossen und mit dieser befestigt
werden. Nach dem Einfillen des Sepharose Q-Materials und dem Anbringen des oberen
Adapters lieR sich das Material mit Aquilibrierungspuffer bei einer DurchfluBrate von
2,5 ml/min packen. Bei konstanter Sedimentationshéhe und einem Salzgehalt von unter 1%
konnte der Stempel des oberen Adapters positioniert und die Sdule in Betrieb genommen
werden.

Nach dem Auftragen des Membransolubilisat (2.13.4) mit 1 ml/min wurde solange
mit 30 mM Tris-HCI (pH 7,5) gespult, bis alle nichtgebundenen Stoffe entfernt worden
waren (mindestens 4 Gelvolumina, DurchfluBrate 2 ml/min). Danach erfolgte die
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stufenweise Elution mit 2 ml/min mittels ansteigender NaCl-Konzentrationen, wobei die
Elutionsvolumina jeder Stufe 4 Gelvolumina betrugen. Die Fraktionsvolumina betrugen ca.
15-30% des Matrixvolumens.

Einen Uberblick tiber die Proteingehalte ergab die Messung der Extinktion bei 280 nm
in der DurchfluRzelle des Uvicord SlI, die per Schreiberaufzeichnung dokumentiert wurde;
ebenso wurden die Salzkonzentration und die FraktionsgroRe festgehalten.

Die Regeneration des Anionenaustausch-Materials erfolgte wie oben beschrieben und
die Lagerung bei 4°C in 20% (v/v) Ethanol.

2.13.5.2 Gelfiltration mit Sephadex S-300

Das Prinzip der Gelfiltration beruht auf der unterschiedlichen Verweildauer von
Proteinen verschiedener GroRe in einem pordsen Gelmaterial. Bei dem hier verwendeten
Gel befinden sich all diejenigen Proteine im AusschluRvolumen, die grofRer als 1500 kDa
sind. Kleinere Partikel verweilen mit abnehmender GréRe zunehmend langer in den Poren
und werden dementsprechend spéter eluiert. Der Trennbereich von Sephacryl S-300 HR
(Fa. Phamacia Biotech Europe GMBH, Freiburg) erstreckte sich von 10 kDa bis 1500 kDa.
Um Aggregationen wéhrend der Elution zu vermeiden, wurde dem Gelfiltrationpuffer
2 mM Dodecylmaltosid zugegeben.

Die Gelfiltration kann bei globuldren Proteinen zur Bestimmung der molekularen
Masse herangezogen werden. Dazu wurde die Saule zunachst geeicht, indem eine Beziehung
zwischen Retardationsvolumen und molekularer Masse hergestellt wurde. 0,5 ml folgender
Eichproteine (4 mg/ml) passierten nacheinender die Sédule: Ferritin (450 kDa), Katalase
(240 kDa), Aldolase (158 kDa) und Albumin (45 kDa). Um Wechselwirkungen mit der
Gelmatrix und Aggregationen der zu untersuchenden gelésten Membranproteinen zu
verhindern, wrde dem Gelfiltrationspuffer 2100 mM NaCl und 2 mM Dodecylmaltosid
(Endkonzentration) zuzusetzt.

Die fertig gepackte Saule wurde luftblasenfrei an das Gradifrac-System angeschlossen
und bei 0,5 ml/min mit 200 ml Gelfiltrationspuffer gewaschen. Nun konnte die Eichung des
Nullwertes des UV-MeRgerates fur die Proteindetektion erfolgen (2.13.5.1). Die FluRrate
wurde daraufhin auf 0,3 ml/min heruntergeregelt und mittels der Auftragspumpe die Probe
aufgetragen.

Zur Reinigung des Saulenmaterials wurden in entgegengesetzter Laufrichtung jeweils
50 ml 2 M NaCl, 0,5 M NaOH, 10 mM HCI und zur Konservierung abschlieRend
20% (v/v) Ethanol durch die Séule gepumpt.



2. Material und Methoden 54

Gelfiltrationpuffer

Tris-HCI 30 mM
MgCl, 5 mM
NaCl 100 mM
6-Aminocapronsaure 5 mM
Dodecylmaltosid 2 mM
pH 7,5

2.14 Reinigung humaner Erythrocyten mittels
Dichtegradientenzentrifugation (LeucoSep Kit)

Die Aufreinigung der humanen Erythrocyten wurde freundlicherweise von Frau Dr.
Vehmeyer (Universitatsklinikum, Goéttingen; Hamotologie) vorgenommen und die
gereinigten Erythrozyten zur Verfugung gestelit.

Die Vorgehensweise der Isolierung der Roten Blutkdrperchen wurde nach Anleitung
des LeucoSep Kits vorgenommen. Das LeucoSep Kit besteht aus einem Rohrchen mit
Filterscheibe und einer Ficoll-Trennldsung. 15 ml Ficoll-Trennlésung wurden zunéchst auf
die Filterscheibe des Leicosep-Rdéhrchens gegeben und dann zentrifugiert (1 min, 400 x g,
4°C), so daB sich das Ficoll unterhalb der Filterscheibe befand. AnschlieBend wurden 20 ml
Blut (mit Gerinungshemmer: Hanks/EDTA) auf die Filterscheibe gegeben. Durch erneute
Zentrifugation (10 min, 1000 x g, 4°C) reicherten sich die Erythrocyten und die
Granulozyten unterhalb der Filterscheibe an, wéhrend sich dariiber ein Ring aus PBMC
(Peripheral blood mononuclear cells) bildete. Fir die weitere Reinigung der Erythrocyten
wurde die Filterscheibe vorsichtig durchstoRen und die darunter befindliche Ldsung in ein
leeres 50 ml Réhrchen gegossen, mit Hanks-Losung auf 50 ml aufgefiillt und zentrifugiert
(15 min, 400 x g, 4°C), so daR die Roten Blutkdrperchen sedimentierten. Der Uberstand
wurde verworfen.

2.15 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

2.15.1 Herstellung von Kohle-Tragerfolien

Die Kohlefolien wurden nach BRaADLEY (1958) durch indirekte
Widerstandsbedampfung mit konisch zugespitzten Kohlestabchen (Spektralkohle hochster
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Reinheit, Ringsdorf, Bonn-Bad Godesberg) in einer Hochvakuum Bedampfungsanlage
(E 306, Edwards High Vaccum Ltd., Crawley, Sussex, GroR3britannien) auf frisch
gespaltenem Glimmer (Plano, W. Plannet GmbH, Marburg) hergestellt. Die Schichtdicke
der Folien schwankte in Abhangigkeit von der Bedampfungsdauer zwischen 5 und 20 nm.

2.15.2 Negativkontrastierung

Ein ca. 3 x 3 mm grofRes kohlebedampftes Glimmerstick (2.15.1) wurde
zugeschnitten und schrag in einen Tropfen der zu untersuchenden Proteinlésung oder
Zellsuspension getaucht, so dalR der Kohlefilm partiell auf der Tropfenoberflache
abflottieren konnte. Je langer die Folie auf den Tropfen verblieb, desto mehr Proteine
adsorbierten dabei an die Kohlefilmoberfldche. Der Kohlefilm wurde anschlielend auf die
gleiche Art in einem Tropfen H,Oqes; gewaschen, auf einem Tropfen Kontrastierungslésung
(4%ige Uranylacetat, pH 4,0 oder 3% Phosphorwolframsdure, pH 7,0) vollstandig
abflottiert und anschlieRend auf einem Kupfergrid aufgenommen. Uberschiissige
Kontrastierungslosung wurde vorsichtig mit einem Filterpapier abgesaugt.

2.15.3 Elektronemikroskopische Abbildung

Die Elektronenmikroskopie erfolgte an einem Transmissionselektronenmikroskop
TEM 902 (Zeiss, Oberkochen) mit einer Beschleunigungsspannung von 80 KkV.
VergrofRerungen wurden mit einer Kreuzgitter-Replika (Bazers Union, Liechtenstein)
ermittelt. Als Fotonegativmaterial dienten Planfilme der Abmessung 8,3 x 10,2 cm (Scienta
23D-56, Agfa Gevaert, Leverkusen).

2.15.4 Einbettung von Zellen fur elektronenmikroskopische
Dunnschichtdarstellungen

Fur Ultradinnschnitte von Zellen mufiten diese eingebettet werden. Hierzu wurden
die Zellen in 15 ml LB-Medium, dem 0,5% (w/v) Glucose zugesetzt worden war, Uber
Nacht angezogen, geernet und zweimal mit PBS (50 mM, pH 7,5) gewaschen
(Zentrifugationsschritte bei 4°C, 10 min, Sorvall Rotor SS34). Den in 5 ml PBS
resuspendieren Zellen wurde 0,7 ml 25% Glutaraldehyd zugesetzt und fur 90 min auf Eis
inkubiert, bevor die fixierten Bakterien in PBS gewaschen wurden (4°C, 10 min, Sorvall
Rotor SS34). Das in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefaly Gberfuhrte Zellpellet wurde
daraufhin mit 2%igem auf 40°C erwérmten Agar (in PBS) sorgfaltig gemischt, wobei das
Verhéltnis von Pelletvolumen und Agarlésung 1:1 betragen muBte, und anschlieRend fir
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10 min auf Eis abgekihlt. Um die in Agar eingebetteten Zellen aus dem ReaktionsgefaR zu
befreien, wurde die Spitze mit eine Klinge abgeschnitten und der Inhalt auf einen
Glasobjekttrager geschoben, wo dieser in ca. 2 mm Stiicke geschnitten wurde. Diese Stiicke
mufiten, um ein Austrocknen zu vermeiden, sofort in 3,5 ml Préparatengléser (12 x 35 mm,
Ochs) weiterverarbeitet werden.

Die Einbettung wurde nach Spurr (1969) durchgefuhrt. Die Proben wurden mit der
Doppelfixierung nach BEHN & ArNoLD (1974) vorbehandelt und in Spurr-Harz eingebettet.
Es wurde nach folgendem Plan vorgegangen:

* Dreimal 20 min in PBS bei 0°C waschen
e Fixierung in 1% (w/v) Osmiumtetroxid in PBS bei 4°C fiir 30 min
e Dreimal 20 min in H,Oge bei 4°C waschen
* Entwasserung in einer aufsteigenden Acetonreihe bei 0°C
- 10 min in 10, 30 und 50% waRrigem Aceton
- Uber Nacht oder 3 h in 2% (w/v) Uranylacetat in 70% Aceton
- 10 min in 70, 90 und 100% Aceton (Uber wasserfreiem CuSO,
getrocknet)
- 20 min in 100% Aceton bei RT
* Verdopplung des Volumens mit Kunstharz bei RT (Harz:Aceton 1:1)
* nach 30 min erneut Verdopplung des VVolumens mit Kunstharz
* nach 90 min Austausch gegen frisches Kunstharz
* am néchsten Tag erneuter Austausch gegen frisches Kunstharz
* nach 3 hin 0,5 ml Gelatinekapseln (G. Pohl-Boskamp, Hohenlockenstedt/
Holstein) Gbertragen
* Gelatinekapseln zu 3/4 mit Kunstharz fullen
e 10 min Evakuierung, um Gasblasen zu entfernen
* 8hbei 70°C polymerisieren

Zusammensetzung des Kunstharzes (Serva):

Vinylcyclohexendioxid (ERL 4206) 15,09
DER 732 (oder DER 736 nur 9,0 g) 13,5¢
Nonenylbernsteinsdureanhydrid (NSA) 39,09
a-Dimethylaminoethanol (S1) 0,6 g

2.15.5 Ultramikrotomie

Die polymerisierten Proben wurden mit einer Diamantfrdse (TM 60, Reichert,
Osterreich) so angespitzt, daR ein Pyramidenstumpf mit einer quadratischen Spitze von
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maximal 0,5 mm? Oberflache entsteht. Die Diinnschnitte wurden mit einem Ultramikrotom
(Ultrome 111, LKB. Bromma, Schweden) unter Verwendung von Glasmessern angefertigt.

Die Messer wurden aus 25 mm breiten und 6,5 mm dicken Glasstreifen (LKB,
Bromma, Schweden) mit einem Messerbrecher (Knifemaker LKB 7800) hergestellt und
besalien bei einem Gegenstiick von ca. 0,5 mm Dicke einen realen Winkel um 55° an der
Messerkante. Sie wurden mit einem Kunststofftrog zur Aufnahme von filtrierten HyO gt
auf dem die Schnitte abflottierten, versehen und konnten mehrere Tage ohne
Qualitatsverlust gelagert werden.

Die auf der Wasseroberflache abflottierten Ultradiinnschnitte besallen bei silberner
Interferenzfarbe eine Dicke von 60-90 nm. Die Schnitte wurden mit formvarbeschichteten
Kupfergrids aufgenommen.

2.16 Zentrifugationen

Fir alle molekularbiologischen und proteinchemischen Arbeiten wurden je nach
Losungs- bzw. Kulturvolumen unterschiedliche Zentrifugen und Rotoren genutzt. Sofern
nicht anders angegeben, wurden Volumina bis 2,0 ml in einer Biofuge 15 bzw. Biofuge
17 RS der Firma Heraeus, Osterode/Harz zentrifugiert. Dabei entsprachen beispielsweise
15000 Upm = 18000 x g. Volumina, die oberhalb 2 ml lagen, wurden in einer Sorvall RC
5B-Zentrifuge der Firma. Du Pont, Bad Homburg, mit den Rotoren SS-34, GS-3 oder GS-A
zentrifugiert. Dabei entsprachen beispielsweise 15000 Upm = 27000 x g. Membranen
wurden in einer Ultrazentifuge der Firma Du Pont, Bad Homburg, mit dem Rotor T-865
(50000 Upm =~ 170000 x g) bzw. mit den ,,Swing-Out-Rotoren*“ AH-629 und TH-641
(28000 Upm =~ 170000 x g) durchgefiihrt.

2.17 Bezugsquellen fir Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Merck
(Darmstadt), Riedel de Haen (Hannover), Roth (Karlsruhe) oder Fluka Chemie AG (Neu-
Ulm) mit den Reinheitsgraden ‘reinst’ oder ‘pro analysis’ verwendet.
Restriktionsendonukleasen stammten von den Firmen Gibco BRL (Eggenstein), MBI
Fermentas (Wilna, Litauen) und Pharmacia (Freiburg). Spezielle Chemikalien und
Biochemikalien wurden von den folgenden Firmen bezogen:
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AGS, Heidelberg:

Biomol Feinchemikalien, Hamburg:

58

Agarose
IPTG

Biozym Diagnostik (Vertrieb flr Epicentre Technologies, Madison, Wisconsin, USA):

Boehringer Mannheim, Mannheim:

Fluka, Schweiz:

Genomed, Bad Oeynhausen:

GERBU Biotechnik, Gaiberg:
Gibco BRL, Eggenstein:

MBI Fermentas, Wilna, Litauen:

Merck, Darmstadt:
Kodak, Stuttgart:

Oxoid, Basingstoke, England:
Pharmacia, Freiburg:

Promega (Vertrieb durch Serva):
Roth GmbH & Co, Karlsruhe:

ServaFeinbiochemikaHeidelberg:

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen:

SequiTherm Excel DNA Sequencing Kit

DIG DNA Labeling Kit, DIG DNA Luminescent
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Beteiligung von c-PHB an der nattrlichen
Transformation

PHB (D-[-]-Poly-B-Hydroxybutyrat) ist ein in Bakterien weit verbreiteter
Speicherstoff, der aus (R)-3-Hydroxybutyrat enzymatisch synthetisiert wird. Dieses
hochmolekulare Polymer (60-1000 kDa) liegt in der Zelle in EinschluBkorpern vor
(DAWES & SENIOR 1973, ANDERSON & DAwEs 1990). Daneben wurde PHB mit
niedrigerem Molekulargewicht (~12 kDa) in bakteriellen Zellmembranen identifiziert und
als c-PHB bezeichnet (REUSCH & SADHOFF 1983, REUSCH et al. 1986).

ReuscH und SADHOFF (1988) identifizierten in den Zellmembranen von E. coli und
anderen Bakterien zylindrisch aufgebaute Komplexe, die aus c-PHB (c steht fir
Cytoplasmamembran) und anorganischem Calcium-Polyphosphat aufgebaut sind und
Calcium-lonen durch Membranen transportieren (REuscH et al. 1995). Dabei soll das
amphiphilische c-PHB eine helikale polare Pore bilden, welche das passierende Calcium-
Polyphosphat umgibt und 16st. Eine weitere Funktion fir c-PHB wurde bei der DNA-
Aufnahme postuliert: Der Gehalt des Polymers c-PHB in den Zellmembranen korreliert
mit der Kompetenzentwicklung in Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis, Haemophilus
influenzae und E. coli (REuscH et al. 1986, REusCH & SADHOFF 1983); doch die direkte
Beteiligung an der DNA-Aufnahme wurde bisher nicht gezeigt.

3.1.1 Unterbrechung der PHB-Synthase in Acinetobacter sp. ADP239

In der Gattung Acinetobacter ist PHB als Speicherstoff weit verbreitet (SCHEMBRI et
al. 1994, 1995, 1995a). Durch Unterbrechung des Gens, welches fiir die PHB-Synthase in
BD413 codiert, kann seine Auswirkung hinsichtlich der nattrlichen Transformation
untersucht werden. Uber Datenbankabgleiche konnte ein einziger ORF auf dem
Chromosom von BD413 identifiziert werden, dessen Genprodukt Ahnlichkeiten zu einer
Vielzahl von bereits untersuchten PHB-Synthasen (PhaC) in anderen Organismen aufweist.
Exemplarisch ist ein Aminosduresequenz-Abgleich mit den PHB-Synthasen (PhaC) aus
Bacillus megaterium und Allochromatium vinosum dargestellt, die Identitdten von 30%
bzw. 42% und Ahnlichkeiten von 59% bzw. 60% zu dem potentiellen PhaC aus BD413
zeigen (Abb. 3.1).
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1 MQRMESIKS--LIHHQQIKLKHLSARIFNEKSLVLSQTTPYEVIAE----FDQTKIRYY- Ac. sp. BD413
MAIPYVQEWE KL IKSMPSEYKS SARRFKRAYEIMTTEAEPEVGL TPKEVIWKKNKAKL YR B. megaterium
1 M-FPIDIRPDKLTQEML-DY---SRKLGQGMENLLNAEAIDTGVSPKQAVYSEDKLVLYR Allo. vinosum

[uny

54 ----AAQQRLYKEPLVFVAPLAINMDIYDLYPYRSLIQYFQAQGFDVYLIDWGRLTYQDR Ac. sp. BD413
61 YTPVKD--NLHKTPILLVYALINKPYILDLTPGNSLVEYLLNRGFDVYLLDWGTPGLEDS B. megaterium
56 YDRPEGAPEAQPVPLLIVYALVNRPYMTDIQEDRSTIKGLLATGQDVYLIDWGYPDQADR Allo. vinosum

110  HLNFLSFIRKALPEYIQ-VIRTHSQSDKISLHGWSMAGIFVLLYSALNQPNHVKNLIVLG Ac. sp. BD413
119 NMKLDDYIVDYIPKAAKKVLRTSKSPD-LSVLGYCMGGTMTSIFAALNEDLPIKNLIFMT B. megaterium
116 ALTLDDYINGYIDRCVD-YLREAHGVDKVNLLGICQGGAFSLMYSALHPD-KVRNLVTMV Allo. vinosum

169 SPIDSYASGRIGKLYQFVHKSIASNKKLQTRLYSGLPKRLIHTPGILNALGFKILDPKGW Ac. sp. BD413
178 SPFDFSDTG-LYGAF-LDDRYFNLDKAVDT--FGNIPPEMID-------FGNKMLKPITN B. megaterium
174 TPVDFKTPDNLLSAW-VQN--VDIDLAVDT--MGNIPGELLN-------WTFLSLKPFSL Allo. vinosum

229 IDGH-IQLLKNLENKKLVQEHATLGHFLNNMIDYPAGINQDMLFNVWLQNPLKHGAIRLQ Ac. sp. BD413
227 FYGPYVTLVDRSENQRFVESWKLMQKWVADGIPFAGEAYRQWIRDFYQQNKLINGELEVR B. megaterium
222 TGQKYVNMVDLLDDPDKVKNFLRMEKWIFDSPDQAGETFRQFIKDFYQNNGFLNGGVVLG Allo. vinosum

288 DQVIELKNIQSSLLIGAGRSDQLVTADAVKPLTQLTSSSDVTFTLIPGGHLGLMSSQASS Ac. sp. BD413
287 GRKVDLKNIKANILNIAASRDHIAMPHQVAALMDAVSSEDKEYKLLQTGHVSVVFGPKAV B. megaterium
282 GQEVDLKDITCPVLNIFALQDHLVPPDASRALKGLTSSPDYTELAFPGGHIGIYVSGKAQ Allo. vinosum

348 EEFWPMFKHWLAQRSTQIQG Ac. sp. BD413
347 KETYPSIGDWLEKRSK B. megaterium
342 KEVTPAIGKWLNER Allo. vinosum

Abb. 3.1: Sequenzvergleich der PHB-Synthase PhaC von Acinetobacter sp. BD413.
PhaC aus BD413 zeigt (iiber die "Clustal’ -Methode ermittelten) Ahnlichkeiten zu PHB-
Synthasen aus Bacillus megaterium (PhaC) und Allochromatium vinosum (PhaC).

Die Amplifikation des potentiellen PHB-Synthase-Gens phaC fir die spéatere
Unterbrechung in ADP239 erfolgte mit den Primern PHB-Sacl-N2 (5 -CTTTTTCG
GAGCTCAGAAATATGC-3") und PHB-Xbal-C2 (5’-GCTTGAACTGCTICTAGATAA
TTCAAC-3"). Das mit Sacl und Xbal geschnittene PCR-Produkt (1,3 kb) wurde in die
aquivalenten Schnittstellen von pUC18 ligiert, wodurch das Plasmid pUBOL1 resultierte. In
die BstXI-Schnittstelle des Inserts von pUBO01 wurde nach dem Restriktionsverdau mit
BstXI die Giberhdngenden Enden mit Klenow-Fragment aufgefillt und mit dem Hincll-
geschnittenen nptll-Marker aus pUC4K mit glatten DNA-Fragmentenden ligiert. Fir die
homologe Rekombination in das Chromosom von Acinetobacter ADP239 ergaben sich
somit im resultierenden Plasmid pUB02 den Resistenzmarker flankierende Genbereiche
von 230 bp und 1070 bp. Die Mutante mit der Unterbrechung im phaC-Gen, welches fur
die mogliche PHB-Synthase codiert, wurde als B100 bezeichnet.

Die Uberpriifung der einmaligen und homologen Integration des Resistenzmarkers
fand Uber einen SOUTHERN Blot statt. Dazu wurde die isolierte chromosomale DNA des
Stammes B100 mit EcoRV und Sall sowie mit Sall und Xbal geschnitten, im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit einer Kanamycin-Sonde hybridisiert. Die
relevanten EcoRV- und Sall-Schnittstellen schlossen vor der Mutagenisierung im
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ADP239-Chromosom einen DNA-Bereich von 1,9 kb ein. Mit dem eingefiigten
Kanamycin-Marker von ca. 1,2 kb ergaben sich daraufhin 3,1 kb (Abb. 3.2, Spur 1). Fur
die Sall/Xbal-geschnittene chromosomale DNA vergroRerte sich die Basenpaaranzahl
entsprechend von urspriinglich 2,3 kb auf 3,5 kb (Abb. 3.2, Spur 2). Diese Detektion der
erwarteten DNA-Fragmentlangen bestatigte die richtige Integration des nptll-Markers ins
Zielgen.
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Abb. 3.2: SoutHeErN Hybridisierung restriktions-
verdauter DNA der phaC-Mutante B100 gegen eine
Kanamycin-Sonde. Die isolierte chromosomale DNA von
Acinetobacter sp. B100 wurde mit EcoRVSall (Spur 1) und
Sall/Xbal (Spur 2) verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und
nach dem Blot mit einer Kanamycin-Sonde hybridisiert. Die
Sonde detektierte unspezifisch die DNA des DNA-
GrolRenstandards (St) im Bereich von 3-10 kb. Auf der
linken Seite ist das Ethidiumbromid-gefarbte Gel und auf
der rechten der SoutHERN Blot dargestellt.

3.1.2 Untersuchung der phaC-Mutante B100 auf Speicherstoff-Synthese

Nach der Unterbrechung des phaC-Gens in Acinetobacter sp. ADP239 wurde zur
Kontrolle die PHB-Synthese des Wildtyp-Stamms mit der des Mutanten-Stamms B100
verglichen. Hierflr wurden die zwei Stdimme uber Nacht in Succinat-Mineralmedium unter
Phosphat-limitierten Bedingungen angezogen, indem dem Medium nur 1/100 der tblichen
Menge Phosphatpuffer zugesetzt worden war. Nach der Ernte der Kulturen erfolgte die in
»,Material und Methoden* ausfiihrlich beschriebene Einbettung der Zellen in Kunstharz.

In Abbildung 3.3 sind die Ultradiinnschnitte von ADP239 und der phaC-Mutante
B100 gezeigt. Der Wildtyp synthetisierte PHB-Speichergranula, die einen grof3en Teil des
cytoplasmatischen Raums beanspruchten. Exeplarisch sind zwei Zellen dargestellt (Abb.
3.3, A/B) Im Cytoplasma der phaC-Mutante B100 dagegen waren keine derartigen
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EinschlulRkdrperchen zu sehen (Abb. 3.3, C/D). Dies zeigt, dal} das identifizierte und
unterbrochene Gen phaC im Stamm B100 tatsachlich fur die Synthese dieses

Speicherpolymers verantwortlich ist und zudem kein Isoenzym diese Aufgabe ibernehmen
kann.

e

0,5 um

Abb. 3.3: Elektronenmikroskopische Darstellung von PHB-Granula in
Ultradiinnschichtschnitten von Acinetobacter. Der Wildtyp-Stamn
Acinetobacter sp. BD413 bildet nach dem Wachstum auf Succinat-
Mineralmedium unter Phosphatmangel EinschluRkorper, die del
Speicherstoff PHB enthalten (A und B). Die PHB-Granula sind mit Pfeilen
markiert.. Die phaC-Mutante B100, die einen Defekt in der PHB-Synthase
besitzt, bildet keine PHB-Granula (C und D).

3.1.3 Transformationstest der phaC-Mutante B100

Wadre das membranstdndige Polymer c-PHB an der naturlichen Transformation
beteiligt, so mufite die Mutante B100 mit einem Transformationsdefekt oder mit
niedrigerer Transformationsfrequenz reagieren. Zur Klarung dieser Frage wurde ein
Transformationsschnelltest durchgefiinrt (Material und Methoden 2.7.2.3).

Acinetobacter sp. ADP239 wuchs vor dem Passieren der BD413-DNA nicht auf der
p-Hydroxybenzoat-Agar-Platte, was den Defekt im pobA-Gen demonstrierte; nach Kontakt
mit der BD413-DNA zeigten sich dagegen Kolonien, so daR von einem intakten
natlrlichen Transformationssystem im Kontrollstamm ausgegangen werden kann (Abb.
3.4). Da sich die Mutante B100 in gleicher Weise verhielt, kann geschlossen werden, da
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B100 keinen Transformationsdefekt aufweist. Die ermittelten Transformationsfrequenzen
der PhaC-Synthase-Mutante B100 lagen im gleichen GroRenbereich von Acinetobacter sp.
ADP239 (lag-Phase bei 10°-10™).

S
)

-— BD413-DNA

Abb. 3.4: Transformationstest der phaC-Mutante
Acinetobacter sp. B100. Da ADP239 und die generierte
Mutante B100 einen Defekt im pobA- (Hydroxybenzoat-
Hydroxylase-) Gen besitzen, wachsen die Stimme nicht auf
p-Hydroxybenzoat. Nach dem Passieren der Impfése durch
einen Tropfen chromosomaler DNA von Acinetobacter sp.
BD413 findet aufgrund der Fahigkeit zur natirlicher
Transformation Wachstum statt. Der senkrechte Pfeil gibt die
Richtung der ausgestrichenen Zellen an.

Nach dieser Untersuchung verhielt sich die Mutante B100, die eine Unterbrechung in
dem Gen trégt, welches fiir die PHB-Synthase PhaC codiert, hinsichtlich ihrer natirlichen
Fahigkeit zur Transformation identisch zum Wildtyp, welches die Schluf3folgerung zulafit,
dal} das Polymer PHB nicht essentiell an der DNA-Aufnahme von BD413 beteiligt ist.
Obwohl Acinetobacter sp. BD413 kein zweites Gen besitzt, dessen Genprodukt
Ahnlichkeiten zu PHB-Synthasen aufweist, ist dennoch nicht ausgeschlossen, dafB eine
Synthese von membranstdndigem c-PHB Uber einen anderen Biogeneseweg erfolgt. Der c-
PHB-Gehalt in den Zellmembranen von Wildtyp und Mutante B100 miite zur endguiltigen
Kléarung der Frage, ob c-PHB an der natirlichen Transformation beteiligt ist, hierzu
bestimmt werden.
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3.2 Uberexpression und Reinigung von Proteinen des
Transformationssystems von Acinetobacter sp. BD413

Um die Kompetenzproteine ComA und ComC, die an der DNA-Aufnahme durch die
Zellhllle von Acinetobacter sp. BD413 beteiligt sind, in spateren Lokalisierungs- und
Charakterisierungsversuchen nachweisen zu kénnen, sollten polyklonale Antikérper gegen
diese Polypeptide hergestellt werden. Ihre spezifische Bindung erlauben eine Detektion der
Proteine in verschiedenen Zellfraktionen. Dieses setzt eine Uberexpression und
anschlieflende Reinigung voraus.

Die Unterbrechung von comC in Acinetobacter sp. BD413 fuhrte zu einem
vollstandigen Transformationsdefekt und einer verminderten Fahigkeit doppelstrangige
DNA auf der Zelloberflache zu binden (LINK et al. 1998). Die ausgehend vom ersten
potentiellen Startcodon der comC-Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosauresequenz
besteht aus 1208 Aminosauren (3624 bp) mit einer errechneten molekularen Masse von
132 kDa (LINK et al. 1998). Datenbankabgleiche ergaben Ahnlichkeiten zu den gut
untersuchten Proteinen PilC1 und PilC2 aus Neisseria gonorrhoeae (JONSSON et al. 1991)
und Neisseria meningitidis (NAssIF et al. 1994) sowie PilY1 aus Pseudomonas aeruginosa
(ALm et al. 1996), die an der Biosynthese von Typ-1V-Pili und der gleitenden
Fortbewegung “Twitching Motility™ beteiligt sind. Mit Ausnahme von PilC2 aus Neisseria
gonorrhoeae sind die PilC-Proteine auRerdem fir die Anheftung der Bakterien an die
Wirtszelle verantwortlich und erfiillen bei Neisseria gonorrhoeae zusatzlich eine Funktion
bei der natirlichen Transformation (MORAND et al. 2001, SCHEUERPFLUG et al. 1999,
RAHMAN et al. 1997). Immunologische Studien bei Neisseria gonorrhoeae ergaben, dal}
ComC in der &uBBeren Membran lokalisiert und ebenso an der Spitze des Typ-1V-Pilus zu
finden ist. Bei BD413 fihrte eine Unterbrechung des Kompetenzgens comC nicht zu einem
verdnderten Pilus-Ph&notyp und nicht zu einer beeintrachtigten F&higkeit zur gleitenden
Fortbewegung.

In Acinetobacter sp. BD413 wurde ein Kompetenzgen comA identifiziert, dessen
Genprodukt Ahnlichkeiten zu den gut untersuchten Kompetenzproteinen ComA aus
Neisseria gonorrhoeae, comEC aus Bacillus subtilis, Rec-2 aus Hemophilus influenzae
sowie CelB aus Streptococcus pneumoniae aufweist (FRIEDRICH et al. 2001, CAMPBELL et
al. 1998, CLIFTON et al. 1994, FACIUS & MEYER 1993, HAHN et al. 1993). Fir diese bereits
untersuchten Kompetenzproteine wurde eine Lokalisation in der Cytoplasmamembran
nachgewiesen, wobei 8-10 transmembrane Helices angenommen werden. Bezliglich seiner
Funktion wird eine Beteiligung bei der Translokation der aufgenommenen DNA (nach
Bildung von Einzelstrang-DNA) durch die innere Membran postuliert (FACIuUS et al. 1996,
HAHN et al. 1993, INAMINE & DuBNAU 1995).
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3.2.1 Uberexpression und Reinigung des Kompetenzproteins ComC

Fir die Uberexpression eines Proteinfragmentes von ComC aus BD413 wurde das
1280 bp-Hindlll/BamHI-Fragment (426 Aminosduren, ca. 50 kDa), welches von der 583.
bis zur 1863. Base reichte, aus dem 3624 bp-comC-Gen (kloniert in pRK9) direkt in den
ebenso geschnittenen Uberexpressionsvektor pJC40 ligiert, woraus das Plasmid pCCO1
resultierte. Die Klonierung eines groReren Genbereichs oder des vollstandigen comC-Gens
fiihrte zu toxischen Effekten, was einer Uberexpression entgegenstand. Die Expression des
comC-Fragments im rekombinanten pCCO01-Vektors flhrte zu einem Hybridprotein,
welches aus zehn N-terminalen Histidinresten und dem ComC-Fragment bestand. Die
Polyhistidinreste dienten der spateren Isolierung des gewiinschten Proteins, da Histidine
eine hohe Affinitat zu Nickelionen besitzen und somit tiber die Ni*-NTA Matrix
aufgereinigt werden kénnen. Nach der Transformation von pCCO1 in E. coli BL21 erfolgte
die Anzucht einer 250 ml Kultur in LB-Medium bei 37°C. Bei einer ODgy von 0,7-0,8
wurde der vor dem klonierten Genfragment lokalisierte T7-Promotor durch Zugabe von
IPTG induziert und die Zellen zwei weitere Stunden inkubiert. Die Synthese des
induzierten Proteins fuhrte zu keiner Beeintrachtigung des Zellwachstums. Nachdem die
Zellen geerntet, gewaschen und durch Ultraschall aufgeschlossen worden waren, wurde die
Uberexpression durch SDS-PAGE (iberpriift.

Die IPTG-Induktion lieferte im SDS-Gel eine Bande starker Intensitat bei 50 kDa,
die vor der Induktion nicht vorhanden gewesen war und die der erwarteten molekularen
Masse des Hybridproteins entsprach. Die daraufhin vorgenommene Zellfraktionierung
zeigte, dal? sich das gewiinschte Protein ausschliellich in der partikularen, Membran- und
Zelltrimmer-haltigen Fraktion befand, so dal? das Gberexprimierte ComC-Hybridprotein in
Form von EinschluRkoérpern vorlag. Geltstes Hybridprotein, welches dann in der
cytoplasmatischen Fraktion lokalisiert sein muf3te, lag nicht vor. Durch kurze niedertourige
Zentrifugation (3000 Upm, 2 min, 4°C, Eppendorf Zentrifuge 5417R) konnten die
EinschlulRkorper von gelésen Fremdproteinen und dem grofiten Teil der Membranen
abgetrennt werden (Abb. 3.5). Fiir die Aufreinigung tber die Ni**-NTA Matrix wurde das
Sediment zun&chst mit 6 M Harnstoff behandelt, so daR die Fusionsproteine denaturiert in
Losung gingen, und danach gegen PBS dialysiert. Entsprechend der Bindekapazitat des
Saulenmaterials wurde die S&ule mit dem dialysierten, renaturierten Protein beladen und
anschliefend gewaschen. Die Elution des Fusionsproteins erfolgte mit Imidazol-haltigem
Puffer. Dieses Eluat wurde daraufhin zur Entfernung des Imidazols gegen Phosphat-
Saline-Puffer (PBS) dialysiert. Auf diese Art konnten aus 250 ml Kultur ca. 4 ml Eluat mit
einer Proteinkonzentration von 400 ug/ml gewonnen werden.
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Abb. 3.5: Aufreinigung des uUberexprimierten ComC-
Hybridproteins mittels Ni-NTA-Affinitdtschromato-
graphie. Im SDS-Gel wurden die I6sliche
cytoplasmatische (Spur 1), die partikulare Fraktion (Spur 2)
und das gereinigte Fusionsprotein (Spur 3) aufgetragen.

Obwohl nach der Reinigung tber die Ni®-NTA Matrix neben dem gewiinschten
Fusionsprotein weitere Banden mit geringerer molekularen Masse im SDS-Gel zu
erkennen waren, erwies sich das Eluat als sauber (Abb. 3.5). Mit Hilfe von Antikérpern
gegen die Histidinreste konnte in Immunoblots gezeigt werden, daR es sich bei diesen
Banden ausschlieBlich um Abbruchfragmente des ComC-Hybridproteins handelte, die
ebenso an das Sdulenmaterial gebunden hatten und mit Imidazol eluierten (Abb. 3.5).

3.2.2 Untersuchungen zur spezifischen Bindung der Anti-ComcC-
Antikorper

Um fir Lokalisationen von ComC ein Nachweissystem zu etablieren, welches die
spezifische Detektion und Markierung von ComC ermdglicht, wurde ein Kanninchen mit
dem Uberexprimierten und aufgereinigten ComC-Hybridprotein immunisiert. Hierdurch
konnte nach zwei Monaten Antiserum gewonnen werden, welches fiir mehrere Tests, wie
z.B. ELISAs ("enzyme linked immunoabsorbent assay ), “Dotblots™ und “Immunoblots™ mit
dem aufgereinigten ComC-Hybridprotein sowie Acinetobacter sp. BD413-Zellextrakt und
auBere und innere Membranfraktionen eingesetzt wurden. Es zeigte sich dabei, dal} das
Antiserum einen hohen Titer an spezifischen Antikdrpern gegen das aufgereinigte ComC-
Hybridprotein enthielt. 0,1 ug des Hybridproteins konnte mit Antiserum nachgewiesen
werden, welches in einem Volumen von 10 ml 1:100 000 verdunnt wurde. Mit 1:25 000
verdinntem Antiserum konnte eine minimale Hybridproteinmenge von 5 ng detektiert
werden.
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Obwohl spezifische Antikorper vorlagen, konnte ComC jedoch in Acinetobacter
nicht nachgewiesen werden. Wurden hohe Protein- und/oder Anitserum-Konzentrationen
far den Immunoblot eingesetzt, so stieg die Zahl der Proteine, die Kreuzreaktionen mit
Antikorpen eingingen, eine spezifische Detektion von ComC konnte auch dann nicht
dargestellt werden. Immunoblots von Acinetobacter sp. ADP239, der den Wildtyp
reprasentiert, und der ComC-Mutante T308 wiesen identische Bandenmuster auf, welche
auf unspezifische Kreuzreaktionen des Antiserums zurtickzufiihren waren.

Obwohl spezifische Antikérper gegen das ComC-Hybridprotein vorlagen, die
Markierung von ComC in Zellextrakten jedoch zu keinem Detektionssignal fuhrte, kann an
zwei Griinde gelegen haben. Zum einen wies moglicherweise die Faltung des ComC-
Fragmentes, welches fir die Immunisierung eingesetzt worden war, Unterschiede zu der
Tertidrstruktur des von der Zelle synthetisierten ComC auf. Dies flihrt zur Exposition von
unterschiedlichen Epitopen und schliel3lich zu der Generierung von Antikorpern, die zwar
das fur die Immunisierung eingesetzte Hypidprotein detektieren, die Epitope des ComC-
Proteins aber nicht erkennen. Zum anderen konnte die fehlende Detektion von ComC in
den Zelllysaten auf die geringe Konzentration dieses Proteins zuriickzufihren sein, welche
dann unterhalb der Empfindlichkeit des auf Chemilumineszenz basierenden
Detektionsystems liegt.

Um unspezifische Kreuzreaktionen bei der Detektion hoher Zelllysat-Protein-
konzentrationen zu minimieren, konnte sich eine Reinigung des Antiserums beziglich
Anti-ComC-Antikdrpern anschlieBen. Hierzu mi3te das Antiserum zuerst im Immunoblot
gegen Proteine der ComC-Mutante und darauffolgend dasselbe Serum gegen Proteine des
Wildtyps eingesetzt werden. Durch den vorgeschalteten ersten Schritt werden diejenigen
Antikorper gebunden, die unspezifische Proteine markieren und des ComC-Signal
maoglicherweise Uberlagern.

3.2.3 Uberexpression und Reinigung des Kompetenzproteins ComA

Um die Funktion des Proteins ComA bei der natirlichen Transformation von
Acinetobacter sp. BD413 aufzukléren, seine Lokalisation in der Zelle zu bestimmen und
maogliche Proteinassoziationen zu identifizieren, mufite das Protein fur die Herstellung von
Antikorpern zunédchst uberexprimiert werden. Da die vermehrte Expression des gesamten
Gens aufgrund toxischer Effekte nicht moglich gewesen war, wurde in dieser Arbeit der
hydrophile C-Terminus von ComA als Fusionsprotein gereinigt. Als
Uberexpressionsvektor diente hierfir pMal-c2, wobei das malE-Gen, welches fiir das
Maltosebindeprotein MBP codiert, stomaufwérts des comA-Genfragments kloniert vorlag.
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Zunachst wurde mittels des Primerpaares ComA-EcoRI-N2 (5-GTGGTTCCAGAATTC
TGGTCAG-3") und ComA-Xbal-C2 (5 -CTGCAACCATCTAGACGACTGACG-3') ein
830 bp-Genfragment des 3'-Ende von comA amplifiziert (= 30 kDa), in die EcoRI- und
Xbal-Schnittstelle von pMal-c2 ligiert, so dal das Plasmid pMAOQ3 entstand. Nach
Uberpriifung des Inserts durch Sequenzierung wurden Mutationen und Verschiebungen des
Leserasters ausgeschlossen. Fiir die Uberexpression erfolgte nach der Transformation von
pPMAO3 in E. coli DH5a die Kultivierung in 250 ml LB-Medium bei 37°C. Bei einer ODggo
von 0,7-0,8 wurde der vor dem malE-Gen lokalisierte Pic-Promotor durch Zugabe von
IPTG induziert und die Zellen fiir zwei weitere Stunden inkubiert. Die durch IPTG-
Induktion bewirkte Expression des ComA/MalE-Fusionsproteins hatte keine negative
Auswirkung auf das weitere Wachstum der Kultur.

Nachdem die Zellen geerntet, gewaschen und durch Ultraschall aufgeschlossen
worden waren, wurde die Expression durch SDS-PAGE uberprift. Es zeigte sich im Gel
nach der IPTG-Induktion eine intensiv gefarbte Proteinbande von 72 kDa, die vor der
Induktion nur sehr schwach zu erkennen gewesen war (Abb. 3.6). Dieses Protein setzte
sich aus dem 42 kDa-Maltosebindeprotein und dem 30 kDa-ComA-Fragment zusammen.
Die Fraktionierung des Zelllysats in partikulare Bestandteile (Zelltrimmer/Membranen)
und l6sliche cytoplasmatische Bestandteile lieR weiterhin erkennen, dal} sich das 72 kDa-
ComA-Fusionsprotein im Sediment befand; die I6sliche Fraktion dagegen enthielt dieses
Protein nicht. Demzufolge bildete sich wahrend der Uberexpression EinschluRkorper, die
im Folgenden geldst werden muften. Hierfur wurde das Sediment mit 6 M Harnstoff
behandelt, so dal? die Fusionsproteine denaturiert in L6sung gingen. Durch Dialyse erfolgte
daraufhin die Entfernung des Harnstoffs und somit eine Riickfaltung der Proteine, was fir
die Aufreinigung des gewiinschten Proteins Uber die Bindung an die Amylose-Matrix
notwendig war.

Die Aufreinigung des ComA/MalE-Fusionsproteins basierte auf der hohen
Bindungsaffinitait des MBP (Maltosebindeproteins) zum Amylose-Saulenmaterial.
Entsprechend der Bindekapazitdat des Sdaulenmaterials wurde die Sdule mit dem
dialysierten, renaturierten Protein beladen und anschlieBend gewaschen. Die Elution des
Fusionsproteins erfolgte mit Maltose-haltigem Phosphat-Saline-Puffer (PBS). Auf diese
Art konnten aus 250 ml Kultur ca. 3 ml Eluat mit einer Proteinkonzentration von
400 wg/ml gewonnen werden. Obwohl nach der Reinigung tber die Amylose-Matrix neben
dem gewiinschten Fusionsprotein weitere Banden mit geringerer molekularen Masse im
SDS-Gel zu erkennen waren, erwies sich das Eluat als sauber (Abb. 3.6). Mit Hilfe von
Anti-MBP-Antikorpern konnte in Immunoblots gezeigt werden, daB es sich bei diesen
Banden ausschlielflich um Abbruchfragmente des MBP handelte, die wie das
Fusionsprotein an das Saulenmaterial gebunden waren und mit Maltose eluierten (Abb.
3.6).
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Abb. 3.6: Aufreinigung des UuUberexprimiertel
ComA/MalE-Fusionsproteins mittels Amylose-
Affinitditschromatographie. Im SDS-Gel wurden di¢
partikulare Fraktion (Spur 1) und das gereinigte
Fusionsprotein (Spur 2) aufgetragen.

3.2.4 Untersuchungen zur spezifischen Bindung der Anti-ComA-
Antikorper

Fur Lokalisationsstudien von ComA in den Zellkompartimenten von Acinetobacter
sp. BD413 sollte die Nachweismethode tber Markierung des gewdiinschten Proteins mit
spezifischen Antikorpern genutzt werden. Die Generierung von Anti-ComA-Antikorpern
erfolgte Uber die Immunisierung eines Kanninchens mit dem (berexprimierten und
aufgereinigten ComA/MalE-Fusionsprotein. Hierdurch konnte nach zwei Monaten
Antiserum gewonnen werden, welches fir mehrere Tests, wie z.B. ELISAs ("enzyme
linked immunoabsorbent assay ), “Dotblots” und “Immunoblots™ mit dem aufgereinigten
ComA/MalE-Fusionsprotein sowie Acinetobacter sp. BD413-Zellextrakt und auf3ere und
innere Membranfraktionen eingesetzt wurde. Es zeigte sich dabei, dal das Antiserum einen
hohen Titer an spezifischen AntikOrpern gegen das aufgereinigte ComA/MalE-
Fusionsprotein sowie ebenso gegen das abgespaltene ComA-Proteinfragment enthielt.
0,1 ug des Hybridproteins (nach Spaltung mit dem Faktor Xa) konnte mit Antiserum
nachgewiesen werden, welches in einem Volumen von 10 ml 1:75 000 verdinnt wurde.
Mit 1:25 000 verdlinntem Antiserum konnte eine minimale Hybridproteinmenge (nach
Spaltung mit dem Faktor Xa) von 7,5 ng detektiert werden.

Obwohl spezifische Antikorper vorlagen, konnten ComA jedoch in Acinetobacter
nicht nachgewiesen werden. Die elektrophoretische Auftrennung hoher Proteinmengen von
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Zelllysaten oder Membranfraktionen und die Detektion mit ansteigender Konzentration
von Anti-ComA-Antiserum fihrten im Immunoblot lediglich zu Kreuzreaktionen, eine
spezifische Detektion von ComA konnte nicht dargestellt werden. Immunoblots von
Acinetobacter sp. ADP239, der den Wildtyp représentierte, und der comA-Mutante T701
wiesen identische Bandenmuster unspezifisch detekierter Proteine auf. Da die Detektion
auf der Hohe des zu erwartenden ComA-Signals bei 90-95 kDa keine Signale erkennen
lieR, konnte eine Uberlagerung eines ComA-Signals durch unspezifische Kreuzraktionen
ausgeschlossen werden.

Das Vorliegen spezifischer Antikorper gegen das ComA-Proteinfragment und das
negative Ergebnis der immunologischen Markierung von ComA in Zellextrakten spiegelt
die Problematik der Detektion von ComC wider (3.2.2). Wie fur ComC und das dafir
generierte Antiserum bereits diskutiert, liegen die Grinde der fehlenden Detektion von
ComA in der Zelle moglicherweise in der zum nativen ComA unterschiedlichen Faltung
des ComA-Fragmentes als Bestandteils des MalE-Fusionsproteins oder an einem zu
geringen ComA-Gehalt in der Zelle.

3.3 ldentifizierung weiterer Kompetenzgene in Acinetobacter sp.
BD413

Die Untersuchungen von Transformationssystemen unterschiedlicher Bakterien
haben ergeben, dal sie &hnliche Komponenten einschliefen, ungeachtet der
phylogenetischen Distanz dieser Bakterien. Fir bereits vollstdndig sequenzierte Genome
von Organismen besteht somit die Mdglichkeit durch Sequenzabgleiche nach potentiellen
konservierten Kompetenzproteinen zu suchen. Da die komplette genomische Sequenz von
Acinetobacter sp. BD413 seit kurzem vorliegt und uns zugénglich ist, er6ffnet sich somit
die Moglichkeit weitere potentielle Kompetenzgene im Acinetobacter-Genom zu
identifizieren.

3.3.1 Identifizierung des comEA-Gens in Acinetobacter sp. BD413

Ein DNA-bindendes Kompetenzprotein wurde in Bacillus subtilis (ComEA),
Streptococcus pneumoniae (ComEA) sowie in Neisseria gonorrhoeae und Neisseria
meningitidis (ComE) identifiziert und charakterisiert (CHEN & GOTSCHLICH 2001,
PROVVEDI & DUBNAU 1999). Wéhrend ComEA der Gram-positiven Organismen neben der
basischen N-terminalen Domadne, die DNA-Bindung vermittelt, einen C-terminalen
hydrophoben Bereich aufweist, der die Verankerung des Proteins in der Zellmembran
vermittelt, besteht ComE aus Neisseria gonorrhoeae und Neisseria meningitidis allein aus
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der basischen Domaéne. Da die Transformationssysteme untereinander homolog sind, war
es sehr wahrscheinlich, daR Acinetobacter sp. BD413 ein zu ComE bzw. ComEA
aquivalentes Protein besitzt.

Uber den Aminosauresequenz-Abgleich der DNA-bindenden Kompetenzproteine
ComEA (C-Terminus) bzw. ComE mit den abgeleiteten Proteinen des Chromosoms von
Acinetobacter sp. BD413 konnte ein ORF identifiziert werden, dessen abgeleitete
Aminosdure-Sequenz zu 55% bzw. 52% identisch und zu 71% bzw. 70% &hnlich zu
ComEA (C-Terminus) bzw. ComE war. Dieser ORF aus Acinetobacter sp. BD413 wurde
comEA genannt. Wie ComE aus Neisseria gonorrhoeae weist COmEA aus BD413 einen
basischen DNA-bindenden Bereich auf, der aus zwei konservierten “Helix-turn-Helix’-
Motiven besteht (Abb. 3.7). Diese beiden Sequenzabschnitte umfassen jeweils 20
Aminosauren, die in charakteristischer Weise die basische Aminosdure Lysin tragen und
somit zu dem anhand der Aminosédure-Zusammensetzung ermittelten basischen pl-Wert
von 10,5 beitragen. Bei ComE aus Neisseria gonorrhoeae und Neisseria meningitidis weist
das prozessierte Protein nach der Abspaltund eines 19 Aminosédure-Signalpeptids eine
molekulare Masse von 8 kDa auf (CHEN & GoTscHLICH 2001). Eine derartige potentielle
Prozessierungssequenz von 1 VNINXA ist ebenso bei ComEA von Acinetobacter sp.
BD413 zu finden (Abb. 3.7), so daB fiir das prozessierte Protein eine errechnete molekulare
Masse von 7,6 kDa postuliert werden konnte.

1 MSIRHFF---TFFWA-----=—==TLL-=-T-----------omoooeoo—oo—————— Acin. sp. BD413
1 VTAKHPFRKPPIIRG- --------FLLCPEK--= - === == =- oo eoe oo o= N, meningitidis
1 MNWLNQHKKATI ILAASAAVFTAIMIFLATGKNKEPVKQAVPTETENTVVKQEANNDESNE B. subtilis

17 --LFSM--QIVFAQGFDQQYDAWKTQ---------QKAHDTRLNSS ---ASHHSLSKPTQ Acin. sp. BD413
23 --MSGM--AGQYP--YGVRSGLRRNG---------LKLWDIHFRMTRFIVARCGLLFATL N. meningitidis

61 TIVIDIKGAVQHPGVYEMRTGDRVSQAIEKAGGT SEQADEAQVNLAEILQDGTVVYIPKK B. subtilis

61 QSGTGVK——————--———————y-VNINSATAKELQQLHGVGEKKALAIVEYRQQYGKFA Acin. sp. BD413
68 KGKTMKKMFVLFCMLFSCAFSLAAVNINAASQQELEALPGIGPAKAKAIAEYRAQNGAFK N. meningitidis
121 GEETAVQQGGGGSVQSDGG-KGALVNINTATLEELQGISGVGPSKAEAITIAYREENGRFQ B. subtilis

104 SVDDLQKVKGIGPKFIEKNRDRLAIZ Acin. sp. BD413
128 SVDDLTKVKGIGPAVLAKLKDQASVGAPAPKGPAKPALPAAKK N. meningitidis
180 TIEDITKVSGIGEKSFEKIKSSITV-----------------K B. subtilis

Abb. 3.7: Sequenzabgleich des Proteins ComEA von Acinetobacter sp. BD413 (nach
"Clustal’). ComEA aus BD413 zeigt Ahnlichkeiten zu DNA-bindenden Kompetenzproteinen aus
Neisseria menigitidis (ComE) und Bacillus subtilis (ComEA). Die Pfeilspitze markiert die
Prozessierungsstelle. Die unterstrichenen Bereiche markieren "Helix-turn-Helix'-Motive fur die
DNA-Bindung.
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Das Genom von Neisseria gonorrhoeae weist vier Kopien des DNA-bindenden
Proteins ComE auf, dessen Gene in der Zelle exprimiert werden (CHEN & GOTSCHLICH
2001). Um einen vollstandigen Transformationsdefekt zu erzeugen, mufiten demzufolge
die vier comE-Gene gemeinsam unterbrochen werden. Nach den Homologiestudien liegt in
Acinetobacter sp. BD413 dagegen nur ein potentiellen comEA-&hnliches Gen vor.
Betrachtet man die chromosomale Lage dieses Gens, so finden sich keine Parallelen zu
genomischen Lokalisationen von Genen, die fur DNA-bindende Kompetenzproteine
codieren. ComEA aus BD413 wird stromaufwars von einem MazG-&hnlichen Protein und
einer potentiellen Reduktase/Dehydrogenase flankiert. Stromabwarts liegen Gene, dessen
Produkte fur eine mogliche Poly(A)-Polymerase und eine Pyrophosphokinase codieren. Im
Vergleich dazu liegen die vier comEs aus Neisseria gonorrhoeae stromabwaérts von rRNA-
Operonen (CHEN & GOTSCHLICH 2001).

Zusammenfassend laRt sich sagen, daR Acinetobacter sp. BD413 einen ORF besitzt,
dessen Genprodukt Ahnlichkeiten zu identifizierten und charakterisierten DNA-bindenden
Kompetenproteinen aufweist. Diese Gen liegt auf dem Chromosom von BD413 als einzige
Kopie vor.

3.3.2 Unterbrechung des Kompetenzgens comEA aus Acinetobacter sp.
BD413

Die Unterbrechung des tiber Datenbank-Abgleiche identifizierte comEA im Genom
von ADP239 sollte klaren, ob es sich bei diesem Gen tatsachlich um ein Kompetenzgen
handelte. Da fir das Einfiigen des nptll-Markers in das gewunschte Gen nur die Sspl-
Schnittstelle in Frage kam, muf3te vor der Klonierung dieses Genbereichs die Sspl-
Schnittstelle im Vektor pUC18 entfernt werden. Da die Sspl-Schnittstelle glatte DNA-
Enden liefert, wurde fir die Eliminierung dieser Schnittstelle ein DNA-Fragment
hineinkloniert. Dazu wurde die Q Streptomycin-Kassette mit EcoRV/Hincll aus pBS01 in
die Sspl-Schnittstelle von pUC18 ligiert, so dal? der Vektor pUS01 entstand, der daraufhin
sowohl eine Ampicillin- als auch eine Streptomycin-Resistenz besal (Abb. 3.8).

Nach der Amplifizierung des comEA an der chromosomalen BD413-DNA mittels
der Primer-ComEA-Pstl NA1.2 (5 -CTAAGTGAGTTTGAAGCTGCAGTGCATAAG-3)
und ComEA-Xbal-CB4 (5'-GTCGATAACCCACATCTAGACGCGCGCAAG-3’) wurde
das 750 bp PCR-Produkt mit Pstl und Xbal in pUS01 kloniert, woraus das Plasmid puD08
entstand (Abb. 3.8). In die Sspl-Schnittstelle des Inserts konnte daraufhin der nptll-Marker
gesetzt werden. Dazu wurde der Marker mit Pstl aus dem Plasmid pUC4K geschnitten, mit
Klenow-Enzym behandelt und mit glatten Enden in die Sspl-Schnittstelle ligiert. Aus dem
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entstandende Plasmid pUDO09 konnte das mit dem Kanamycin-Gen unterbrochene Insert
mit Pstl/Xbal herausgeschnitten und in Acinetobacter sp. ADP239 transformiert werden.
Uber die den Marker flankierenden Bereiche von 470 bzw. 280 bp fand eine
Rekombination in das gewlinschte Gen statt, woraus der Stamm T100 resultierte.

Q (sm" nptll (Km")
bla (Amp") lacZyucis comEA >r|:|7
- | puC18
(Sspl) Pstl (Sspl) Xbal

300 bp

Abb. 3.8: Plasmidkonstruktion fur die Unterbrechung von comEA. In die Sspl-
Schnittstelle von pUC18 wurde zunéachst zur Eliminierung dieser Schnittstelle die Q
Streptomycin-Kassette aus pBS01 mit EcoRI und Hincll kloniert, woraus pUS01
resultierte. Nach der Amplifikation des comEA-Gens wurde das PCR-Produkt mit
Pstl und Xbal in die MCS des Vektors kloniert (pUDO08) und zur Unterbrechung des
Gens der nptll-Marker in die Sspl-Schnittstelle ligiert (pUD09). Die Resistenzgene
sind nicht mal3stabsgetreu wiedergegeben. Das lacZ-Gen von pUC18 gibt die
Leserichtung des vektoreigenen Promotors an. Die in Klammern dargestellten
Schnittstellen kdnnen nicht mehr restriktionsverdaut werden.

Die Uberpriifung der einmaligen und homologen Integration des Resistenzmarkers
fand Uber einen SOUTHERN Blot statt. Hierfir wurde die isolierte chromosomale DNA des
Stammes T100 mit EcoRV bzw. mit Hincll vedaut, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet
und mit einer Kanamycin-Sonde hybridisiert. Die beiden relevanten EcoRV-Schnittstellen
schlossen vor der Mutagenisierung im ADP239-Chromosom einen DNA-Bereich von
2,0 kb ein. Mit dem eingefuigten Kanamycin-Marker von ca. 1,2 kb ergaben sich daraufhin
3,2 kb (Abb. 3.9, Spur 1). Fir die Hincll-geschnittene chromosomale DNA vergroferte
sich die Basenpaaranzahl entsprechend von urspringlich 2,4 kb auf 3,6 kb (Abb. 3.9,
Spur 2). Diese detektierten DNA-Fragmentlangen bestatigte die richtige Integration des
nptll-Markers ins Zielgen.
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Abb. 3.9: SoutHeErN Hybridisierung restriktionsverdauter
DNA der comEA-Mutante T100 gegen eine Kanamycin-
Sonde. Die isolierte chromosomale DNA von Acinetobacter
sp. T100 wurde mit EcoRV (Spur 1) und Hincll (Spur 2)
geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt und nach dem Blot
mit einer Kanamycin-Sonde hybridisiert. Die Sonde
hybridisierte unspezifisch mit der DNA des GroR3enstandards
(St) im Bereich von 3-10 kb. Auf der linken Seite ist das
Ethidiumbromid-gefarbte Gel und auf der rechten del
SouTtHERN Blot dargestellt.

3.3.3 Transformationstest der comEA-Mutante T100

Die Uberpriifung der erhaltenen Mutante T100 auf ihre Fahigkeit zur natiirlichen
Transformation erfolgte im Transformationsschnelltest (2.7.2.3). Fur diesen Test wurde die
mit Zellsuspension benetzte Impfose durch einen Tropfen chromosomaler BD413-DNA
gezogen, der sich auf einer Mineralmedium/p-Hydroxybenzoat-Agarplatte befand.
Abbildung 3.11 zeigt in Spur 1, dal} sich nach dem Passieren des DNA-Tropfens beim
Kontrollstamm ADP239 Wachstum einstellte. Die generierte Mutante T100 mit einer
Unterbrechung in comEA (ein Abkdmmling des Stammes ADP239) wuchs auch nach
Kontakt mit BD413-DNA nicht auf p-Hydroxybenzoat, was den pobA-Defekt
demonstrierte und auf einen Transformationsdefekt schlieBen lie} (Abb. 3.11, Spur 2).
Demzufolge muBte in der generierten Mutante T100 ein Kompetenzgen unterbrochen
worden sein.

Um zu zeigen, dal3 der Verlust der natirlichen Kompetenz auf den Defekt in der
ComEA-Synthese zurtickzufiihren war und nicht auf einen durch das Kanamycin-Gen
verursachten polaren Effekt auf stromabwarts liegende Gene, sollte der Stamm T100 mit
dem intakten comEA-Gen in trans komplementiert werden. Als Vektor diente pRK415, in
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welchen das Pstl/Xbal-Insert (comEA) aus pUDO08 (Abb. 3.8) kloniert wurde, wobei durch
die Auswahl der Schnittstellen fir die Klonierung die Leserichtung von comEA entgegen
dem Vektor-eigenen lacZ-Promotor liegen mufite. Aus diesem Grund konnten die
Restriktionsschnittstellen Pstl und Xbal in pRK415 nicht fiir eine direkte Integration des
comEA als Pstl/Xbal-Insert genutzt werden. Das comEA-Insert in dem resultierenden
Plasmid pKD11 besal am 5°-Ende die intakte Pstl-Schnittstelle; am 3"-Ende wurde
hingegen die Xbal-Schnittstelle mit Klenow-Enzym aufgefullt und mit glatten DNA-Enden
in den Vektors pRK415 ligiert (Abb. 3.10). Dafir wurde zuvor der Vektor mit Hindlll
geschnitten, mit Klenow-Enzym behandelt, sowie schlie3lich mit Pstl verdaut. Nachdem
pKD11 konjugativ in Acinetobacter sp. T100 Ubertragen worden war, konnte mit diesem
Stamm der Transformationsschnelltest durchgefiihrt werden.

pKD11 lacZ,ria1s COmEA > lacPO [
| | pRK415
300 bp Pstl Sspl (HindllII)

Abb. 3.10: Plasmidkonstruktion von pKD11. pRK415 wurde mit Hindll
geschnitten, mit Klenow-Enzym behandelt und daraufhin mit Pstl verdaut. Fir
die Klonierung von comEA in den geschnittenen pRK415 wurde pUDO08
zunachst mit Xbal geschnitten, mit Klenow-Enzym behandelt und schlieflich
mit Pstl verdaut. Nach der Ligation in pRK415 lag das comEA-Gen entgegen
der Leserichtung des vektoreigenen lacZ-Promotors. Die gezeigte Hindlll-
Schnittstelle kann aufgrund der vorangegangenen Behandlung mit Klenow-
Enzym nicht mehr geschnitten werden.

Die transformationsdefekte Mutante T100, die nach dem Kontakt mit BD413-DNA
kein Wachstum auf p-Hydroxybenzoate zeigte, regenerierte die natiirliche Kompetenz
durch den Besitz des comEA-tragenden Plasmids pKD11 (Abb. 3.11), was bestatigte, dal3
allein die Mutation in comEA zu dem Transformationsdefekt fiihrte.

Nach diesen Untersuchungen lieR sich zeigen, dal} die gezielte Unterbrechung von
comEA einen vollstdndigen Transformationsdefekt zur Folge hatte und daB es sich bei
diesem Gen um ein Kompetenzgen handelt. Die erfolgreiche Komplementation des
Defektes zeigte weiterhin, dall vor comEA eine Promotorstruktur liegt und der
Transformationsdefekt nicht auf einen polaren Effekt auf stromabwaérts liegende Gene
beruhte.
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Abb. 3.11: Transformationstest der comEA-Mutante
Acinetobacter sp. T100. Da ADP239 und die generierte
Mutante T100 einen Defekt im pobA- (Hydroxybenzoat-
Hydroxylase-) Gen besitzen, wachsen die Stamme nicht auf
p-Hydroxybenzoat. Nach dem Passieren der Impfése durch
einen Tropfen chromosomale DNA von Acinetobacter sp.
BD413 findet bei der F&higkeit zur natirlicher
Transformation Wachstum statt. Der senkrechte Pfeil gibt
die Richtung der ausplattierten Zellen an.

3.3.4 Transkriptionale Regulation von comEA

Die bisher untersuchten Kompetenzproteine ComA, ComB, ComC, ComE, ComF
und ComP werden auf transkriptionaler Ebene auf dhnliche Weise reguliert, wobei die
Expression mit dem Uberimpfen in frisches Succinat-Mineralmedium auf ein niedriges
Niveau abféllt, um mit dem Eintritt in die stationdre Wachstumsphase wieder anzusteigen
(HERzBERG et al. 1999, PORSTENDORFER et al. 2000, FRIEDRICH et al. 2001).
Demgegentber wird die maximale Transformationsfrequenz erst kurz nach dem
Uberimpfen in frisches Medium erreicht. Im Folgenden sollte Gberpriift werden, inwieweit
die Expression des Kompetenzgens comEA entsprechend der bereits charakterisierten
Kompetenzgene aus Acinetobacter sp. BD413 oder entsprechend des Verlaufs der
Transformationsfrequenz reguliert wird. Weiterhin sollte die Expressionsrate Hinweise auf
den Gehalt von ComEA in der Zelle liefern.

Mit Hilfe des lacZ-Reportergens, dessen Genprodukt — eine -Galaktosidase — im
optisch enzymatischen Test quantifiziert werden konnte, wurde Wachstumsphasen-
abhéngig die vom comEA-Promotor ausgehende Transkription verfolgt. Das dafur
eingesetzte lacZ lag im Vektor pBK mit Ribosomen-Bindestelle aber ohne eigenen
Promotor vor. In die stromaufwarts zum lacZ-Gen liegenden Restriktionsschnittstellen
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EcoRI und Xbal wurde unter Entfernung des gusA-Reportergens das aus dem Plasmid
pUDO08 stammende Pstl/Sstl-Fragment, welches das 5°-Ende von comEA enthielt, mit
glatten DNA-Enden ligiert. Vor dem ersten potentiellen ATG-Startcodon, welches eine
66 Aminosauren lange Signalsequenz liefert, liegen 260 bp, die das 3"-Ende (253 bp) des
stromaufwarts von comEA lokalisierte Gen beinhaltete. Neben dem ersten ATG von
comEA sind weiterhin 60 bp stromabwarts ein ATG und 42 bp, 45 bp, 138 bp sowie 165 bp
ein potentielles TTG-Startcodon lokalisiert. Anhand der Basensequenz kann kein
eindeutiger Transkriptionsstart vorhergesagt werden.

Diejenigen Pstl/Sstl-comEA-Genfragmente, die die richtige Orientierung in dem
resultierenden Plasmid pBD10 hatten, bewirkten eine Blaufarbung der auf X-Gal-LB-
Medium gewachsenen E. coli-Kolonien.

Fur die Bestimmung der $-Galaktosidaseaktivitdt wurde das Plasmid pBD10 in
Acinetobacter sp. ADP239 konjugativ tbertragen. Als Kontrolle diente der Vektor pBK.
Eine damit durchgefiihrte Nullwertbestimmung in Acinetobacter sp. ADP239 ergab keine
melbare p-Galaktosidaseaktivitat. Deshalb konnte im folgendem Versuch die gemessene
Aktivitat auf die stromabwérts des comEA-Promotors klonierte p-Galaktosidase
zuruckgefihrt werden. Aufgrund der im Vergleich zu dem chromosomal lokalisierten
comEA hoheren Kopienzahl des eingesetzten Plasmids pBD10, liel sich die gemessene
Aktivitat nicht unmittelbar in eine absolute Transkriptionsrate tUbertragen. Sie ermdglicht
in erster Linie Aussagen dartber, inwiefern ein Gen unter bestimmten Bedingungen und in
welcher Relation zu anderen Genen exprimiert wird.

Zur Messung der Wachstumsphasen-abhangigen Transkription wurden 50 ml
Succinat-Mineralmedium mit einer ausgewachsenen Vorkultur inokkuliert und bei 30°C
schittelnd inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und das
Kulturwachstum Uber die optische Dichte verfolgt. Fir die Bestimmung der -
Galaktosidaseaktivitdt wurde so viel Probenvolumen entnommen und eventuell durch
Zentrifugation konzentriert, da3 schlie3lich in jeder Probe eine optische Dichte (600 nm)
von 5 resultierte. Die Enzymaktivitat wurde nach MiLLER (1972) durch Umsetzung von o-
Nitrophenolyl-g-D-Galaktopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol pro Zeit und pro
Zelldichte bestimmt. Die Zeit der Inkubation und die Zelldichte wurde in dem Versuch fir
alle Proben konstant gehalten, so dafi? sich die Gelbfarbung durch die Entstehung von o-
Nitrophenol zu den ermittelten MiLLER-Units direkt proportional verhielt.

Fir comEA zeigte sich vor dem Uberimpfen der ausgewachsenen Vorkultur in
frisches Medium und in der stationdaren Wachstumsphase maximale §-
Galaktosidaseaktivitat von 140 MiLLER-Units, die wéhrend der lag-Phase und des
beginnenden exponentiellen Wachstums auf ein Grundniveau von 70 MILLER-Units
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abnahm (Abb. 3.12). Zum Ende des exponentiellen Wachstums bis hin zur spéten
stationédren Phase stieg der Wert langsam wieder auf den maximalen Wert.
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Abb. 3.12: Expression des Kompetenzgens comEA. Di
Promotoraktivitdt von comEA wurde als lacZ-Transkriptionsfusion im
Verlauf einer statischen Kultur in Succinat—MineraImedium‘( j
bestimmt. Die Promotorregionen wurden jeweils vor das lacZ-Gen
kloniert und die p-Galaktosidaseaktivitdt im enzymatischen Test
gemessen (1).

Die p-Galaktosidase-Aktivitdtsmessung ergab, daR comEA Wachstumsphasen-
abhangig exprimiert wird, so dafl von einer Regulation auf Transkriptionsebene
ausgegangen werden kann. Verglichen zu den bereits untersuchten Kompetenzgenen
comA, -B, -E, -F und comP aus Acinetobacter sp. D413 zeigte comEA einen identischen
wachstumsphasenabhangigen Verlauf der Expression.

3.4 Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion des
Kompetenzproteins ComEA

In naturlich transformierbaren Bakterien erfolgt nach der Kompetenzinduktion die
Synthese des DNA-Aufnahmeapparates, der die freie DNA durch die Zellhille schleust.
Der erste Schritt dieses Transportvorganges besteht zundchst in der Bindung der DNA an
die Zelloberflache. DNA-bindende Kompetenzproteine wurden bereits in Bacillus subtilis
(ComEA), Streptococcus pneumoniae (ComEA) sowie in Neisseria gonorrhoeae und
Neisseria meningitidis (ComE) identifiziert und charakterisiert (CHEN & GOTSCHLICH
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2001, PROVVEDI & DuBNAU 1999). Mit comEA konnte in Acinetobacter sp. BD413 ein
ahnliches Kompetenzgen identifiziert werden, welches als einmalige Kopie im
Chromosom vorliegt und eine essentielle Funktion bei der natlrlichen Transformation
ausubt.

Nach der genetischen Untersuchung des comEA-Gens sollte nun eine
Charakterisierung des Genproduktes auf proteinchemischer Ebene folgen, was die
Herstellung von spezifischen Antikérpern gegen ComEA und die Uberpriifung der DNA-
bindenden Eigenschaft beinhaltete.

3.4.1 Uberexpression und Aufreinigung von ComEA

Die Untersuchung der Funktion von ComEA bei der DNA-Aufnahme, die
Bestimmung seiner Lokalisation und der Nachweis von Proteininteraktionen setzt die
Generierung von Antikdrpern voraus.

Aufgrund der Ahnlichkeit von ComEA aus Acinetobacter sp. BD413 zum
Kompetenzprotein ComE aus Neisseria gonorrhoeae und Neisseria meningitidis konnte
eine Signalsequenz flir ComEA aus BD413 postuliert werden (3.3.1). Da Signalsequenzen
I.d.R. beim Transport durch die Cytoplasmamenbran abgespalten werden und aus diesem
Grund keine Doméne des funktionsfahigen Proteins in seinem Zielkompartiment
darstellen, wurde ComEA ohne das Signalpeptid tUberexprimiert. Die anhand der
Aminosauresequenz errechnete molekulare Masse des prozessierten ComEA-Proteins
betragt 7,6 kDa. Da fir eine optimale Immunantwort ein Polypeptid eine minimale
Molmasse von 20 kDa aufweisen sollte, wurde das Maltosebindeprotein (MBP)-
Fusionssystem genutzt. Hierfir wurde das Gen des Zielproteins im Leseraster
stromabwarts von malE des Uberexpressionsvektors pMal-c2 kloniert. ComEA - fusioniert
mit MalE (42 kDa) - besall als immunogenes Antigen eine errechnete molekulare Masse
von 49 kDa. Nach der Expression konnte tiber die MalE-Komponente das Fusionsprotein
an eine Amylose-Affinitatssaule selektiv gebunden und schlielflich mit Maltose eluiert
werden.

Fur die Klonierung in pMal-c2 wurde zunéchst derjenige 330 bp comEA-Genbereich
mit den Primern ComEA-EcoRI-NB3 (5 -CTGGCACTGGGGTGGAATTC
AATATTAAC-3") und ComEA-Xbal-CB4 (5 -GTCGATAACCCACATCTAGA
CGCGCGCAAG-3) an der chromosomalen DNA des Stammes BD413 amplifiziert,
welcher nach der Translation das prozessierte Protein lieferte. Die als Primer eingesetzten
Oligonukleotide enthielten die Schnittstellen EcoRI und Xbal, was die spezifische Ligation
unter Beriicksichtigung des malE-Leserasters mit dem ebenso geschnittenten Vektor
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erlaubte. Das dabei entstandene Plasmid pMDO05 konnte nach der Transformation in E. coli
DH5a fiir die Uberexpression eingesetzt werden.

Vorversuche zur Uberexpression belegten, da sich das gewiinschte Protein
ausschlieBlich in der 16slichen Zellfraktion befand, doch nur in relativ geringer Mengen
gebildet wurde. Um dennoch genligend Fusionsprotein fiir eine Immunisierung zu erhalten,
wurden 9 | Zellkultur angezogen. Hierfir wurde E. coli DH5a pMDO05 in 3x3 | LB-
Medium (Kluyver-Kolben) bei 37°C bis zu eine OD von 0,7-0,8 angezogen, der vor dem
malE-Gen lokalisierte Pic-Promotor durch Zugabe von IPTG induziert und die Zellen fir
zwei weitere Stunden inkubiert. Die durch die IPTG-Induktion bewirkte Expression des
MalE/ComEA-Fusionsproteins hatte keine negative Auswirkung auf den weiteren Verlauf
des Wachstums der Kultur.

Nachdem die Zellen gewaschen und resuspendiert in 300 ml S&ulenpuffer durch
Ultraschall aufgeschlossen worden waren, wurde die Uberexpression durch SDS-PAGE
uberprift. Die Induktion lieferte nach der Auftrennung im SDS-Gel eine Proteinbande von
ca. 49 kDa, die vor der IPTG-Behandlung nicht sichtbar gewesen war. Dieses Protein
setzte sich aus dem 42 kDa-Maltosebindeprotein und dem 7,0 kDa-ComEA-Protein
zusammen. Das Fusionsprotein lag in geléster Form im Cytoplasma und nicht
zusammengelagert in EinschlulRkérpern vor, die gemeinsam mit Membranen und
Zelltrimmern nach der Ultrazentifugation in der partikuldren Fraktion sedimentiert
worden waren (Abb. 3.13).

Die Aufreinigung des MalE/ComEA-Fusionsproteins basiert auf der hohen
Bindungsaffinitdat des Maltosebindeproteins zur Amylose-Matrix. Entsprechend der
Bindekapazitat wurde das Amylose-Material zu der I6slichen Fraktion des Zellaufschlusses
gegeben, im Melizylinder sedimentiert, gewaschen und schliel3lich mit Maltose-haltiger
PBS eluiert. Auf diese Weise konnten aus 9 | Kultur 6 ml Eluat mit eine
Proteinkonzentration von 120-150 ug/ml gewonnen werden. Da diese Konzentration flr
eine Immunisierung nicht ausreichte, wurde das Eluat in Centriprep-Rohrchen auf ein
Volumen von 2 ml mit 400 ug/ml eingeengt. Die Uberpriifung der Aufreinigung des
MalE/ComEA-Fusionsproteins in einer SDS-PAGE lieferte die GewiRheit, daR alle
Fremdproteine abgetrennt worden waren; nur die 49 kDa-Proteinbande war nach Féarbung
mit Silbernitrat erkennbar (Abb. 3.13, Spur 3).
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Abb. 3.13: Aufreinigung des Uuberexprimierten
ComEA/MalE-Fusionsproteins mittels Amylose-
Affinitdtschromatographie. In einer SDS-PAGE
wurden die partikulare Fraktion (Spur 1), die l6sliche
Fraktion (Spur 2) und das gereinigte Fusionsprotein
(Spur 3) aufgetragen.

Fur die Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen ComEA wurde ein
Kaninchen mit insgesamt 600 wg Fusionsprotein immunisiert. Da ComEA mit einer
molekularen Masse von 7,6 kDa zu klein war und folglich nicht immunogen genug
gewesen ware, wurde das Fusionsprotein fir die Immunisierung nicht mit dem Faktor Xa
gespalten, sondern vollstdndig injiziert. Das so gewonnene Antiserum enthielt demnach
Antikdrper gegen ComEA und das Maltosebindeprotein MalE.

3.4.2 Untersuchungen zur spezifischen Bindung der Anti-ComEA-
Antikorper

Lokalisationsstudien von ComEA in den Zellmembranen von Acinetobacter sp.
BD413 sollten ber immunologische Verfahren mittels spezifischer Antikorper
durchgefihrt werden. Das durch die Immunisierung eines Kaninchens mit dem
ComEA/MalE-Fusionsprotein hergestellte Antiserum wurde fur ELISAs ("enzyme linked
immunoabsorbent assay’), “Dotblots” und “Immunoblots® mit dem aufgereinigten
ComEA/MalE-Fusionsprotein, Acinetobacter sp. BD413-Zellextrakt sowie &uRerer und
innerer Membranfraktionen eingesetzt. Es zeigte sich dabei, dal das Antiserum einen
hohen Titer an spezifischen Antikdrpern gegen das aufgereinigte ComEA/MalE-
Fusionsprotein sowie ebenso gegen das abgespaltene ComEA-Proteinfragment enthielt,
was das Vorliegen von spezifischen Antikorpern gegen ComEA demonstrierte. 0,2 ug von
ComEA des mit dem Faktor Xa gespaltenen Hybridproteins konnte nach der Auftrennung
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in einer SDS-PAGE in einem Immunoblot mit Antiserum nachgewiesen werden, welches
in einem Volumen von 10 ml 1:70 000 verdinnt wurde. Mit 1:25 000 verdinntem
Antiserum konnte eine minimale ComEA-Menge von 10 ng detektiert werden. Das von
Acinetobacter synthetisierte ComEA konnte auch nach elektrophoretischer Auftrennung
hoher Proteinkonzentrationen (bis 10 ug Protein) dennoch nicht detektiert werden.

Das Vorliegen spezifischer Antikorper gegen ComEA in Verbindung mit dem
negativen Detektionsergebnis von ComEA in Zelllysaten spiegelt die Problematik der
Detektion von ComA und ComC wider (s.0.). Wie bereits erwéhnt, lag der Grund
maoglicherweise in der zum nativen Protein unterschiedlichen Faltung des Fusionsproteins
oder an einem zu geringen Gehalt des gewiinschten Proteins in der Zelle. Fir ComEA trifft
vermutlich letzteres zu, da das comEA-Gen in Acinetobacter nur sehr gering exprimiert
wird (3.3.4). Dariiber hinaus lag das Fusionsprotein nach der Uberexpression in E. coli
DH5a in nativer Form gel6st im Cytoplasma vor, was eine intakte Faltung favorisierte und
zu spezifischen Antikoérpern fuhren mifite. Um zu priifen, ob das fehlende spezifische
Signal nach der immunologischen Detektion auf den zu geringen Gehalt des Proteins
zuriickzufuhren war, sollte comEA in Acinetobacter héher exprimiert werden.

3.4.3 Steigerung der Expressionsrate von cOmEA

Die geringe Expressionsrate von comEA und das fehlende spezifische Signal in
immunologischen Nachweismethoden der Zellextrakte von Acinetobacter sp. BD413
mittels Anti-ComEA-Antikorper, lied die Vermutung zu, dal3 der ComEA-Gehalt der Zelle
fiir eine Detektion tiber Chemilumineszenz zu gering ist. Fir die Erhéhung der Expression
von comEA wurde der vor dem Kompetenzgen comP lokalisierte 0°*-abhéngige Promotor
genutzt (PORSTENDORFER et al. 2000). ComP konnte bisher in BD413 als einziges Protein
immunologisch detektiert werden, was eine Synthese von ComP anzeigt, die duch die
Markierung mit Antikorpern darstellbar ist. Dieser Promotor bot moglicherweise eine
moderat erhdhte Transkription im Verlauf der naturlichen Kompetenzentwicklung von
Acinetobacter, was fiir die spatere subzellulére Lokalisation von ComEA als funktionaler
Bestandteil des natirlichen Transformationssystems wesentlich war.

Fur die Klonierung hinter den comP-Promotor muf3te zundchst mittels PCR derjenige
Bereich amplifiziert werden, der das vollstandige Gen und seine Ribosomenbindestelle
beinhaltete. Da der Transkriptionsstart von ComEA nicht eindeutig bestimmt werden
konnte, wurde das potentielles ATG-Startcodon beriicksichtigt, welches 198 bp
stromaufwarts der Prozessierungsstelle (GGGTG'AAAGTC) liegt. Zwischen diesem
Startcodon und der Prozessierunssequenz befindet sich kein Stopcodon und keine
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Terminatorstruktur des benachbarten Gens, so dal’ mégliche Transkriptionsstarts, die nach
dem postulierten Start-ATG folgen, ebenso zu der gewinschten gesteigerten Expression
von comEA fihren. Die Transkription durch einen eventuell vorhandenen comEA-eigenen
Promotor wirde dennoch einer Verstarkung des stromaufwaérts klonierten comP-Promotors
unterliegen.

Mittels der Primer ComEA-Pstl-N (5 -CTGGAATCAAGCCAAACTGCAG
CTGAATAA-3") und ComEA-Sacl-C (5 -GATGTTGCTAATCAGAGCTCTAACCT
GAG-3") wurde an dem Plasmid pUDO08 (Abb. 3.8) ein 480 bp DNA-Fragment
amplifiziert. Dieses Fragment beinhaltete stromaufwaérts des potentiellen ATG-Startcodon
von comEA weitere 20 bp und stromabwérts des TAA-Stopcodons 70 bp. Als
Klonierungsvektor diente pRP1 (ein pRK415-Derivat), der ein 1,4 kb groRes Bglll/Sacl-
Fragment mit comP und orfC tragt (PORSTENDORFER 1998, Abb. 3.14). Da die Pstl-
Schnittstelle in der MCS von pRP1 eliminiert worden war, konnte die in comP lokalisierte
Pstl-Schnittstelle fur die Integration des PCR-Produktes genutzt werden. pRP1 wurde
dafur zundchst mit Pstl und Sacl restriktionsverdaut, so dal3 ein 0,9 kb-Fragment
herausgeschnitten wurde. Die Ligation des geschnittenen Plasmids erfolgte schlie3lich mit
dem &quivalent geschnittenen PCR-Produkt, woraus das Plasmid pKD12 resultierte (Abb.
3.14).

-

pRP1 _éCZpRKMS H orfC comP [ACPO e
:—l—ll pRK415
Sacl Pstl (Hindlll)
-
pKD12 —=< lacZprka1s < COmEA “ lacPO [—"""
|. 1 pRK415
Sacl Pstl (Hindlll)

300 bp

Abb. 3.14: Plasmidkonstruktion von pKD12 aus pRP1. pRP1 wurde mit Pstl
und Sacl geschnitten und mit dem durch Amplifikation generierten comEA ligiert.
Die gezeigte Hindlll-Schnittstelle kann aufgrund der vorangegangenel
Behandlung mit Klenow-Enzym nicht mehr geschnitten werden. Der Pfeil markiert
die Promotorregion von comP. Dargestellt sind nur die fir die Klonierunc
relevanten Schnittstellen.
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Durch die konjugative Ubertragung von pKD12 in Acinetobacter sp. T100, der
aufgrund der Unterbrechung im chromosomalen comEA einen vollstandigen
Transformationsdefekt aufwies (3.3.3), konnte die Komplementation dieses Defekts
uberpriift werden. Die Uber einen Transformationstest ermittelte uneingeschrénkte
Fahigkeit zur nattrlichen Transformation von Acinetobacter sp. T100 pKD12 indizierte die
Funktionsfahigkeit von ComEA hinter dem comP-Promotor.

3.4.4 Detektion von ComEA in Zelllysaten

Mit Hilfe des Anti-ComEA-Antiserums sollte ComEA zuné&chst in Zelllysaten von
Acinetobacter sp ADP239 pKD12, dessen Plasmid den starken comP-Promotor vor comEA
tragt, verglichen zu ADP239, der den Wildtyp reprasentiert und der comEA-Mutante T100
detektiert werden.

Die uber Nacht in Succinat-Mineralmedium angezogenen Kulturen wurden geerntet
und mit SDS-Probenpuffer behandelt, so daR die Zellen lysierten. Fir den WESTERN Blot
erfolgte zundchst die Auftrennung von 10 ug Protein der Zelllysate aller drei Stdimme in
einer 15%igen PAGE. Fur die immunologische Detektion des Blots wurde das Anti-
ComEA-Antiserum 1:20 000 verdunnt.

Der Immunoblot von Proteinextrakte der drei Stdamme lieferte Signale, die zum einen
in allen Spuren und zum anderen nur bei dem pKD12-tragenden Stamm erkennbar waren
(Abb. 3.15). Das spezifische Signal, welches ComEA entspricht, durfte nicht in
Acinetobacter sp. T100 erscheinen, da in diesem Stamm die Synthese von ComEA defekt
war. Aus diesem Grund sind die in allen Zelllysaten markierten Proteine auf
Kreuzreaktinen des Antiserums zurlickzufuhren. Da ein Signal starker Intensitat nur in
Acinetobacter sp. ADP239 pKD12 erkennbar war, der eine erhdhte Expression von comEA
aufwies und da es nach der elektrophoretischen Auftrennung bei ca. 7-8 kDa lag, muf3te es
sich bei diesem detektierten Protein um das 7,6 kDa grolRe ComEA handeln. Eine sehr
schwach detektierte Proteinbande auf dieser Laufhthe war ebenso im Zellextrakt von
ADP239 zu erkennen, was den sehr geringen Gehalt des Proteins in der Zelle
demonstrierte (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Detektion von ComEA in Gesamtzell-
Lysaten. Acinetobacter sp. T100 (comEA-Mutante)
(Spur 1), ADP239 (Spur 2) und ADP239 pKD12
(Spur 3) wurden in Succinat-Mineralmedium
angezogen, geerntet und mit SDS-Probenpuffer
lysiert. Jeweils 10 wug Protein wurden in einer

15%igen SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem
WEestern  Blotting mit Anti-ComEA-Antiserun
(1:20000) detektiert.

Diese Untersuchungen zeigten, dafl das mit dem ComEA/MalE-Fusionsprotein
hergestellte Antiserum spezifische Antikérper gegen das von Acinetobacter synthetisierte
ComEA besal’. Aufgrund des geringen ComEA-Gehalts in Acinetobacter sp. ADP239 und
der Kreuzreaktionen des Antiserums mit anderen Proteinen des Zelllysats kann ComEA im
Wildtyp nicht eindeutig detektiert werden. Erst eine erhdhte Expression von comEA fiihrte
zu einer spezifischen Detektion.

Da die hergestellten Antiseren gegen ComA bzw. ComC AntikOrper gegen die
Fusionsproteine enthielten, die Zielproteine in Zelllysaten von ADP239 aber nicht markiert
werden konnten (3.2.2/3.2.4), ist es wahrscheinlich, daR auch ComA und ComC nur
schwach synthetisiert werden und durch erhdhte Expression mittels des comP-Promotors
detektierbar sind.

3.4.5 Lokalisation von ComEA

Zur Lokalisation von ComEA in Acinetobacter sp. ADP239 pKD12 wurden
Immunoblots mit Anti-ComEA-Antiserum und verschiedenen Zellfraktionen durchgefihrt.
Es sollte die subzelluldre Lokalisation von ComEA geprift werden, wodurch sich
maoglicherweise Hinweise auf eine Funktion bei der DNA-Aufnahme ergeben. Da ComEA
Ahnlichkeiten zu DNA-bindenden Proteinen aufweist, kdnnte dieser Kompetenzfaktor an
der Bindung der DNA auf der Zelloberfldche beteiligt wein. Ein weiteres in BD413 gut
untersuchtes Kompetenzprotein ist das Pilin-ahnliche Protein ComP, dessen Defekt die
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Bindung der DNA auf der Zelloberflache inhibiert (PORSTENDORFER et al. 1997). Dies laft
vermuten, daB ComP an der Exposition von ComEA beteiligt ist. Das Fehlen von ComP
konnte somit zu einer verdnderten Lokalisation von ComEA fihren. Aus diesem Grund
wurde die Lokalisation von ComEA in der comP-Mutante T206 im Vergleich zu ADP239
pKD12 untersucht. Hierfir wurde das Plasmid pKD12 konjugativ in Acinetobacter sp.
T206 transferiert.

Die Isolierung von Proteinextrakten verschiedener Zellfraktionen erfolgte
entsprechend der in ,,Material und Methoden* dargestellten Weise. Die Zellen wurden tber
Nacht in 250 ml Succinat-Mineralmedium angezogen, geerntet und in einem VVolumen von
20 ml mittels FRENCH-Pressen aufgeschlossen. Dieser Ansatz stellte das Gesamt-Zelllysat
dar. AnschlieBend wurde die 16sliche cytoplasmatische Fraktion von den Zellmembranen
durch Zentrifugation getrennt. Die Zellmembranen wurden schliel3lich Uber einen
Saccharosegradienten in innere und duf’ere Membran getrennt und in 0,5 ml Volumen
resuspendiert. Die obere weiliche Bande stellte die &uRBere Membran dar und die in der
Mitte des Saccarosegradienten gelblich erscheinende Bande die Cytoplasmamembran. Die
Reinheit der dulReren Membran wurde Uber die Bestimmung der Aktivitat der in der
Cytoplasmamembran lokalisierten NADH-Dehydrogenase bestimmt. Verglichen zur
inneren Membran war in der &uBeren Membran eine NADH-Dehydrogenase-Aktivitat von
10-15% zu messen, was fir die Interpretation hinsichtlich der Lokalisation von ComEA
berticksichtigt werden muf3.

Das Gesamt-Zelllysat und die cytoplasmatische Fraktion, die jeweils ein Volumen
von 20 ml ausmachten, wiesen Proteinkonzentrationen von 1,3 mg/ml bzw. 1,1 mg/ml auf.
Die Differenz der Proteinkonzentrationen von Gesamt-Zelllysat und Cytoplasma ergibt die
Proteinkonzentration der Zellmembranen, die somit bezogen auf 20 ml Volumen
0,2 mg/ml betragen mul3. Eingeengt auf 1 ml VVolumen ergibt dies den theoretischen Wert
von 4 mg/ml. Die jeweils in 0,5 ml resuspendierten cytoplasmatischen und &uReren
Zellmembranen wiesen beide eine Proteinkonzentration von ca. 1,0 mg/ml auf (insgesamt
1 ml mit 1,0 mg/ml). Die Ausbeute der gereinigten und getrennten Zellmembranen betrug
daher 25%. Da die Proteinkonzentration der Membranen in elektrophoretischer
Auftrennung und Immunoblot fiir eine Auftragung aquivalenter Volumina von Cytoplasma
und Membranfraktion zu gering war, wurden jeweils 10 ug Protein eingesetzt. Die
Relation zwischen innerer und duflRerer Membran blieb bestehen, da beide Fraktionen die
gleiche Proteinkonzentration aufwiesen.

Die Auftrennung der Proben in einer 15%igen PAGE und nachfolgender
Silberfarbung des Gels lieB erkennen, dall das Gesamt-Zelllysat und die
Cytoplasmafraktion ein &hnliches Bandenmuster aufweisen (Abb. 3.16). Dies war dadurch
zu begrunden, dal} die Zellen zu ca. 85% aus l6slichen Proteinen aufgebaut sind (vgl.
Proteinbestimmung). Die &uferen und inneren Membranen zeigten dagegen ein
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unterschiedliches Proteinmuster: Wéahrend in der Cytoplasmamembran zwei Proteine
dominieren, die molekulare Massen von ca. 41 kDa und ca. 75 kDa aufweisen, zeigte die
aullere Membran eine homogene Proteinverteilung unterschiedlicher molekularen Massen.
Aufféllig war die gréulich erscheinende diffuse Bande, die unterhalb der Hohe des 10 kDa-
Markerprotein in der &ufleren Membran-Fraktion angefarbt wurde (Abb. 3.16). Da
Zuckerreste in der Silberfarbung oft eine graue Farbung annehmen, kdnnte diese Bande die
Polysaccharide darstellen, die sich auf der Oberflache von Zellen finden.
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Abb. 3.16: Elektrophoretische Auftrennung der Zellkompartimente. Die Zellen
wurden in Succinat-Mineralmedium angezogen, geerntet und mittels FRENCH -
Pressen aufgeschlossen. Gleiche Proteinmengen (10 ug) des Gesamt-Zelllysats

(Spur 1), Cytoplasmas (Spur 2) sowie der auf3eren (Spur 3) und inneren (Spur 4)
Membran wurden in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silbernitrat
gefarbt. Das Gel (A) stellt die comEA-Mutante T100 dar; in Gel (B) ist ADP239
pKD12 und in (C) T206 pKD12 aufgetragen.

Aufgrund des optimaleren Vergleichs der Bandenmuster wurden fir den Immunoblot
die gleichen Zellkompartimente der drei Stamme (T100, ADP239 pKD12, T206 pKD12)
nebeneinander aufgetragen. Nach der Detektion des WESTERN Blots mit Anti-ComEA-
Antiserum konnte ein Protein markiert werden, welches an der unteren Lauffront der
Gelelektrophorese bei ca. 7-8 kDa aufgetrennt worden war und in der comEA-Mutante
T100 fehlte (Abb. 3.17). Daruber hinaus lieferte die Markierung mit den Antikorpern
weitere Singnale, die jedoch ebenso in der comEA-Mutante erschienen und somit als
unspezifische Kreuzreaktionen identifizierbar waren. Das spezifische ComEA-Signal war
im Gesamt-Zelllysat der Stamme ADP239 pKD12 und T206 pKD12 in vergleichbarer
Intensitat, in der cytoplasmatischen Fraktion dagegen nur sehr schwach zu erkennen. Diese
beiden Stdmme zeigten weiterhin eine &dhnliche Verteilung von ComEA in den
Zellmembranen (Abb. 3.17). Neben einem ComEA-Signal schwacher Intensitat in der
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cytoplasmatischen Membran zeigte sich eine relativ starke Intensitat in der &uflReren
Membran. Die Doppelbanden des Blots sind auf die schlechte elektrophoretische
Auftrennung zuriickzufiihren, da der Lipidgehalt durch die Auftragung von 10 ug Protein
sehr hoch gewesen war und die Auftrennung im unteren Bereich des Gels storte. (Wurde
weniger Protein aufgetragen so liel sich ComEA nicht detektieren.)
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Abb. 3.17: Detektion von ComEA in Zellkompartimenten. Die Zellen der comEA-
Mutante T100 (A), von ADP239 pKD12 (B) und T206 pKD12 (C) wurden in Succinat-
Mineralmedium angezogen, geerntet und mittels FrRencH -Pressen aufgeschlossen.
Daraufhin erfolgte eine Fraktionierung der Zellen in Cytoplasma sowie dufRere und
innere Membran. Proben dieser Fraktionen wurden in einer 15%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und der WesTern Blot mit Anti-ComEA-Antiserum behandelt.

Diese Untersuchungen zeigten, daR nach der Expression von comEA durch den
comP-Promotor ComEA in den Zellkomparimenten detektiert werden konnte. Der hichste
Gehalt diese Proteins war in der duBeren Membran zu verzeichnen gewesen, in geringerer
Konzentration in der inneren Membran- und Cytoplasma-Fraktion. Der Defekt in der
Synthese des Typ-1V-Pilin-dhnlichen Kompetenzproteins ComP flhrte zu keiner
verénderten Lokalisation von ComEA.

3.4.6 DNA-Bindestudien mit ComEA

Das in dieser Arbeit identifizierte Kompetenzprotein ComEA weist fir DNA-
Bindeproteine typische "Helix-turn-Helix -Motive mit basischem Charakter auf (3.3.1).
Die DNA-Bindung des Proteins sollte durch die Verzégerung des Laufverhaltens eines
Plasmids im Agarosegel demonstriert werden. Hierflir wurden ansteigende
Konzentrationen (20, 40, 80, 120, 200 und 400 ng) des zuvor mit dem Faktor Xa-
gespaltenen MalE/ComEA-Fusionsproteins mit 100dg des Plasmids pBIISK und 5 mM
EDTA (Endkonzentration) versetzt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit DNA-
Beschwererldsung in einem 0,8%igem Agarosegel bei 50 V aufgetrennt. Je héher die
zugesetzte Proteinmenge war, desto langsamer war der elektrophoretische Lauf im Gel,
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was auf der sukzessiv gesteigerten molekularen Masse des Plasmids nach Bindung von
ComEA beruhte (Abb. 3.18). Um auszuschlielRen, dall das Maltosebindeprotein (MBP)
MalE mit der DNA interagierte wurde das Plasmid allein mit MalE (100 und 400 ng)
inkubiert und aufgetrennt. Da diese Kontrolle keinen “Shift” im Agarosegel bewirkte,
konnte eine Wechselwirkung von MalE mit der DNA ausgeschlossen werden (Abb. 3.18).

Abb. 3.18: Bindung von ComEA an zirkuldre Plasmid-DNA.
Das als ComEA/MalE-Fusionsprotein Uberexprimierte unc
aufgereinigte DNA-Bindeprotein wurde mit dem Faktor Xa in die
beiden Komponenten pMal und ComEA gespalten und in
ansteigender Konzentration zu dem Plasmid pBIISK (je 100 ng)
gegeben. Die zugesetzten Proteinmengen der Proben betragen
20 ng (Spur 4), 40 ng (Spur 5), 80 ng (Spur 6), 120 ng (Spur 7),
200 ng (Spur 8) und 400 ng (Spur 9). Spur 3 enthalt kein
Protein. In den Spuren 1 und 2 wurde das Plasmid mit 100 ng
bzw. 400 ng MalE-Protein versetzt.

Unmarkierte doppelstrangige DNA kann durch Negativkontrastierung mit
Uranylacetat elektronenmikroskopisch nicht abbgebildet werden, da der Durchmesser der
DNA zu gering ist. Das globuldre Fusionsprotein MalE/ComEA besitzt eine molekulare
Masse von 49 kDa, was einen Durchmesser von ca. 2 nm entspricht und demzufolge
elektronenmikroskopisch erkennbar ist.

Fir die elektronenmikroskopische Abbildung der Bindung des ComEA/MalE-
Fusionsproteins an DNA wurden 200 ng pBIISK und 20 ul einer 40 ug/ml MalE/ComEA-
Losung (0,8 ug) in Anwesenheit von 5 mM EDTA (Endkonzentration) 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert (Gesamtvolumen 60 ul) und daraufhin mit 4% Uranylacetat
kontrastiert. Das Fusionspotein lagerte sich an die Plasmid-DNA an, so dal die linear
verschlungene Struktur der DNA indirekt durch das Protein abgebildet werden konnte
(Abb. 3.19). Durch die Zusammenlagerung der DNA-bindenden Proteine an das Plasmid
erhielt diese Struktur einen Durchmesser von 2-4 nm. Nicht gebundene Proteine lagen
einzeln und ungeordnet auf dem Grid, so daR sie keine kontrastreiche Struktur ergaben. Bei
der Betrachtung von einerseits nur Plasmid-DNA und andererseits nur ComEA/MalE-
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Fusionsprotein, oder nach der Inkubation von DNA mit dem MBP MalE allein - ohne die
ComEA-Komponente -, waren die filamentdsen Strukturen der DNA-Proteinkomplexe
nicht vorhanden. Dieses Ergebnis zeigte, daR ComEA als Fusionsprotein an DNA bindet.

Abb. 3.19: Bindung des ComEA/MalE-Fusions-
proteins an zirkuldre Plasmid-DNA. In einen
Gesamtprobevolumen von 60 ul wurden 0,8 ug Fusions-

protein und 200 ng Plasmid pBIISK in Anwesenheit von
5 mM EDTA inkubiert. Die Bindung des Proteins an die
DNA wurde elektronenmikroskopisch durch di
Kontrastierung mit 4% Uranylacetat dargestellt. Gezeigt
sind zwei Plasmide, an die das Fusionsproteir
gebunden hat.

3.5 ldentifizierung von Protein/Protein-Interaktionen im DNA-
Aufnahmesystem von Acinetobacter sp. BD413

Untersuchungen der Komponenten des Transformationssystems, der Typ-1V-
Pilusbiogenese und des Typ-lI-Sekretionswegs zeigten, dall die drei Systeme
wahrscheinlich einen gemeinsamen evolutiven Ursprung haben. Bei natlrlich kompetenten
Bakterien, die Typ-1V-Pili synthetisieren, sind die identischen Proteine der Pilusbiogenese
ebenso an der DNA-Aufnahme beteiligt. Doch stellt die Anwesenheit von Pilusstrukturen
auf der Zelloberflache keine Bedingung fir die natlrliche Transformation dar. So
synthetisieren das Gram-negative Bakterium Haemophilus influaenzae und alle bisher
untersuchten Gram-positiven Organismen, die naturlich transformierbar sind, keine Typ-



3. Experimente und Ergebnisse 91

IV-Pili. Da Pilin-dhnliche Komponenten ebenso fir die Typ-11-Sekretion und die DNA-
Aufnahme essentiell sind, obwohl keine Pilusstruktur auf der Zelloberflache synthetisiert
wird, mu neben der Filamentbildung auf der Zelloberflache dem Strukturprotein eine
weitere Funktion als essentielle Komponente bei Proteinexport oder DNA-Import
zugeschrieben werden. Die regulatorischen GroRen oder die Involvierung von Proteinen,
die in einem Falle die Biogenese eines Typ-1V-Pilus bewirken und in dem anderen Fall
Strukturen ausbilden, die nicht als Filament auf der Zelloberflache erscheinen, sind
unbekannt.

Mit den Kompetenzproteinen ComB, ComE, ComF und ComP wurden bei
Acinetobacter sp. BD413 vier Typ-1V-Pilin-ahnliche Komponenten identifiziert, wobeli
ComP mittels Antikorper detektiert werden konnte, flr Piline in charakteristischer Weise
glykosyliert wird und in den Zellmembranen und Periplasma lokalisiert ist.
(PORSTENDORFER et al. 1997, LINK et al. 1998, BuscH et al. 1999, HERZBERG et al. 2000,
PORSTENDORFER et al. 2000). Weiterhin stellt ComP keine Komponente der Pili von
Acinetobacter sp. BD413 dar, was mit den Beobachtungen (bereinstimmt, dal
Unterbrechungen in den bereits untersuchten Kompetenzgenen, dessen Genprodukte
Ahnlichkeiten zu den Komponenten der Typ-IV-Pilushiogenese aufweisen, zu einem
unveranderten Pilusphanotyp fuhren.

Da der Mechanismus und das Zusammenspiel der einzelnen Kompetenzproteine bei
der DNA-Aufnahme ungeklart ist, sollten Protein/Protein-Interaktionsstudien mit der Pilin-
ahnlichen Komponente ComP erste Hinweise diesbeztglich liefern. ComP ist als in den
Zellmembranen lokalisierte Komponente an der Bindung der DNA auf der Zelloberfl&che
beteiligt, so daR eine sehr kurze Pilusstruktur postuliert werden kann, die nur den
periplasmatischen Raum durchspannt und eventuell DNA-bindende Proteine exponiert.
Die schonende Solubilisierung von Zellmembranen mit milden Detergenzien, sollte
demnach Pilus-&hnliche ComP-Assoziationen erhalten.

3.5.1 Solubilisierung von Zellmembranen

Vorangegangene Solubilisierungexperimente mit isolierten Zellmembranen ergaben,
daB das Detergenz Dodecylmaltosid ComP quantitativ herausloste; Triton X-100 und
CHAPS Ilosten dagegen maximal 80%, was durch eine eine Erhéhung der
Detergenzkonzentration nicht gesteigert werden konnte (GoHL 2000). Durch
Fraktionierung der Zellkompartimente konnte weiterhin gezeigt werden, dall eine
Verteilung von ComP in den Zellmembranen zu ca. 80% in der Cytoplasmamembran und
zu ca. 20% in der &ulReren Membran vorliegt (GoHL 2000, PORSTENDORFER et al. 2000).
Fir eine weitere Charakterisierung eines ComP-Komplexes wurden im Folgenden
Gesamtmembranen aus Acinetobacter sp. BD413 isoliert und mit Dodecylmaltosid gelst.
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Acinetobacter sp. BD413 wurde im Fermenter bis zur stationdren Wachstumsphase
in Succinat-Mineralmedium angezogen und durch Zentrifugation geerntet. Nach dem
Aufschlul® von 35 g Zellmasse (Feuchtgewicht; in 70 ml Lysispuffer resuspendiert) mittels
FRENCH-Pressen erfolgte die Abtrennung ganzer Zellen und die Isolierung der Membranen
durch Zentrifugations- und Resuspendierungsschritte (Membranpuffer; jeweils 200 ml) wie
in ,,Material und Methoden* beschrieben ist. Die schlie3lich in 70 ml Membranpuffer
resuspendierten Membranen wurden mit 130 ml einer 10 mM Dodecylmaltosid-L6dsung
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5) solubilisiert (Endkonzentration 6,5 mM Detergenz), so dal3 eine
Proteinkonzentration von 4 mg/ml resultierte. Nicht gel6ste Bestandteile sedimentierten
durch Ultrazentrifugation, wonach sich eine Proteinverteilung von 3,1 mg/ml im Uberstand
und 0,9 mg/ml im Sediment ergab (Protein des Sediments bezogen auf das dquivalente
VVolumen von 200 ml).

Abbildung 3.20 verdeutlicht, daB sich ComP nahezu quantitativ im Uberstand
befand: Nachdem gleiche Proteinmengen (0,5 ug) von Uberstand und Sediment in der
SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurde ComP immunologisch detektiert. W&hrend
der Uberstand ein starken Signal lieferte, lag der ComP-Gehalt im Sediment an der unteren
Detektionsgrenze.

P | kDa)

— 70
“ 17— 50
— 40

_ ComP-
20 —— ~=& \jonomer

—10

Abb. 3.20: Detektion von ComP im Membransolubilisat. Acinetobacter
sp. BD413 wurde nach der Anzucht in Succinat-Mineralmedium mit der
FrencH-Presse aufgeschlossen, die Membranen isoliert und mit
Dodecylmaltosid gelost. Durch Ultrazentrifugation erfolgte die Trennung in
I6sliche (1) und unlésliche Fraktion (2). Die beiden Fraktionen (0,5 ug

Protein) wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt (A) und der WesTern Blot
mit Anti-ComP-Antiserum detektiert (B).
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Bei Isolierungen von Proteinkomplexen aus aufgeschlossenen Zellen muR
berlcksichtigt werden, daR Proteininteraktionen durch die Passage der FRENCH-Presse
zerstort werden konnen. Aus diesem Grund wurden ganze Zellen in gleicher Weise wie
Membranen behandelt. Die mit Lysozym (in Lysispuffer) behandelten Zellen (4 mg/ml)
wurden hierfir fur die Solubilisierung mit 6,5 mM Dodecylmaltosid (Endkonzentration)
eingesetzt. Die Abtrennung nicht geldster Bestandteile erfolgte durch Ultrazentrifugation.
Der Uberstand enthielt daraufhin gelostes ComP.

Die Abschétzung der molekularen Masse des durch Dodecylmaltosid freigesetzten
ComP, sowohl der solubilisierte Membranfraktion als auch der geldsten ganzen Zellen,
erfolgte in einer "Blue Native PAGE™ und die Detektion von ComP mittels Immunoblot.
Ein ComP-Signal war nach dieser Auftrennung und Detektion sowohl im Zellsolubilisat
als auch im Membransolubilisat auf gleicher Hohe bei ca. 240 kDa zu erkennen (Abb.
3.21). Die comP-Mutante T206 liefete kein Signal. Da ComP als Monomer eine
molekulare Masse von 20 kDa aufweist, muBte das Signal bei 240 kDa auf einen
Proteinkomplex zuriickzufihren gewesen sein (Gohl 2000). Um den Aufbau dieses
Komplexes zu untersuchen und die Struktur elektronenmikroskopisch abbilden zu kdnnen,
schlof3 sich eine Aufreinigung an.
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Abb. 3.21: Detektion eines ComP-Komplexes. Gereinigte
Membranen (Spur 1) und ganze Zellen (Spur 2) mit jeweils einer
Proteinkonzentration von 4 ug/ml wurden mit 6,5 mM
Dodecylmaltosid geldst, 5 ug Protein in einer "Blue Native PAGE"
aufgetrennt (A) und geblottet. Anti-ComP-Antikdrper detektierten
einen 240 kDa Proteinkomplex (B).
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3.5.2 Reinigung des gelosten ComP-Komplexes

Erste Versuche einen ComP-haltigen Komplex zu reinigen wurden bereits
durchgefihrt (Gohl 2000). Eine Affinitastchromatigraphie an immobilisierten Anti-ComP-
Antikorpern fuhrte zu keine Bindung des gewiinschten Proteinkomplexes. Die Reinigung
des Comp-Komplexes an milden Anionenaustauschern wie DEAE-Sepharose und
Hydroxylapathit hatte nur eine geringe Trennwirkung auf das Membransolubilisat (Gohl
2000). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der starkere Anionaustauscher Sepharose
Q verwendet.

Fur die spatere Auftrennung von 180 ml Membransolubilisat wurden 50 ml
Sepharose Q-Matrix in eine XK 26/20-Sdule gepackt und mit 20 mM Tris-HCI/2 mM
Dodecylmaltosid (pH 7,5) dquilibriert. Nach dem Beladen der S&ule mit dem Solubilisat
erfolgte die Elution der nicht gebundenen Proteine mit 200 ml Aquilibrierungspuffer. Die
sukzessive Elution der gebundenen Proteine wurde durch die stufenweise Erhdhung der
NaCl-Konzentration im Elutionspuffer durchgefuhrt. Hierfur enthielten jeweils 200 ml
Puffer in ansteigender Konzentrationen 50 mM NaCl, 100 mM, 150 mM, 200 mM,
250 mM, 300 mM, 500 mM und 1500 mM NacCl. Die Fraktionsgrofe betrug 15 ml.

In Abbildung 3.22 (A) ist das Elutionsprofil der Sepharose Q-S&ule zu sehen, wobei
die Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen gegen das Elutionsvolumen aufgetragen
wurde. Die Fraktionen der ersten drei Elutionsstufen enthielten jeweils maximal
0,12 mg/ml Protein; mit 200 mM NacCl eluierte ca. 0,2 mg/ml, und die folgenden
Elutionsschritte wuschen jeweils bis zu 0,35 mg/ml Protein von der Matrix. Nach dem
letzten Elutionsschritt waren die Proteine quantitativ von der Sdaulenmatrix entfernt
worden, da sich keine Proteine im Eluat fanden, welches aus der Regenerierung der Matrix
resultierte. Die Detektion des eluierten ComP-Komplexes in einem WESTERN Blot erfolgte
nach der Auftrennung der Fraktionen eines jeden "Peaks™ in einer SDS-PAGE, wobei
aquivalente Proteinmengen aufgetragen wurden (Abb. 3.22). Daraufhin war zu erkennen,
dall ComP im 2. "Proteinpeak™ eluierte und in niedrigerer Konzentration ebenso im
3. "Peak zu finden war, was einer NaCl-Konzentration von 100 bzw. 150 mM NacCl
entsprach.
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Abb. 3.22: Anionenaustausch-Chromatographie des Membransolubilisats ar
Sepharose Q. (A) Die Scheiberaufzeichnung gibt die Konzentration der eluierten Proteine
an, die mit steigender NaCl-Konzentration von der Sepharose Q-Matrix gewaschen wurden.
(B) Der ComP-Gehalt der gesammelten Fraktionen wurden im WesTern Blot (1 ug Protein)

gegen Anti-ComP-Antiserum bestimmt und im Fluoreszenzphotometer bestimmt. Die Pfeile in
Abbildung B markieren die Fraktionen, die fur die nachfolgende Gelfiltration eingesetzt
wurden.

Die Bestimmung der molekularen Masse des ComP-Komplexes in den
aufgereinigten Fraktionen erfolgte tber die Retention beim Passieren (ber eine S300-
Sephacryl Gelfiltrationsgule. Hierfir wurden jeweils 0,5 ml des lber die Sepharose Q-
Matrix aufgereinigte ComP-Komplexes auf die Gelfiltrationssaule gegeben und eluiert.
Hierbei handelte es sich um eine Fraktionen des ersten ComP-haltigen Protein-Peaks
(100 mM NaCl) und eine Fraktion des zweiten Peaks (150 mM NacCl), die jeweils den
hochsten ComP-Gehalt aufwiesen. Die gesammelten Fraktionen wurden daraufhin
immunologisch mittels WESTERN Blot auf ihren ComP-Gehalt gepriift. Als GréRenmarker
fur die Gelchromatographie dienten Ferritin (450 kDa), Katalase (240 kDa), Aldolase
(158 kDa) und Albumin (45 kDa), die jeweils in gleicher Weise auf die S&ule gegeben und
eluiert wurden. Die Detektion der Markerproteine erfolgte hier tGber eine BRADFORD-
Proteinbestimmung der gesammelten Fraktionen. In Abbildung 3.23 ist das
Elutionsverhalten der Markerproteine und das des ComP-Komplexes dargestellt, indem die
molekulare Masse logarithmisch gegen das Elutionsvolumen aufgetragen wurde. Die
pordse Matrix der Gelfiltration bewirkte, dal} kleine Partikel, also Proteine mit geringer
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molekularen Masse in die Poren diffundierten und somit langer in der Sdule zuriickblieben
und spater eluierten; Proteine hoher molekularer Masse verblieben dagegen im
sogenannten AusschlufRvolumen und eluierten zuerst von der Sdule. Im Idealfall ergab sich
fur globuléare Proteine eine logarithmische Beziehung zwischen molekularer Masse und
Elutionsvolumen. Anhand des Elutionsvolumens konnte fir den ComP-Komplex eine
Masse von 200-260 kDa ermittelt werden, was mit der Uber die "Blue Native PAGE"
abgeschatzten Masse von 240 kDa ubereinstimmt (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Gelfiltrationschromatographie des ComP-Komplexes.
(A) Die bekannten Molekulargewichte der Markerproteine wurden
halblogarithmisch gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Mi
abnehmender Masse wurden die folgenden Marker-Proteint
aufgetrennt: Ferritin (450 kDa), Katalase (240 kDa), Aldolase (158
kDa) und Albumin (45 kDa). (B) Das Elutionsvolumen des uber die
Sepharose Q-Matrix aufgereinigten ComP-Komplexes wurde in einer
zweiten Gelchromatographie bestimmt. Die Bestimmung des ComP-
Gehalts der Fraktionen erfolgte mittels Immunoblotting, wobei die
Signalstarke Uber die Intensitét der Fluoreszenz bestimmt wurde.
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3.5.3. Auftrennung des ComP-Komplexes in einer 2D-Gelelektrophorese

Der aus den Zellmembranen von Acinetobacter sp. BD413 solubilisierte ComP-
haltige Proteinkomplex, der eine molekulare Masse von ca. 240 kDa aufweist, stellt
entweder ein Homomultimer dar, der aus ComP-Monomeren aufgebaut ist, oder ein
Heteromultimer, in dem neben ComP weitere Proteine assoziiert vorliegen. Der
Untereinheiten-Aufbau des Multimers sollte im Folgenden durch eine zweidimensionale
(2D-) Gelelektrophorese dargestellt werden. Fiir die elektrophoretische Auftrennung diente
der Uber Sepharose Q aufgereinigte ComP-Komplex, der bei 100 mM NaCl von der
Saulen-Matrix eluierte (3.5.2).

Die erste Dimmension der 2D-Gelelektrophorese stellte eine "Blue Native PAGE’
dar, wodurch eine Auftrennung des ComP-Komplexes und der noch vorhandenen
Fremdproteinen erzielt wurde. Das bei 240 kDa detektierte Protein des Immunoblots der
nativen PAGE bestatigte, dalR die Proteinbande starkster Intensitat auf der Hohe von
240 kDa den ComP-Komplex darstellt (Abb. 3.24). Proteine, die kein Bestandteil des
ComP-Komplexes waren, wiesen im Silber-gefarbten Gel keine distikte Bandierung auf
und konnten aufgrund der verglichen zum 240 kDa-Komplex h6éheren molekularen Masse
vom ComP-Multimer unterschieden werden.

In der zweiten Dimension wurde der Zerfall des Proteinkomplexes durch SDS
genutzt. Nachdem der ComP-Komplex in der ersten Dimension elektrophoretisch
aufgetrennt worden war, wurden die Spur des nativen Gels horizontal auf ein SDS-Gel
gelegt, mit SDS-Auftragspuffer berschichtet und die Proteine unter denaturierenden
Bedingungen in der zweiten Dimension aufgetrennt. Dies hatte zur Folge, daR die Proteine
des Komplexes vertikal aufgetrennt wurden. Die Denaturierung des 240 kDa-ComP-
Komplexes lieferte nur einen Proteinspot bei 20 kDa, welcher das ComP-Monomer
représentierte, was mittels Immunoblot gezeigt werden konnte (Abb. 3.24).

Die Trennung des ComP-Komplexes ausschliel3lich in ComP-Monomere indizierte,
dal3 ein ComP-Homomultimer vorliegen mufdte. Aufgrund der relativ starken Intensitat des
ComP-Proteinspots im SDS-Gel und der Annahme, dalR maximal 12 Monomere den
Komplex bildeten, ware auch nur eine andersartige Komponente - dann ca. in 12fach
geringerer Intensitat angefarbt - im SDS-Gel sichtbar gewesen.
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Abb. 3.24: Zweidimensionale Auftrennung des ComP-Komplexes. Der Uber
Anionenaustausch-Chromatographie gereinigte ComP-Komplex wurde in einer
"Blue Native PAGE" aufgetrennt (A) und im Immunoblot mit Anti-ComP-Antikdrper
detektiert (B). Die native Gel-Spur wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt (C) und
ComP wiederum im Immunoblot detektiert (D).

Die Ergebnisse der Gelfiltration, "Blue Native PAGE™ und 2D-Gelelektrophorese
demonstrierten, dal ComP einen aus den Zellmembranen solubilisierbaren Komplex
bildet, der eine Masse von ca. 240 kDa aufweist und ein ComP-Homomultimer darstellt.

3.5.4 Elektronenmikroskopische Darstellung des ComP-Komplexes

Ein 240 kDa-ComP-Komplex konnte uber Anionenaustasch-Chromatographie an
Sepharose Q gereinigt werden (3.5.2). Die Struktur dieses aus Typ-IV-Pilin-dhnlichen
Proteinen aufgebauten Komplexes sollte daraufhin elektronenmikroskopisch abgebildet
werden. Vor dem Hintergrund, dall die Untereinheiten des Typ-1V-Pilus eine helikale
Struktur ausbilden, ist es naheliegend, dall der identifizierte ComP-Komplex des
Transformationssystemns einen dhnlichen Aufbau aufweist.
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In der helikalen Pilusstruktur, die einen Durchmesser von 5-6 nm besitzt, bilden funf
Piline jeweils eine Umdrehung mit einer Steigh6he von ca. 4 nm (PARGE et al. 1995,
FOREST & TAINER 1997). Geht man davon aus, dal das 240 kDa-Multimer aus
12 Untereinheiten des 20 kDa-ComPs aufgebaut ist, so ergeben sich 2 Umdrehungen, die
eine HOhe von von 8 nm einnehmen. Fir den ComP-Komplex bedeutet dies einen
zylindrischen Aufbau mit den Abmessungen von 6 x 8 nm. Da in der
elektronenmikroskopischen Abbildung diese geringe Differenz von 2 nm zwischen Breite
und HOhe des Proteinaggregates nicht in Erscheinung tritt, ist die Annahme einer
globuldren Struktur des ComP-Multimers wahrscheinlicher als die
elektronenmikroskopische Abbildung einer langlichen Pilusstruktur.

Fur die elektronenmikroskopische Darstellung wurde der gereinigte ComP-Komplex
mit 4% Uranylacetat negativ kontrastiert. Abbildung 3.25 (A) zeigt eine Ubersicht der
globuldren Proteinkomplexe, die Durchmesser von maximal 5-8 nm aufweisen. Die
Proteinkomplexe geringerer Grolie stellten vermutlich Abbruchfragmente dar, dessen
Zerfall der saure pH-Wert von 4 des Kontrastierungsmittels bewirkt haben konnte. Nach
der vergroRerten Darstellung ausgewahlter ComP-Komplexe war erkennbar, dal ihre
Orientierung auf dem Grid nicht einheitlich erschien und keine charakteristische (helikale)
Anordnung der Untereinheiten auszumachen war. Es ist denkbar, dal} Uranylacetat zu einer
teilweisen Denaturierung einer potentiellen helikalen Struktur gefuhrt hatte. Die Aufsicht
der Komplexe lieR 4-5 gleichartige Untereinheiten erkennen, was somit in Anbetracht der
globuléren Struktur auf eine Gesamtzahl von 8-14 Untereinheiten schlieRBen 1&3t. Diese
Aufsicht auf 4-5 Untereinheiten wirde mit der Anordnung in der Typ-1V-Pilusstruktur
ubereinstimmen, in der 5 Untereinheiten eine Umdrehung ausmachen.

Abb. 3.25: Elektronenmikroskopische Darstellung des gereinigten ComP-
Komplexes. Der ComP-Komplex wurde mit Dodecylmaltosid aus den Zellmembranen
von Acinetobacter sp. BD413 geldst und Uber Anionenaustausch-Chromatographie
aufgereinigt. (A) Far die elektronenmikroskopische Abbildung efolgte di¢
Negativkontrastierung mit 4% Uranylacetat. (B) Fur eine detailliertere Darstellung
wurden exemplarisch vier ComP-Komplexe vergrofert.
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Zusammenfassend zeigen die elektronenmikroskopischen Untersuchungen, daR der
Komplex aus 8-14 gleichartigen Untereinheiten aufgebaut ist, was mit den Ergebnissen der
Bestimmung der molekularen Masse des ComP-Komplexes von 240 kDa bereinstimmt.

3.5.5 Vergleich der ComP-KomplexgréRe vor und nach Behandlung mit
Triton-X100

Hu et al. (2002) postulierte, daR das Typ-1V-Pilin-ahnliche Protein XpsG, welches
eine essentielle Komponente des Typ-11-Sekretionssystems von Xanthomonas campestris
darstellt, eine Pseudopilusstruktur ausbildet. Nach dem AufschluR der Zellen mittels
FRENCH-Pressen und der Fraktionierung der Zellkompartimente befand sich XpsG sowohl
in der Membranfraktion als auch in der l6slichen Fraktion, die das Cytoplasma, das
Periplasma und die Scherfraktion bildete. Gelchromatographische Untersuchungen
belegten weiterhin, daB das l6sliche XpsG Bestandteil eines Komplexes ist, welcher eine
molekulare Masse groRer als 443 kDa aufweist. Nach der Behandlung mit dem milden
Detergenz Triton X-100 zerfiel dieser Komplex in Untereinheiten, die nach der
Gelfiltration im Bereich der molekularen Massen von 66 bis 443 kDa eluierten. Zu einem
weiteren Zerfall des Proteinkomplexes fiihrte die Behandlung mit Desoxycholat, so daR
eine molekulare Masse von ca. 36 kDa detektiert wurde.

Im Folgenden sollte Gberpruft werden, ob ComP eine zum XpsG-Komplex
vergleichbare Proteinassoziation (> 443 kDa) ausbildet. Hierfir wurde das durch den
ZellaufschluBR freigesetzte ComP nicht mit Detergenz behandelt, sonders sofort fir die
Bestimmung der molekularen Masse eingesetzt. Die comP-Mutante Acinetobacter sp.
T206 wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Die Zellen einer tber Nacht in Succinat-Mineralmedium angezogenen 250 ml-Kultur
wurden dafir geerntet, mit der FRENCH-Presse aufgeschlossen, die Zelltrimmer und
Membranen durch Ultrazentrifugation abgetrennt und der Uberstand zur partiellen
Reinigung in einem Saccharosegradient, der sich von 8%-50% Saccharose erstreckte,
aufgetrennt. Nach der Fraktionierung des Gradienten erfolgte die Detektion von ComP in
den Proben nach der Auftrennung in einer 15%igen SDS-PAGE mittels Immunoblot gegen
Anti-ComP-Antiserum. Der WESTERN Blot verdeutlichte, da ComP von der auf den
Saccharosegradienten aufgetragenen Probe in die unteren Saccharoseschichten
zentrifugiert worden war. In der (obersten) 6. Fraktion konnte ComP nicht detektiert
werden; der hochste Gehalt das Protein lag in der 2., 3. und 4. Fraktion und in geringerer
Menge in den Fraktionen 1 und 5 vor (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: Detektion eines ComP-Komplexes. Kulturen von Acinetobacter sp. ADP239
und der comP-Mutante T206 wurden Uber Nacht in Succinat-Mineralmedium angezogen
und geerntet. Die I6sliche Fraktion der durch FrencH-Pressen aufgeschlossenen Zellen
wurde im Saccharosegradienten (8%-50%) aufgetrennt und der ComP-Gehalt in den
Fraktionen 1-6 im WesTern Blot analysiert (A). Die Fraktionen 3, 4 und 5 wurden in einer

‘Blue Native PAGE" aufgetrennt und im WesTern Blot gegen Anti-ComP-Antiserum
detektiert (B).

Die 3., 4. und 5. Fraktionen von ADP239 und T206 wurden in einer nativen
Gradienten-PAGE aufgetrennt und im WESTERN Blot mit Anti-ComP-Antikoérpern
behandelt. Parallel dazu wurden Proben der 3., 4. und 5. Fraktionen von ADP239 mit
1% (v/v) Triton X-100 (Endkonzentration) versetzte und ebenso elektrophoretisch
aufgetrennt und im WESTERN Blot ComP detektiert. Die als Negativkontrolle
aufgetragenen Proben der ComP-Mutante T206 zeigten erwartungsgemaR keine Signale,
da ComP in dieser Mutante nicht synthetisiert wird (Abb. 3.26, B). Die Fraktionen 3, 4 und
5 des Wildtyp-Stammes ADP239 enthielten ComP-haltige Komplexe, die nicht in das
3%ige Gel der nativen PAGE eingewandert waren und in den Auftragstaschen verblieben.
(Abb. 3.26, B). Die Abmessung des ComP-haltigen Aggregates mufite demzufolge gréier
als die Porenweite des 3%igen Polyacylamidgels gewesen sein. Nach der Behandlung mit
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Triton X-100 lieR sich ComP elektrophoretisch auftrennen, so daB ein Komplexe von ca.
240 kDa detektiert werden konnte, der bereits bei der Solubilisierung der Zellmembranen
von Acinetobacter identifiziert wurde (3.5.2). Daraus ist zu schlieRen, dal} die Behandlung
mit dem milden Detergenz Triton X-100 zu einem teilweisen Zerfall der ComP-haltigen
Assoziation zu dem 240 kDa-ComP-Komplex flhrte.

Die Untersuchungen des XpsG-haltigen Komplexes schlossen zwar ein Vorliegen
von XpsG-haltigen Membranvesikel aus, doch die potentielle Detektion von ComP-
haltigen Vesikeln anstelle von ComP-haltigen Proteinkomplexen muf3 in weiteren Studien
untersucht werden. Vor dem Hintergrund, dal die Kompetenzproteine ComB und ComC
aus Acinetobacter sp. BD413 Ahnlichkeiten zu Typ-1V-Pilinen bzw.
Assemblierungfaktoren der Typ-1V-Pili aufwiesen (LINK et al. 1998, HERZBERG et al.
2000), ist es somit wahrscheinlich, daR ComB und ComC fir die Assemblierung des
ComP-Proteinkomplexes essentiell sind. Fehlen die ComP-Komplexe in den Mutanten, so
handelt es sich mdglicherweise nicht um ComP-haltige Membranvesikel.



3. Experimente und Ergebnisse 103

3.6 Charakterisierung der Pili von Acinetobacter sp. BD413

Acinetobacter sp. BD413 besitzt auf der Zelloberflaiche zwei morphologisch
unterscheidbare Pilustypen. Zum einen sind dies starre, oft in Blndeln assoziierte
Filamente mit einem Durchmesser von 2-3 nm und zum anderen flexible Strukturen, die
eine Lange von mehreren um erreichen und einen Durchmesser von ca. 6 nm aufweisen
(HENRICHSEN 1975, PORSTENDORFER et al. 1997, 2000). Die dunneren Pili sind mit der
Adsorption des Bakteriums an hydrophobe Oberflachen in Verbindung gebracht worden
(ROSENBERG et al. 1981), wahrend die dickeren Filamente physiologisch nicht untersucht
sind. Der fur Typ-1V-Pili charakteristische Durchmesser, der von 4 nm bis 6 nm reicht, und
die Fahigkeit von BD413 zur gleitenden Fortbewegung, liel? die Vermutung zu, dal} es sich
bei den dicken Pili um Typ-1V-Pili handeln kénnte. Dagegen sprach jedoch die Tatsache,
dald die bei Acinetobacter sp. BD413 bisher identifizierten Kompetenzgene, die
Ahnlichkeiten zu Pilinen oder Typ-I1V-Pilus-Assemblierungsfaktoren zeigten, nicht in die
Pilusbiogenese und die gleitende Fortbewegung involviert sind, wie Mutantenstudien der
transformationsdefekten Mutanten ergaben (PORSTENDORFER et al. 1997, LINK et al. 1998,
BuscH et al. 1999, HERZBERG et al. 2000, ROSENPLANTER pers. Mitteilung). Im Gegensatz
dazu sind bei bisher untersuchten natirlich kompetenten Bakterien, die Typ-1V-Pili
synthetisieren, die Komponenten der Pilusbiogenese an der Transformation beteiligt.
Weiterhin weisen die Pili von Acinetobacter sp. BD413 eine peritriche Anordnung auf,
wahrend die “Twitching Motility™ vermittelnden Typ-1V-Pili polar lokalisiert sind.

3.6.1 Reinigung der Pilusstrukturen und N-terminale Sequenzierung der
Pilusuntereinheiten

Die Charakterisierungen der beiden Pilustypen von Acinetobacter sp. BD413 auf
genetischer Ebene und die Generierung Pilussynthese-defekter Stdmme sollte die Frage
klaren, ob dieser Strukturen an der natdrlichen Transformation und “Twitching Motility™
beteiligt sind. Dartiberhinaus wére eine eindeutige Klassifizierung und Charakterisierung
beider Pilustypen mdglich.

Zur Aufreinigung der Pilusstrukturen wurde Acinetobacter sp. BD413 in einem 3 |-
Kluyverkolben mit Mineralmedium und Succinat Uber Nacht angezogen, geerntet und
seine filamentosen Strukturen von der Zelloberflache abgeschert, was durch das
zweimalige Passieren durch eine Kanule erfolgte, wie in ,,Material und Methoden*
ausfihrlich beschrieben ist. Nach Abtrennung der Zellen durch niedertourige
Zentrifugation pelletierten in der Ultrazentrifuge die abgescherten Pili. Daraufhin lie3en
sich die resuspendierten Filamente in einem 20-70%igen Saccharosegradienten reinigen.
Die Proben des fraktionierten Gradienten wurden elektronenmikroskopisch und nach der
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Auftrennung in einer 15%igen SDS-PAGE auf ihren Pilusgehalt hin Gberpriift. Die dicken
Filamente waren daraufhin bei 40%-45% (w/v) Saccharose und die diinneren im Bereich
zwischen 38-43% (w/v) zu finden. Wurde die Scherfraktion vor dem Beladen auf den
Saccharosegradienten gegen 100 mM NaCl/150 mM CaCl; dialysiert, so aggregierten die
dinnen Pili und sedimentierten nach der Dichtegradienten-Zentrifugation auf den Boden
des Rohrchens; die dicken Pili lagen dagegen weiterhin als Einzelfilamente vor, was auf
eine polare, hydrophile Pilusoberfliche hindeutete. Die Aggregation bei hoher
lonenkonzentration spiegelt den hydrophoben Charakter der dinnen Pili wider. Die
elektronenmikroskopische Abbildung 3.27 (B) zeigt die Fraktionen mit gereinigten
aggregierten, starren diinnen Pilusstrukruren und mit flexiblen einzeln vorliegenden dicken
Pili.

A 1 2 St
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— 40
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Abb. 3.27: Reinigung der Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413. (A)
Auftrennung der mittels Saccharosegradienten-Zentrifugation aufgereinigten dicken
und dinnen Pili in einem 15%igen SDS-Gel. Die Untereinheiten des dicken Pilus
bandierten bei 28 kDa (Spur 1) und die der diinnen Pili bei 16 kDa (Spur 2). (B)
Elektronenmikroskopische Abbildung der gereinigten dicken (1) und dinnen (2) Pili.

Fur die spatere N-terminale Ansequenzierung der Pilusuntereinheiten erfolgte eine
Auftrennung der 28 kDa- und der 16 kDa-Untereinheit im 15%igen SDS-Gel (Abb. 3.27,
A). Die Proteine eines Gels wurden mit Coomassie angeférbt, die eines zweiten Gels auf
eine PVDF-Membran geblottet. Vor der N-terminalen Sequenzierung wurden die Proteine
einer Trypsinspaltung unterzogen, wobei mehrere Peptide entstanden und somit interne
Sequenzen zuganglich waren (EDMAN & BEGG 1967, PATTERSON 1994). Diese Arbeit
wurde von Dr. J. KELLERMANN (MPI fir Biochemie, Martinsried) freundlicherweise
durchgefuhrt. Die 28 kDa-Untereinheit des dicken Pilus lieferte neben dem N-Terminus
drei weitere interne Sequenzen (Abb. 3.28, A).
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3.6.2 Klonierung der Pilusstrukturgene

Fir die spatere Charakterisierung und Unterbrechung des Strukturgens, welches fiir
die 28 kDa-Untereinheit des dicken Pilus codiert, muBte das Gen isoliert und in einen
Vektor kloniert werden. Um zun&chst das entsprechende Gen an der chromosomalen DNA
von Acinetobacter sp. BD413 zu amplifizieren (die chromosomale Sequenz von BD413 lag
zu diesem Zeitpunkt noch nicht vor), wurden gewobbelte Primer mit Hilfe der
Aminosdure-Abfolge des N-Terminus (DNAG) und einer internen Sequenz (VEVAG)
abgeleitet. Dabei wurde beachtet, daR Thymin/Guanin-Paarungen die Primeranlagerung
nicht negativ beeinflussen (CrRick 1965). Der N-terminale Primer DICK-N2 besal} die
Basenfolge 5'-GATAATGC(GT)GG(GT)AT(AT)-3" und der C-terminale Primer DICK-13
die Basenfolge 5 -CC(GT)GC(GT)ACTTC(GT)CC-3". An partiell Xbal-restriktions-
verdauter chromosomaler BD413-DNA, in Anwesenheit von 2% DMSO und 60 mM
TMAC (Trimethylammoniumacetat) konnte bei einer Primer-Anlagerungstemperatur von
42°C, bei der die Primer an den Matrizenstrang anlagerten, ein Genfragment amplifiziert
werden, welches eine Lange von ca. 680 bp aufwies. Nachdem dieses PCR-Produkt mit
stumpfen Enden in die EcoRV-Schnittstelle von pBIISK kloniert worden war, woraus des
Plasmid pBKOL1 resultierte, erfolgte eine Uberpriifung des Inserts durch Sequenzierung.

Die erhaltene Basenabfolge wurde in die Aminosaure-Sequenz ibersetzt und mit den
Aminosédure-Sequenzen verglichen, die aus den N-terminalen Sequenzierungen der
Trypsin-verdauten Pilusuntereinheit stammten. Angrenzend an die beginnende und
endende Primersequenz waren die Aminosaure-Abfolgen zu finden, die identisch zu
denjenigen waren, die durch die N-terminale Sequenzierung gefunden worden waren (Abb.
3.28, B). Daneben waren zwei weitere aus der N-terminalen Sequenzierung bekannte
Abfolgen von 17 bzw. 21 Aminosduren zu finden, die hinter Trypsin-Spaltungsstellen
lagen. Diese Ubereinstimmungen zwischen der Sequenz des PCR-Produkts und derjenigen
der Peptide (der N-terminalen Ansequenzierung) belegten, dal ein Fragment des Pilusgens
kloniert worden war.



3. Experimente und Ergebnisse 106

A
N-terminale Sequenz: interne Sequenzen:
DGLNIGIKLDNAGISIGKLY ETNPTEILSGLTLSLGK
NNSAQNINTYIQGVHLGSSTA
SIGDVEVAGLNVGNSTI
B

DNAGISIGKLYVHDNDGLGTDTNITGATG TAGAIAINGVTVKQTNTSENLLDL
KIDTN GSATTSNGAQGAFLNIAATVGAVDIDI GSIGIGSSNTAVN TTTGLRGIK
ETNPTEILSGLTLSLGKVAANIQLGATPQGAMIVLNSTLQKGLTISNLGINDAA
GGGQIYLDNIYVRGADNTTGDLTLNATVGVTANGIVIKNNSAQNINTYIQGVHL
GSSTAKSIGDVEVAGADN TTGDLTLN A T V G V T MNSAQNINTYIGGVY
HLGSSTAKSIGDVEVAG

Abb. 3.28: N-terminale und interne Sequenzen sowie Aminosauresequenz des
Uber PCR amplifizierten Fragmentes der Untereinheit des dicken Pilus. (A) Die
aufgereinigten Untereinheiten wurden fur die N-terminale Sequenzierung Trypsin-
verdaut, so da neben dem N-Terminus interne Sequenzen generiert werden konnten.
(B) Mittels gewobbelter Primer wurde ein ca. 680 bp DNA-Fragment des Gens
amplifiziert, welches fiir die Untereinheit des dicken Pilus codiert. Dieses Fragment (in
seine Aminosauresequenz lbersetzt) enthalt die ermittelten internen Sequenzen der N-
terminalen Sequenzierung (unterstrichene Bereiche).

Wahrend die N-terminale Sequenzierung mit vorangegangener Trypsin-Spaltung der
Untereinheit des dicken Pilus insgesamt vier Sequenzen ergeben hatte, lieferte die Trypsin-
Spaltung der Untereinheit des diinnen Pilus zwei Proteinfragmente. Da der N-Terminus der
Untereinheit fur die N-terminale Sequenzierung nicht zugéanglich war, konnte nur eine
interne Sequenz von 16 Aminosauren (GITLGGPTNSAQYVAG) generiert werden, was
eine Amplifikation des Gens an der chromosomalen DNA von Acinetobacter sp. BD314
ausschloB. Mittlerweile lag die von INTEGRATED GENoOMICS (Inc., Chicago, USA) zur
Verfligung gestellte vorlaufige genomische Sequenz des Stammes BD413 vor, so dal} das
dunne Pilusgen anhand eines Abgleiches identifiziert werden konnte. Dies ermdglichte die
Amplifikation des Gens, welches fiir die 16 kDa-Untereinheit des diinnen Pilus codiert, mit
den Primern DU-Pstl-N2B (5 -ATTAAATTGATCTGCAGCTAGTGATG-3") und Diunn-
Xbal-C (5°-ATGCGAGTATCTAGAATGCTG-3"). Dieses 690 bp-Genfragment wurde
mit Pstl und Xbal in pBIISK Kloniert werden, woraus das Plasmid pBNO1 resultierte.

Diese ersten Untersuchungen fiihrten zu der Klonierung von Genfragmenten von
sowohl der Untereinheiten des dicken als auch des dinnen Pilus, so dall im Folgenden
Pilus-Mutanten generiert werden konnten.



3. Experimente und Ergebnisse 107

3.6.3 Unterbrechung der Pilusgene von Acinetobacter sp. ADP239

Durch die Generierung N-terminaler und interner Aminosduresequenzen der
strukturellen 28 kDa-Untereinheit des dicken Pilus, konnte ein Genfragment amplifiziert
und in pBIISK kloniert werden, wonach das Plasmid pBKO1 resultierte (3.6.2). Um das
Gen unterbrechen zu kénnen, wurde das Genfragment in pBKO1 mit einem Kanamycin-
Gen (nptll-Marker) unterbrochen, welches aus pUC4K stammte. Dafiir wurde die mit Pstl
geschnittene Resistenz-Kassette mit Klenow-Fragment behandelt und mit glatten DNA-
Enden in die EcoRV-Schnittstelle des Inserts von pBKO1 ligiert (Abb. 3.29). Die
Kanamycin-Kassette befand sich nun in dem resultierenden Plasmid pBKO03 zwischen
450 bp und 230 bp flankierender DNA, die aus Bereichen des Pilusgens bestanden. Das
herausgeschnittene Insert, welches jetzt 1880 bp aufwies, diente der Mutagenisierung von
Acinetobacter sp. ADP239 durch Rekombination des mutagenisierten Gens in des Genom,
wozu die natdrliche Transformation genutzt wurde. Die Mutante mit der Unterbrechung im
Gen, welches fir die Untereinheit des dicken Pilus codiert, wurde mit K101 bezeichnet.

nptll (Km")

pBKO3 %cng,m H filA-DNA-Fragment -I:I—
T pBIISK

(EcoRV) (EcoRV) (EcoRV)

nptll (Km")

BNO3 lacZ fimA-DNA-Fragment -I:I—
p %j pBIISK | g DBIISK

(EcoRV, EcoRl, Pstl) EcoRlI Xbal

300 bp

Abb. 3.29: Plasmidkonstruktionen fur die Unterbrechung dei
Pilusgene. DNA-Fragmente der Gene, die flr die Untereinheit des dicken
bzw. des diinnen Pilus codieren, wurden amplifiziert und in pBIISK kloniert,
woraus die Plasmide pBKO1 bzw. pBNO2 resultierten. Das Resistenzgen
wurde bei pBKO1 in die EcoRV-Schnittstelle und bei pBNO2 in die EcoRI-
Schnittstelle ligiert, so dall pBKO3 und PBNO3 entstanden. Die in
Klammern dargestellten Namen der Restriktionsschnittstellen kdnner
aufgrund der Ligationen mit glatten DNA-Enden nicht mehr geschnitten
werden. Es sind nur die fir die Klonierungen relevanten Schnittstellen
gezeigt. Die Resistenzgene (nptll) sind nicht maRstabsgetre!
wiedergegeben. Das lacZ-Gen von pBIISK gibt die Leserichtung des
vektoreigenen Promotors an. filA bezeichnet das Gen fiir die Untereinheit
des dicken Pilus und fimA das Gen fir die Untereinheit den diinnen Pilus
von Acinetobacter sp. BD413.
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Der Abgleich der internen Aminosauresequenz der 16 kDa-Untereinheit des diinnen
Pilus mit dem Genom von Acinetobacter sp. BD413 fiihrte zu einem offenen Leserahmen
(ORF), der mittels PCR amplifiziert und kloniert werden konnte, woraus das Plasmid
pBNO1 resultierte (3.6.2). Fur die Unterbrechung des Inserts sollte seine EcoRI-
Schnittstelle genutzt werden. Um zuné&chst die EcoRI-Schnittstelle in der MCS zu
entfernen, muRte pBNO1 mit Pstl und EcoRV geschnitten und nach Klenow-Behandlung
mit stumpfen Enden ligiert werden. In dieses modifizierte Plasmid pBN02, welches mit
EcoRl linearisiert wurde, konnte die ebenfalls mit EcoRI geschnittene Kanamycin-Kassette
(nptll-Marker) aus pUCA4K ligiert werden, was zu dem Vektor pBNO3 fiihrte (Abb. 3.29).
Durch diese Insertion befand sich die Kanamycin-Kassette zwischen 180 bp und 510 bp
flankierender DNA, die aus Bereichen des dinnen Pilusgen bestanden. Das
herausgeschnittene Insert, welches jetzt 1890 bp aufwies, diente der Mutagenisierung von
Acinetobacter sp. ADP239, wozu die natlrliche Transformation genutzt wurde. Die
Mutante mit der Unterbrechung im Gen, welches fur die Untereinheit des diunnen Pilus
codiert, wurde N100 bezeichnet.

Die Uberpriifung auf einmalige und richtige Integration des nptll-Markers erfolgte
durch SOUTHERN-Hybridisierung. Dazu wurde die chromosomale DNA des Stammes N100
mit Scal/EcoRV in einem Ansatz und mit Scal/Nhel in einem anderen verdaut. Die
chromosomale DNA des Stammes K101 wurde mit EcoRI bzw. EcoRI/Sacl geschnitten.
Die Restriktionsverdaue konnten danach elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit
einer Kanamycin-Sonde die Laufhohe der Resistenz-Marker sichtbar gemacht werden.

Abbildung 3.30 (A) zeigt fir K101 die Anwesenheit des Resistenz-Markers in einem
DNA-Fragment von 5,9 kb nach dem EcoRI-Verdau. VVor der Intergration des 1,2 kb-
Markers lagen beide EcoRI-Schnittstellen 4,7 kb voneinander entfernt; nach der
Unterbrechung des Gens, welches fir die 28 kDa-Pilusuntereinheit codiert, vergroRerte
sich der Abstand auf 5,9 kb. Der Doppelverdau mit EcoRI und Sacl lieferte weiterhin den
Beweis, dal3 der integrierte Marker den Genbereich um 1,2 kb erweiterte: Nicht die
urspringliche Basenzahl von 2,4 kb, sondern ein 3,6 kb-Fragment wurde detektiert (Abb.
3.30, A). Die GroRendifferenzen der detektierten DNA-Fragmente entsprachen den GrofRen
der Kanamycinkassette, d.h. daB das mutagenisierte Gene homolog ins Genom
rekombiniert wurde.
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- 4,1kb

- 2,3kb

Abb. 3.30: SoutHerN Hybridisierung restriktionsverdauter DNA gegen eine
Kanamycin-Sonde. (A) Die isolierte chromosomale DNA von Acinetobacter K101 wurde
mit EcoRl/Sacl (Spur 1) und EcoRl (Spur 2) geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt und
nach dem Blotten gegen eine Kanamycin-Sonde hybridisiert. (B) Die chromosomale DNA
von Acinetobacter sp. N100 wurde mit Scal/EcoRV (Spur 1) und Scal/Nhel (Spur 2)
geschnitten und das Kanamycin-Gen mit einer Sonde detektiert. Die Sonde hybridisierte
unspezifisch mit der DNA des GroBenstandards (St) im Bereich von 3-10 kb. Auf der linken
Seite beider Abbildungen (A/B) ist das Ethidiumbromid-gefarbte Gel und auf der rechten
der SoutHeErN Blot dargestellt.

In gleicher Weise wurde der durch die Restriktionsschnittstellen eingeschlossene
Genbereich des Gens, welches fir die 16 kDa-Untereinheit des diinnen Pilus codiert, um
1,2 kb vergrolert. Die Scal/EcoRV geschnittene chromosomale DNA lieferte ein Fragment
von 4,1 kb (ursprunglich 2,9 kb), die Scal/Nhel geschnittene DNA ein Fragment von
2,3 kb (urspriinglich 1,1 kb) (Abb. 3.30, B).

Die Detektionen des nptll-Markers indizierte die richtigen Integrationen des Markers
in das Zielgen. Darlber hinaus lieferte die geschnittene chromosomale DNA nur ein
Signal, was eine mehrfache (nicht-homologe) Rekombination ausschlof3.

3.6.4 Generierung einer Doppelmutante mit Defekten in den
Untereinheiten der dicken und diinnen Pili

Die alleinige morphologische Betrachtung von filamentosen Strukturen auf der
Zelloberflache 1aRt eine eindeutige Unterscheidung und Klassifizierung in Pilustypen nicht
zu. Zum einen konnen Filamente gleicher Morphologie ebenso zu unterschiedlichen
Pilustypen gehdren oder andererseits homologe Strukturproteine Filamente
unterschiedlichen Durchmessers bilden.

Acinetobacter sp. BD413 besitzt zwei elektronenmikroskopisch unterscheidbare
Pilusstrukturen von 2-3 nm und 6 nm im Durchmesser, die auf genetischer und
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molekularer Ebene nicht untersucht sind. Diese Filamente liegen in hoher Zahl vor, sind
peritrich angeordnet und zum Teil zu Bundel aggregiert (PORSTENDORFER et al. 1997,
2000). Ein dritter Filamenttyp, der moglicherweise nur in geringer Zahl vorliegt und einen
Durchmesser von 2-6 nm aufweist, konnte auf der Zelloberflache tbersehen werden. Um
beweisen zu kdnnen, dal} das Bakterium tatsachlich nur zwei Pilustypen synthetisiert,
muBten die beiden Pilusgene unterbrochen werden. Sind danach noch Pili sichtbar, so gibt
es moglicherweise einen dritten Typ, der an der Transformation beteiligt sein kdnnte.

Wahrend fiir die Unterbrechung der Pilusgene mit dem 1,2 kb groRen nptll-Marker
flankierende chromosomale DNA von ca. 450 bp bzw. 230 bp ausreichten, wurde fur die
Unterbrechung des dicken Pilusgen mit der 2,0 kp Streptomycin-Kassette Q2 zum einen ein
groRerer Bereich flankierender DNA (510 bp bzw. 450 bp) amplifiziert und zum anderen
das betreffende Strukturgen um 830 bp deletiert. Die Primer DiDel-1-EcoRI (5°-
GTAGAATATTCAGAATTCTGAAAAATGATA-3") und DiDel-2-Xbal (5-CCAA
AGCCAATCTAGAGAATATTTTCATTC-3") bzw. DiDel-3-Xbal (5 -AAATGTAG
GTAACTCTAGATTACCATTAG-3) und DiDel-4-EcoRI (5-CGTACAATTCCTC
GGAATTCTTCCTCTATG-3") amplifizierten an der BD413-DNA die Bereiche, die
stromaufwaérts bzw. stromabwarts des dicken Pilusgen lagen. Diese beiden PCR-Produkte
wurden mit EcoRI/Xbal jeweils in pUC18 kloniert (resultierende Plasmide pUK12 bzw.
pUK13, Abb. 3.31). In das pUC18-Derivat pUK12, welches den stromaufwarts liegenden
Bereich enthielt, wurde daraufhin die mit EcoRV und Hincll geschnittene Streptomycin-
Kassette aus pBSO1 in die Hincll-Schnittstelle (MCS) gesetzt, wonach pUK29 resultierte
(Abb. 3.31). Dies fuhrte dazu, daB das klonierte PCR-Produkt an seinem 3"-Ende von dem
Streptomycin-Marker begrenzt wurde; nun mufite das zweite PCR-Produkt, welches
kloniert in pUK13 vorlag, den Streptomycin-Marker zur anderen Seite begrenzen. Dies
erfolgte, indem die Streptomycin-Kassette zusammen mit dem klonierten PCR-Produkt aus
pUK29 durch den Restriktionsverdau mit EcoRI und Pstl herausgeschnitten, mit Klenow-
Fragment die Uberhdngenden Enden aufgefillt wurden und das DNA-Fragment mit
stumpfen DNA-Enden in die Hincll-Schnittstelle (MCS) von pUK13 ligiert wurde. Daraus
resultierte das Plasmid pUK30 (Abb. 3.31).

Zur Transformation von Acinetobacter sp. N100, welcher bereits das durch den
nptll-Marker unterbrochene Strukturgen der Untereinheit des diinnen Pilus trug, konnte die
Streptomycin-Kassette mit flankierender DNA durch einen Verdau mit EcoRI und Pstl von
Vektor-DNA befreit werden.
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Abb. 3.31: Plasmidkonstruktionen fur die Unterbrechung des Pilusgen
filA der Untereinheit des dicken Pilus mit einem Streptomycinresistenz-
Marker. Die PCR-Produkte von DNA-Bereichen stromauf- (A) unc
stromabwarts (B) des Gens, welches fir die Untereinheit des dicken Pilus
codiert, wurden jeweils in die Schnittstellen EcoRI und Xbal von pUC18
kloniert, woraus pUK12 bzw. pUK13 resultierten. In die Hincll-Schnittstelle
von pUK12 wurde die Streptomycin-Kassette ligiert und daraufhin in das
entstandene Plasmid pUK29 das Insert (B) aus pUK13 in richtiger
Orientierung gesetzt. Daraus resultierte pUK30, in dem die DNA-Bereiche
stromauf- und stromabwarts des Gens der Untereinheit des dicken Pilus
durch das Resistenzgen unterbrochen sind. Die Pfeile markieren die
Leserichtung des Pilusgens. Die in Klammern dargestellten Namen der
Restriktionsschnittstellen kdnnen aufgrund der Ligationen mit glatten DNA-
Enden nicht mehr geschnitten werden. Der Streptomycin-Marker ist nicht
maflstabsgetreu wiedergegeben. Das lacZ-Gen von pUC18 gibt die
Leserichtung des vektoreigenen Promotors an.

Nach der Transformation des Inserts aus pUK30 in die Mutante N100, die bereits
eine nptll-Insertion im Gen tragt, welches fiir die Untereinheit des diinnen Pilus codiert,
lag im Chromosom der daraus resultierenden Mutante KN100 zusatzlich eine Deletion des
Strukturgens, welches fiir die Untereinheit des dicken Pilusgen codiert, mit dem
Streptomycin-Marker Q vor.

Die Uberpriifung der neu eingefiigten Mutation durch den Streptomycin-Marker
erfolgte mittels SouTHERN-Blot. Dafiir wurde die isolierte chromosomale DNA des
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Stammes KN100 zum einen mit EcoRI und zum anderen mit EcoRI und Sacl verdaut, im
Agarosegel aufgetrennt, geblottet und gegen eine Streptomycin-Sonde detektiert. Durch
die Hybridisierung wurde ein 3,6 kb-Fragment markiert, welches der EcoRI/Sacl-
Restriktionsverdau lieferte (Abb. 3.32). In der chromosomalen DNA des Wildtyps
ADP239 lagen diese beiden Schnittstellen 2,45 kb auseinander; unter Bercksichtigung der
0,83 kb-Deletion des dicken Pilusgen und nach der Unterbrechung mit der 2,0 kb
Streptomycin-Kassette ergaben sich die detektierten 3,6 kb. Die relevanten EcoRI-
Schnittstellen schlossen im Wildtyp BD413-Chromosom 4,56 kb ein. Nach der homologen
Rekombination des Konstruktes, bei dem das dicke Pilusgen durch den Streptomycin-
Marker ersetzt worden war, rickten die EcoRI-Schnittstellen um weitere 1,17 bp
auseinander, so dal} auf dem SOUTHERN Blot eine Bande von 5,7 kb detektiert wurde (Abb.
3.32, Spur 2).

(kb)
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Abb. 3.32: SoutHerN Blot der Pilusdoppelmutante
KN100. Die chromosomale DNA von Acinetobacte!
KN2100 wurde mit EcoRI/Sacl (Spur 1) und EcoRI (Spur 2)
geschnitten. Nach der Auftrennung in einem 0,8%igen
Agarosegel und dem Blotten erfolgte die Hybridisierung
gegen einer Streptomycin-Sonde. Links ist das
Ethidiumbromid-gefarbte Gel und rechts der Blo
dargestellt.

Die Detektion der Streptomycin-Kassette in restriktionsverdauter chromosomaler
DNA nach der Auftrennung im Agarose-Gel auf derjenigen LaufhOhe, die mit der
theoretisch ermittelten DNA-Fragmentlange Ubereinstimmte bestdtigte die richtige
homologe Rekombination ins Zielgen.
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3.6.5 Untersuchung der Zelloberflache nach Unterbrechung der
Pilusgene

Nach der Isolierung der beiden Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413 und N-
terminaler Sequenzierung der Untereinheiten konnten die Gene der Strukturproteine
identifiziert und daraufhin unterbrochen werden. Die Uberpriifung der Mutanten-Stamme
N100 (nptll-Insertion im Gen der Untereinheit des diinnen Pilus), K101 (nptll-Insertion im
Gen der Untereinheit des dicken Pilus) und KN2100 (Unterbrechungen in beiden
Strukturgenen) hinsichtlich ihrer Pilusbiogenese erfolgte auf morphologischer Ebene mit
Hilfe der Elektronenmikroskopie und proteinchemisch durch Auftrennung der
Scherfraktionen in einer SDS-PAGE.

Fur die Negativkontrastierung mit 4% Uranylacetat wurden die Zellen in 3 ml
Succinat-Mineralmedium tber Nacht angezogen, zentrifugiert und in 2 ml Phosphat-
Saline-Puffer (PBS) resuspendiert. Eine 3 I-Ubernacht-Kultur in einem Kluyverkolben
diente zur Herstellung der Scherfraktion, was in ,,Material und Methoden* ausfiihrlich
beschrieben ist. Nach der Zellernte erfolgte das Abscheren der Pili durch die 2malige
Passage der Kultur durch eine Kanule. Nach dem Abtrennen der Zellen durch
niedertourige Zentrifugation sedimentierten in der Ultrazentrifuge bei 42000 Upm die
abgescherten Pili zusammen mit weiteren Proteinaggregaten und Vesikeln. Eine
hinreichende Aufreinigung der diinnen und dicken Pili erfolgte, indem das resuspendierte
Sediment auf einen zweistufigen Saccharosegradient, bestehend aus 20% und 60%
Saccharose, zentrifugiert wurde. Die Interphase zwischen 20%iger und 60%iger
Saccharoseldsung stellte die Pilusfraktion (beider Pilustypen) dar. Die Untersuchung dieser
proteinhaltigen Phase beziiglich der Pilusstrukturen erfolgte in einem 15%igen SDS-Gel,
welches mit Silbernitrat gefarbt wurde.

Nach Auftrennung der Pilusfraktion der Positivkontrolle ADP239 in der SDS-PAGE
waren die Untereinheiten der dicken Pili bei 28 kDa und die der dunnen Pili bei 16 kDa zu
erkennen (Abb. 3.33, A), was die inakte Pilussynthese beider Filamenttypen signalisierte.
Die elektronenmikroskopische Abbildung 3.33 (B) bestétigte das Vorhandensein der
beiden Pilustypen, da zum einen die dicken Pili mit einem Durchmesser von 6 nm und zum
anderen die dinneren, zum Teil aggregierten Strukturen mit Durchmessern von 2-3 nm
erkennbar waren. 90% der Zellen wiesen beide Pilustypen auf.
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Abb. 3.33: Pilusbiogenese auf der Zelloberflache von Acinetobacter-Stimmen. (A)
Nach dem Abscheren der Pili von den Zelloberflachen wurden diese i
Saccharosegradienten gereinigt und die Pilus-Fraktion im 15%igen SDS-Gel aufgetrennt.
(B) Die Zellen wurden tiber Nacht in Mineralmedium angezogen, gewaschen und mit 4%
Uranylacetat negativ kontrastiert. (1) BD413; (2) K101; (3) N100; (4) KN100. Die
ausgefillten, grof3en Pfeilspitzen markieren dicke Pili und die kleineren Pfeile diinne Pili.
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Dem Stamm K101, der eine Unterbrechung im dicken Pilusgen tragt, fehlte die dicke
Pilusstruktur und somit die 28 kDa-Bande im SDS-Gel (Abb. 3.33), was die
Unterbrechung des Strukturgens indizierte. Hier war auf der Zelloberflache ausschlieBlich
der diinne Pilus-Typ zu sehen, wie in Abbildung 3.33 (B/2) exemplarisch gezeigt ist. Die
erkennbare 16 kDa-Bande und die fehlende 28 kDa-Bande im SDS-Gel bestétigen diesen
Pilus-Phé&notyp. Umgekehrt verhielt es sich mit dem Stamm N2100, der die nptll-Marker-
Insertion im Strukturgen der 16 kDa-Pilusuntereinheit tragt: Allein die dicken Pili wurden
synthetisiert, deren Untereinheiten im SDS-Gel bei 28 kDa erkennbar waren; diinne Pili
und die dazugehorige 16 kDa-Bande fehlten aufgrund der Unterbrechung des Strukturgens
des dunnen Pilus (Abb. 3.33, B/3).

Dem Stamm KN100 fehlten in der elektronenmikroskopischen Abbildung sowohl die
dicken als auch die dinnen Pili, was die Unterbrechungen der beiden Strukturgene
widerspiegelte. DaR die Pili keinen Bestandteil der Scherfraktion darstellten, konnte durch
die beiden fehlenden Banden bei 28 bzw. 16 kDa im SDS-Gel verifiziert werden (Abb.
3.33, A/4). Die morphologische Betrachtung der Zelloberflache von KN100 ergab, daR
diese Mutante mit Unterbrechungen beider Pilusstrukturgene weder dicke noch diinne Pili
synthetisierte, was durch die fehlenden Pilusprotein-Banden in der SDS-PAGE bestatigt
wurde. Die elektronenmikroskopische Betrachtung von jeweils ca. 50 Zellen des Stamms
KN100, die unter verschiedenen Bedingungen (LB-/Mineralmedium, Fllssig-/Agar-
Kulturen, Kluyverkolben) angezogen worden waren, versicherten weiterhin, dal}
Acinetobacter sp. BD41 keinen dritten Pilustyp synthetisiert.

Vor dem Hintergrund, daR Uber die N-terminale Ansequenzierung der gereinigten
Strukturproteine pilusspezifische Basensequenzen generiert wurden, die zur Identifizierung
und Klonierung der jeweiligen Gene fihrten, und die Unterbrechungen der beiden
Pilusstrukturgene die erwarteten Ph&notypen erzeugten, kann eindeutig der Schlul? gezogen
werden, dal es sich bei diesen Genen um die Gene der strukturellen Untereinheiten der
dicken bzw. der diinnen Pili handelt.

3.6.6 Physiologische Untersuchung der Pilus-Mutanten

Bei den bisher untersuchten natirlich kompetenten Bakterien sind die Komponenten
der Typ-1V-Pilushiogenese in die DNA-Aufnahme involviert. Dartiber hinaus vermittelt
dieser Pilustyp eine gleitende Fortbewegung (" Twitching Motility™) auf festen feuchten
Oberflachen. Da Acinetobacter sp. BD413 auf der Zelloberflache Pili synthetisiert, sich
gleitend fortbewegen kann und natirlich transformierbar ist, wurde das VVorhandensein von
Typ-1V-Pili und die Beteiligung dieser filametdsen Strukturen in die DNA-Aufnahme
postuliert. Zur Kl&rung der Frage einer moglichen Involvierung der filamentdsen
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Strukturen von BD413 in die Transformation oder in die gleitende Bewegung sollten die
Stdmme K101 und N100, mit Unterbrechungen in den Genen fur die Untereinheit der
dicken bzw. der diinnen Pili und der Stamm KN100, der Unterbrechungen in beiden
Strukturgenen trégt, diesbezuglich untersucht werden.

3.6.6.1 Transformationstest der Pilus-Mutanten

Der Test auf natirliche Transformationsféhigkeit erfolgte Giber den in ,,Material und
Methoden“ beschriebenen Transformationsschnelltest. Abbildung 3.34 zeigt die p-
Hydroxybenzoat-Agarplatte mit den linear ausgestrichenen Stammen.

BD413-DNA

Abb. 3.34: Transformationstest der Pilus-Mutanten-
Stdmme K101, N100 und KN100. Da die Unterbrechung der
Pilusgene in der pobA-Mutante Acinetobacter sp. BD41:
durchgefiihrt worden war, konnte die Transformation Ubet
den Schnelltest durch Wachstum auf p-Hydroxybenzoat
Uberprift werden. Nach dem Passieren der Impfdse durch
einen Tropfen chromosomale DNA von Acinetobacter sg
findet bei der F&higkeit zur natirlichen Transformatior
Wachstum statt. Der senkrechte Pfeil markiert die Richtung
des Ausstrichs.

Der erste Strich repréasentiert die Positivkontrolle ADP239, die vor dem Passieren der
BD413-DNA keine Koloniebildung aufwies, nach dem Benetzen mit DNA aufgrund
natrlicher Transformationsfahigkeit die Verwertung der vorliegenden Kohlenstoff-Quelle
regenerierte. Die parallel angeordneten Pilus-defekten Stamme K101, N100 und KN100
zeigten bezlglich ADP239 ein identisches Bild, was die Fahigkeit zur natdrlichen
Transformation indizierte (Abb. 3.34). Demnach konnte eine essentielle Funktion der
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Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413 bei der natirlichen Transformation
ausgeschlossen werden.

Dieses Ergebnis la3t den eindeutigen Schluf’ zu, daB die dicken und dunnen Pili von
Acinetobacter sp. BD413 nicht an der natirlichen Transformation beteiligt sind.

3.6.6.2 Test auf gleitende Bewegung der Pilus-Mutanten

Die Untersuchung der gleitenden Fortbewegung der verschiedenen Pilusmutanten
K101 (defekt in der Synthese dicker Pili), N100 (defekt in der Synthese dunner Pili) und
KN2100 (Pilusdoppelmutante) verglichen zum Wildtypstamm ADP239 erfolgte Uber die
Morphologie der Uber Nacht bei hoher Luftfeuchtigkeit gewachsenen Kolonien auf frisch
gegossenen Succinat-Mineralmedium-Agarplatten bzw. LB-Platten. Die Zellen in dem auf
die Agarplatte aufgesetzten 0,5 ul Kulturtropfen vermehrten sich in dieser Zeit und
bildeten danach Koloniedurchmesser von ca. 4 cm (Abb. 3.35).

Abb. 3.35: Gleitende Bewegung von Acinetobacter. 0,5 ul

Zellsuspension einer in LB-Medium angezogenen Kultur
wurde auf eine frisch gegossene Agarplatte gegeben und
Uber Nacht unter feuchter Atmosphére inkubiert. (A
ADP239; (B) K101 (filA-Mutante); (C) N100 (fimA-Mutante);
(D) KN100 (filA-ffimA-Doppelmutante); (E) E. coli DH5a

Sowohl nach der Inkubation der Zellen auf LB-Medium als auch auf Mineralmedium
zeigten sich &hnliche Kulturdurchmesser und —morphologien. Dabei handelte es sich um
flach auslaufende rundliche Gebilde mit der hdchsten Erhebung im Zentrum, wobei die
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Rander weit und leicht gelappt ausliefen. In radialer Richtung bildeten sich beim
Wachstum rippenartige Erhebungen. Im Gegensatz zu den Acinetobacter-Stdmmen
wuchsen E. coli-Zellen, die sich auf Agarplatten nicht fortbewegen kénnen und somit als
Negativkontrolle dienten, zu einer halbrund nach oben gewdlbten Kolonie heran. Der
Durchmesser dieser Kolonie betrug hierbei 0,5 cm (Abb. 3.35, E).

Der “Twitching -Test verdeutlichte, dall das Fehlen der dicken bzw. der diinnen Pili
bei den Stdmmen K101 bzw. N100 und das Fehlen beider Filamentstrukturen bei der
Mutante KN2100 nicht zu einer verédnderten Koloniemorphologie flihrte. Aus diesem Grund
muR das Gleiten von Acinetobacter sp. BD413 Pilus-unabhéngig erfolgen.

DaR die Ausbildung der flachen, breit auslaufenden Kolonien auf aktives Gleiten
zurlckzufihren war und nicht auf oberfldchenbedingte Abstoflungsreaktionen der
Bakterien beruhte, wurde daraufhin lichtmikroskopisch tberprift. Anstelle der Agarplatten
dienten hierbei mit Mineralmedium beschichtete Objekttrager, die mit 0,5 ul der jeweiligen
Zellsuspensionen punktiert Gber Nacht bei hoher Luftfeuchtigkeit in Petrischalen inkubiert
wurden. Bei Vergroerungen von 100 und 400 zeigte sich der wellenférmige Vorschub der
Zellfront, zuduRerst bestehend aus einer Zellage, dem nachfolgend Richtung Zentrum
stufenartig weitere Zellebenen aufgelagert waren (Abb. 3.36, A/1). Bemerkenswert dabei
ist, dal3 sich eine geschlossene einzellige Lage auf einen weiten Bereich von bis zu 100-
200 wm erstreckte. Da auch hier die Koloniemorphologie der Pilusmutanten K101, N100
und KN100 — wie die makroskopische Betrachtung bereits indiziert hatte — verglichen zum
Wildtypstamm ADP239 keine Unterschiede aufwiesen, sind im Folgenden die
Abbildungen des Wildtyps und der Pilusdoppelmutante KN100 exemplarisch gezeigt.

Die Kolonierander der Stamme ADP239 und KN100 wiesen zwar vom Zellverband
abgetrennte Zellgruppen und vereinzelte Bakterien auf, doch lagen diese relativ dicht, so
dal sich nach weiteren Zellteilungen unter dem Vorschub der geschlossenen Einzelzell-
Lage die erwdhnten rund-gelappten Randbereiche ergaben und sich keine weit
abwandernden Tochterkolonieren bildeten (Abb. 3.36, A/1). W&hrend demzufolge am
Rand der Kolonie Wachstum und gleitende Fortbewegung auf der Agaroberflache zu
finden waren, wuchsen die Zellen zur Mitte hin zunehmend in die H6he. Dabei ist nicht
auszuschlieBen, dal die Bakterien in den oberen Zellagen ebenso gleitende Bewegungen
ausfihrten. Der unbewegliche Stamm E. coli wuchs dagegen als runde Zellaggregation, in
welcher der Randbereich ausschliellich durch Zellteilung und Wachstum eine Ausdehnung
erfuhr (Abb. 3.36, A/3). Hier waren keine Bakterien aulRerhalb dieser Randlinie und keine
geordnete Zellschichtung zu erkennen.
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20 um

Abb. 3.36: Lichtmikroskopische Darstellung der gleitenden Bewegung
von Acinetobacter. (A) Nach dem Wachstum von Acinetobacter sp. ADP239
(1) und E. coli DH5a (3) auf frisch gegossenen Agarplatten unter feuchter
Atmosphéare sind die Kolonierander dargestellt. (B) Die Bildserie zeigt die
gleitende Bewegung von ADP239 (1) und der Pilusdoppelmutante KN100 (2).
Die Fotos wurden in 8minltigen Intervallen geschossen. Die Pfeile markieren
die Richtung der gleitenden Bewegung.

Die sich am Rand der Kolonie teilenden Zellen des Stammes ADP239 bildeten
zunéchst eine Zellgruppierung von ca. 20 Bakterien, die sich daraufhin vom Kolonierand
entfernten und schlielflich eine langgestreckte Linie bildeten. Wahrend dieses Gleitens
fand in dem beobachteten Zeitraum von 24 min keine weitere Zellteilung statt. In &hnlicher
Weise bewegten sich die Zellen des Stammes KN100 vom Rand der Kolonie in Richtung



3. Experimente und Ergebnisse 120

der nicht bewachsenen Agarflache. Nach Zellteilungen fand eine Streckung des
Zellaggregates statt, wobei sich auch hier der Zellverband nicht aufléste, sondern die
Bakterien in Kontakt miteinander blieben. Unter Berucksichtigung, daR die Bilderfolgen in
einem Abstand von 8 min aufgenommen wurden, konnte eine Geschwindigkeit der
gleitenden Bewegung von 2-3 um/min kalkuliert werden (Abb. 3.36, B).

Die lichtmikroskopische Betrachtung von Einzelzellverb&nden verdeutlichte, dal} die
gleitende Bewegung von Acinetobacter sp. BD413 einen aktiven Prozel3 darstellte und
nicht allein auf Wachstum und Zellteilungen mit anschlie3ender horizontaler VVerschiebung
der Bakterien untereinander beruhte. Weiterhin erfolgte das Gleiten unabhéngig der dicken
und diinnen Pili, so daB hier eine pilusunabhdngige Fortbewegung vorliegen mufte.

3.6.7 Molekulare Charakterisierung des dicken Pilus

Die Unterbrechung des Strukturgens, welches flr die Untereinheit des dicken Pilus
codiert, resultierte in dem Stamm K101, der keine dicken Pili auf der Zelloberflache
synthetisiert und verglichen zum Wildtyp-Stamm eine unverdnderte Fahigkeit zur
naturlichen Transformation und zur gleitenden Bewegung aufweist (3.6.6.1/3.6.6.2). Um
die vollstandige Sequenz des Pilus-Strukturgens zu erhalten (die genomische Sequenz von
BD413 lag zu dieser Zeit noch nicht vor), sollte zun&chst der Mutationsort aus der
chromosomalen DNA des Stamms K101 und anschliefend nach einer neuen nptll-
Insertion in das benachbarte Gen schliel3lich das Wildtypallel kloniert werden. Fir eine
weitere Charakterisierung des dicken Pilus sollte die genomische Lokalisation des
Strukturgens und die Involvierung benachbarter Gene in die Pilusbiogenese untersucht
werden.

3.6.7.1 Untersuchung der Aminosauresequenz und Quartarstruktur der
28 kDa-Untereinheit des dicken Pilus

Fur einen Datenbankabgleich der Pilusuntereinheit mit bereits seqenzierten Genomen
von Mikroorganismen und flr Untersuchungen der Primérstruktur des Proteins wurde
zun&chst der Mutationsort von Acinetobacter sp. K101 kloniert und der DNA-Bereich, der
den nptll-Marker flankiert, sequenziert.

Nach dem Restriktionsverdau der isolierten chromosomalen DNA von Acinetobacter
sp. K101 mit Sacl und Xbal und der Ligation in den ebenso geschnittenen Vektor pGEM-
7f(+) konnte ein ca. 11 kb-Fragment, welches den Kanamycin-Marker besal3, kloniert
werden. Durch die Sequenzierung des die Resistenzkassette flankierenden DNA-Bereichs
in dem resultierenden Plasmid pGKO03 lag das dicke Pilusgen in seiner Sequenz vollstandig
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vor. Das Gen bestand aus 244 Aminosauren (864 bp), was einer errechneten molekulare
Masse von 28,9 kDa entsprach. Da die N-terminale Aminosdauresequenz des prozessierten
Proteins bestimmt worden war (3.6.1), mulite ein Leaderpeptid mit einer molekularen
Masse von 3,8 kDa (36 Aminoséuren) vorgelegen haben. Daraufhin besaR das prozessierte
Protein eine errechnete molekulare Masse von 25,1 kDa, was mit der Uber die SDS-PAGE
bestimmten Masse von 28 kDa in der gleiche GroRenordnugn lag. Der N-Terminus des
Préproteins war vorwiegend aus hydrophoben Aminosdauren aufgebaut, wobei fur
Leadersequenzen in charakteristischer Weise direkt am N-Terminus an 2. und 6. Position
die basische Aminoséure Lysin stand. Die Prozessierungsstelle (sSATTGQ'DG.,) wies
weiterhin die fur Signalsequenzen charakteristischen Aminosduren Alanin, Serin und
Glycin auf (MARTOGLIO & DOBBERSTEIN 1998).

Das Hydrophobizitatsdiagramm der Untereinheit des dicken Pilus zeigte jeweils zweli
hydrophile und hydrophobe Bereiche, die sich alternierend zusammensetzten, wobei der
uberwiegende Anteil der Aminosduren einen hydrophoben Charakter aufweist (Abb. 3.37).
Da die dicken Pili von BD413 einen hydrophilen Charakter besitzen (3.6.1/3.6.10), sind
vermutlich die geladenen und polaren Aminoséure-Reste exponiert und die unpolaren zum
Zentrum der Pilusstruktur gerichtet. Diese Verteilung der Polaritaten konnte fir die Typ-I-
und Typ-1V-Pili gezeigt wurde, die in helikaler Anordnung assembliert werden und in der
Kernregion durch hydrophobe Wechselwirkungen Stabilitat erlangen (FOREST & TAINER
1997, FERNANDEZ & BERENGUER 2000).

3 40 1 2 3 4
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Abb. 3.37: Hydrophobizitatsdiagramm der Untereinheit FilA des dicken Pilus nach
KyTe & DoouitTLe (1982). Die Ordinate gibt die relative Hydrophobizitat wieder. Positive
Werte geben hydrophobe und negative Werte hydrophile Bereiche an. Die Abszisse
zeigt die Position der Aminoséure ausgehend vom N-Terminus an. Die mit Ziffern (0-4)
markierten Bereiche zeigen hydrophobe Proteindoméanen an, wobei die Domane, die
mit Ziffer 0 versehen ist, die Signalsequenz darstellt.
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DaR der dicke Pilus dem allgemeinen Bauprinzip stabiler Filamente als helikale
Struktur folgt, konnten elektronenmikroskopische Darstellungen belegen. Der 6 nm breite
Pilus zeigte eine helikale Anordnung der Untereinheiten, wobei die Steigh6he jeder
Umdrehung 4-5 nm betrégt (Abb. 3.38). Die hohe Auflésung verdeutlichte vereinzelt
Bereiche in der Pilusstruktur, die schmaler erschienen als 6 nm. In diesen Bereichen liegt
die Pilus-Spirale in gestreckter Form vor, wobei die H6he einer Umdrehung ca. 10 nm
betragt.

Abb. 3.38: Struktur der dicken Pili
von Acinetobacter sp. BD413. Die
dicken Pili, die einen Durchmesser von
6 nm und eine helikale Unterein-
heitenstruktur aufweisen, zeigen ir
einigen Bereichen eine gestreckte Helix
mit einem Durchmesser von 4 nm. In
Abbildung (A) ist die elektronen-
mikroskopische Darstellung der Pili zu
sehen, wobei die Bildfolge oben rechts
auf die gestreckte Helix verweist (durch
Pfeile markiert). In Abbildung (B) ist die
gestreckte (links) und gestauchte
(rechts) Helixstruktur schematisc
wiedergegeben.
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Der Datenbankabgleich der Aminosduresequenz der Untereinheit des dicken Pilus
ergab keine signifikante Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen oder uncharakterisierten
hypothetischen Proteinen bereits sequenzierter Organismen. Weiterhin weisen Abschnitte
des Proteins keine charakteristischen Sequenzen bekannter Domadanen auf. Eine
Verwandtschaft zu bekannten Pilusuntereinheiten konnte somit ausgeschlossen werden.
Die strukturelle Untereinheit des dicken Pilus wurde daraufhin FilA genannt.

Da die strukturellen Untereinheiten von Pili im allgemeinen eine hohe
Aminoséduresequenz-Variabilitat auszeichnet, kann der dicke Pilus von Acinetobacter sp.
BD413 erst durch die Untersuchung seiner genomischen Lokalisation und des
Pilusbiogenese-Wegs einem bekannten Typ oder einem neuen Pilustyp zugeordnet werden.

3.6.7.2 Analyse des filA-Lokus

Da in Prokaryonten vielfach Gene derselben Biosyntheseeinheit geclustert oder in
einem Operon vorliegen, lassen sich oftmals durch Vergleiche noch nicht untersuchter
Gencluster Zusammenhange zu bereits untersuchten Transkriptionseinheiten finden, die
bei der Betrachtung eines einzelnen Gens nicht in Erscheinung treten. Da die in dieser
Arbeit identifizierte Untereinheit FilA des dicken Pilus keine Ahnlichkeit zu bekannten
Strukturproteinen aufwies, sollte die Untersuchung benachbarter ORFs, die
Assemblierungfaktoren darstellen kénnten, mogliche Hinweise auf eine VVerwandtschaft zu
einer bekannten Pilusklasse liefern oder im Falle von Biosynthesefaktoren, die keine
Ahnlickeit zu bereits identifizierten Assemblierungsproteinen aufweisen, einen neuen
Pilustyp bestatigen.

Das Strukturgen filA bildet das erste Gen in einem potentiellen Cluster von insgesamt
sechs ORFs gleicher Leserichtung (Abb. 3.39). Die abgeleitete Aminoséure-Sequenz drei
der stromabwarts lokalisierten ORFs weisen Ahnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen
auf, die ihrerseits aufgrund von Ahnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen annotiert
wurden. Diesen Annotationen liegt demnach keine proteinchemische Charakterisierung
zugrunde, so dal} die Zuordnung einer Funktion aufgrund von hypothetischen Proteinen,
denen eine potentielle Funktion zugeschrieben wurde, fraglich erscheint. Aus diesem
Grund sind in der folgenden Beschreibung die Ahnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen
erwahnt, doch lassen diese Ahnlichkeiten keinen SchluR hinsichtlich ihrer Funktion zu, da
die Annotation der dhnlichen Proteine nicht experimentell Gberpruft worden sind.
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Abb. 3.39: Organisation des fil-Genclusters. filA bildet das erste Gen in einem
Cluster mit insgesamt 6 ORFs gleicher Leserichtung. (A) Relevante
Restriktionsschnittstellen sind auf der Skala markiert, die die Basen-Position angibt. (B)
Die Mutanten-Stdmme K101 und K102 tragen Unterbrechungen in filA bzw. orfB. Im
Chromosom der Stamme K103 und K103 wurden orfC bzw. orfD/orfE durch den nptll-
Marker deletiert.

Der zweite ORF des potentiellen fil-Clusters, orfB, zeigt Ahnlichkeiten zu
hypothetischen ATP-bindenden Komponenten von ABC-Transportern oder hypothetischen
Bacteriocin-Resistenz-Proteinen (< 35% Ahnlichkeit). orfC weist geringe
Sequenzihnlichkeien zu hypothetischen Acetatkinasen auf (< 30% Ahnlichkeit). Zu bereits
charakterisierten Proteinen wurden fiir beide Genprodukte keine Ahnlichkeiten gefunden.
Der vierte ORF, orfD, stellt moglicherweise aufgrund hydrophober Aminosauresequenz-
Bereiche ein duReres Membranprotein dar (< 42% Ahnlichkeit); doch auch hier bestand
keine signifikante Ahnlichkeit zu untersuchten Proteinen. Dem fiinften und sechsten ORF
des Genclusters, orfE und orfF, konnte keine mdgliche Funktion zugeordnet werden, da in
der Datenbank keine Ahnlichkeiten gefunden wurden. Auch hier bestand — wie bei FilA -
keine Ahnlichkeit zu uncharakterisierten hypothetischen Proteinen in bereits sequenzierten
Organismen.

Die Datenbankabgleiche ergaben fur die ORFs des potentiellen fil-Clusters keine
Ahnlichkeit zu Komponenten bereits identifizierter Pilusbiosynthesewegen. Aufgrund der
gleichen Leserichtung der Gene im fil-Cluster, wurde die Hypothese aufgestellt, dal3 die
Genprodukte der stromabwarts des Strukturgens filA lokalisierten ORFs in die Biogenese
des dicken Pilus von Acinetobacter sp. BD413 involviert sind und dal} es sich um eine
neue Klasse und einen neuen Biosyntheseweg von filamentbildenden Strukturen handelt.
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3.6.7.3 Unterbrechung und Deletionen der ORFs im fil-Cluster

Um die Frage zu klaren, ob die stromabwarts des filA-Gens liegenden ORFs in die
Biosynthese der dicken Pilusstruktur von BD413 involviert sind, wurde zunéchst orfB
gezielt unterbrochen. Weiterhin sollten zwei Bereiche von 1,1 kb bzw. 2,7 bp deletiert
werden, die zum einen orfC und zum anderen orfD zusammen mit orfE betrafen.

Zur Herstellung des Konstruktes fur die Unterbrechung des zu filA benachbarten orfB
diente das Plasmid pGKO03, welches das aus der chromosomalen DNA von Acinetobacter
sp. K101 stammende 11 kb-Xbal/Sacl-Fragment trug (3.6.7.1). Auf diesem Plasmid liegt
das mit dem nptll-Marker unterbrochene Gen filA und der dazu stromabwarts liegende
orfB. Nach der Subklonierung des 1,0 kb-SnaBl/Sacl-Bereiches aus pGKO03 in pGEM-
7f(+) (Smal/Sacl) entstand das Plasmid pGKO06, welches jetzt allein den gewinschten orfB
trug (vgl. Restriktionskarte in Abb. 3.39). Nach der Integration des mit Hincll-
geschnittenen nptll-Markers (aus pUC4K) in die Hincll-Schnittstelle des Inserts von
pGKO06 entstand pGKO7 (Abb. 3.40). Daraufhin befand sich das Resistenzgen zwischen
740 bp und 260 bp flankierender DNA, die aus Bereichen des orfB bestanden. Das
herausgeschnittene Insert, welches jetzt 2,2 kb aufwies, diente der Mutagenisierung von
Acinetobacter sp. ADP239, wozu die natlrliche Transformation genutzt wurde. Die
Mutante mit der Unterbrechung in orfB wurde als K102 bezeichnet.

nptll (Km")

\/

pGEM-7f(+)
(Smal) Hincll Sacl
300 bp

Abb. 3.40: Plasmidkonstruktion fur die Unterbrechung von orfB. In die
Hincll-Schnittstelle des in pGEM-7f(+) klonierten SnaBl/Sacl-Fragments wurde
die Kanamycin-Kassette ligiert. Das Resistenzgen ist nicht maf3stabsgetreu
wiedergegeben. Dargestellt sind nur die fur die Klonierung relevanter
Schnittstellen, wobei die in Klammern dargestellte Smal-Schnittstelle aufgrund
der Ligation mit der SnaBISchnittstelle des Inserts nicht meh
restriktionsverdaut werden kann. Das lacZ-Gen von pGEM-7f(+) gibt die
Leserichtung des vektoreigenen Promotors an.

Die Uberprifung der homologen Rekombination ins Zielgen erfolgte mittels
SOUTHERN Hybridisierung, indem die isolierte chromosomale DNA der entstandenen
Mutante K102 mit EcoRI bzw. mit EcoRI/Sacl restriktionsverdaut, im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet wurde. Die GroRe des nptll-Marker-tragenden
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DNA-Fragments konnte mit einer Kanamycin-Sonde detektiert werden. Vor der
Intergration des 1,2 kb-Resistenz-Markers lagen beide relevanten EcoRI-Schnittstellen
4,7 kb voneinander entfernt; nach der Unterbrechung von orfB vergroRerte sich der
Abstand auf 5,9 kb, die im SOUTHERN Blot detektiert wurden (Abb. 3.41). Der
Doppelverdau mit EcoRI und Sacl lieferte weiterhin den Beweis, daR der integrierte
Marker den Genbereich um 1,2 kb erweiterte: Nicht die urspringliche Basenzahl von
2,4 kb, sondern ein 3,6 kb-Fragment wurde detektiert (Abb. 3.41). Die Ubereinstimmung
der theoretisch ermittelten nptll-Marker-tragenden DNA-Fragmentldngen mit denjenigen,
die der SOUTHERN Blot lieferte, demonstierte die richtige Integration des Markers ins
Zielgen.

St
(kb)
10,0 -
60 — - 59 kb
i - 36 kb
30 — | -
20 -

Abb. 3.41: SoutHerN Hybridisierung restriktions-
verdauter DNA gegen eine Kanamycin-Sonde. Die
isolierte chromosomale DNA von Acinetobacter sp. K102
(orfB-Mutante) wurde mit EcoRI/Sacl (Spur 1) und EcoRl
(Spur 2) geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt unc
nach dem Blotten gegen eine Kanamycin-Sonde
hybridisiert. Die Sonde markierte unspezifisch die DNA
Banden des Grolienstandards (St) im Bereich von 3-10
kb. Auf der linken Seite ist das Ethidiumbromid-geféarbte
Gel und auf der rechten der SoutHeERN Blot dargestellt.

Da orfC keine geeignete Schnittstelle flr eine Resistenzmarker-Insertion aufwies,
wurden die DNA-Bereiche, die spater den Marker flankieren sollten, getrennt mittels PCR-
amplifiziert. Die generierten Primer wiesen dazu Restriktionsschnittstellen auf, die eine
Klonierung mit dem nptll-Marker erlaubten. Die Primer AcKinMu-Sacl-NA1 (5°-CATT
AAAGAGAGAGCTCCAGGGACAGTTC-3") und AcKinMu-BamHI-CA1 (5°-GAGCTC
TCTTCATTGGATCCACCACATTAT-3") amplifizierten an der BD413-DNA
stromaufwarts von orfc einen Bereich von 790 bp, der nach dem Restriktionsverdau mit
Sacl/BamHI in pGEM-7f(+) kloniert wurde, wonach das Plasmid pGK16 resultierte (Abb.
3.42). In den mit Smal (MCS) linearisierten pGK16 wurde daraufhin der mit Hincll
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geschnittene nptll-Marker aus pUCA4K ligiert. Aus diesem resultierenden Plasmid pGK21
konnte das gesamte Insert (nptll-Marker und PCR-Produkt) mit Sacl/EcoRI
herausgeschnitten und in den dquivalent geschnittenen pGK17 kloniert werden. pGK17
(ein pGEM-T7f(+)-Derivat) enthielt das mit EcoRI/Xbal klonierte 790 bp PCR-Produkt,
welches mit den Primern AcKinMu-EcoRI-NB1 (5 -CAATGGAACATTGG
GAATTCGCTTAACTGAAG-3") und AcKinMu-Xbal-CB1 (5-CAGCAGAAGCAAA
TCTAGAATAACGTCATTG-3) zuvor amplifiziert worden war. Das entstandene Plasmid
pGK23 enthielt schliel3lich den nptll-Marker und angrenzend die fur die spéatere homologe
Rekombination flankierenden DNA-Bereiche (Abb. 3.42). Fir die Transformation von
Acinetobacter sp. ADP239 konnte das gesamte Insert mit Sacl und Xbal harausgeschnitten
werden. Die Mutante mit der Deletion von orfC wurde als K103 bezeichnet.
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Abb. 3.42: Plasmidkonstruktionen fur die Unterbrechung von orfC. Die
PCR-Produkte von DNA-Bereichen stromauf- (A) und stromabwarts (B) des
Gens orfC wurden jeweils in pGEM-7f(+) kloniert, woraus pGK16 bzw. pGK17
resultieren. In die Smal-Schnittstelle von pGK16 wurde die Kanamycin-Kassette
ligiert und daraufhin in das entstandene Plasmid pGK21 das Insert (B) aus
pGK17 mit EcoRI und Xbal kloniert. Daraus resultierte pGK23, in dem die DNA-
Bereiche stromauf- und stromabwarts von orfC durch das Resistenzgen
unterbrochen sind. Die Pfeile markieren die Leserichtung von orfC. Die ir
Klammern dargestellten Namen der Restriktionsschnittstellen kénnen aufgrund
der Ligation mit glatten DNA-Enden nicht mehr geschnitten werden. Der
Kanamycin-Marker ist nicht maf3stabsgetreu wiedergegeben. Dargestellt sind nur
die fur die Klonierung relevanten Schnittstellen. Das lacZ-Gen von pGEM-7f(+)
gibt die Leserichtung des vektoreigenen Promotors an.
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Die Uberpriifung auf einmalige und homologe Rekombination ins Genom des
entstandenen Stamms Acinetobacter sp. K103 erfolgte tiber die Detektion des nptll-
Markers in einem SOUTHERN Blot. Die isolierte chromosomale DNA von K103 wurde mit
EcoRV/Xbal und Kpnl restriktionsverdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und
schlieBlich die Laufhohe des DNA-Fragmentes, welches den Kanamycin-Marker trug, mit
einer nptll-Sonde detektiert.

In der chromosomalen DNA des Wildtyps ADP239 lagen die beiden relevanten
Schnittstellen EcoRV und Xbal 4,3 kb auseinander; unter Berlcksichtigung der 1,1 kb-
Deletion des orfC und der Integration der 1,2 kb groRen Kanamycin-Kassette ergaben sich
die detektierten 4,4 kb (Abb. 3.43, A). Die relevanten Kpnl-Schnittstellen schlossen im
ADP239-Chromosom 6,0 kb ein. Nach der Transformation, nachdem orfC durch den
Resistenz-Marker (1,2 kb) ersetzt worden war, erfolgte eine zusatzlicher Integration von
0,1 kb, so dal} im SouTHERN-BIlot eine Bande von 6,1 kb detektiert wurde (Abb. 3.43, A).

Abb. 3.43: SoutHerN Hybridisierung restriktionsverdauter DNA gegen eine Kanamycin-
Sonde. (A) Die isolierte chromosomale DNA von Acinetobacter sp. K103 (orfC-Mutante)
wurde mit Kpnl (Spur 1) und EcoRV/Xbal (Spur 2) geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt
und nach dem Blotten gegen eine Kanamycin-Sonde hybridisiert. (B) Die chromosomale
DNA von Acinetobacter sp. K104 (orfD/orfE-Mutante) wurde mit EcoRV (Spur 1) und
Sacl/Sall (Spur 2) geschnitten und das Kanamycin-Gen mit einer Sonde detektiert. Die
Sonde markierte in unspezifischer Weise die DNA des GroRRenstandards (St) im Bereich von
3-10 kb. Auf der linken Seite beider Abbildungen (A/B) ist das Ethidiumbromid-gefarbte Gel
und auf der rechten der SoutHeErRN Blot dargestellt.

Nachdem die zu filA stromabwarts lokalisierten orfB und orfC spezifisch
unterbrochen bzw. deletiert worden waren, sollte eine weitere Deletion, die orfD und orfE
gemeinsam betraf, einen weiteren Hinweis Uber die Beteiligung der stromabwarts von filA
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lokalisierten ORFs an der Pilushiogenese liefern. Dazu wurden die DNA-Bereiche
stromaufwérts von orfD und stromabwaérts von orfE mittels PCR amplifiziert. Die
Klonierungsstrategie hinsichtlich der gewahlten Schnittstellen erfolgte -wie bei der
Deletion von orfC beschrieben - in pGEM-7f(+) (s.0.). Die Primer OMMu-Sacl-NAL1 (5 -
CAATATTACCTTAAGGAGCTCCATTCCATTTG-3") und OMMu-BamHI-CA1 (5°-
CGAATGCAACATTGGATCCCCCCGTCAAGAC-3") amplifizierten an der BD413-
DNA stromaufwarts von orfD einen Bereich von 730 bp, der nach dem Restriktionsverdau
mit Sacl und BamHI in pGEM-7f(+) kloniert wurde, wonach das Plasmid pGK18 entstand
(Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: Plasmidkonstruktionen fir die gemeinsame Unterbrechung von
orfD und orfC. Die PCR-Produkte von DNA-Bereichen stromaufwarts von orfD
(A) und stromabwaérts von orfE (B) wurden jeweils in pGEM-7f(+) kloniert, woraus
pGK18 bzw. pGK19 resultierten. In die Smal-Schnittstelle von pGK18 wurde die
Kanamycin-Kassete ligiert und daraufhin in das entstandene Plasmid pGK22 das
Insert (B) aus pGK19 mit EcoRI und Xbal kloniert. Daraus resultierte pGK24, in
dem die DNA-Bereiche stromauf- und stromabwaérts von orfD bzw. orfE durch das
Resistenzgen unterbrochen sind. Die Pfeile markieren die Leserichtung von orfD
bzw. orfE. Die in Klammern dargestellten Namen der Restriktionsschnittstellen
kénnen nicht mehr geschnitten werden. Der Kanamycin-Marker ist nicht
mal3stabsgetreu wiedergegeben. Dargestellt sind nur die fur die Klonierung
relevanten Schnittstellen. Das lacZ-Gen von pGEM-7f(+) gibt die Leserichtung des
vektoreigenen Promotors an.
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In den mit Smal (MCS) linearisierten pGK18 wurde daraufhin der mit Hincll
geschnittene nptll-Marker aus pUC4K ligiert. Aus dem entstandenen Plasmid pGK22
konnte das gesamte Insert (nptll-Marker und PCR-Produkt) mit Sacl und EcoRI
herausgeschnitten und in den &quivalent geschnittenen pGK19 kloniert werden. pGK19
enthielt das mit EcoRI/Xbal klonierte 680 bp PCR-Produkt, welches mit den Primern
unkn5Mu-EcoRI-NB1 (5'-GTTATAAAAATCAGGAATTCGCTGCTACAG-3") und
unkn5Mu-Xbal-CB1 (5 -AAAGATGCCTGCATTCTAGAGATTCATCATG-3") zuvor
amplifiziert worden war. Das Plasmid pGK24 enthielt schlieRlich den nptll-Marker und
angrenzend die fur die spatere homologe Rekombination flankierenden DNA-Bereiche
(Abb. 3.44). Fir die Transformation von Acinetobacter sp. ADP239 konnte das gesamte
Insert mit Sacl und Xbal herausgeschnitten werden. Die Mutante mit der Deletion von
orfD und orfE wurde als K104 bezeichnet.

Die Uberpriifung der Deletion und der homologen Rekombination des Resistenz-
Markers in der generierten Mutante K104 erfolgte wiederum mittels SOUTHERN Blot.
Dafiir wurde die isolierte chromosomale DNA des Stammes K104 zum einen mit Sacl/Sall
und zum anderen mit EcoRV restriktionsverdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet
und mit einer nptll-Sonde hybridisiert. In der chromosomalen DNA des Wildtyps BD413
lagen die beiden Sacl- und Sall- Schnittstellen 6,4 kb auseinander; unter Beruicksichtigung
der 2,7 kb-Deletion von orfD und orfE und der Einfihgung der 1,2 kb-Kanamycin-
Kassette ergaben sich die detektierten 4,9 kb (Abb. 3.43, B). Die relevante EcCORV-
Schnittstelle schlossen im ADP239-Chromosom 4,3 kb ein. Die homologen
Rekombination des Konstruktes fuhrte zur Deletion von orfD und orfE durch den
Resistenz-Marker (1,2 kb), so daRB sich eine Netto-Deletion von 1,5 kb verzeichnen liel}
und auf dem SOUTHERN Blot eine Bande von 2,8 kb detektiert wurde (Abb. 3.43, B).

Diese Untersuchungen bestatigten die einfache, homologe Rekombination des
Resistenzmarkers ins Zielgen.

3.6.7.4 Untersuchung auf Pilusbiogenese der Mutantenstamme K102, K103
und K104

Die Unterbrechung des Strukturgens filA flihrte zu einem Phéanotyp, der einen Defekt
in der Biosynthese der dicken Pili aufwies. Da filA das erste Gen von insgesamt sechs
ORFs darstellte, die in gleicher Leserichtung lagen, lie} dies die Vermutung zu, daR die
ORFs zu einem neuartigen Pilus-Biosynthesecluster gehdren. Die generierte Mutante
K102, mit einer Unterbrechung in orfB, der Stamm K103, der eine Deletion von orfC tragt
und K104, dessen orfD und orfE gemeinsam deletiert worden waren, wurden daraufhin
hinsichtlich ihrer Synthese dicker Pili Gberpruft.
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Wie oben beschrieben und in ,,Material und Methoden® ausfiihrlich behandelt,
wurden die Pili der Stimme K102, K103 und K104 abgeschert und im zweistufigen
Saccharosegradienten gereinigt.

Nach Auftrennung der Pilusfraktion in einem 15%igem SDS-Gel waren in der Spur
der Positivkontrolle ADP239 die Untereinheiten der dicken Pili bei 28 kDa und die der
dinnen Pili bei 16 kDa zu erkennen, was den Wildtyp-Pilusphénotyp reprasentierte (Abb.
3.45). Den Mutanten-Stammen K102, K103 und K104, die Unterbrechungen bzw.
Deletionen in den zu filA stromabwaérts lokalisierten ORFs aufwiesen, fehlte die 28 kDa-
Bande im SDS-Gel. Elektronenmikroskopische Untersuchungen belegten weiterhin das
Fehlen der dicken Pilusstruktur und die nicht beeintréchtigte Synthese der diinnen Pili.
Dies indizierte einen Biogenesedefekt von FilA zu einer filamentdsen Struktur auf der
Zelloberflache, der durch die Unterbrechungen der zu filA stromabwarts lokalisierten
ORFs hervorgerufen worden sein muf3te. Das Strukturgen filA wies seinerseits keine
Mutation auf und stellte das erste Gen des Clusters dar, was einen polaren Effekt
(ausgelost durch die gesetzten Mutationen in den Stdmmen K102, K103, und K104)
ausschlof.

Die 16 kDa-Bande der Untereinheiten der diinnen Pili war dagegen im SDS-Gel aller
Mutanten erkennbar, so dal bei den beiden Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413
von getrennten Biosynthesewegen ausgegangen werden kann.
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Abb. 3.45: SDS-PAGE der Scherfraktionen. Die
Pilusstrukturen des Stammes ADP239 (Spur 1)
sowie der Mutanten-Stamme K102 (orfB-Mutante)
(Spur 2), K103 (orfC-Mutante) (Spur 3) und K104
(orfD/orfE-Mutante) (Spur 4) wurden von der
Zelloberflache abgeschert, gereinigt und in einem
15%igen SDS-Gel aufgetrennt.
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Diese Untersuchungen zeigten, daR neben dem Uber die Aminosdure-Sequenz
identifizierten Strukturgen filA ebenso die stromabwaérts lokalisierten ORFs (orfB, orfC,
orfD und/oder orfE) an der Biogenese des dicken Pilus von Acinetobacter sp. BD413
beteiligt sind. Da keine Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Pilus-Biosynthesewegen
bestanden, mul} es sich bei dem dicken Pilus um einen neuen, nicht beschriebenen
Filament-Typ unbekannter Biogenese handeln. Obwohl die gezielte Unterbrechung von
orfF aussteht und der Pilus-Synthesedefekt der Mutante K103, die eine gemeinsame
Deletion von orfD und orfE trégt, spezifiziert werden muRB, ist es sehr wahrscheinlich, daf}
hier ein Biosynthesecluster vorliegt.

3.6.7.5 Komplementation der Mutantenstdmme K101 und K102

Gene procaryotischer Genome, die fiir denselben Stoffwechselweg codieren, liegen
oft assoziiert in Genclustern vor und werden dann oft als polycistronische mRNA co-
transkribiert. Das Strukturgen filA des dicken Pilus bildete das erste Gen eines Clusters,
welches aus insgesamt sechs ORFs gleicher Leserichtung bestand. Unterbrechungen in den
stromabwarts von filA lokalisierten Genen orfB bzw. orfC und die gemeinsame Deletion
von orfD und orfE fuhrten jeweils zu einem Defekt in der dicken Pilusbiogenese. Somit
handelt es sich hier um ein Gencluster, das die Synthese der dicken Pilusstruktur
vermittelt. Ob daruber hinaus dieses Gencluster ein Operon darstellt, sollten
Komplementationsstudien zeigen. Um Hinweise auf einen Promotor auBer vor filA auch
vor orfB zu bekommen, wurde die Regeneration des Pilus-Phénotyps durch
Komplementation von K101 und K102 mit den jeweiligen Plasmid-codierten intakten
Genen untersucht.

Um das zur Komplementation intakte filA zu erhalten, wurde ein 3,6 kb-EcoRI/Sacl-
Fragment aus der chromosomalen DNA des Stammes K102 in pRK415 kloniert (vgl.
Restriktionskarte in Abb. 3.39). Das daraus resultierende Plasmid pKK32 enthielt neben
filA das mit dem nptll-Marker unterbrochene orfB (Abb. 3.46). Das 3,6 kb-EcoRI/Sacl-
Fragment aus der chromosomalen DNA des Stammes K101, welches neben dem intakten
orfB das durch den nptll-Marker unterbrochene filA trug, wurde ebenso in pRK415
kloniert, so dal} das Plasmid pKK33 entstand. Um eine mdgliche Promotoraktivitat des
nptll-Markers auf die Transkription des stromabwarts lokalisierten orfB auszuschliel3en,
konnte durch den Restriktionsverdau mit EcoRI/Xhol und eine Ligation mit glatten DNA-
Enden von pKK33 der relevante DNA-Bereich entfernt werden (Abb. 3.46). Das
resultierende Plasmid pKK34, welches das intakte filB enthielt, wies daraufhin keine
Kanamycin-Resistenz auf.
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Abb. 3.46: Plasmidkonstruktionen von pKK32 und pKK34. pKK32 enthalt das
nptll-Marker tragende DNA-Fragment aus Acinetobacter sp. K102, auf dem das
intakte filA-Gen und das unterbrochene Gen orfB liegt. pKK33 besitzt das DNA-
Fragment aus K101, welches das intakte Gen orfB und das mit dem Kanamycin-
Marker unterbrochene filA-Gen tragt. Durch Restriktionsverdau von pKK33 mit
EcoRI und Xhol, Behandlung mit Klenow-Enzym und Ligation der glatten DNA-
Enden, konnte der Promotorbereich des nptll-Gens eliminiert werden, woraus das
Plasmid pKK34 resultierte. Die in Klammern dargestellten Namen del
Restriktionsschnittstellen kénnen nicht mehr geschnitten werden. Der Kanamycin-
Marker ist nicht maf3stabsgetreu wiedergegeben. Dargestellt sind nur die fur die
Klonierung relevanten Schnittstellen. Das lacZ-Gen von pRK415 gibt die
Leserichtung des vektoreigenen Promotors an.

Das Plasmid pKK32, welches das intakte filA-Gen trug, wurde mittels des
Helferstammes E. coli pRK2013 in den Stamm K101 konjugiert und pKK34, mit dem
intakten orfB-Gen, in den Stamm K102. Die daraus resultierenden Stamme K101 pKK32
und K102 pKK34 wurden daraufhin hinsichtlich ihrer Pilusbildung untersucht, was durch
die Auftrennung der Scherfraktionen in einer SDS-PAGE erfolgte.
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Wie oben beschrieben und in ,,Material und Methoden* ausfuhrlich behandelt
wurden die Pili der komplementierten Stdimme K101 pKK32 und K102 pKK34 abgeschert
und im zweistufigen Saccharosegradienten gereinigt.

Nach Auftrennung der Scherfraktionen in einem 15%igem SDS-Gel waren in der
Spur der Positivkontrolle ADP239 die Untereinheiten der dicken Pili bei 28 kDa und die
der diinnen Pili bei 16 kDa sichtbar (Abb. 3.47), was die intakte Pilusbildung des Wildtyps
reprasentierte. Die komplementierten Mutantenstdamme K101 pKK32 und K102 pKK34
zeigten ebenso wie der Stamm ADP239 sowohl die 16 kDa- als auch die 28 kDa-Bande.
Vor der konjugativen Ubertragung der Plasmide, welche filA (pKK32) bzw. orfB (pKK34)
tragen, wiesen die Stdimme K101 und K102 einen Defekt in der Pilusbiogenese des dicken
Pilus auf, was zu einem Fehlen der 28 kDa in der SDS-PAGE fihrte (Abb.3.33).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen demonstrierten dartber hinaus den Wildtyp-
ahnlichen Pilusphanotyp der komplementierten Stamme, da bei ca. 90% der Zellen sowohl
die dicken als auch die diinnen Pili erkennbar waren.

Die Plasmid-codierten Gene waren somit in der Lage den Defekt in der Synthese der
dicken Pili zu komplementieren und ihre Synthese zu regenerieren.
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Abb. 3.47: SDS-PAGE der Scherfraktionen
Die Pilusstrukturen des Stammes ADP239 (Spur
1), sowie der komplementierten Mutanten-
Stdmme K101 pKK32 (Spur 2) und K102 pKK34
(Spur 3) wurden von der Zelloberflache
abgeschert, gereinigt und in einem 15%igen
SDS-Gel aufgetrennt.
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Diese Ergebnisse zeigten eindeutig, dal? sowohl filA als auch orfB fir die Biogenese
der dicken Pili essentiell sind. Weiterhin indizierten die Ergebnisse, daf} vor filA und vor
orfB intakte Promotorstrukturen lokalisiert sind, die die Transkription der Plasmid-
codierten, isolierten Gene erlaubten. Die erfolgreiche Komplementation von K102 mit
pKK34 deutet darlber hinaus auf einen Promotor vor orfC hin, da in K102 das Gen orfB
durch eine Kanamycin-Kassette unterbrochen worden war, was im Falle eines Operons
vermutlich einen polaren Effekt auf orfC ausgelibt hatte. Vermutlich liegt hier ein
Biosynthese-Gencluster vor, was durch weitere Mutantenstudien und
Transkriptionsanalysen verifiziert werden mifte.

3.6.8 Charakterisierung des diinnen Pilus

Die Unterbrechung des Gens, welches fiir die 16 kDa-Untereinheit des diinnen Pilus
codiert, fuhrte zu der Mutante N100, die keine dinnen Pili auf der Zelloberflache aufwies.
Dieser Pilustyp ist weder an der natirlichen Transformation noch an der gleitenden
Fortbewegung des Bakteriums beteiligt. Fur eine weitere Charakterisierung des diinnen
Pilus sollte zunachst ein Datenbankabgleich des 16[MDa-Untereinheit durchgefuhrt werden
und die genomische Lokalisation des Strukturgens sowie die Involvierung benachbarter

Gene in die Pilusbiogenese untersucht werden.

3.6.8.1 Untersuchung der Untereinheit des diinnen Pilus

Das Genprodukt des identifizierte Gens, welches fur die Untereinheit des diunnen
Pilus codiert, besteht aus 193 Aminoséuren und besitzt eine errechnete molekulare Masse
von 19,5 kDa. Der Datenbankabgleich verwies auf eine Vielzahl von Gram-negativen
Organismen, die dhnliche Proteine synthetisieren. Abbildung 3.48 zeigt exemplarisch einen
Aminosaureabgleich mit homologen Proteinen, die in den Enterobakterien E. coli (F17-A),
Proteus mirabilis (FimA) und dem pflanzenpathogenen Stamm Xylella fastidiosa (FimA)
identifiziert wurden (LINTERMANS et al. 1988). Hierbei handelte es sich um
Strukturproteine, die zur Klasse der Typ-I-Fimbrien gezahlt werden, molekulare Massen
zwischen 15 und 20 kDa aufweisen und vorwiegend bei pathogenen Organismen
untersucht sind. Am N-Terminus dieser Protein-Familie befindet sich ein basisches
Signalpeptid, welches beim Sec-abhangigen Transport durch die Cytoplasmamembran
entfernt wird. Nach potentieller Prozessierung des Praproteins aus BD413 weist das
Strukturprotein eine errechnete molekulare Masse von 16,5 kDa auf. Der zur
Pilusassemblierung erforderliche Transport der Untereinheit durch die Zellmembran, der
basisch-hydrophobe Charakter des N-Terminus und die in der SDS-PAGE abgeschétzte
Masse von 16 kDa unterstutzten das VVorhandensein eines Leaderpeptids.
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Abb. 3.48: Sequenzvergleich der Untereinheit FimA des dunnen Pilus vor
Acinetobacter sp. BD413 mit Typ-I-Pilinen. Das Pilus-Strukturprotein FimA zeig
Ahnlichkeiten zu den Untereinheiten der Familie der Typ-I-Pili. Dargestellt ist das F17-1-Pilin
von E. coli und das FimA-Protein von Xylella fastidiosa bzw. Proteus mirabilis. Die fur die
Ausbildung einer Disulfidbricke essentiellen Cysteine (C) sind fett hervorgehoben
Unterstrichen sind konservierte Bereiche des N-Terminus und des p-Zipper-Motivs am C-

Terminus.

Das Strukturprotein aus Acinetobacter sp. BD413 weist die konservierten Cysteine
fur die Ausbildung einer Disulfidbriicke auf (Positionen 40 und 92), die fur die Faltung
und Assemblierung der Untereinheit in die wachsende Pilusstruktur essentiell ist (Abb.
3.48). Darlber hinaus war der hoch konservierte C-terminale Bereich vorhanden, welcher
aus alternierend angeordneten hydrophoben Aminosduren aufgebaut ist und mit der
aromatischen Aminosdure Phenylalanin endete. Anstelle des konservierten Glycins zu
beginn dieses B-Zipper-Motivs stand bei Acinetobacter die dazu &hnliche Aminoséure
Alanin. Dieser C-terminale, 15 Aminosdauren umfassende Bereich ist essentiell fir die
Insertion in die Cytoplasmamembran, die nachfolgende Interaktion mit dem im Periplasma
lokalisierten Chaperon und schliel3lich fir die Polymerisation und Ausbildung der
Quartarstruktur des Pilus (HOLMGREN et al. 1992, HUNG & HULTGREN 1998, FERNANDEZ
& BERENGUER 2000). Weiterhin weist die Sequenz des Strukturproteins aus BD413 eine
zweite konservierte Region nahe des N-Terminus (Aminosauren 24-41) auf, die vermutlich
mit dem periplasmatischen Chaperon interagiert (KUHN et al. 1993).

Aufgrund der Ahnlichkeit der Untereinheit des diinnen Pilus von Acinetobacter sp.
BD413 zu den strukturellen Komponenten der Typ-1 Pili, wurde das codierende Gen mit
fimA bezeichnet.
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3.6.8.2 Untersuchung der genomischen Lokalisation von fimA

Die Gene der bisher untersuchter Typ-1-Pilus-Biogenesesysteme bilden funktionelle
Gencluster, oft in Form von Operonen, wobei es erste Hinweise auf eine Prozessierung der
polycistronischen mRNA gibt (LoomMis & MOSELEY 1998). Das Gencluster codiert fir
mindestens zwei Assemblierungsfaktoren: zum einen ein periplasmatisches Chaperon und
zum anderen ein duf’eres Membranprotein, welches eine Pore fir den Durchtritt des Pilus
schafft. Das Chaperon empfangt die Strukturunterinheiten nach dem Sec-abhangigen
Transport an der Cytoplasmamembran, verhindert die vorzeitige Aggregation der Pilus-
Untereinheiten und schleust das Monomer zur Offnung in der 4uReren Membran, wo es zur
Pilusstruktur assembliert (KNIGHT et al. 2000). Im allgemeinen codiert das Gencluster fir
ein Adhésin, welches an der Spitze des Pilus lokalisiert ist (KUHN et al. 1993, JONES et al.
1995).

Die einfachste Pilusassemblierung, die diesem Syntheseweg folgt, ist der “diinne
flexible Pilus™ (z.B. F17), der Fibrillum genannt wird und der flr seine Synthese auRer der
strukturellen Untereinheit ein periplasmatische Chaperon, ein duBeres Membranprotein
sowie ein Adhésin erfordert (SOTO & HULTGREN 1999).

Auf dem Chromosom von Acinetobacter sp. BD413 liegen stromabwarts von fimA
drei weitere ORFs mit der gleichen Orientierung, die nach dem Datenbankabgleich
Ahnlichkeiten zu den beschriebenen beiden Assemblierungfaktoren und dem Adhasin
aufwiesen. Wéhrend die Strukturproteine (Pilin und Adh&sin) Aminosduresequenz-
Identitaten von 28% bzw. 23% und Ahnlichkeiten von 44% bzw. 37% aufweisen, zeigen
die Assemblierungfaktoren (Chaperon und duf3eres Membranprotein) Identitiaten von 41%
bzw. 35% und Ahnlichkeiten von 57% bzw. 51% (Tab. 3.1), was die héhere Variabilitit
der Strukturkomponenten indiziert. Diese vier Komponenten sind als Basisfaktoren in allen
Pilusclustern der Typ-1-Biosynthesefamilien zu finden.

Tab. 3.1: Ahnlichkeiten zwischen den Fim-Proteinen aus Acinetobacter sp. BD413 und
Komponenten bekannter “"Chaperon-Usher -Synthesewegen.

Genbezeichung Funktion Organismus (Gen)  Identitat / Ahnlichkeit
(%)

(Acinetob. sp. BD413)

fimA strukt. Untereinheit  E. coli (F17-A) 28/44

fimD peripl. Chaperon E. coli (F17-D) 41/57

fimC "Usher’-Protein E. coli (F17-C) 35/51

fimH Adhésin E. coli (fimH) 23/37

fimH Adhasin Salmonella typhi (fimH) 23/37
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Ein Vergleich der Gencluster des Typ-I-Pilus und des P-Pilus von E. coli sowie des
Typ-111-Pilus von Klebsiella pneumoniae (die zur Klasse der Typ-1-Pili gehdren) mit dem
fim-Cluster von BD413 demonstrierten den konservierten Aufbau dieser Gencluster. Das
periplasmatische Chaperon, &uRere Membranprotein und Adhéasin sind in &hnlicher
Organisation angeordnet (Abb. 3.49). Neben demjenigen Gen, welches fir die
Hauptstruktur-Untereinheit codiert, finden sich im Fim- und Pap-Cluster von E. coli
weitere Gene, die ebenso fir Pilus-Untereinheiten codieren, jedoch verglichen zur Haupt-
Strukturkomponente in gereingerer Menge synthetisiert werden und adaptorische
Funktionen austiben (KUHN et al. 1993, JONES et al. 1995).
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Abb. 3.49: Vergleich der Organisation des Acinetobacter fimA-Lokus mit
konservierten Genclustern der Typ-I-Pili anderer Mikroorganismen. Die Gene sind
durch Pfeile wiedergegeben und die molekularen Massen der Genprodukte unter den
Pfeilen dargestellt. Die postulierte oder bewiesene Funktion der Genprodukte ist wie folgt
markiert:

I Hauptstrukturprotein E Chaperon Strukturprotein
M 4ureres Membranprotein EM> Adhisin [—> Regulator

Der Vergleich der Gencluster, welche fur die Familie der Typ-I-Pili codieren, zeigte,
daB3 Acinetobacter die minimale Gen-Ausstattung fur die Assemblierung der dunnen
Pilusstrukturen besitzt. Zusammenfassend laBt sich sagen, dafl die dunnen Pili von
Acinetobacter sp. BD413 zur Familie der Typ-I-Fimbrien gehoren. Neben dem Strukturgen
sind stromabwirts des Genclusters konservierte Gene lokalisiert, die fur seine

Assemblierung und ein Adhésin codieren.
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3.6.8.3 Elektronenmikroskopische Darstellung des Untereinheitenaufbaus der
dinnen Pili

Die dunnen Pili von Acinetobacter sp. BD413 gehdren zur Familie der Typ-I-Pili, die
uber den “Chaperone/Usher -Weg synthetisiert werden. Die Organellen dieser Pilus-Klasse
sind i.d.R. zusammengesetzte Strukturen, wobei der Hauptteil gewdhnlich aus einem 7 nm
dicken Pilus besteht, in dem die Untereinheiten in einer rechtsgédngigen Helix angeordnet
sind. Distal lokalisierte Adaptorproteine vermitteln als 3 nm breites Filament die
Exposition des Adhdsins (JONES et al. 1995, RusseLL & ORNDORFF 1992). Hier sind
mehrere untereinander &hnliche strukturelle Untereinheiten am Aufbau des Pilus beteiligt,
dessen Gene in einem Cluster assoziiert vorliegen. Die diinnen Pili von Acinetobacter sp.
BD413 werden aus nur einer Untereinheit aufgebaut, da im fim-Gencluster (und Genom)
keine weiteren Strukturgene liegen, die Ahnlichkeiten zu Typ-I-Pilinen aufweisen (Abb.
3.49).

Fur die Untersuchung der Untereinheitenstruktur der dinnen Pili von BD413 wurden
diese von den Zellen abgeschert, mittels Ultrazentrifugation sedimentiert und ber einen
20-70%igen Saccharosegradienten gereinigt. Die Pilus-Fraktion des Gradienten wurde mit
PBS auf eine Proteinkonzentration von 50 ug/ml eingestellt und mit 4% Uranylacetat
negativ kontrastiert.

Die hoch aufgeldste elektronenmikroskopische Abbildung 3.50 zeigt die
Aneinanderreihung der Piline des diinnen Pilus von BD413 in linearer Form, wobei keine
helikale Quartérstruktur ausgebildet wurde, die fur die komplex aufgebauten Typ-I-Pili
charakteristisch ist. Selten lagen die dinnen Pili als Einzelfilament vor, sondern
aggregierten zu zweit oder mit einer Vielzahl ihresgleichen zu Biindeln, was auf eine
hydrophobe Oberflache hindeutete. Diese morphologischen Untersuchungen indizierten,
dal? die diinnen Pili von BD413 zur Untergruppe der als Fibrillen bezeichneten Typ-I-Pili
gehoren. Die Fibrillen &hneln den Adaptor-Strukturen, die bei den Pap-Pili von E. coli
einen relativ langen diinnen Pilus von 3 nm Durchmesser bilden und als Bindemodul
zwischen dem 7 nm-Pilus und dem Adhésin fungieren (KUHN et al. 1993).

Acinetobacter sp. BD413 synthetisiert den 2-3 nm dunnen Pilus aus nur einer
strukturellen Komponente, die in linearer Assemblierung moglicherweise das Adhasin-
Protein exponiert. Die Komponente, die den fir Typ-1-Pili charakteristischen basalen
Bereich von 7 nm Durchmesser aufbaut, fehlt somit der Pilusstruktur von BD413.
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Abb. 3.50: Struktur der dinnen Pili von Acinetobacter sp. BD413. In de
elektronenmikroskopischen Abbildung (A) sind die bundelbildenden diinnen Pili dargestellt.
Abbildung (B) zeigt VergroRerungen einzelner und verdrillter Pilusfilamente unc
schematisierte Darstellungen.

3.6.9 Regulation der Expression der Pilusgene filA und fimA von
Acinetobacter sp. BD413

WHITE-ZIEGLER et al. (2000) untersuchten die Regulation der Expression von
Pilusgenen, die zu verschiedenen Klassen der Typ-I-Fimbrien gehdren (pap, daa, fan).
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Niedrige Temperaturen, hohe Osmolaritdt, Glukose als Kohlenstoffquelle und
Komplexmedien unterdriickten die Transkription der untersuchten Operone.

Um Hinweise auf die Funktion der beiden Pilustypen von Acinetobacter sp. BD413 —
vor allem hinsichtlich des Selektionsvorteils am naturlichen Standort (Boden) - zu erhalten
und die Bedingungen ihrer Synthese mit denen pathogener Organismen zu vergleichen,
wurden die Transkriptionsraten von filA und fimA bestimmt. DaR sich die globale
Regulation mittels “Quorum Sensing™ bei Acinetobacter sp. BD413 von Mineralmedium zu
Komplexmedium unterscheidet, wurde von GONzALES et al. (2001) gezeigt: Die Zahl der
Signalmolekdle im Kulturlberstand des Mineralmediums verdoppelte bzw. verdreifachte
sich verglichen zu derjenigen Zahl im Komplexmedium.

Fur die Analyse der Genexpression wurden die DNA-Bereiche der potentiellen
Piluspromotoren von filA bzw. fimA jeweils an das 5 -Ende eines lacZ-Gens kloniert. Das
dafir eingesetzte Reporter-Gen, welches eine Ribosomen-Bindestelle aber keinen eigenen
Promotor tragt, befindet sich auf dem Vektor pBK. Wird durch den stromaufwarts
klonierten Promotor das lacZ-Gen transkribiert, so wird eine p-Galaktosidase synthetisiert,
die im optisch-enzymatischen Test quantifiziert werden kann. Fur das Pilusgen filA
erfolgte zundchst die Amplifikation des potentiellen Promotorbereiches (390 bp) mit den
Primern Di-lacZ-BamHI-N1 (5 -CAAAATGTAGCAGGATCCAATCCGATAATCG-3))
und DiDel2-Xbal (5-CCAAAGCCAATCTAGAGAATATTTTCATTC-3"). Das PCR-
Produkt bestand aus 375 bp, die vor dem postulierten ATG-Startcodon lokalisiert sind und
aus 15 bp des 5°-Endes von filA.

290 bp der Promotorregion des Pilusgen fimA wurden mit den Primern Du-lacZ-
BamHI-N1.2 (5-TTTGAGATCGGATCCATTTTTTTTAAAAAG-3") und Di-lacZ-Xbal-
Cl (5-CAAGTACTTGTAATCTCTAGACCATTAATCG-3") amplifiziert. Das PCR-
Produkt bestand aus 190 bp, die vor dem postulierten ATG-Startcodon lokalisiert sind und
aus 100 bp des 5'-Endes von fimA. Fir eine Uberprifung der PCR-Produkte durch
Sequenzierung erfolgte die Klonierung beider PCR-Produkte zunédchst jeweils Uber die
Schnittstellen BamHI und Xbal in pUC18, so daRR die Plasmide pUK25 und pUNO09
entstanden (Abb. 3.51). Nach Umklonierung tber Restriktionsschnittstellen EcoRI und
Xbal konnten die PCR-Produkte schlief3lich in den EcoRI und Xbal geschnittenen Vektor
pBK ligiert werden. Im Plasmid pBN10 lag daraufhin die Promotorregion des fimA-Gens
stromaufwarts des lacZ-Gens und in pBK27 die Promotorregion des filA-Gens vor dem
lacZ-Gen (Abb. 3.51). Nach dem konjugativen Transfer in Acinetobacter sp. ADP239
konnte die p-Galaktosidaseaktivitat im Verlauf des statischen Wachstums bestimmt und
somit die promotorabhangige Transkriptionsrate in "MILLER Units™ abgeleitet werden. Als
Kontrolle diente der Vektor pBK, welcher ebenso konjugativ in Acinetobacter ibertragen
wurde. Eine damit durchgefiihrte Nullwertbestimmung ergab keine meRbare f-
Galaktosidaseaktivitat, so daR im folgenden Versuch die gemessene Aktivitat auf die



3. Experimente und Ergebnisse 142

Promotoren von filA bzw. fimA zuruckgefuhrt werden konnte. Aufgrund der im Vergleich
zu den chromosomal lokalisierten Promotoren héheren Kopienzahlen der eingesetzten
Plasmide, lieR sich die gemessene Aktivitdt nicht unmittelbar in eine absolute
Transkriptionsrate tbertragen. Nur die Relationen der Transkriptionsraten, die tGber die
lacZ-Fusion des Promotors in pBK ermittelt werden, lassen sich miteinander vergleichen.
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Abb. 3.51: Plasmidkonstruktionen fir die lacZ-Reportergen-Fusion
von filA und fimA. Nach der Amplifikation der jeweiligen potentiellen
Promotorbereiche von filA bzw. fimA erfolgte zunachst die Klonierung in
pUC18 und nachfolgend in pBK, der das promotorlose lacZ-Reportergen
tragt. Vor dem filA-ATG-Startcodon liegen 375 bp und vor dem fimA-
Startcodon 190 bp kloniert vor (AfilA bzw. AfimA). Die in dunkelgrauer

Farbe dargestellten Bereiche symbolisieren die 15 bp bzw. 100 bp DNA-
Fragmente nach den Startcodons. Die Pfeile geben die Richtung der
Transkription an. Dargestellt sich nur die fur die Klonierungen relevanten
Schnittstellen. Das lacZ-Gen von pUC18 gibt die Leserichtung des
vektoreigenen Promotors an.

Zur Messung der wachstumsabhangigen Transkription in statischer Kultur wurden
50 ml Succinat-Mineralmedium oder LB-Medium mit einer ausgewachsenen Vorkultur
10%ig angeimpft und bei 30°C oder 37°C schittelnd inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und sowohl das Kulturwachstum uber die optische
Dichte verfolgt als auch die p-Galaktosidaseaktivitat bestimmt. Diese wurde nach MILLER
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(1972) durch Umsetzung von o-Nitrophenolyl-p-D-Galaktopyronosid (ONPG) zu o-
Nitrophenol pro Zeit und pro Zelldichte bestimmt. In diesem Versuch wurde die Zelldichte
der Proben auf die ODgy von 0,1 eingestellt und die Reaktionsansatze fir die gleiche
Zeitdauer inkubiert, so dal’ als einzige Variable die von der Zelle in unterschiedlicher
Menge synthetisierte 3-Galaktosidase verblieb.
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Abb. 3.52: Expression der Pilusgene filA und fimA. Di
Promotoraktivitdt von filA (A) und fimA (B) wurden als lacZ-
Transkriptionsfusion im Verlauf einer statischen Kultur (-) bestimmt. Die
Promotorregionen wurden jeweils vor das lacZ-Gen kloniert und die f3-
Galaktosidaseaktivitat im enzymatischen Test bestimmt. Di
Wachstumsbedingungen variierten von 30°C in Mineralmedium (l) und
37°C in Mineralmedium (&) sowie 30°C in Komplex- (LB-) Medium (®).
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Die Expressionsrate der Gene beider Pilusuntereinheiten lag wie erwartet relativ
hoch, da die Pilusstrukturen in grofRer Zahl auf der Zelloberflache synthetisiert werden.
Verglichen zur exponentiellen Wachstumsphase verdoppelte sich die Expression in der
stationdren Phase. Fur fimA wurden in der stationdren Phase 10000 MILLER Units erreicht,
nach dem Uberimpfen in frisches Medium fiel der Wert bis zum Ende des exponentiellen
Wachstums auf 4000 MiLLER Units, um mit Beginn der stationdren Phase wieder
anzusteigen (Abb. 3.52). filA zeigte ein dhnliches Expressionsprofil, wobei hier Werte von
5000 bis 12000 MiLLER Units erreicht wurden. Der Wechsel von Mineral- zu Komplex-
(LB-) Medium oder der Temperaturanstieg von 30°C auf 37°C fihrte in beiden Fallen
nicht zu einer verénderten Genexpression. Aus diesem Grund mufte hier eine Regulation
vorgelegen haben, die unter den gewahlten Bedingungen und Kohlenstoffquellen allein
von der Wachstumsphase und/oder Zelldichte, nicht aber wvon der
Mediumzusammensetzung und der Wachstumstemperatur abhangt.

3.6.10 Untersuchung auf Adhéasion an hydrophobe Oberflachen

Wie unter 3.6.5.1 beschrieben war die dicke Pilusstruktur von Acinetobacter sp.
BD413 mit einem Durchmesser von 6 nm keinem bekannten Pilustyp zuzuordnen und
seine Funktion in der Physiologie des Bakteriums ist ebenso unbekannt. Der dunne Pilus
mit einem Durchmesser von 2-3 nm konnte hingegen aufgrund seiner Aminosauresequenz-
Ahnlichkeit und seiner chromosomalen Lage innerhalb eines charakteristischen
Genclusters zur Klasse der Typ-I-Pili zugeordnet werden (3.6.8.1).

ROSENBERG et al. beschrieben bereits 1980 und 1981 die pilusabhéngige Adsorption
des zu BD413 verwandten Stammes Acinetobacter RAG-1 an hydrophoben Oberflachen.
Dieser Stamm RAG-1 synthetisiert diinne und dicke Pili, die morphologisch denen von
Acinetobacter sp. BD413 gleichen. Weiterhin demonstrierten sie die Fahigkeit des
Stammes BD413 zur Adsorption an hydrophobe Oberflachen, wobei die daflr
verantwortliche Zelloberflachen-Strukturen hierbei nicht charakterisiert wurden. Die
generierten Pilus-defekten Stdmme mit Unterbrechungen in den Strukturgenen filA bzw.
fimA sollte nun dazu dienen, die Zelladsorption an hydrophobe Flachen zu spezifizieren.

Der Stamm ADP239, der den Wildtyp reprasentierte, sowie die Mutanten K101
(filA%), N100 (fimA") und KN100 (filA/fimA’) wurden zunéchst tber Nacht angezogen und
nach dem Abzentrifugieren mit frischem Succinat-Mineralmedium auf die gleiche optische
Dichte eingestellt. Als hydrophobe Oberflache wurden leere Petrischalen aus Polystyren
genutzt, auf die 2 ml Zellsuspensionen gegeben wurden. Nach 1,5stiindiger Inkubation und
darauffolgendem Abwaschen der Zellen konnten die verbliebenden, adsorbierten Bakterien
durch ein aufgelegtes Deckglas im Lichtmikroskop betrachtet werden. Der Stamm
ADP239 und die Mutante K101, die keine dicken Pili synthetisierte, zeigten gleichmaRig
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verteilt liegende Einzelzellen und charakteristische Diplokokken, wobei die Zellen ca. 80%
der Petrischalenflache bedeckten (Abb. 3.53, 1/2). Die Zellen der fimA-Mutante N100, die
keine dunnen Pili synthetisierte, und die der Pilusdoppelmutante KN100 adharierten
dagegen signifikant in geringerer Zahl, lagen ungleichmaRig verteilt und bedeckten nur
eine Flache von ca. 5% (Abb. 3.53, 3/4). Auf die Pilusstrukturen bezogen bedeutete dies,
dal die Zellen bei der Anwesenheit beider Pilustypen oder allein der dinnen Pili an die
hydrophobe Oberflédche adsorbierten; waren dagegen keine Pili oder ausschlieBlich die
dicken Pili vorhanden, so verringerte sich die Adsorbtion unter den gewahlten
Bedingungen signifikant. Daraus war zu schliel3en, dal die diinnen Pili an der Adsorption
beteiligt waren, wéhrend die dicken Pili keine férdernde oder inhibierende Wirkung
diesbezliglich ausubten.

=
ek > 1
|'.11.|".~"' Ir-|5.."l &l
B ;
LA
s o T
- r.-—.rF'- A L
sl g oy e r
= b oa e o -
o L S R N L
T LA i
o i - L]
. ol i It Y
- iy e " et Mgl : . L h
ooy = L i by 2 ;
il . =, W
T a o L
- ¥
| % <
3 N 'r 4
'

10 pm

Abb. 3.53: Adhasion an Polystyren von Acinetobacter. i
Succinat-Mineralmedium tber Nacht angezogene Zellen wurden nach
Zentrifugation in frisches Mineralmedium resuspendiert und fur 1,5 h
in einer leeren Petrischale aus Polystyren inkubiert. Nach dem
Abwaschen der nicht gebundenen Bakterien wurden die adsorbierten
Zellen lichtmikroskopisch betrachtet. (1) ADP239; (2) K101 (filA-
Mutante); (3) N100 (fimA-Mutante); (4) KN100 (filA-/fimA-Mutante)

3.6.11 Untersuchungen zur Bindung an Erythrocyten

Die groRte Zahl der bisher untersuchten tier- und pflanzenpathogenen Bakterien
synthetisieren Pili (Fimbrien) zur Exposition spezifischer Adhé&sine, die als
Bindungselement an die Wirtszelle dienen. Diese filamentdsen Oberflachenstrukturen
fungieren demnach — zusammen mit weiteren Faktoren - als erstes Auswahlorgan, welches
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die Besiedelung ausschlieRRlich spezifischer Wirtszellen ermdglicht, die das dazu passende
Sortiment an Rezeptoren aufweisen. Pili konnen anhand einer Zahl von Eigenschaften
klassifiziert werden, wobei die wichtigste davon ihre Rezeptorspezifitat darstellt. Fur Typ-
I-Fimbrien ist es i.d.R. ein grundlegendes Charakteristikum, die Fahigkeit zu vermitteln,
Erythrocyten zu agglutinieren. Da der identifizierte diinne Pilus von Acinetobacter sp.
BD413 Ahnlichkeiten zur Klasse der Typ-1-Fimbrien aufweist und da das Strukturgen fimA
das erste Gen eines Genclusters darstellt, welches fir typische Assemblierungsfaktoren
und ein Adhésin (3.6.8.2) codiert, wurde im Folgenden die F&higkeit des Stammes BD413
an Rote Blutkorperchen zu adhérieren untersucht. Um zusatzlich zum Verhalten des
dunnen Pilus dasjenige des dicken Pilus zu analysieren, wurden die Adhé&sion der drei
Pilusmutanten K101 (filA"), N100 (fimA) und KN2100 (filA/fimA’) mit der des
Wildtypstammes ADP239 verglichen.

3 ml-Kulturen der Acinetobacter-Stamme wurden uber Nacht in Succinat-
Mineralmedium angezogen, mit 5 ml PBS (Phosphat-gepufferte Saline) gewaschen und
nach der Resuspendierung in 500 ul PBS zu 200 ul der im Ficoll-Gradienten gereinigten
humanen Erythrocyten gegeben. Nach 2 h Inkubation wurden die sich abgesetzten
Blutzellen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen, um nicht adsorbierte Bakterien zu entfernen.
Bei lichtmikroskopischer Betrachtung war daraufhin zu erkennen, dafl nur der
Wildtypstamm ADP239 und ebenso die filA-Mutante K101, welche nur diinne aber keine
dicken Pili synthetisierte, Erythrocyten agglutinierten (Abb. 3.54, A). Diese Adsorption der
Zellen wurde aufgrund der hohen Dichte der Bakterien in der Probe bestétigt; denn nicht
gebundene Bakterien wéren nach dem Waschschritt weitgehend entfernt worden. Die
Inkubation der fimA-Mutante — defekt in der Biogenese der diinnen Pilusstruktur — oder der
Doppel-Pilusmutante KN100 mit Erythrocyten fuhrte nicht zu einer Agglutination (Abb.
3.54, A). Daruber hinaus schien die Oberflache der Blutzellen weniger deformiert. In
diesen beiden Proben wurden die Bakterien nach der gemeinsamen Inkubation mit den
Erythrocyten durch den Waschschritt weitgehend entfernt. Die wenigen verbliebenen
Bakterien lagen zudem frei, nicht assoziiert vor.

Um die Bindung mittels dinner Pili an der Oberflache von Erythrocyten zu
demonstrieren, wurden die Agglutinationen elektronenmikroskopisch betrachtet. Da diinne,
in Bundeln assoziierte Pili morphologisch von dicken Pili nur schwierig zu unterscheiden
waren, erfolgte die Untersuchung nicht mit dem Wildtypstamm BD413 sondern mit der
filA-Mutante K101, die keine dicken Pili synthetisiert. Die Agglutination von Erythrocyten
mit Bakterien wurde mit Phosphorwolframsédure (pH 7,4) kontrastiert, da der saure pH-
Wert des Uranylacetats (pH 4,0) die Erythrocyten lysierte. Wie bereits lichtmikroskopisch
erkennbar gewesen war, gruppierten sich die Bakterien um die Erythrocyten (Abb. 4.54,
B). Die Deformierung der eukaryontischen Zelle war vermutlich auf die mechanischen
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Kréfte zurlickzufihren, die durch die Negativkontrastierung und das nachfolgende
Trocknen entstanden. In schmalen Zwischenrdumen, die zwischen Bakterien und
Erythrocyt erkennbar waren, zeigten diinne Pili eine starre Ausrichtung in Richtung
eukaryotischer Zelloberflache (Abb. 3.54, B). Dal} die Zellen keinen direkten Kontakt zu
den Blutkorperchen zeigten, sondern einen Abstand von 50-100 nm aufwiesen, war
vermutlich zum einen auf das an der Spitze des Pilus lokalisierte Adh&sin und die
AbstolRungskrafte der Zelloberflachen untereinander zuriickzufuhren.

Abb. 3.54: Darstellung der Agglutination von Erythrocyten durct
Acinetobacter sp. BD413. (A) Lichtmikroskopische Abbildung der Bindung an
Erythrocyten von ADP239 (1), K101 (filA-Mutante) (2), N100 (fimA-Mutante) (3)
und KN100 (filA-/fimA-Mutante) (4). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme
der Adhésion von K101 (filA-Mutante) an ein Rotes Blutkdrperchen. Del
schwarze Pfeil markiert diinne Pili, die vom Bakterium zur Blutzelle orientiert
sind.
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Die Agglutination Roter Blutkdrperchen durch Acinetobacter sp. BD413 mittels der
diinnen Pilusstrukturen demonstrierte, dal dieser Pilustyp die fir Typ-I-Pili
charakteristische Eigenschaft der Adhdsion an Erythrocyten besitzt. Diese Untersuchung
zeigten weiterhin, dal3 nur die diinnen, Typ-I-&hnlichen Pili von Acinetobacter sp. BD413
Erythrocyten zu agglutinieren vermochten; die dicken Pili hingegen erwiesen sich
diesbeziiglich als weder férderlich noch inhibierend.

3.7 Untersuchungen zur Synthese einer Pilusstruktur durch den
DNA-Aufnahmeapparat

Die Unterbrechungen der Gene filA und fimA, die fiir die Strukturuntereinheiten der
dicken und dinnen Pili codieren, hatte die Generierung der Doppelmutante KN100
ermdglicht, die keine filamentdsen Strukturen auf der Zelloberflache synthetisiert. Dies
bedeutete, dal} Acinetobacter sp. BD413 keine Typ-1V-Pili bildet und demzufolge zu der
Gruppe derjenigen Organismen gehort, dessen Typ-1V-Pilin-&hnliche Proteine des
Transformationssystems zu keinen Pilusstrukturen assemblieren, die auf der Zelloberflache
sichtbar waren. Das Pilin-&hnliche Kompetenzprotein ComP aus Acinetobacter sp. BD413,
welches keine Pilusstruktur ausbildet, sollte durch eine Erhéhung seiner Expression
hinsichtlich seinem Potential zur Filamentsynthese untersucht werden. Hierflr diente der
Stamm KN100, der keine filamentdsen Strukturen aufweist und das Plasmid pBK27,
welches den starken filA-Piluspromotor tragt (Abb. 3.52, 3.6.7).

3.7.1 Uberexpression des Pilin-dhnlichen Proteins ComP

Zunachst mulite das comP-Gen (mit seiner Ribosomen-Bindestelle) als 540 bp-DNA-
Fragment amplifiziert werden, welches mit den Primern ComP-Xbal-N (5°-
CCAACGCGAAATAAAATCTAGACATTGGTG-3") und ComP-blunt-C (5°-AAAT
ACACCAGAAACTATCGTGTAATTT-3") erfolgte. Uber die N-terminale Schnittstelle
Xbal und das C-terminale glatte Ende konnte das PCR-Produkt in pBK27 (Abb. 3.51)
kloniert werden, welches zuvor mit Pstl geschnitten, daraufhin mit Klenow-Fragment
behandelt und mit Xbal restriktionsverdaut wurde. Nach der Ligation befand sich comP
stromabwarts des starken filA-Promotors (Abb. 3.55). Das resultierende Plasmid pBK35
wurde schliel3lich konjugativ sowohl in Acinetobacter sp. KN100 als auch in die comP-
Mutante T206 transferiert.



3. Experimente und Ergebnisse 149

pBK35 <ﬁch-ReportergeanK m filA-Prom.  fr—
1 - pBK
A

S > &
200 bp Q71 &

Abb. 3.55: Plasmidkonstruktion fiir die Uberexpression von comP
durch den filA-Promotor. Nach der Amplifikation von comP erfolgte die
Klonierung in pBK27 (Abb. 3.52), der den filA-Promotor (filA-Prom.) tragt.
Am 5°-Ende von comP wurde die Xbal-Schnittstelle genutzt, das 3"-Ende
wurde hingegen nach Behandlung mit Klenow-Enzym mit glatten DNA-
Enden ligiert. Der Pfeil gibt die Richtung der Transkription an. Dargestellt
sich nur die fur die Klonierungen relevanten Schnittstellen. Da das comP-
Gen eine Terminatorsequenz enthalt, wird das lacZ-Reportergen nicht
transkribiert. Nach der Integration des comP-Gens kann die Pstl-
Schnittstelle nicht mehr restriktionsverdaut werden.

Mit Hilfe von Acinetobacter sp. T206 pBK35 konnte die Wirkung des
Uberexprimierten Strukturproteins ComP auf die natirliche Transformation untersucht
werden. Wéhrend der Stamm T206 einen vollstandigen Transformationsdefekt aufweist
(PORSTENDORFER et al. 1997), konnte die Komplementation dieses Defekts durch das
Plasmid pBK35 in dem Transformationsschnelltest untersucht werden. Der positive
Transformationstest bestatigte die Komplementation durch das Plasmid pBK35 in dem
Stamm T206, da Wachstum auf p-Hydroxybenzoat erfolgte.

In Acinetobacter sp. KN100 pBK35 lief3 sich das tberexprimierte ComP hinsichtlich
der Pilusbildung untersuchen, indem zundchst der ComP-Gehalt in den Scherfraktionen der
KN100-Stdmme - mit und ohne Plasmid - verglichen wurde. Ein erhdhter ComP-Gehalt in
der Scherfraktion konnte auf eine Pilusbildung hindeuten. Eine 1 I-Kultur wurden in
Succinat-Mineralmedium Gber Nacht in einem Kluyverkolben angezogen, geerntet und
nach der Resuspendierung in 50 ml PBS zweimal durch eine Kanule gespritzt. Nach
niedertouriger Zentrifugation stellte der Uberstand die Scherfraktion da und das Sediment,
welches nochmals gewaschen wurde, die Zellfraktion.

Fur die immunologische Detektion von ComP wurden jeweils 0,2 ug Protein der
Zellfraktionen (nach der Scherbehandlung) und 50 ul der Scherfraktionen in einer 15%igen
SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem WESTERN Blotting mit Anti-ComP-Antikorper
behandelt. Die Detektion lieferte Signale identischer Intensitat in den Zellfraktionen der
KN100-Stdmme, in denen comP einerseits von seinem eigenen Promotor transkripiert und
andererseits durch den starken Piluspromotor (berexprimiert wurde (Abb. 3.56, 1/2).
Signale unterschiedlicher Intensitat waren dagegen in den Scherfraktionen zu erkennen:
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Wahrend Acinetobacter sp. KN100, der hinsichtlich der ComP-Synthese den Wildtyp
reprasentiert, nur eine schwach erscheinende Bande aufwies, lieferte der Stamm KNZ100,
der das Plasmid pBK35 tragt, ein Signal starkerer Intensitdt (Abb. 3.56, 3/4). Dies
bedeutet, daB der ComP-Gehalt nach seiner verstarkten Synthese auBerhalb der Zelle
erhoht ist, in der Zelle dagegen verglichen zum Wildtyp in dhnlicher Konzentration
vorliegt.

—— e - ComP

Abb. 3.56: Detektion von ComP in Zelllysat und
Scherfraktion. ComP wurde mit Hilfe des starken filA-
Piluspromotors in Acinetobacter KN100 Uberexprimiert. Die
Zellen wurden dber Nacht in Succinat-Mineralmediun
angezogen, geerntet und die filamentdsen Strukturen von der
Zelle geschert. Der ComP-Gehalt im Zelllysat (Spur 2) und in
der Scherfraktion (Spur 4) wurde nach der Auftrennung in
einer 15%igen SDS-PAGE in einem Immunoblot bestimmt. Als
Kontrolle diente der Stamm KN100, der nur das chromosomal
lokalisierte Wildtypallel trdgt, und von dem ebenso das
Zelllysat (Spur 1) und die Scherfraktion (Spur 3) mit Anti-
ComP-Antikdrpern detektiert wurden.

Der erhohte Export von ComP nach Uberexpression kann sowohl zu einer
Pilusstruktur als auch zur Sekretion von ComP-Monomeren ins Medium gefuhrt haben.
Diese beiden Mdoglichkeiten sollten mittels elektronenmikroskopischer Betrachtung von
Acinetobacter sp. KN100 pBK35-Zellen untersucht werden. Die Bakterien wurden in
Succinat-Mineralmedium ber Nacht angezogen gewaschen und mit 4% Uranylacetat
kontrastiert. In mehreren unabh&ngigen Anzuchten konnten daraufhin bei 5-10% der
Zellen ein oder zwei Pili identifiziert werden, die eine Lange von maximal 1 um erreichten
(Abb. 3.57). Einige Pili lagen als Abruchfragmente vor, was auf einen instabilen Charakter
dieser Filamente hindeutete. Weiterhin wiesen die Strukturen einen Durchmesser von 5-
6 nm auf. Verglichen zu den flexiblen dicken Pili von Acinetobacter, die einen
Durchmesser von 6 nm besitzen, zeigten die hier erkennbaren Strukturen einen relativ
starren und briichigen Aufbau. Auf der Zelloberflache von KN100, der comP vom eigenen
Promotor transkribiert, waren keine filamentdsen Strukturen zu erkennen (Abb. 3.33).
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50 nm

Abb. 3.57: Elektronenmikroskopische
Darstellung von Pilusstrukturen nach
Uberexpression von ComP. Das Typ-IV-
Pilin-ahnliche Kompetenzprotein ComfF
wurde hinter den starken filA-Promotot
kloniert und in Acinetobacter sp. KN100,
der Unterbrechungen in filA und fimA
tragt, exprimiert. 5-10% der Zeller
synthetisierten daraufhin ein ode
maximal zwei lange filamentds
Strukturen. Exemplarisch sind drei Zellen
gezeigt.

Die Untersuchungen demonstrierten, daB ComP nach der Expression durch den
starken filA-Promotor in der Scherfraktion angereichert vorlag und dall dies auf die
Assemblierung von ComP in eine Pilusstruktur zuriickzufithren war. Diese Uberexpression
von ComP flhrte nicht zu einer Beeintrachtigung der natirlichen Transformation.
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4. Diskussion

4.1 Struktur und Funktion der Pili von Acinetobacter sp. BD413

Die physiologische und molekularbiologische Untersuchung von
Transformationssystemen verschiedener natlrlich kompetenter Bakterien zeigte einerseits
die nahe phylogenetische Verwandtschaft der DNA-Aufnahmeapparate untereinander und
flhrte andererseits zur Identifizierung eines hoch komplexen DNA-Transportsystems,
dessen Mechanismus immer noch weitgehend unverstanden ist. Das Typ-1V-
Pilusbiogenesesystem und der Typ-1l-Transportweg stellen zum DNA-Aufnahmeapparat
homologe Systeme dar, so dal bei der Interpretation des Zusammenspiels der einzelnen
Proteine die Untersuchungsergebnisse aller drei Systeme herangezogen werden kénnen. Da
Komponenten der Typ-IV-Pilusbiogenese nicht nur denjenigen des
Transformationssystems &hnlich sind, sondern bei genetisch kompetenten Bakterien direkt
in die Transformation involviert sind, stellte sich fiir Acinetobacter sp. BD413 die Frage,
ob seine Pilusstrukturen zur Familie der Typ-1V-Pili gehéren und ebenso an der
naturlichen Transformation beteiligt sind. Vor dem Hintergrund, dal3 Acinetobacter sp.
BDA413 die Fahigkeit der gleitenden Fortbewegung besitzt und Typ-1V-Pili eine spezielle
Art der Bewegung vermitteln, die “Twitching Motility™ genannt wird, stellte sich weiterhin
die Frage, ob die Pili von BD413 in das Gleiten involviert sind.

Acinetobacter sp. BD413 bildet zwei unterschiedliche Pilustypen, die auf der
Zelloberflache peritrich angeordnet sind. Zum einen sind dies dunne, bundelbildende
Filamente, die Durchmesser von 2-3 nm aufweisen und zum anderen dicke, flexible
Strukturen von ca. 6 nm im Durchmesser. Durch die Aufreinigung der Pilusstrukturen und
die N-terminale Ansequenzierung der Untereinheiten konnten die entsprechenden Gene
identifiziert und charakterisiert sowie Studien an Pilusmutanten angestellt werden.

4.1.1 Die Pilusstrukturen sich nicht an der natirlichen Transformation
beteiligt

Die Untersuchungen dieser Arbeit indizierten, daR die dicken und dinnen Pili von
Acinetobacter sp. BD413 weder in die natiirliche Transformation noch in die gleitende
Bewegung des Bakteriums involviert sind (3.6.6.). Die diinnen Pili konnten der Familie der
Typ-1-Pili zugeordnet werden, wahrend die dicken Pili eine neue Pilusklasse darstellen, die
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bisher nicht beschrieben ist (3.6.7/3.6.8). Da Acinetobacter sp. BD413 neben den beiden
genannten Pilustypen keine weitere Filamentklasse synthetisiert, kann davon ausgegangen
werden, daR das Bakterium keine auf der Zelloberflache sichtbaren Typ-1V-Pili bildet.
Diese Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen stimmen mit den Untersuchungen
uberein, die zeigten, dal3 nur Typ-1V-Pili die gleitende Fortbewegung “Twitching Motility"
und bei bestehender genetischer Kompetenz die DNA-Aufnahme vermitteln; fiir einen
anderer Filamenttyp dagegen konnten diese beiden Funktionen nicht nachgewiesen werden
(BRADLY 1980, MERz et al. 2000, JEFFREY et al. 2001). Dal} Acinetobacter sp. BD413
zwei Pilustypen synthetisiert, die nicht in Transformation und Fortbewegung involviert
sind, stimmt weiterhin mit den vorangegangenen Untersuchungen transformationsdefekter
BD413-Mutanten tberein: Defekte in den Pilin-&hnlichen Kompetenzfaktoren ComB, -E, -
F und ComP sowie im ComC-Protein, welches Ahnlichkeiten zu Pilusbiogenesefaktoren
aufweist, und dem Sekretin ComQ flhrten nicht zu einem verénderten Pilusphanotyp und
nicht zu einer Beeintrachtigung der gleitenden Fortbewegung (PORSTENDORFER et al.
1997, LINK et al. 1998, BuscH et al. 1999, HERZBERG et al. 2000, ROSENPLANTER pers.
Mitteilung).

Da Acinetobacter sp. BD413 keine Typ-1V-Pili synthetisiert, gehort das Bakterium
zu derjenigen Gruppe von Mikroorganismen, dessen Kompetenzproteine Ahnlichkeiten zu
Komponenten der Typ-1V-Pilusbiogenese aufweisen, aber keine Typ-1V-Pili ausbildet. Zu
dieser Gruppe gehoren ebenso die natlrlich kompetenten Gram-positiven Bakterien, wozu
die gut untersuchten Organismen Bacillus subtilis und Streptococcus pneumoniae zahlen,
und das Gram-negative Bakterium Haemophilus influenzae (CHUNG & DuBNAU 1998,
BRIAN & SMITH 1999).

4.1.2 Die Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413 sind nicht an der
gleitenden Fortbewegung beteiligt

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dall Acinetobacter sp. BD413 ohne
Pilusstrukturen bei hoher Luftfeuchtigkeit auf festen Oberflachen gleitet (3.6.6.2). Da die
Pilusstrukturen von Acinetobacter sp. BD413 nicht in die gleitende Bewegung involviert
sind und da das Bakterium keine Typ-1V-Pili synthetisiert, kann das Gleiten der Zellen
nicht auf Typ-1V-Pilus-vermittelter “Twitching Motility" beruhen, sondern muf3 Pilus-
unabhéngig erfolgen. Dall das “Twitchen™ an die Synthese von Typ-IV-Pilusstrukturen
gebunden ist, zeigten zahlreiche Untersuchungen von BRADLY (1980), MERz et al. (2000)
und JEFFREY et al. (2001). An den Zellpolen erfolgt zundchst die Assemblierung der Typ-
IV-Piline in eine bis zu mehreren Mikrometern lange filamentdse Struktur, die an festen
Oberflachen, Wirtszellen oder anderen Bakterien bindet. Daraufhin fuhrt die
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Deassemblierung der Piline zu einer Retraktion des Pilus, was in einem Vorschub der Zelle
resultiert.

Gleitende Fortbewegungen wurden bereits 1975 von HENRICHSEN und BLOM an
unterschiedlichen Acinetobacter-Stdmme untersucht. Sie demonstrierten bei finf von 16
Stdmmen “Twitching Motility", was mit dem Vorhandensein polar angeordneter Pili
korrelierte, die Durchmesser von 5-6 nm aufwiesen, und aufgrund des beobachteten
Gleitens und der Morphologie der Pilusstrukturen der Familie der Typ-1V-Pili zugeordnet
wurden. Unbewegliche Acinetobacter-Stamme wiesen keine an den Zellpolen lokalisierte
Pili auf. Der Stamm BD4 unterschied sich von den genannten fiinf gleitenden Stdmmen in
der Ausbildung von relativ weiten aus einer oder wenigen Zellschichten aufgebauten
Kolonierédndern, was nach HENRICHSEN und BLom (1975) nicht auf “Twitching™ sondern
“Sliding™ zurtckzufihren war. “Sliding” stellte ihrer Meinung nach eine spezielle Form der
gleitenden Fortbewegung dar, in der sich die Bakterien dicht gepackt in Einzelzellagen als
eine Einheit voranschieben. Es wurde postuliert, daR diese Bewegung auf die
Expansionskréafte der sich teilenden Zellen zurtckzufiihren ist, wobei spezielle
Oberflacheneigenschaften die Reibung zwischen den Bakterien und dem Substrat
reduzieren (HENRICHSEN 1972, 1983). Pilus-vermitteltes Gleiten zeigt dagegen ein anderes
Erscheinungsbild: Friihere Studien deuteten “Twitching Motility™ als relativ langsame,
unorganisierte Art der Bewegung, wobei sich die Zellen Uberwiegend einzeln in
ruckartiger Weise bewegen (HENRICHSEN 1972). Doch beschreiben neuere Studien das
Typ-1V-Pilus-vermittelte “Twitching™ als einen schnellen, hoch organisierten Mechanismus
der Fortbewegung, in dem die Zellen vorzugsweise parallel assoziiert in Richtung ihrer
L&ngsachse gleiten (SEMMLER et al. 1999, Liu et al. 2001). Diese unterschiedliche
Beschreibung der gleichen Form der Bewegung veranschaulicht die Schwierigkeit, die
beim Vergleich subjektiver Betrachtung der “Twitching Motility™ resultiert. Ein weiteres
wichtiges Kriterium bei der Untersuchung gleitender Bewegungen ist die
Zusammensetzung und Behandlung der Agarplatten sowie die Inkubationszeit, demnach
das Alter der Kolonie, was in den verschiedenen Veroffentlichungen zahlreichen
Variationen unterliegt. Aus diesem Grund erfordern die unterschiedlichen
Kulturbedingungen und Betrachtungsweisen eine genetische Charakterisierung des
Gleitens.

Die Untersuchungen dieser Arbeit bestatigen die fruhere Beschreibung der
gleitenden Bewegung von BD413 (BD4) als “Sliding™ in Form dicht gepackter
Einzelzellage, die einen weiten Randbereich der wachsenden Kolonie einnimmt
(HENRICHSEN & BLOM 1975). Es zeigte sich, daR zur Mitte der Kolonie stufenférmig
weitere Zellagen aufgeschichtet sind und sich daraufhin mehrere Plateaus ergeben.
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Vermutlich entsteht eine neue aufgeschichtete Zellage, wenn die durch die Zellteilung
hervorgerufene VVolumenzunahme die durch das Gleiten geschaffene Flache (bersteigt.
Dieser Effekt nimmt zu, je weiter ein Bakterium vom Rand der Kolonie entfernt, in
Richtung Zentrum liegt. Die Stufung ist demnach abh&ngig von Teilungsrate und
Geschwindigkeit des Gleitens, was sich in der konzentrischen Anordnung der Stufen
widerspiegelt.

DaR aber die Expansion der Kolonie nicht allein aufgrund von Zellteilung,
Wachstum und Oberflachenbeschaffenheit zuriickzufuihren war, verdeutlichten Zellen, die
sich vom Rand der Kolonie losten und in kleinen Aggregaten parallel orientiert in
Richtung der L&ngsachse bewegten. Der Ausrichtung in paralleler Langsrichtung und der
Fortbewegung vom Rand der Kolonie muR3 einem aktiven Prozel3 zugrunde liegen.

Die aktive Entfernung von Zellen vom Randbereich einer Kolonie in Form von
einzellschichtigen Aggregaten auf feuchten Oberfldchen scheint ein allgemeines
Charakteristikum gleitender Bakterien darzustellen, und nicht auf eine bestimmte Weise
der gleitenden Fortbewegung beschrankt zu sein. Unterschiede liegen vor allem in der
Geschwindigkeit der gleitenden Bakterien begriindet, was sich in erster Linie in der
unterschiedlichen Distanz der Zellen zum Rand der Kolonie dufert. Bei Acinetobacter sp.
BD413 wird der durch die sich entfernenden Zellen gelappte oder gezéhnte Kolonierand
schnell durch die sich teilenden Bakterien in Form einer einschichtigen Zellage ausgefullt
und daraufhin begradigt, da die Expansion durch Zellwachstum die relativ langsame
Bewegung von 2-3 um pro Minute nahezu kompensiert. Der Randbereich von Kolonien
der sich Uber “Twitching Motility™ fortbewegenden Organismen Pseudomonas aeruginosa
und Ralstonia solanacaearum, sowie Vertreter der sich Pilus-unabhangig fortbewegenden
Cytophaga-Flavobacterium-Gruppe weist neben den in floRartiger Weise gleitenden
Zellaggregaten eine netzartige Struktur auf, die auf in L&ngsrichtung assoziierten gleitende
Zellen beruht (McBRIDE 2000). Aufgrund der relativ schnellen Fortbewegung werden die
hierdurch entstandenen Zellzwischenrdume verglichen zu BD413 langsamer durch die sich
teilenden und wachsenden Zellen aufgefullt.

Da die Bewegung von Acinetobacter sp. BD413 nicht auf “Twitching Motility”
beruht, sondern Pilus-unabhédngig erfolgt, mul3 eine andere Form der Fortbewegung
vorliegen. Neben der "Twitching Motility", die u.a. bei manchen einzelligen
Cyanobakterien auftritt (BHAYA 2000, 1999), wurde eine weitere Form der Bewegung bei
einer Gruppe von Cyanobakterien untersucht, die ausschlielRlich bei filamentdsen Formen
zu finden ist. Bei den gut untersuchten Bakterien Phormidium uncinatum und Anabaena
variabilis finden sich nahe der Septen aneinandergrenzender Zellen Reihen von Poren, die
Durchmesser von 14-16 nm aufweisen (Hoiczyk 1998, 1995). Es wird postuliert, dal3 die
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Poren fur die Sekretion von Polysacchariden verantwortlich sind und dadurch das
Zellfilament in gleitender Weise vorantreiben (Hoiczyk 2000). Bei Phormidium
uncinatum wurde weiterhin das extrazellulédre Protein Oscillin identifiziert, welches
helikale faserartige Strukturen auf der Zelloberflache ausbildet und mit der Rotation des
Zellfilamentes in Verbindung steht. Beides zusammen, Polysaccharid-Sekretion und
Oscillin-Fasern sprechen fir eine gleitende Fortbewegung unter damit verbundener
Rotation des Zellfilaments, wobei die Bakterien erstaunliche 500 um in der Minute
zuriicklegen kdnnen (Hoiczyk 1998).

Ein Vergleich dieser Pilus-unabhéngigen Form der Fortbewegung mit der gleitenden
Bewegung von Acinetobacter sp. BD413 zeigt keine gemeinsamen Charakteristika. So
erreicht BD413 nicht die enorme Geschwindigkeit von 500 um in der Minute sondern
vermag nur mit 2-3 um pro Minute zu gleiten, bildet keine Zellfilamente und synthetisiert
keine Exopolysaccharide. Aufgrund dieser grundsétzlichen Unterschiede in Morphologie
und Physiologie der Bewegung von filamentdsen Cyanobakterien und Acinetobacter sp.
BD413, mul} ein unterschiedlicher Mechanismus der gleitenden Fortbewegung vorliegen.

Eine weitere Form des Pilus-unabh&ngigen Gleitens wurde bei stdbchenférmigen
Organismen beschrieben. Neben der Typ-1V-Pilus-abhéngigen Bewegung von Myxococcus
xanthus und Stigmatella aurantiaca, die zur Bildung von Fruchtkdrpern fiihrt und somit als
»S0ziales* Gleiten bezeichnet wird, besitzen diese Bakterien die Fahigkeit zum
»abenteuerlichen* Gleiten, welches Pilus-unabhéngig erfolgt und der Bewegung der
Cytophaga-Flavobacterium-Gruppe &hnelt. Untersuchungen gefriergetrockneter Zellen der
Vertretern dieser Gruppe von gleitenden Bakterien wie Myxococcus xanthus, Stigmatella
aurantiaca, Flexibacter filiformis und Flavobacterium johnsoniae (friher Cytophaga
johnsoniae) mittels “Scanning -Elektronenmikroskopie fuhrten zur Identifizierung helikal
angeordneter wulstiger Strukturen auf der Zelloberflache, die Durchmesser von 170-
380 nm aufweisen. Hierbei handelt es sich um helikal Bénder, welche die stdbchenférmige
Zelle umgeben (LUNSDORF & ScHAIRER 2001, FReEeSE et al. 1997). Es scheint, dal? die
Bewegung dieses Oberflachenreliefs die Zelle vorantreibt. Die Geschwindigkeiten, die
erreicht werden, variieren von Spezies zu Spezies. Wéhrend die Bewegung der Cytophaga-
Flavobacterium-Gruppe mit 120-240 um/min eine schnelle Ausbreitung erlaubt, erreicht
Myxococcus xanthus maximal 1 um/min.

Bisher untersuchte Mutanten-Stdmme von Flexibacter johnsoniae zeigten oft neben
dem Defekt in der gleitenden Bewegung eine verénderte oder inhibierte Zellteilung, was
den Zusammenhang beider physiologischen Prozesse indiziert. In Ubereinstimmung damit
wurden Gene identifiziert, die am Zellwandaufbau sowie der gleitenden Bewegung
beteiligt sind. Beispielsweise flihrte ein Defekt in der Synthese von Sulfonolipiden, die ein
Bestandteil der &ulReren Membran darstellen, zu einer beeintrachtigten Mobilitat
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(ABBANAT et al. 1985, GobcHAUX et al. 1990). Darliber hinaus wurden weitere Gene
identifiziert, deren Genprodukte vermutlich in der Zellhdlle lokalisiert sind. Dazu z&hlen
Komponenten, die Ahnlichkeiten zu ABC-Transporten (GIsA, -F, -G), &uBeren
Membranproteinen (Gldl, -J) oder Proteintransportern (FtsX) aufweisen (AGARWAL et al.
1997, McBRIDE 2001, KEMPF & McBRIDE 2000). Die groRte Zahl dieser Gene, die fur die
gleitende Bewegung essentiell sind, zeigen keine Homologien zu bereits charakterisierten
Genen in anderen Organismen.

Diese Pilus-unabhdngige Bewegung von Einzelzellen oder Zellaggregaten weist
Ahnlichkeiten zum Gleiten von Acinetobacter sp. BD413 auf; im Besonderen die relativ
langsame Fortbewegung von Myxococcus xanthus, der beim ,,abenteuerlichen” Gleiten nur
1 um in der Minute erreicht, korreliert mit der Geschwindigkeit von 2-3 um pro Minute,
die von Acinetobacter sp. BD413 erzielt werden. Interessant waren in diesem
Zusammenhang elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zelloberflache von
Acinetobacter sp. BD413 nach “Cryo -Praparation, die Hinweise auf Strukturen geben
konnten wie sie bei Myxococcus xanthus, Stigmatella aurantiaca, Flexibacter filiformis
und Flavobacterium johnsoniae identifiziert wurden. Die Ahnlichkeitsvergleiche der in die
gleitende Bewegung involvierten Gene des gut untersuchten Organismus Flexibacter
johnsoniae mit dem Genom von Acinetobacter sp. BD413 lieferten keine signifikanten
Homologien, so daR eine nahe Verwandtschaft hinsichtlich des Mechanismus der
gleitenden Fortbewegung zwischen diesen beiden Organismen ausgeschlossen werden
kann.

Aus diesen Betrachtungen 1aBt sich das Gleiten von Acinetobacter sp. BD413 nicht
eindeutig einem bestimmten Typ der bisher untersuchten Fortbewegungsarten zuordnen.
Vor dem Hintergrund, dall die groRte Zahl der Bakterien ein mehr oder weniger
ausgepragtes Gleiten zeigen, was im Zuge von Untersuchungen der Bildung von
bakteriellen Biofilmen analysiert wurde (O"TooLE et al. 2000), und daB die Bedingungen,
unter denen Organismen diesen Ph&notyp ausbilden, wenig erforscht sind, 1aRt dies die
Vermutung zu, dal} es eine grolRe Zahl von Fortbewegungsmechanismen gibt, die noch
nicht untersucht sind. Acinetobacter sp. BD413 stellt mdglicherweise einen Organismus
dar, der eine noch unbekannte Form der gleitenden Bewegung austibt.

4.1.3 Acinetobacter sp. BD413 bildet Biofilme

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daR die dicken und dinnen Pili von
Acinetobacter sp. BD413 nicht in die gleitende Bewegung und in die natlrliche
Transformation involviert sind; doch fur die diinnen Pili konnte die Bindung an Polystyren
demonstriert werden (3.6.10). Acinetobacter sp. BD413 besitzt somit die F&higkeit mit
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seinen dinnen, Typ-I-Fimbrien-ahnlichen Pili an hydrophobe Oberflachen zu adsorbieren
und daraufhin einen Biofilm auszubilden. In Flussigkultur synthetisiert BD413 die diinnen
Pili in hoher Zahl, auf Agarplatten dagegen sind elektronenmikroskopisch nur vereinzelt
diese filamentdsen Strukturen zu sehen. Diese Beobachtung stimmt mit der Funktion der
dunnen Pili als Adhdsin tberein, die einen initialen Kontakt mit geeigneten Oberflachen
herstellen. Befindet sich das Bakterium daraufhin auf dem festen Nahrboden, so scheinen
die Pili nicht mehr notwendig.

Filamenttsen Strukturen der Bakterien stellen oft das erste Mittel bei der Initiation
von Biofilmen dar. Beispielsweise bewirkt der Typ-1V-Pilus Tcp (“toxin co-regulated
pilus™) von Vibrio cholerae als wichtiger Virulenzfaktor die Besiedelung tierischer
Eingeweide (HERRINGTON et al. 1988). Die Flagellen und die Typ-I1V-Pili Msh ("mannose-
sensitive hemagglutinin’) des Bakteriums sind dagegen nicht fur die Pathogenitét
verantwortlich, sondern dienen der Besiedelung abiotischer Oberflachen wie Glas oder
Plastik (THELIN & TAYLOR 1996). Bei Pseudomonas aeruginosa sind ebenso sowohl Typ-
IV-Pili als auch Flagellen an der Adsorption an Oberflachen beteiligt (DE WEGER et al.
1987, Dol et al. 1988). Fur E. coli K-12 konnte weiterhin gezeigt werden, dal3 die
Flagellum-abh&ngige Bewegung und Typ-1-Pili den ersten Kontakt an Oberflachen
vermitteln (GENEVAUX et al. 1996, PRATT & KOLTER 1998).

In natiirlicher Umgebung leben die meisten Bakterien assoziiert an Oberflachen und
bilden dabei oft komplex aufgebaute Gemeinschaften, die als Biofilme bezeichnet werden.
Diese Zell-Konsortien sind ubiquitar vertreten, bedecken biotische sowie abiotische
Flachen und zeichnen sich durch auBergewohnliche Resistenz gegenuber Antibiotika-
Behandlungen, gegeniiber Immunantworten von Wirtsorganismen und hydrodynamischen
Scherkréften aus. Der Aufbau der Oberflachen-assoziierten Bakteriengemeinschaft stellt
einen hoch organisierten Prozel3 dar, dessen Regulation von zahlreichen Signalstoffen
abhangt (O TooLE et al. 2000). Die dinnen Pili von Acinetobacter sp. BD413, die zur
Familie der Typ-I-Pili gehdren, sind in dhnlicher Weise fir die Adsorption an abiotische
Oberflachen verantwortlich. Der hydrophobe Charakter dieser Pili vermittelt vor allem die
Bindung an apolare Flachen wie Plastik (z.B. Polystyren) und langkettigen
Kohlenwasserstoffen (ROSENBERG 1981, ROSENBERG et al. 1981). Neben der
Biofilmbildung wird hier die Beteiligung der dinnen Pili an der Verwertung von C-
Quellen deutlich; denn bei Acinetobacter sp. RAG-1, der vermutlich ebenso Typ-I-
Fimbrien-&hnliche Pili synthetisiert, sind diese essentiell fiir die Verwertung hydrophober
Kohlenstoff-Quellen (ROSENBERG et al. 1981). Der erste Schritt beim Abbau von
aromatischen oder aliphatischen Kohlenwasserstoffen ist der Einbau von molekularem
Sauerstoff mittels zellassoziierten Enzymen (FOSTER 1962). Dies bedeutet, dall das
Bakterium, welches sich in waRriger Losung befindet, mit dem hydrophoben Substrat
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interagieren muR. Fir die Metabolisierung der hydrophoben langkettigen
Kohlenwasserstoffe ist aus diesem Grund ein direkter Kontakt des Bakteriums mit dem
Substrat notwendig. Es ist naheliegend, dal diese Pilus-vermittelte Eigenschaft einen
Selektionsvorteil des Bodenbakteriums in seinem Habitat bewirken.

Neben der Biofilmbildung an abiotische Oberflachen sind die Typ-I-Pili bei
pathogenen Organismen an der spezifischen Besiedelung von Wirtszellen beteiligt, wobeli
hier die Pili als Lektine fungieren und spezifische Zucker binden. Beispielsweise konnte
fiir den F1C-Pilus von E. coli die Bindung an $-GalNac-1,4-p-Gal und fir den Pap-Pilus
eine Affinitat zu Glycolipiden, die a-D-Gal-1,4-$-D-Gal tragen, nachgewiesen werden
(LunD et al. 1988, KHAN et al. 2000). Da stromabwarts des Gens fimA, welches fir die
Untereinheit des dinnen Pilus in BD413 codiert, das fimH-Gen liegt, dessen Genprodukt
Ahnlichkeiten zu Adhasinen von Typ-I-Pili aufweist, und die diinnen Pili von BD413 die
Eigenschaft vermitteln Erythrocyten zu agglutinieren (3.6.11), wére fur diesen Pilustyp
ebenso eine Lektineigenschaft denkbar. In Anbetracht der Tatsache, dal3 einige
Acinetobacter-Stdmme (z.B. Acinetobacter baumannii) bei immungeschwaéchten
Menschen Biofilme auf Epithelzellen ausbilden, 148t dies die Vermutung zu, daR bei diesen
pathogenen Stdimmen Typ-1-Pili eine Rolle spielen, zumal neben der alleinigen Adhérenz
und Persistenz keine Virulenzfaktoren synthetisiert werden, die ein eigenes Krankheitsbild
verursachen. Viele pathogene Bakterien synthetisieren neben Adhésinen
wirtszellschadigende Toxine, Oberflachensubstanzen, welche die Immunantwort
schwachen, sowie spezielle Eisen-Aufnahmesysteme und Invasine, die fir die Persistenz
im Wirtsorganismus essentiell sind (HACKER & KaPER 2000). Bei den bisher untersuchten
Stammen der Gattung Acinetobacter konnten derartige Virulenzfaktoren nicht
nachgewiesen werden.

Die Schwierigkeit bei der Bekampfung pathogener Acinetobacter-Stdmme liegt vor
allem in der schnellen Resistenzbildung dieser Stamme, die somit einer Antibiotikatherapie
nicht mehr zugénglich sind. Acinetobacter konnte durch seine einfache Persistenz - ohne
Synthese von weiteren Virulenzfaktoren - ein Bindeglied zwischen Bodenbakterium,
harmlosen Komensalen und pathogenen Organismen darstellen, so dal ein flieRender
Ubergang zwischen den verschiedenen Lebensformen besteht.

Acinetobacter sp. BD413 wurde als typisches Bodenbakterium nicht als virulent
eingestuft. Gegen die Funktion der Typ-1-Pilus-dhnlichen Filamente von Acinetobacter sp.
BD413 als Virulenzfaktor spricht die Temperatur- und Medium-unabhangige Expression
des Strukturgens fimA. In Flussigkultur wurden sowohl in Mineralmedium als auch in
Komplexmedium bei 30°C oder bei 37°C identische Expressionsraten ermittelt (3.6.9). Im
Gegensatz dazu bilden einige Stdmme von E. coli K12 und Vibrio cholerae keine Biofilme
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in Mineralmedium; erst nach Zugabe von Aminosauren zeigt sie diese Eigenschaft (PRATT
& KOLTER 1998, WATNICK et al. 1999). Im allgemeinen ist bei der Synthese von
Virulenzfaktoren eine Abhdngigkeit von Wachstumstemperatur zu beobachten, was bereits
fiir die Synthese des K1-Kapselantigens sowie der Adharenzfaktoren, welche die Bindung
enteropathogener E. coli-Stdmme oder Salmonella typhimurium an Wirtszellen vermitteln
und was fur die Expression von Invasinen bei pathogenen Shigella- und Yersiniae-
Stammen demonstriert wurde (BRUBAKER 1991, DE GRAAF et al. 1980, JONES &
RICHARDSON 1981, BorToLussl et al. 1983, MAURELLI et al. 1984). Der eine
Pyelonephritis hervorrufende E. coli J96 synthetisiert Pap-Pili, die humane Erythrocyten
agglutinieren (HuLL et al. 1981). Untersuchungen zur Expression des Strukturgens papA
der Pap-Pili mittels lacZ-Fusionen zeigten eine Thermoregulation auf der Ebene der
Translation. Verglichen zum Wachstum der Bakterien bei 37°C fuhrten Temperaturen von
22°C oder 30°C zur signifikanten Reduktion der Pilusbiogenese (GORANSSON & UHLIN
1984). DaR die Pilushiogenese von Acinetobacter sp. BD413 keiner Thermoregulation und
keiner Substratkontrolle unterliegt, spricht demnach gegen die Funktion als Virulenzfaktor

Dal} die Agglutination von Erythrocyten, wie dies fur die dinnen Pili von BD413
demonstriert wurde (3.6.11), nicht unbedingt ein Pathogenitdtsmerkmal darstellt,
veranschaulichen weiterhin die Msh-Pili von Vibrio cholerae. Obwohl diese Typ-I1V-Pili
die F&higkeit vermittelt Erythrocyten zu binden, ist diese Typ-1V-Pilustyp nicht an der
initialen Besiedelung von Wirtszellen involviert (THELIN & TAYLOR 1996). Fur die
Kolonisierung der Wirtszell-Oberflachen dient ein zweiter Typ-1V-Pilus (Tcp), der einen
wichtigen Virulenzfaktor darstellt (HERRINGTON et al. 1988).

Wahrend die dicken Pili von BD413 an der Adsorption an hydrophobe Oberflachen
nicht beteiligt sind, bewirkt ein Defekt in der Synthese der diinnen Pili eine starke
Reduktion des initialen Kontaktes, aber keinen vollstdndigen Defekt in der Adsorption
(3.6.10). Demnach mussen weitere Faktoren zur Biofilmbildung beitragen, die keinen
Piluscharakter aufweisen. Ein dhnliches Verhalten fanden MARKIN und BEVERIDGE (1996)
bei der Untersuchung des Adsorptionsverhalten von Pseudomonas aeruginosa. Zusatzlich
zu Flagellen und Pili bewirkten Variationen im Aufbau der Polysaccharide auf der
Zelloberflache ein verdndertes Adsorptionsverhalten. Pseudomonas aeruginosa
synthetisiert zwei verschiedene Arten von Polysacchariden, die als A-Bande und B-Bande
beschrieben wurden. Bei ndherer Betrachtung einer Mutante fiihrte das Fehlen der B-
Bande zu einer reduzierten Bindung an hydrophile Oberflachen und einem erhdhten
Vermdgen an hydrophobe Oberflachen zu binden. Die A-Bande hat nur geringe
Auswirkung auf die Adhé&sion (MARKIN & BEVERIDGE 1996). Aus diesen Untersuchungen
ist zu schlieRen, dal auch bei Acinetobacter sp. BD413 die Lipopolysaccharide neben den
dinnen Pilusstrukturen an der Adsorption beteiligt sein kdnnten.
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Wahrend die dinnen Pili von Acinetobacter sp. BD413 durch ihren apolaren
Charakter fur die Bindung an hydrophobe Oberflachen verantwortlich sind, wie die
Mutantenstudien dieser Arbeit zeigten, ist es naheliegend, dal3 die dicken Pili eine Affinitat
zu einer weiteren, andersartigen Oberflache vermitteln, was eine Besiedelung eines
definierten Standortes ermdglicht. Fur die dicken Pili konnte eine Beteiligung an der
Bindung an Erythrocyten oder hydrophobe Oberflachen sowie eine Beteiligung an der
gleitenden Fortbewegung des Bakteriums ausgeschlossen werden. Interessant ist demnach
in Zukunft die Untersuchung der Funktion dieses Pilustyps, welcher bisher nicht
beschrieben wurde.

4.2 Das Transformationssystem von Acinetobacter sp. BD413

Die gezielte Unterbrechung von potentiellen Kompetenzgenen lieferte neue
Einblicke in den Aufbau des DNA-Aufnahmeapparats von Acinetobacter sp. BD413. In
dieser Arbeit wurde PHB (D-[-]-Poly-pB-Hydroxybutyrat), welches sowohl als
Speichergranulum im Cytoplasma als auch als Helixstruktur in den Zellmembranen
vorkommt, hinsichtlich der Involvierung in die natiirliche Transformation untersucht. Uber
Ahnlichkeitsvergleiche konnte ein DNA-bindendes Kompetenzprotein ComEA
identifiziert werden, welches mit der dauf’eren Membran assoziiert ist. Weiterhin lieferten
Proteininteraktionsstudien des Pilin-&hnlichen Proteins ComP Erkenntnisse Uber das
Zusammenspiel der Kompetenzproteine und tiber den Mechanismus der DNA-Aufnahme,
was die Beziehung zwischen dem nattrlichen Transformationssystem und dem Typ-1V-
Pilushbiogenesesystem verdeutlichte.

4.2.1 Das Polymer PHB ist nicht am Transport der DNA durch die
Zellmembranen beteiligt

PHB (D-[-]-Poly-p-Hydroxybutyrat) ist ein Bestandteil der Zellmembranen und des
Cytoplasmas vieler Bakterien. Wéhrend das PHB des Cytoplasmas in Form von Granula in
erster Linie als Speicherstoff dient und molekulare Massen von 60-1000 kDa erreicht
(DAWES & SENIOR 1973), ist die Funktion der membranstandigen PHB-Molekiile (cPHB)
mit molekularen Massen von ~12 kDa weitgehend unbekannt. Untersuchungen zeigten,
dall cPHB im hydrophoben Milieu helikale Strukturen ausbildet und das Potential besitzt
Kanalstrukturen durch Zellmembranen zu bilden, die durchldssig fur lonen sind
(MARCHESSAULT et al. 1990, CORNIBERT & MARCHESSAULT et al. 1972). REUSCH und
SADHOFF (1983) untersuchten den Zusammenhang zwischen PHB-Synthese und DNA-
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Aufnahme bei der natirlichen Transformation, wobei sie fir Azotobacter vinelandii,
Bacillus subtilis und Haemophilus influenzae einen erhdhten PHB-Gehalt in den
Membranen nach Kompetenzinduktion nachwiesen. Dies legte die Vermutung nahe, dal
membranstédndiges cPHB an der DNA-Aufnahme naturlich kompetenter Bakterien beteiligt
ist. Jedoch kann bei n&herer Betrachtung der Anzuchtbedingungen eine zuféllige
Korrelation von PHB-Synthese und der Entwicklung der natirlichen Kompetenz nicht
ausgeschlossen werden. So erfolgte die Kompetenzinduktion von Azotobacter vinelandii
nach Uberimpfen einer exponentiell wachsenden Kultur in definiertes Medium und
anschlieBendem Wachstum fur 12 bis 28 Stunden (PAGE & VON TIGERSTROM 1978). Dabei
erreichen die Bakterien die stationdre Wachstumsphase, in der im allgemeinen ebenso eine
vermehrte PHB-Synthese zur Bildung von Speicherstoffen erfolgt. Ahnliches gilt fir
Bacillus subtilis: Die Kultur erreicht seine héchste Transformationsfrequenz mit dem
Eintritt in die stationdre Wachstumsphase (YouNnG 1967). Bei Haemophilus influenzae
flhrt ebenso die Limitierung der Nahrstoffe oder des Sauerstoffs zu gesteigerten
Transformationsfrequenzen (HERRIOTT et al. 1970, GOODGAL 1982).

Bei Acinetobacter sp. BD413 ist eine Induktion der Expression von Kompetenzgenen
zum Ende des exponentiellen Wachstums zu beobachten, um in der stationdren Phase ein
Maximum zu erreichen ( BuscH et al. 1999, HERzBERG et al. 2000, PORSTENDORFER et al.
2000). Die hochste Transformationsrate wird daraufhin nach dem Uberimpfen in frisches
Medium erreicht. Inwieweit DNA bereits in der stationdren Wachstumsphase gebunden
und aufgenommen wird, dann aber nicht homolog ins Genom rekombiniert sondern
metabolisiert wird, wurde bisher noch nicht Gberprift.

Die Synthese des DNA-Aufnahmeapparates in der stationdren Wachstumsphase bei
Acinetobacter sp. BD413 zeigt parallelen zu der Ausbildung der naturlichen
Transformation bei den oben genannten Organismen Azotobacter vinelandii, Bacillus
subtilis und Haemophilus influenzae. Der Gehalt an cPHB in den Zellmembranen steigt bei
den drei Bakterienspezies mit dem Eintritt in die genetisch kompetente Phase. Diese
Korrelation kann jedoch kein Indiz fur die Involvierung von PHB in die DNA-Aufnahme
sein, da die Speicherstoffsynthese gewdhnlich am Ende des exponentiellen Wachstums
und in der stationdren Phase erfolgt. Durch die Unterbrechung des phaC-Gens in
Acinetobacter sp. BD413, welches fur die PHB-Synthase codiert, konnte gezeigt werden,
dal? die naturliche Transformation nicht eingeschrénkt ist. Somit kann membranstandiges
cPHB bei Acinetobacter sp. BD413 keine essentielle Funktion in der DNA-Aufnahme
austiben. Da die in die natirliche Transformation involvierten Komponenten unter den
natrlich kompetenten Organismen hoch konserviert sind, spricht dies fiir einen gleichen
Mechanismus der DNA-Aufnahme. Aus diesem Grund scheint eine cPHB-abhangige
DNA-Aufnahme auch in Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis und Haemophilus
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influenzae sehr fraglich. Bei Bacillus subtilis konnte zudem gezeigt werden, dal die Pilin-
ahnlichen Proteine mit Peptidoglycan oder ihresgleichen assoziieren (CHUNG & DUBNAU
1998, CHUNG et al. 1998). "Cross-Linking” von Kompetenzproteinen an cPHB konnte
dagegen nicht demonstriert werden.

Zusammenfassend l&Rt sich aus diesen Betrachtungen folgern, daR PHB keine
essentielle Komponente bei der DNA-Aufnahme natirlich transformierbarer Bakterien
darstellt.

4.2.2 Struktur und Funktion der Pilin-ahnlichen Kompetenzfaktoren

Durch Untersuchungen von Genen, deren Produkte Homologien zu Pilus- oder
Flagellen-Biosynthese-Komponenten aufweisen, kann zum einen nicht ohne weiteres von
einem Vorliegen einer filamentdsen Struktur ausgegangen werden und zum anderen nicht
auf eine Pilus- oder Flagellum-spezifische Funktion geschlossen werden. So bildet zum
Beispiel die Klasse der Typ-I-Pili einerseits Filamente und andererseits Zelloberflachen-
integrale Strukturen, die beide gleichermalRen Adhasion vermitteln (BIGLE et al. 1989,
TENNENT et al. 1990, HACKER 1990, RIEGMAN et al. 1990, DEGRAAF 1990). Gut
untersucht sind die Flagellumbiosynthese und das dazu homologe Typ-IlI-
Sekretionssystem. Die strukturellen Untereinheiten bzw. Exoproteine beider Systeme
gelangen durch den Hohlraum des Filamentes zur Spitze und werden dort zu einem
Filament assembliert bzw. freigesetzt. Das 0,5-1 um lange Flagellum vermittelt durch
seine Rotation eine schwimmende oder schwérmende Fortbewegung; im Gegensatz dazu
dienen die rohrenférmigen Strukturen, die in ihrer L&nge von 45 nm bis 700 nm variieren,
zur Sekretion von Proteinen (TAMANO et al. 2000, SEkIYA et al. 2001).

Eine Variabilitdt in der Assemblierung bzw. in der Funktion struktureller
Untereinheiten liegt wie bei der Typ-I-Pilus- und Flagellenbiosynthese ebenso bei der Typ-
IV-Pilusbiogenese vor. Zur Pilusbiogenese dahnliche Komponenten sind im DNA-
Aufnahmeapparat der natirlichen Transformationssysteme und bei den Typ-IlI-
Sekretionswegen zu finden. Bei natirlich transformierbaren Bakterien sind die
Komponenten fir die Assemblierung des Pilus ebenso an der DNA-Aufnahme durch die
auBere Membran und den periplasmatischen Raum beteiligt. DaR die Pilusstruktur aber
keine essentielles Strukturmerkmal fur die DNA-Aufnahme darstellt, beweist eine Gruppe
von natlrlich kompetenten Organismen, wozu Acinetobacter sp. BD413, Haemophilus
influenzae und natirlich transformierbare Gram-positive Bakterien gehdren, die keine Typ-
IV-Pilusstrukturen synthetisieren, aber zur DNA-Aufnahme diejenigen Komponenten
besitzen, die denen der Typ-1V-Pilusbiogenese homolog sind (DuBNAuU 1991, TowmB et al.
1991). Unbekannt ist, welche regulatorischen Faktoren oder strukturellen Unterschiede in
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der Aminosauresequenz der Piline zur Synthese einerseits eines aulRerhalb der Zelle
erscheinenden Filaments und andererseits zu Strukturen fiihren, die nicht tber die &duRere
Membran hinaus assemblieren. VVorstellbar wéren regulatorische oder assemblierende, fir
die Pilusbiogenese spezifische Proteine, die den homologen Systemen, die keine Pili
synthetisieren, fehlen. Bisher konnten jedoch derartige Komponenten nicht identifiziert
werden. Die hohe Variabilitdt in der Aminosduresequenz des C-Terminus der
Untereinheiten diese Proteinfamilie, &Rt die Vermutung zu, dal} diese Domane mit dem
Potential der Filamentbildung in Zusammenhang steht. In diesem variablen Bereich
konnten spezifische Aminosaurereste Interaktionen zwischen den Monomeren in der
Pilusstruktur vermitteln, die den ausschlief3lich in den Zellmembranen und im Periplasma
lokalisierten Pilin-ahnlichen Proteinen fehlen. Durch Abgleiche der Aminoséuresequenzen
von Pilinen und Pilin-dhnlichen Proteinen konnten jedoch keine konservierten
Aminosauren im C-Terminus identifiziert werden, die ein charakteristisches Merkmal
darstellen. Dal} die Stabilitat des Pilus in erster Linie durch den im Zentrum des Pilus
lokalisierten hydrophoben N-Terminus der Piline erlangt wird, verdeutlichten Arbeiten, die
eine mehrlagige Struktur des Typ-1V-Pilus von Neisseria gonorrhoeae und Pseudomonas
aeruginosa aufklarten (FOREST & TAINER 1997, KEIzeR et al. 2001). Die Piline sind in
helikaler Ausrichtung angeordnet, wobei finf Untereinheiten eine Umdrehung ausmachen.
Im Zentrum bilden die N-terminalen Helices durch hydrophobe Interaktionen ein Gerdst,
welches die Grundstabilitat verleiht. In Form von p-Faltblattern, die vom C-Terminus der
Piline ausgebildet werden und welche die Zuckerketten tragen, wird der hydrophobe Kern
umgeben. Diese Aminoséurereste bilden untereinander Wasserstoff-Brickenbindungen,
was dem Pilus eine zuséatzliche mechanische Stabilitat verleiht (FOREST & TAINER 1997,
KEIzeR et al. 2001).

Da keine signifikanten Auffélligkeiten in der Aminosdauresequenz zu beobachten
sind, kann nur aufgrund der Funktion eine Unterteilung vorgenommen werden. Die eine
Gruppe bilden die strukturellen Untereinheiten der Pili, die sogenannten Piline, die als
langes Filament assembliert werden, welches auBerhalb der Zelle sichtbar ist. Diese
strukturellen Proteine liegen haufig glykosyliert vor (MARCEAU & NASSIF 1999, JENNINGS
et al. 1998, MARCEAU et al. 1998). Zur anderen Gruppe zahlen die Typ-I1V-Pilin-dhnlichen
Proteine, die ausschlief3lich in den Zellmembranen und im Periplasma lokalisiert sind und
dort als Assemblierungsfaktoren bezuglich der strukturellen Untereinheiten (Piline) des
Typ-1V-Pilus wirken. Wahrend die Piline in hoher Zahl synthetisiert werden, werden die
Pilin-dhnlichen Proteine in relativ geringer Menge gebildet, was den funktionalen
Unterschied widerspiegelt. Beispielsweise wurden bei Pseudomonas aeruginosa zusatzlich
zur strukturellen Untereinheit PilA funf weitere Pilin-dhnliche Proteine PilE, -V, -W, -X
und FimU identifiziert, die flr die Pilusbiogenese essentiell sind und in geringer Menge in
der Zellhille lokalisiert sind (RUSSEL & DARZzIN 1994, ALM & MATTICK 1995, 1997, ALM
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et al. 1996). Unterschiede in der Syntheserate von Komponenten dieser Proteinfamilie sind
nicht nur bei der Pilusbiogenese sondern ebenso bei den Typ-11-Sekretionswegen von
Klebsiella oxytoca und Pseudomonas aeruginosa zu beobachten, obwohl das
Sekretionssystem keine Pili ausbildet. Von den funf Pilin-&hnlichen Proteinen PulG, -H, -I,
-J und PulK des Pullulanase-Sekretionssystems von Klebsiella wird PulG in groRerer
Menge synthetisiert (REYSS & PUGSLEY 1990); bei Pseudomonas aeruginosa stellt XcpT
die Hauptkomponente dar, wobei XcpH, -I, -J und XcpK geringer exprimiert vorliegen
(FiLLoux et al. 1990). Immunologische Detektionen der Pilin-&hnlichen
Kompetenzfaktoren in Acinetobacter sp. BD413 lieferten Indizien, daB ComP verglichen
zu ComB, -E und ComF in hoherer Rate synthetisiert wird. Wé&hrend ComP durch
generierte Antikorper eindeutig detektiert werden konnte, waren die anderen Pilin-
ahnlichen Proteine immunologisch nicht darzustellen. Darliber hinaus unterliegt ComP
einer posttranslationalen Glykosylierung, was ein charakteristisches Merkmal fir Typ-1V-
Piline darstellt und Pilin-ahnlichen Proteinen, die als Assemblierungsfaktoren wirken,
i.d.R. fehlt (PORSTENDORFER et al. 2000). Diese Beobachtungen liel3en die Hypothese zu,
daf’ nicht nur im Typ-I1V-Pilusbiogenesesystem eine funktionale Differenzierung zwischen
Pilinen und Pilin-&hnlichen Proteinen besteht, sondern auch in den verwandten Systemen
zu finden ist (Transformations- und Typ-II-Sekretionssystem), die keine Pilusstruktur
synthetisieren. Denkbar wére die Synthese einer Pseudopilusstruktur - aufgebaut aus den
am starksten exprimierten strukturellen Komponenten -, deren L&nge nicht tber die duRere
Membran hinausreicht.

Das Kompetenzprotein ComP aus Acinetobacter sp. BD413 stellt ein Typ-1V-Pilin-
ahnliches Protein dar, welches in den Zellmembranen lokalisiert ist, aber zu keiner
aullerhalb der Zelle sichtbaren Pilusstrukturen assembliert (PORSTENDORFER et al. 1997,
2000). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal ComP das Potential zur
Filamentbildung besitzt (3.7.1). Die Klonierung von comP hinter den starken filA-
Promotor fiihrte aufgrund der Uberexpression von comP zur Synthese von Filamenten, die
eine L&nge von bis zu 1 um erreichten. In &hnlicher Weise wurde das Typ-1V-Pilin-
ahnliche Protein PulG, welches die Pilin-&hnliche Hauptkomponente des Typ-IlI-
Sekretionswegs aus Klebsiella oxytoca darstellt, nach seine Uberexpression in E. coli K-12
als Pilusstruktur assembliert (SAUVONNET et al. 2000). Hier wurde die Uberexpression
durch die Lokalisation des pul-Clusters, welches fiir das Pullulanase-Sekretionssystem
codiert, auf einem "High Copy Plasmid" erzielt.

Die Assemblierung von ComP bzw. PulG in eine Pilusstruktur unterstutzt die
Hypothese, dal} eine Differenzierung in Strukturpilinen und Assemblierungspilinen nicht
nur im Typ-1V-Pilushiogenesesystem vorliegt, sondern auch in den verwandten Systemen,
die keine eigentlichen Pilusstrukturen assemblieren, zu finden ist; denn die Assemblierung
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einer Pilusstruktur aus ComP- bzw. PulG-Proteinen indiziert den grundsatzlich &hnlichen
Aufbau des Transformationssystems und des Typ-11-Sekretionswegs zum Typ-IV-
Pilusbiogenesesystem. Erwé&hnenswert ist die Tatsache, dall diese Beobachtungen
vermutlich nur fir Gram-negative Organismen zutrifft, die eine &ullere Membran
synthetisieren. Die fur die natirliche Transformation von Bacillus subtilis essentiellen
Pilin-ahnlichen Gene (comGC, -GD -GE und comGG) sind als ein Operon organisiert und
werden von einer polycistronischen mRNA translatiert (CHUNG et al. 1998), was eine
einheitliche Syntheserate und &quivalente Proteinmengen indiziert. Da es fur
immunologische Detektionen in Bacillus subtilis erforderlich war, die Pilin-&hnlichen
Genen hoher zu exprimieren, belegt dies weiterhin, dal? jede dieser Komponenten eher den
im allgemeinen in geringer Menge synthetisierten Pilin-&hnlichen
Assemblierungsproteinen als den relativ hoch exprimierten Strukturproteinen zugehdrig
sind. Demzufolge fehlt dem Gram-positiven Organismus Bacillus subtilis die Typ-I1V-
Pilin-&hnliche Strukturkomponente, die Pilin-Charakter aufweist. In Anbetracht der
Tatsache, dall Gram-positive Organismen keine Typ-1V-Pili synthetisieren, sind die
strukturellen Piline bzw. strukturellen Pilin-&hnlichen Proteine vermutlich an die
Anwesenheit einer &uReren Membran gebunden.

Das Potential der Pilin-ahnlichen Proteine PulG aus Klebsiella oxytoca und ComP
aus Acinetobacter sp. BD413 nach Uberexpression eine Pilusstruktur auszubilden deutet
darauf hin, dal3 die Pilusbiogenese in erster Linie vom Expressionslevel des Strukturgens
abhdngt, und nicht allein auf Assemblierungsfaktoren beruhen. Dies stimmt damit tberein,
dal bisher keine Komponenten identifiziert wurden, die eine spezifische Funktion allein
fiir die Assemblierung einer Pilusstruktur zeigen und in denjenigen verwandten Systemen
fehlen, die keine filamentdse Struktur bilden. Die Assemblierung in eine stabile, lange
Pilusstruktur kann dartiber hinaus nicht auf spezifische Aminoséduren in der Primérsequenz
der Piline bzw. Pilin-&hnlichen Proteine zuriickzufiihren sein, da ComP bzw. PulG als
Untereinheit des Pilus keine Mutationen trugen. Da der hydrophobe N-Terminus unter den
Pilinen und Pilin-&hnlichen Proteinen eine hoch konservierte Aminoséuresequenz aufweist,
der C-terminale Bereich dagegen Variabilitdten zeigen, ist es naheliegend, daR die
Grundstabilitat der von PulG und ComP ausgebildeten Pilusstrukturen vom N-Terminus
vermittelt wird. Die ComP-Pili weisen einen starren und briichigen Charakter auf, was auf
eine relative Instabilitat der filamentdsen Struktur hinweist. Diese ware mit fehlenden
Wasserstoff-Brickenbindungen zwischen ComP-Monomeren zu erkléren, die bei PilE von
Neisseria gonorrhoeae vom C-Terminus des Proteins ausgebildet werden und die -
Faltblatter untereinander verbinden und stabilisieren.

Interessant ware in diesem Zusammenhang die Untersuchung, inwiefern Pilin-
ahnliche Proteine, die nicht zu den Struktur- sondern zu den Assemblierungsfaktoren



4. Diskussion 167

gehoren ebenso nach Uberexpression filamentose Strukturen ausbilden konnen. Eine
Pilusbildung, z.B. von ComB, -E oder ComF aus Acinetobacter sp. BD413, wirde die
Hypothese bestdtigen, dall eine Grundstabilitdt der Typ-1V-Pili in erster Linie vom
konservierten, hydrophoben N-Terminus ausgeht und die Assemblierung in ein Filament
ausschliel3lich von einer hohen Syntheserate abhangt. Bilden die Pilin-&hnlichen Proteine
nach Uberexpression kein Filament, so wiirde dies jedoch darauf hindeuten, daR
Unterschiede in der Aminosduresequenz zwischen den beiden Gruppen der Proteinfamilie
der Typ-1V-Piline dafiir verantwortlich sind.

Bemerkenswert ist die Beobachtung, dal’ der erhohte ComP-Gehalt in der Zelle nicht
zur Synthese mehrerer kurzer Pili, sondern nur zur Assemblierung von einem oder
maximal zwei langen Filamenten fiihrte. Dies l&(3t sich damit begriinden, dal3 entweder nur
ein Assemblierungsapparat gebildet, oder daB ComP-Monomere nur zu einem
Assemblierungsort geleitet wurde. Letzteres wiirde mit den Untersuchungen bei Neisseria
gonorrhoeae ubereinstimmen. Das Gen pilE, welches fir die strukturelle Untereinheit der
Typ-1V-Pili codiert, wurde unter die Kontrolle der regulatorischen laclOP-Sequenz gestellt
(LoNG et al. 2001). Bei niedrigstem Induktionsniveau mit 0,005 mM IPTG wies die groRte
Zahl der Zellen keine Pili auf; nur 5-10% der Bakterien synthetisierten ein oder zwei lange
Pili. Dieser Pilusphanotyp ist vergleichbar mit demjenigen von Acinetobacter sp. BD413,
bei dem comP durch den starken Piluspromotor exprimiert wird. Nach sukzessiver
Erhohung der Induktion des laclOP-Promotors in Neisseria erhohte sich die Zahl der Pili
von zuerst mehreren einzeln liegenden Pili bis hin zu einer Vielzahl aggregierter
Pilusbundel. Da die fur die Assemblierung verantwortlichen Pilusbiogenese-Gene keiner
artifiziellen Regulation unterlagen, sondern durch den zelleigenen Promotor transkribiert
wurden, ist es anzunehmen, dal} die Zahl der Assemblierungsapparate pro Zelle unter den
verschiedenen Induktionsniveaus von PIlE konstant blieb. Es konnte gezeigt werden, daf
das Uberexprimierte PilE keinen induktiven oder inhibitorischen Effekt auf die Synthese
der Assemblierungsfaktoren ausubte. Dies bedeutet fir die Pilusassemblierung, dal sich
Piline nacheinander an Assemblierungsapparaten sammeln, bis ein Schwellenwert an
strukturellen Untereinheiten erreicht ist, so dal} daraufhin diese zu einem Pilus assembliert
werden. Erst dann wird moglicherweise ein weiterer Assemblierungsort mit Pilinen
versorgt. DaB die Zahl der Pilusstrukturen nicht unmittelbar die Zahl der
Assemblierungsapparate widerspiegelt, zeigt weiterhin die Uberexpression des pul-
Clusters aus Klebsiella oxytoca. Auf diesem Gencluster lagen alle Gene, die fur die
Pullulanase-Sekretion essentiell sind. Sowohl unter der Kontrolle des nativen Promotors
als auch nach Uberexpression des pul-Clusters blieben die Proportionen zwischen
Assemblierungsfaktoren und Strukturproteinen gleich, d.h. die Sekretionssysteme wurden
mit der gleichen Anzahl von PulG-Proteinen ausgestattet, nur stieg mit der erhOhten



4. Diskussion 168

Expression die Zahl der Sekretionssysteme. Doch werden bei niedriger Expression keine
Pili und bei hoher Expression filamenttdse Strukturen synthetisiert. Es ware zu erwarten
gewesen, dall die Zahl der Sekretionssysteme zunimmt und die Verteilung der
Komponenten gleich bleibt. Die hohe Zahl des Pilin-&hnlichen Proteins PulG muB hier an
einigen Assemblierungsapparaten das Signal zur Pilusbiogenese geliefert haben, wéhrend
andere nicht durch PulG besetzt wurden.

Die 10-20fache Steigerung der comP-Expression in Acinetobacter sp. BD413 lieR
ComP zu Pilusstrukturen assemblieren, wobei die natirliche Fahigkeit zur DNA-
Aufnahme bestehen blieb. Bei Neisseria gonorrhoeae ergab die sehr geringe Expression
von pilE, die zu keiner Pilussynthese fiihrte, Transformationsraten von 10°. Eine
Steigerung war mit der Erhéhung der PilE-Synthese zu beobachten gewesen: Eine
Induktion von pilE, bei dem 5-10% der Zellen einen Pilus oder zwei Pili synthetisierten,
fuhrte zu Transformationsraten um 10, Mit der sukzessiven Steigerung der Expression
von pilE erhohte sich die Anzahl der Pili und damit die Transformationsrate bis zu einem
Sattigungswert von 1072, Bei dieser maximalen Transformationsrate synthetisierten die
Zellen eine hohe Zahl von Pilusstrukturen. Dies lalt vermuten, dall die Synthese der
Filamente fur die DNA-Aufnahme nicht hinderlich, sondern im Gegenteil, eher forderlich
ist. Eine weitere Steigerung der pilE-Expression flhrte nicht zu einer weiteren Erhohung
der Transformationsraten, sondern zu einer Stagnation der maximalen Raten von 10°°. Dies
konnte damit zusammenhdangen, dal} bei diesem Wert alle Assemblierungsapparate belegt
sind oder andere Kompetenzproteine limitierend wirken. Interessant ware zu untersuchen,
ob die Uberexpression von ComP in Acinetobacter sp. BD413 ebenso zu einer Erhéhung
der Transformationsrate fihrt oder ob in diesem Organismus andere Faktoren die
Transformationsrate bestimmen.

Die Korrelation der Zahl der Pilusstrukturen mit der Transformationsrate bei
Neisseria gonorrhoeae und das Potential von ComP aus Acinetobacter sp. BD413 Pili zu
bilden sind starke Indizien, dal3 das Typ-1V-Pilusbiogenesesystem die DNA-Aufnahme
vermittelt und demzufolge keine Trennung zwischen Transformationssystem und Typ-IV-
Pilusbiogenesesystem herrscht. Wiirden zwei Systeme nebeneinander existieren, die aus
den gleichen Proteinen aufgebaut werden, so wére zu erwarten gewesen, dal} durch die
Erh6éhung der PilE-Menge die Zahl der DNA-Aufnahmeapparate zugunsten der Pilus-
bildenden Systeme abnimmt. Dies hétte eine Erniedrigung der Transformationsrate bei
Steigerung der pilE-Expression zur Folge gehabt.

Sind Typ-1V-Pilusbiogenese und DNA-Aufnahme identische Systeme, so ist es
wahrscheinlich, dal} zusatzliche transformationsspezifische Komponenten, die mit dem
Typ-1V-Pilushiogenesesystem interagieren, das “Twitching Motility -vermittelnde System
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ebenso DNA aufnehmen lassen. Da die Pilusstruktur nach ihrer Synthese durch
Deassemblierung verkurzt werden kann, ist es naheliegend, dal3 diese Struktur dadurch
zwei Funktionen Ubernimmt: Der auBerhalb der Zelle sichtbare lange Pilus dient durch
wiederholte Assemblierung und darauffolgende Deassemblierung der gleitenden
Fortbewegung, wobei der verkirzte Zustand der DNA-Aufnahme dient. Der verkirzte
Zustand ware dann dem DNA-Aufnahmeapparat ahnlich, wie er in den natirlich
kompetenten Organismen zu finden ist, die keine auf der Zelloberflache erkennbaren Typ-
IV-Pili synthetisieren. Das Kompetenzprotein ComP aus Acinetobacter sp. BD413,
welches moglicherweise verglichen zu den anderen Pilin-&hnlichen Proteinen ComB, -E
und ComF in groRerer Menge synthetisiert wird, konnte als strukturelle Komponente
(Pilin) einen sehr kurzen, stabilen Pilus bilden, der die dufRere Membran und die
Lipopolysaccharidschicht durchspannt. ComB, -E und ComF miften dann gegenuber
ComP als Assemblierungsfaktoren wirken. Die Uberexpression von ComP laRt den
Pseudopilus dann zu einem Typ-1V-Pilus assemblieren.

4.2.3 Assemblierung des Pilin-ahnlichen Kompetenzproteins ComP in
Acinetobacter sp. BD413

Acinetobacter sp. BD413 gehort zu derjenigen Gruppe der Organismen, deren
Kompetenzproteine zwar Ahnlichkeiten zu den Komponenten der Typ-IV-Pilushiogenese
aufweisen, aber keine Typ-1V-Pilusstruktur synthetisiert. Weitere natirlich kompetente
Bakterien ohne Typ-1V-Pili sind z.B. der Gram-negative Organismus Haemophilus
influenzae und Gram-positiven Bakterien, wie der gut untersuchte Bacillus subtilis und
Streptococcus pneumoniae. Bei diesen Bakterien wird moglicherweise eine kurze
Pseudopilusstruktur synthetisiert, die den periplasmatischen Raum durchspannt und DNA-
bindende Proteine exponiert oder mit seiner Deassemblierung einen Kanal durch die
Mureinschicht schafft, wodurch der DNA-Strang geleitet werden kann. Dal} die Pilin-
ahnlichen Proteine fur den Transport der DNA durch die Peptidoglycanschicht
verantwortlich sind, zeigte die Regeneration der DNA-Aufnahme bei Bacillus subtilis:
Nach enzymatischem Abbau des Mureins zeigten transformationsdefekte Stamme, die
Mutationen in Pilin-ahnlichen Kompetenzgenen aufwiesen, eine Regeneration der DNA-
Aufnahme (PRoVVEDI & DuBNAU 1999). Durch Protoplastierung fand die DNA Zugang
zur inneren Zellmembran und konnte daraufhin ins Cytoplasma transportiert werden. Die
Funktion der Pilin-dhnlichen Proteine liegt vermutlich in der Exposition des DNA-
bindenden Proteins auf der Zelloberflache und im nachfolgenden Import durch die
Peptidoglycanschicht. In &hnlicher Weise stellt man sich den Proteinexport des Typ-I1-
Sekretionswegs vor, nur erfolgt hier der Transport des Exoenzyms ausschlielRlich nach
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aullen. Durch Assemblierung der Typ-I1V-Pilin-&hnlichen Komponenten wird vermutlich
das Exoprotein durch das Periplasma und die &uRBere Membran geleitet.

Mittels Gelfiltration konnte kurzlich bei Xanthomonas campestris ein
Proteinkomplex als Bestandteil des Typ-1l-Sekretionswegs identifiziert werden, der eine
molekulare Masse > 669 kDa aufweist und das Typ-1V-Pilin-&hnliche Protein XpsG
enthalt (Hu et al. 2002). Eine Abbildung der Struktur und somit die Identifizierung eines
Pseudopilus steht jedoch noch aus. Durch eine Mutation in XpsG, die zu einem Defekt in
der Proteinsekretion und Komplexbildung fihrte, die Lokalisation von XpsG verglichen
zum Wildtypallel nicht &nderte, wurde ausgeschlossen, dal3 es sich bei dem identifizierten
Komplex nur um membransténdiges XpsG in Form von Vesikeln handelte.

Bei Acinetobacter sp. BD413 konnte in dieser Arbeit ebenso neben dem 240 kDa-
ComP-Komplex, der gegentiber milden Detergenzien stabil ist, ein gréRerer ComP-haltiger
Proteinkomplex identifiziert werden (3.5.5), dessen genaue molekulare Masse und
Zusammensetzung noch nicht untersucht wurde. Charakteristisch fur beide Komplexe, aus
Acinetobacter sp.BD3413 und Xanthomonas campestris, ist ihre Sensitivitat gegentber
milden Detergenzien wie Dodecylmaltosid oder Triton X-100. Dieses Verhalten spricht
gegen eine kurze Pilus-dhnliche Struktur im DNA-Aufnahmeapparat oder Typ-I1I-
Sekretionssystem, da der eigentliche Typ-I1V-Pilus gegenuber diesen milden Detergenzien
stabil ist.

Was die Komponenten innerhalb der Zellhille betrifft, so bestinde jedoch ein
identischer Aufbau von DNA-Aufnahme- und Pilus-Biogenesesystem, wenn der
Assemblierungsgrad und damit die Stabilitat des Typ-1V-Pilus im Periplasma und an der
aulleren Membran Unterschiede aufwiese: Wahrend die strukturellen Untereinheiten im
Periplasma mit der in der Cytoplasmamembran lokalisierten Assemblierungsplattform
maoglicherweise nur locker assoziiert werden, konnten diese beim Durchtritt durch die Pore
(das Sekretin) in der &uBeren Membran eine strukturelle Orientierung erfahren, die dadurch
Stabilitat verleiht. Diese Hypothese wird durch bisherige Untersuchungen zur Biogenese
des Pilus bestatigt: Bisher konnten keine Proteininteraktionen (aufler durch chemisches
“Cross-Linking’) nachgewiesen werden, welche die Pilusstruktur mit Komponenten der
Assemblierungsmaschinerie der Cytoplasmamembran und des Periplasmas verbindet. Die
fiir die Pilussynthese essentiellen Pilin-dhnlichen Proteine, die in den Zellmembranen und
im Periplasma lokalisiert sind, konnten bisher nicht als basal lokalisierter Bestandteil der
Pilusstruktur nachgewiesen werden. Weiterhin wurde PilC bei Neisseria gonorrhoeae als
ein Assemblierungsfaktor charakterisiert, welcher mit der &uf’eren Membran co-
fraktioniert und fur die Pilusassemblierung essentiell ist (RyLL et al. 1997, RUDEL et al.
1995). Fehlt PilC, so wird keine Pilusstruktur synthetisiert. Die Funktion von PilC als
Assemblierungsfaktor an der auBReren Membran bekréftigt die Hypothese, daR die
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endgultige Assemblierung zu einem stabilen Filament nicht an der Cytoplasmamembran
oder im Periplasma, sondern an der duRBeren Membran erfolgt. Dal} PilC aus Neisseria erst
an der &uBeren Membran wirkt, zeigten erfolgreiche Komplementationen eines PilC-
Defekts mit gereinigtem, extrazellulér zugesetztem PilC-Protein (RUDEL et al. 1995). Die
Hypothese einer Assemblierung zu einer stabilen Pilusstruktur erst an der duReren
Membran wird weiterhin durch die Beobachtung erhértet, dal3 sich Typ-IV-Pili sensitiv
gegenuber Scherkréften verhalten, wobei die Bruchstelle direkt an der Zelloberflache liegt
(HENRICHSEN 1975). Die essentielle Funktion der &uBeren Zellmembran wird bei der
Betrachtung Gram-positiver Organismen deutlich, da diese Gruppe von Bakterien keine
Typ-1V-Pili ausbildet, was vermutlich auf das Fehlen der dulReren Membran
zurlickzufuhren ist. Die Typ-1V-Pilin-&hnlichen Proteine des natlrlich kompetenten Gram-
positiven Bacillus subtilis wurden im Cytoplasma und Periplasma detektiert, wobei auch
hier keine stabile Pseudopilusstruktur nachgewiesen werden konnte. Die Ahnlichkeit der
Transformationssysteme beider Gram-Typen &t die Vermutung zu, daB auch bei natirlich
kompetenten Gram-positiven Bakterien ein Triton X-100-labiler Komplex — aufgebaut aus
Typ-1V-Pilin-&hnlichen Komponenten — existiert, wie er bei Xanthomonas campestris und
Acinetobacter sp. BD413 detektiert wurde. Eine stabile Assoziation von Pilin-ahnlichen
Proteinen, wie dies fir ComP als Bestandteil eines 240 kDa-Komplexes gezeigt werden
konnte, scheint dagegen an die Anwesenheit einer duleren Membran gebunden zu sein.

Wenn die Synthese des aus PilQ-Untereinheiten aufgebauten Sekretins in der
aulleren Membran, wodurch der Pilus tritt, fehlt, und die Retraktion des Pilus aufgrund
eines PilT-Defektes inhibiert ist, so synthetisiert Neisseria gonorrhoeae Typ-I1V-Pili in den
periplasmatischen Raum (WoLFGANG et al. 2000). Demgegeniiber werden bei
Anwesenheit von PilT in der pilQ-Mutante die Piline sofort abgebaut, so dal keine
Pilusstruktur erscheint. Dies verdeutlicht, daR PilT bei Neisseria fir die Deassemblierung
und nachfolgende Protolyse und moglicherweise fir die labile Assoziation der Piline im
Periplasma verantwortlich ist.

Wahrend bei Acinetobacter sp. BD413 nach der Solubilisierung von Zellmembranen
mit einem milden Detergenz nur das stabile 240 kDa ComP-Homomultimer nachzuweisen
ist, welches moglicherweise den exponierten Teil des DNA-Aufnahmeapparates an der
auBeren Membran darstellt und mit den stabilisierenden Faktoren ComC und ComQ in
Kontakt steht, konnte der mit dem Deassemblierungsfaktor (ComT, bei Acinetobacter noch
nicht identifiziert) assoziierte und somit labile basale (Pseudo-) Pilusbereich des
Periplasmas nur in Abwesenheit von milden Detergenzien dargestellt werden. Das
Vorliegen einer stabilen (Pseudo-) Pilusstruktur bereits im Periplasma bei einem
gemeinsamen Pil(Com)T- und Pil(Com)Q-Defekt - wie es fir Neisseria gonorrhoeae
gezeigt wurde (WOLFGANG et al. 2000) -, mull demzufolge auf das Fehlen
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destabilisierender Komponenten zuriickgefiihrt werden, die stabilisierende Faktoren in der
aulReren Membran entbehrlich machen. Das Zusammenspiel zwischen den genannten
stabilisierenden und destabilisierenden Faktoren zeigte sich weiterhin in einem Neisseria
gonorrhoeae-Stamm, in dem neben PilT auch PilC defekt sind. Obwohl eine Mutation
allein in pilC die Pilusbildung inhibierte, fuhrte ein zusatzlicher Defekt in PilT zu einer
Regeneration der Pilushiogenese (WOLFGANG et al. 1998). Wie erwartet, erwiesen sich
diese Pili hinsichtlich der Vermittlung der DNA-Aufnahme und “Twitching Motility™ als
funktionslos, da vermutlich die PilT-vermittelte Retraktion Uber eine Destabilisierung der
Pilusstruktur entfiel.

Fur die Assemblierung der Pilin-&hnlichen Proteine im DNA-Aufnahmeapparat von
Acinetobacter sp. BD413 kann zusammenfassend ein folgender Mechanismus postuliert
werden: Die Pilin-dhnlichen Proteine ComB, -E und ComF sind im Periplasma locker
assoziiert und ermdglichen ComP den Durchtritt durch die Peptidoglycanschicht in Form
von Monomeren oder in labiler Assoziation. An der dulleren Membran erfolgt seine
Assemblierung zu einer kurzen Pilusstruktur (240 kDa-Komplex), welche die duRere
Membran und die Lipopolysaccharidschicht durchspannt. Kalkuliert man 12 ComP-
Monomere, die den 240 kDa-Komplex aufbauen, so miRte die Lange des potentiellen
Pseudopilus eine Hohe von 8 bis maximal 10 nm einnehmen, was die Durchquerung der
auflleren Membran und moglicherweise die der Lipopolysaccharidschicht erlaubt.

4.2.4 ComEA vermittelt die Bindung der DNA auf der Zelloberflache

Das Kompetenzprotein ComEA aus Acinetobacter sp. BD413 konnte Uber
Ahnlichkeitsvergleiche mit bereits untersuchten DNA-bindenden Proteinen anderer
natrlich kompetenter Organismen identifiziert werden (3.3.1). Dieses Protein stellt eine
essentielle Komponente des DNA-Aufnahmesystems in BD413 dar, da die Unterbrechung
des Gens comEA zu einem vollstandigen Transformationsdefekt fuhrte (3.3.3). Wéhrend
das Protein bei den Gram-negativen Organismen Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis und Acinetobacter sp. BD413 ausschlieBlich aus den charakteristischen fir
die DNA-Bindung essentiellen "Helix-turn-Helix -Motiven aufgebaut ist (CHEN &
GoTscHLICH 2001), weist ComEA bei Gram-positiven Organismen (Bacillus subtilis)
zusatzlich eine N-terminale hydrophobe Domadne auf (PROVVEDI & DUBNAU 1999). Fir
ComEA aus Bacillus subtilis konnte gezeigt werden, dall dieser N-Terminus die
Verankerung des Proteins in der Cytoplasmamembran vermittelt, die basische DNA-
bindende Domane dagegen die Bindung der DNA auf der Zelloberflache und den
anschlieBenden Transport in den DNase-resistenten Zustand erlaubt (PROVVEDI & DUBNAU
1999). Hierfir sind neben ComEA die Pilin-&hnlichen Kompetenzproteine ComGC, -GD, -
GE und ComGG erforderlich, die sowohl in der cytoplasmatischen Membran als auch in
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der Peptidoglycanschicht lokalisiert sind. Vermutlich vermitteln die Pilin-dhnlichen
Proteine den Transport des C-Terminus von ComEA durch die Peptidoglycanschicht
(CHUNG & DuBNAuU 1998, PROVVEDI & DuBNAU 1999). Diese Hypothese, dal3 die Pilin-
ahnlichen Proteine jenseits der Cytoplasmamembran agieren, stimmt mit den
Untersuchungen Uberein, die demonstrierten, dall nach der enzymatischen Lyse des
Peptidoglycangerists von Bacillus subtilis die Pilin-dhnlichen Proteine nicht fur die
Transformation erforderlich sind (CHUNG et al. 1998). Die freie DNA kann nach
Protoplastierung direkt von dem in der inneren Membran verankerten ComEA-Protein
gebunden werden. Eine direkte Bindung von ComEA oder der DNA mit den Pilin-
ahnlichen Proteinen konnte bisher jedoch noch nicht nachgewiesen werden. Hier scheint
somit eine sehr labile Assoziation vorzuliegen, wie diese ebenso zwischen Exoprotein und
Pilin-&hnliche Proteine des Typ-11-Sekretionssystems postuliert wird (RusseL 1998,
PossorT et al. 2000). Im Sekretionssystem stellen die Pilin-&hnlichen Proteine essentielle
Komponenten flr den Transport der Exoproteine durch den periplasmatischen Raum und
die &uBere Membran dar. Der Transport von Exoproteinen erfordert keine nachweisbare
Bindung mit den Pilin-dhnlichen Proteine. Aufgrund der Verschiedenartigkeit der
transportierten Proteine Uber dasselbe Typ-11-Sekretionssystem eines Bakteriums konnte
bisher keine Signalstruktur oder Erkennungsdoméne identifiziert werden, welche die
Spezifikation als zu exportierendes Protein erlaubt. Beispielsweise werden in
Pseudomonas aeruginosa die Enzyme, wie eine Lipase, Elastase, alkalische Phosphatase
und das ADP-ribosylierende Toxin A, uber denselben Sekretionsweg transportiert
(LAzDpuUNSKI et al. 1990). Fiur das Exoprotein PelB aus Erwinia chrysanthemi konnte
jedoch eine Bindung mit dem &uReren Membranprotein OutD, welches das Sekretin bildet,
nachgewiesen werden (SHEVCHIK et al. 1997). Diese Bindung erfolgt am N-Terminus von
OutD, der den variablen, ins Periplasma ragenden Teil dieser Proteinfamilie darstellt und
somit fur die spezifische Proteinerkennung erforderlich ist. Dies 143t vermuten, daR die
Spezifikation nicht durch die Pilin-&hnlichen Proteine sondern durch andere Faktoren, wie
z. B. das Sekretin, vermittelt wird.

Die zu transportierenden Proteine werden ber das Sec-System durch die
Cytoplasmamembran geleitet, wobei das Signalpeptid entfernt wird. Mit der Freisetzung
ins Periplasma erfolgt daraufhin die Passage der Peptidoglycanschicht und die &uRere
Membran, an der die Pilin-&hnlichen Proteine beteiligt sind. Fir ComEA ware ein zu den
Exoproteinen &hnlicher Transport denkbar, da das Protein eine Signalsequenz besitzt und
an der dulReren Membran agieren muf3. In Anlehnung an das Typ-11-Sekretionssystem ware
wahrscheinlich, daf ComEA durch die variable, ins Periplasma ragende Domane des
ComQ-Proteins erkannt und gebunden wird und mittels ComP an die Zelloberflache
gelangt. Wahrend aber die Exoproteine ins Medium entlassen werden oder assoziiert an
der Zelloberflache wirken, ist fir das Transformationssystem anzunehmen, dal} die DNA-
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bindenden Proteine - assoziiert mit doppelstrangiger DNA - zurick in den
periplasmatischen Raum gelangen. Es wére weiterhin vorstellbar, dal ComEA, nach der
Bindung an DNA und durch gezielte nukleolytische Fragmentierung der DNA durch eine
in BD413 noch nicht identifizierte Nuklease, in diesem Zustand eine Assoziation zu den
Pilin-&hnlichen Proteinen eingeht und daraufhin durch Deassemblierung der Pilin-
adhnlichen Proteine durch das ComQ-Sekretin und daraufhin durch die
Peptidoglycanschicht an die Cytoplasmamembran gelangt. Diese Hypothese wiirde mit den
Untersuchungen an Bacillus subtilis tbereinstimmen, die demonstrieren, dal} eine effektive
DNA-Aufnahme nur nach gezielter Nuklease-Aktivitat durch NucA auf der Zelloberflache
erfolgt (PRoVVEDI et al. 2001). Dieses dadurch generierte DNA-Ende - gebunden an
ComEA - konnte somit die gezielte Bindung an Pilin-hnliche Proteine vermitteln.

Dal} das Pilin-&hnliche Protein ComP aus Acinetobacter sp. BD413 indirekt an der
Bindung von DNA auf der Zelloberflache beteiligt ist, belegten Studien mit der Mutante
T206, in der comP unterbrochen ist. Diese Mutante zeigte neben dem Defekt in der
natlirlichen Transformation eine beeintrachtigte Bindung der DNA auf der Zelloberflache
(PORSTENDORFER et al. 1997). Dies lat sich vermutlich darauf zurtickfihren, daR ComP
eine essentielle Funktion bei der Exposition von ComEA austbt. Die unveranderte
Lokalisation von ComEA in der Mutante T206 (3.4.5) ist damit zu erkldren, daR zun&chst
die Pilin-dhnlichen Proteine ComB, -E und ComF den Transport durch den
periplasmatischen Raum vermitteln, so dal} das DNA-bindende Protein bis zur duleren
Membran gelangt und eventuell an der ins Periplasma ragenden Domdane von ComQ
bindet. Aufgrund der der &ulReren Membran aufliegenden Lipopolysaccharide 1463t dies die
Vermutung zu, dal3 erst eine ComP-abhangige Exposition von ComEA die effektive DNA-
Bindung und daraufhin den Import vermittelt.

In Ubereinstimmung mit dem Typ-IV-Pilushiogenesesystem kann vermutet werden,
daB der ComP-haltige Komplex durch ComC stabilisiert wird und durch ein PilT-
homologes Protein (ComT) eine Retraktion erféhrt, so dall ComEA mit der gebundenen
DNA ins Periplasma gelangt.

4.2.5 Das DNA-Aufnahmesystem in Acinetobacter sp. BD413

Die aus den Untersuchungen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und durch die
Interpretation der Ergebnisse in Bezug zu vorangegangenen Studien &Rt sich fur den
DNA-Aufnahmeapparat von Acinetobacter sp. BD413 ein folgendes Model postulieren
(Abb. 4.1):
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Abb. 4.1: Assemblierung des DNA-Aufnahmesystems in Acinetobacter sp. BD413.
Die Pilin-ahnlichen Proteine ComB, -E, -F und ComP werden durch die Prapilinpeptidase
CombD an der Cytoplasmamembran prozessiert und ins Periplasma entlassen. Wahrend
ComB, -E und ComF als Assemblierungsfaktoren im Periplasma wirken, wird ComP am
Sekretin ComQ mit Hilfe des Assemblierungsproteins ComC an der auf3eren Membran zu
einer kurzen stabilen Pilusstruktur assembliert. Hierdurch werden an der Spitze dieser
Struktur die DNA-bindenden ComEA-Proteine exponiert. Uber die nachfolgende
Deassemblierung von ComP gelangt die gebundene DNA in den periplasmatischen Raum
bis zur Cytoplasmamembran. Die mit Punkten versehenen, oval dargestellten Pilin-
ahnlichen Proteine, dessen fadige Struktur den hydrophoben N-Terminus symbolisiert,
stellen ComB, -E und ComF dar. Die &Aquivalenten, nicht ausgefullt dargestellten
Komponenten symbolisieren ComP-Monomere.

Die Pilin-&hnlichen Proteine ComB, -E, -F und ComP werden zundchst durch die
Prapilinpeptidase ComD (AVERHOFF pers. Mitteilung) an der Cytoplasmamembran
prozessiert. Wahrend ComB, -E und ComF sowie zundchst auch ComP in der inneren
Membran und im Periplasma labil assoziiert agieren, erfolgt eine Assemblierung von
ComP an dem aus ComQ-Untereinheiten aufgebauten Sekretin zu einer kurzen stabilen
Pilusstruktur, die ca. 240 kDa aufweist, an der aufleren Membran. Der ebenso an der
aulleren Membran oder an der Spitze des ComP-Pseudopilus lokalisierte
Assemblierungsfaktor ComC dient der Stabilisierung dieser Struktur. In dieser Form dient
ComP der Exposition des DNA-bindenden Proteins ComEA, was dazu fiihrt, dal negative
elektrostatische Wechselwirkungen mit der Lipopolysaccharidschicht und die mechanische
Barriere der Zellhulle Gberwunden werden und die DNA somit auf der Zelloberflache
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gebunden werden kann. Nach endonukleolytischer Spaltung der gebundenen DNA nahe
am ComEA-Protein erfolgt durch die Retraktion des ComP-Komplexes der Transport mit
Hilfe der Pilin-&hnlichen Proteine durch das Periplasma. An der Cytoplasmamembran wird
ein Strang der DNA hydrolysiert und der komplementdre Strang in einem ComA-
abhangigen ProzeR ins Cytoplasma transportiert.

4.3 Ausblick

Im Vordergrund weiterer Arbeiten sollte die Untersuchung des Mechanismus der
DNA-Aufnahme in Acinetobacter sp. BD413 stehen, indem das Zusammenspiel der
Kompetenzproteine durch Interaktionsstudien weiter analysiert wird. Da sich das DNA-
bindende Protein ComEA erst nach erhohter Expression mittels Antikorper detektieren
lieR, so ist es naheliegend, dal} auch die bisher in Zelllysaten nicht zu detektierenden
Proteine ComA, -B, -C, -E und ComF erst nach Klonierung der jeweiligen Genen hinter
den starkeren comP-Promotor markieren lassen. Dadurch bieten sich gute Aussichten mit
den bereits generierten Antikorpern tGber Lokalisations- und Proteininteraktionsstudien die
Funktionen der Kompetenzfaktoren aufzuklaren. Wichtig erscheint hier nicht nur die
Untersuchungen diesbezlglich im Wildtypstamm, sondern auch in den bisher generierten
transformationsdefekten Stammen. Durch Proteinlokalisationen in den Mutanten, die von
denjenigen des Wildtypstamms abweichen, lassen sich indirekt Aussagen uber
interagierende Komponenten treffen.

Wahrend Proteinwechselwirkungen Uber die schonende Solubilisierung der
Kompetenzproteine aus den Zellmembranen verfolgt werden sollte, bieten auch
molekularbiologische Techniken durch Klonierung kurzer, C-terminaler Adaptorproteine
("His-Tag™ oder “Strep-Tag'), die eine schonende Aufreinigung von Proteinen erlauben,
eine weitere Mdoglichkeit assoziierte Faktoren nachzuweisen. Dies bietet weiterhin die
Madglichkeit, neue, bisher nicht beschriebene Kompetenzproteine zu identifizieren.

Wahrend sich die bisherigen Untersuchungen bei Acinetobacter vor allem mit der
Bindung der DNA auf der Zelloberflache und mit dem Transport durch die duflere
Membran und das Periplasma beschaftigten, erlaubt die Charakterisierung des vermutlich
in der Cytoplasmamembran lokalisierten Kompetenzproteins ComA die Maglichkeit, den
Import durch die innere Membran zu verfolgen. Es wurde postuliert, dal ComA eine
kanalartige Struktur ausbildet, welche eine Schleuse fiir den DNA-Import schafft. Da nur
ein Einzelstrang ins Cytoplasma gelangt, mul} hierbei eine Nuklease beteiligt sein, die den
komplementéaren Strang hydrolysiert und deren Charakterisierung noch aussteht. Die
Kopplung von Einzelstranghydrolyse und DNA-Aufnahme durch die Cytoplasmamembran
macht die Interaktion beider Komponenten wahrscheinlich.
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Interessante Ergebnisse versprechen dariiber hinaus physiologische Studien der
DNA-Bindung und -Aufnahme. So stellt sich beispielsweise die Frage, ob in
Ubereinstimmung mit dem Gram-positiven Organismus Bacillus subtilis auch bei
Acinetobacter nach der enzymatischen Lyse der Peptidoglycanschicht die Pilin-&hnlichen
Proteine fur die DNA-Aufnahme entbehrlich sind. Sind daraufhin Proteoplasten in der
Lage DNA zu binden und aufzunehmen? Als Positivkontrolle eines Transformationstests
mufite hierbei der Wildtyp BD413 bzw. ADP239 und als Negativkontrolle die comA-
Mutante T701 fungieren. Die unterschiedliche Verankerung des DNA-bindenden Proteins
ComEA bei Gram-positiven und -negativen Bakterien, zum einen mit der
Cytoplasmamembran und zum anderen mit der auReren Membran, 1aBt eventuell auf einen
voneinander abweichenden DNA-AufnahmeprozeR schliefl3en.

Waéhrend die Induktion der naturlichen Transformation mit der Synthese der
Kompetenzproteine eingeleitet wird und daraufhin maximale Transformationsraten erzielt
werden, erfolgen diese Prozesse bei Acinetobacter sp. BD413 bei unterschiedlichen
Milieubedingungen. Die Kompetenzproteine werden zundchst in der stationéren
Wachstumsphase gebildet, damit das Bakterium nach dem Uberimpfen in frisches Medium
maximale Transformationsraten erzielen kann. Da die Messung der Transformationsraten
nur die erfolgreiche homologe Rekombination der aufgenommenen DNA ins Genom
widerspiegeln, ist dies kein direktes Mal} fur die Bindung und Aufnahme der DNA, die als
von der homologen Rekombination getrennte Prozesse angesehen werden kénnen. Somit
stellt sich bei Acinetobacter sie Frage, ob die DNA erst unter den physiologischen
Bedingungen der lag-Phase aufgenommen wird oder bereits in der stationéren Phase, in der
die Synthese der Kompetenzproteine am hdchsten ist. Da in der stationdren Phase eine
Limitierung der Kohlenstoff- und Stickstoff-Quellen herrscht, ist es denkbar, dal} die
aufgenommene DNA als Energiequelle genutzt wird bevor eine homologe Rekombination
erfolgen kann. Durch Untersuchung des Verbleibs der Atome der eventuell
aufgenommenen DNA in der stationdren Wachstumsphase kénnten diese verschiedene
Nutzung der DNA analysiert werden.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der Pilusstrukturen von Acinetobacter sp.
BD413 bieten Anknipfungspunkte fur weiterfiihrende Arbeiten. Der neue Pilustyp des
Bakteriums weist eine unter den filamentdsen Strukturen einzigartige Flexibilitat auf, was
eine genauere Betrachtung der Untereinheitenstruktur interessant macht. Uber
Rontgenstrukturanalysen kdnnten die Wechselwirkungen zwischen den Aminosdureresten
identifiziert werden, die einerseits die Stabilitdt und andererseits die hohe Flexibilitat
verleihen. Die Untersuchung der finf Biosynthesegene, die sich zusammen mit dem
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Strukturgen filA in einem Biosynthese-Cluster befinden, eréffnet die Charakterisierung
eines neuen Biogenesewegs von Pilusstrukturen. Bisher sind mit der Flagellum-, der Typ-
IV- und Typ-I-Pilusbiogenese erst drei Synthesewege von filamentdsen Strukturen
beschrieben, was die Analyse weiterer Biogenesemechanismen fordert.

Durch die ldentifizierung der Pilusgene und nach Mutantenstudien stellte sich
heraus, dall Acinetobacter sp. BD413 keine Typ-1V-Pili synthetisiert und sich Pilus-
unabhédngig gleitend fortbewegt. Der Vergleich zu bereits charakterisierten
Bewegungsarten von Bakteien lieferte keine Ubereinstimmung. Dieses Ergebnis 1Rt die
Vermutung zu, dall es sich beim Gleiten von Acinetobacter sp. BD413 um einen
unbekannten Mechanismus handelt, dessen Charakterisierung noch aussteht. Durch
Mutagenisierungen des Genoms lieRen sich Uber generierte Mutanten, die Defekte in der
gleitenden Fortbewegung aufweisen, spezifische Gene identifizieren. Da das Genom vom
Stamm BDA413 vollstandig sequenziert vorliegt, ist ein anderer Weg die Betrachtung
interessanter ORFs, die moglicherweise in die gleitende Fortbewegung involviert sind.
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5. Zusammenfassung

1.

Acinetobacter sp. BD413 synthetisiert flexible dicke (6 nm im Durchmesser) und
starre, bundelbildende diinne (2-3 nm im Durchmesser) Pilusstrukturen. Beide
Pilustypen wurden isoliert und ihre strukturellen Untereinheiten gereinigt. Die
Sequenzierung der N-Termini der Pilusuntereinheiten ermdglichte die Klonierung der
Gene mittels PCR.

Die Analyse des Gens filA der Untereinheit des dicken Pilus ergab keine
Verwandtschaft zu bisher bekannten strukturellen Proteinen. Die Charakterisierung des
Gens der Untereinheit des diinnen Pilus flihrte zu dem Ergebnis, dal} dieser Pilustyp der

Familie der Typ-I-Pili zuzuordnen ist.

Die dinnen Pili vermitteln die Adsorption an hydrophobe Oberflachen und vermdgen
Erythrocyten zu agglutinieren, eine Eigenschaft, die charakteristisch fiir Typ-I-Pili ist.
Das Strukturgen fimA bildet das erste Gen eines aus insgesamt vier Genen aufgebauten
Gencluster, dessen weitere drei Produkte Ahnlichkeiten zu periplasmatischen
Chaperonen, dufleren Membranproteinen sowie zu Adhasinen zeigen. Die FIimA-
Untereinheiten sind in linearer Form angeordnet, dessen resultierendes Filament einen
Durchmesser von 2-3 nm bildet und aufgrund seiner Hydrophobizitét untereinander
aggregieren, so dal3 Pilusbundel entstehen. Die FilA-Untereinheiten des flexiblen
dicken Pilus bilden eine helikale Struktur aus, wobei die Steigh6he der Helix von 4-

5 nm bis hin zu 10 nm variiert.

Die Strukturgene der beiden Pilustypen von BD413 werden transkriptional reguliert,
wobei das Minimum beim exponentiellen Wachstum und das Maximum in der

stationdren Phase erreicht wird.

Nach der Unterbrechung der Gene filA und fimA, die fiir die Untereinheit des dicken
bzw. des dinnen Pilus codieren, ergaben Mutantenstudien, daf} keiner der beiden
Filamenttypen an der nattrlichen Transformation beteiligt ist. Ebenso sind die Pili
nicht essentiell fir die gleitende Bewegung der Bakterien auf festen Oberflachen.
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10.

Das Genom von Acinetobacter sp. BD413 codiert fiir eine PHB-Synthase (PhaC). Die
Unterbrechung dieses Gens fuhrte zu einer Mutante, die keine PHB-Granula
synthetisiert. Durch einen Transformationstest konnte gezeigt werden, dal? PHB kein
essentieller Bestandteil des DNA-Aufnahmeapparates ist.

Die Uberexpression des Typ-1V-Pilin-dhnlichen Kompetenzproteins ComP in
Acinetobacter sp. BD413 flhrt zur Synthese einer Pilusstruktur, die den Typ-1V-Pili

ahnelt.

Das Pilin-&hnliche Kompetenzprotein ComP liegt in den Zellmembranen als ein durch
milde Detergenzien solubilisierbares 240 kDa-Homomultimer vor, der somit einen

Subkomplex des DNA-Aufnahmeapparates darstelit.

Das Kompetenzprotein ComEA, welches im prozessierten Zustand eine molekulare
Masse von 7,6 kDa aufweist und fur die natirliche Transformation von Acinetobacter
sp. BD413 eine essentielle Komponente darstellt, ist in der &uBeren Zellmembran
lokalisiert und vermittelt dort die Bindung von doppelstrangiger DNA. Die DNA-

Bindung erfolgt dabei unabhangig von der Basensequenz.

Hinsichtlich der Regulation auf Ebene der Transkription verhélt sich comEA identisch
zu den bereits untersuchten Kompetenzproteinen in Acinetobacter sp. BD413: In der
stationdren Wachstumsphase erreicht die Transkriptionsrate ihr Maximum, fallt nach
dem Uberimpfen in frisches Medium auf ein Minimum, um am Ende des
exponentiellen Wachstums wieder anzusteigen. Mittels generiertem Anti-ComEA-
Antiserum konnte das native ComEA in BD413 erst nach der erhéhten Expression
durch den comP-Promotor detektiert werden, was auf einen sehr geringen ComEA-

Gehalt in der Zelle hinweist.
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