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ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat die Resistenz von Bakterien gegeniiber Antibiotika so massiv
zugenommen, dass die Bakterien immer resistenter und lebensgefihrlicher geworden sind.
Der konjugative Plasmidtransfer stellt einen der wichtigsten Mechanismen fiir die
Ausbreitung der Antibiotikaresistenzen in den Bakterien dar. Wihrend die Konjugation in
Gram-negativen (G—) Bakterien sehr intensiv untersucht worden ist, weiss man sehr wenig
iber die Mechanismen des konjugativen Plasmidtransfers in Gram-positiven (G+) Bakterien.
Die Konjugation in G+ Bakterien wurde in dieser Arbeit am Beispiel des
Multiresistenzplasmids pIP501 aus Streptococcus agalactiae untersucht. Am Beginn dieser
Arbeit war bekannt, dass pIP501 fiir drei Proteine kodiert (ORF5, ORF7 und ORF10), die
sehr grofe Ahnlichkeit mit Typ IV Sekretionskomponenten aus dem G- Bakterium
Agrobacterium tumefaciens zeigen. In dieser Arbeit wurden die Protein-Protein
Wechselwirkungen der pIP501-Transferproteine (ORFI1-ORF15) in vivo und in vitro
untersucht. Fiir die in vivo Studien wurden die 15 Gene der pIP501-Transferregion in die
Yeast Two-Hybrid Plasmide pBTM117c und pGAD426 kloniert und in Saccharomyces
cerevisiae L40ccU Hefezellen transformiert. Die Protein-Protein Wechselwirkungen wurden
mit dem Yeast Two-Hybrid System untersucht. Die Yeast Two-Hybrid Studie ergab 18
Protein-Protein Wechselwirkungen. Die Intensititen der in vivo Interaktionen wurden mit
einem quantitativen [B-Galaktosidase Assay gemessen. Fiir die in vitro Protein-Protein
Wechselwirkungsstudien wurden die 15 fra-Gene in die Expressionsplasmide pQTEV,
pGEX-6P-2 oder pMAL-c2x kloniert. Die fiir die in vitro Studie bendtigten Tra-Proteine
wurden als His-, GST- oder MBP-Fusionsproteine in E. coli Zellen exprimiert und
solubilisiert. Protein-Protein Bindungsstudien zwischen den solubilisierten Proteinen wurden
durchgefiihrt und die entsprechenden Proteinkomplexe wurden mittels
Affinitdtschromatographie isoliert und immunologisch mit Western Blot nachgewiesen.
Anhand der in vivo und in vitro Ergebnisse und der Computervorhersagen fiir die
Lokalisierung der Tra-Proteine wurde eine Protein-Protein Interaktionskarte fiir die pIP501
Transferproteine erstellt.

Fiir die Proteine ORF5 und ORF10 wurden ATP-Bindung-/Hydrolyse Studien durchgefiihrt.
ORF5 und ORFI10 konnten ATP in vitro binden und hydrolysieren. Mittels einer
modifizierten Zymogramm Methode wurde lytische Transglykosylase Aktivitit fiir ORF7 und
die ORF7 Dominen SLT und CHAP nachgewiesen.



II

Zusitzlich zum Hauptthema ,,Konjugativer Transfer in G+ Bakterien* wurden Protein-Protein
Wechselwirkungen zwischen ausgewéhlten Virulenzproteinen des pathogenen

Bakteriums Enterococcus faecalis V583 und humanen Proteinen mittels eines automatisierten
Yeast-Two-Hybrid Systems untersucht. Es konnten keine Interaktionen zwischen den

Virulenzproteinen und den humanen Proteinen festgestellt werden.
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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 Das Problem der Antibiotikaresistenzen

Die Entdeckung des Penicillins durch Sir Alexander Fleming 1928 war von gro3er Bedeutung
fiir die Medizin und hat vor allem in den 40er Jahren zu einer rasanten Entwicklung neuer
Antibiotika beigetragen (Amyes, 2000). Hierzu zédhlen Streptomycin (1944), Chloramphenicol
(1947), Chlortetracyclin (1948) und Erythromycin (1952). Aber der Einsatz der Antibiotika
zur Bekdmpfung bakterieller Infektionen hat, auBer zu seinem Ziel, auch zur Entstehung
neuer Antibiotikaresistenter Bakterien gefiihrt. Bereits kurz nach der Entdeckung des
Penicillins tauchten erste resistente Bakterien auf. Aber in den letzten Jahren hat die Resistenz
von Bakterien gegeniiber Antibiotika so stark zugenommen, dass die Bakterien, die sich
jahrelang mit Antibiotika gut besiegen lieen, immer resistenter und lebensgefihrlicher
werden. Die Entstehung neuer resistenter Krankheitserreger ist unter anderem auf Gentransfer
zwischen Bakterien zuriickzufiihren. Viele der von Bakterien entwickelten Resistenzstrategien
konnen durch Genaustausch von Bakterium zu Bakterium weitergegeben werden.
Krankenhiuser und Seniorenheime stellen eine ideale Umgebung fiir den genetischen
Austausch zwischen Bakterien dar. Hier kommen besonders viele unterschiedliche
Bakterienstimme miteinander in Kontakt. Die durch Antibiose entstehenden Multiresistenten
Bakterien konnen dann iiber Patienten, Pflegepersonal und Besucher in der Umgebung weiter
verbreitet werden. Zu den héufigsten multiresistenten Krankheitserregern zdhlen das G-
Bakterium Pseudomonas aeruginosa und G+ Bakterien wie Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecium und das Methicillin-resistente Bakterium Staphylococcus aureus
(MRSA). Besonders gefihrlich sind Vancomycin-resistente Enterokokken-Stimme (VRE),
gegen die kein kommerziell erhiltliches Antibiotikum mehr helfen kann (Witte und Klare,
1999).

Viele Faktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und der Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen, weil sie den Selektionsdruck auf die Bakterien erheblich erhchen, u.a.
der unnétige Einsatz von Antibiotika zur Prophylaxe bei bakteriellen oder sogar viralen
Infektionen, der vorzeitige Abbruch der Behandlung, die rezeptfreie Abgabe von Antibiotika
in einigen Lindern und der intensive Antibiotikaeinsatz in der Landwirtschaft zur Behandlung
von Tieren, die fiir den menschlichen Verzehr bestimmt sind.

Um die Antibiotika-Resistenzen zu bekdmpfen und bakterielle Infektionen weiterhin

therapieren und heilen zu konnen, muss der falsche Umgang mit Antibiotika beendet werden.
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Es muss auch mehr in die Erforschung und Entwicklung neuer Antibiotika investiert werden.

Neben der Erforschung neuer antibiotischer Substanzen, muss man verstehen, wie die

Antibiotika auf die bakteriellen Zellen wirken und welche Strategien die Bakterien entwickelt

haben, um sich gegen die Antibiotika zu wehren. Anhand ihrer zelluldren Angriffspunkte

(Abb.1.1) konnen die Antibiotika in drei Gruppen eingeteilt werden (Hof, 2002):

I. Antibiotika, die die Zellwandsynthese verhindern, somit verliert die bakterielle Zelle ihre
Stabilitit. Zu dieser Gruppe zidhlen Glykopeptide (Vancomycin) und [-Lactam-
Antibiotika (Penicilline und Cephalosporine).

II. Antibiotika, die die Proteinsynthese hemmen und damit zu Wachstumshemmung der
Bakterien fithren wie Aminoglykoside, Tetracycline und Chloramphenicol.

III. Antibiotika, die die DNA-Synthese und Replikation unterdriicken, wie Sulfonamide, und

Fluorochinolone.

> > > > > B-Lactamase

Eynognuy-
WEIE -]

Hemmstolle der
Proteinsynthese

\ THF

DNA-Gyrase - DNA-Synthese

Co-Trimoxazol

A0 O 0In .1

apndadoy£)n

Gram- Gram+

Abb. 1.1: Angriffspunkte verschiedener Antibiotika bei G+ und G- Bakterien (modifiziert nach Hof,
2002). G+ Bakterien besitzen ein dickes Mureingeriist auflerhalb der Zytoplasmamembran, sie konnen grofe
Mengen an B-Lactamasen ins Medium abgeben. G— Erreger haben nur ein diinnes Mureingeriist, das aber von
einer zusétzlichen duferen Membran umgeben ist; dies stellt fiir die meisten Antibiotika ein Diffusionshindernis
dar. Wihrend p-Lactam-Antibiotika und Glykopeptide auBlerhalb der eigentlichen Zellmembran, im
periplasmatischen Raum wirken, miissen Co-Trimoxazol, Fluorochinolone und Proteinsynthese-Hemmstoffe
ausreichend hohe intrazellulire Konzentration erreichen. PBP = Penicillinbindende Proteine, TFH =

Tetrahydrofolsiure.
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Die Bakterien verfiigen iiber verschiedene Mechanismen, um sich gegen die Antibiotika zu

schiitzen (Davies et al., 1994):

I. Synthese von Enzymen, die Antibiotika inaktivieren oder abbauen konnen, Beispiel: -
Lactamasen konnen den P-Lactamring des Penicillins aufspalten. Andere Antibiotika
konnen durch Phosphorylierung bzw. Acetylierung inaktiviert werden.

II. Modifizierung der Zellmembran, so dass die Aufnahme von Antibiotika verhindert oder
reduziert wird, Beispiel: Mycobakterien haben einen hohen Gehalt an Mycolsduren in
der LPS-Schicht der Aulenmembran, dadurch wird die Passage der Penicilline verhindert.

III. Aktiver Transport des Antibiotikums aus der Zelle heraus, dadurch wird die
Konzentration des Antibiotikums unter den therapeutischen Bereich gesenkt, Beispiel: G+
Bakterien konnen Aminoglykoside aus der Zelle mittels Plasmamembran-Translokasen
pumpen.

IV. Anderung der Affinitit des Antibiotikums fiir das Substrat. Bakterien konnen modifizierte
Enzyme bilden, die stoffwechselaktiv aber nicht mehr von dem Antibiotikum angreifbar
sind, Beispiel: Einige G+ Bakterien konnen sich gegen Antibiotika der MLS (Makrolid-
Linkosamid-Streptogramin B)-Gruppe durch die Synthese einer spezifischen Methylase
schiitzen. Diese Methylase kann die Adeninreste der 23S rRNA spezifisch dimethylieren.

Somit konnen Ribosomen nicht mehr von den Antibiotika angegriffen werden.

Es ist unklar, woher die Antibiotikaresistenzgene urspriinglich stammen. Der Zeitraum vom
Entdecken der Antibiotika bis zum Auftreten der ersten antibiotikaresistenten
Bakteriengenerationen ist so kurz, dass die Entwicklung von Resistenzfaktoren durch
spontane Mutationen und Selektion eher unwahrscheinlich ist. Eins steht aber fest: Alle
Resistenzmechanismen, die in pathogenen Bakterien heute bekannt sind, wurden in den
Produzenten der Antibiotika (wie Pilze und Actinomyceten) bereits nachgewiesen und kénnen

iber horizontalen Gentransfer tibertragen werden (Grohmann et al., 2003).

1.2 Der Gentransfer

In der Gentechnik wird die Ubertragung genetischer Informationen von einem Spender- auf
einen Empfingerorganismus als Gentransfer bezeichnet. Dabei sind der horizontale und der
vertikale Gentransfer zu unterscheiden. Der horizontale Gentransfer (HGT) ist die Weitergabe
bzw. Aufnahme genetischen Materials zwischen verschiedenen vegetativen Zellen
unabhingig von den Speziesgrenzen. Wihrend beim vertikalen Gentransfer (VGT) die

Weitergabe von Erbmaterial auf die Nachkommen der gleichen Art beschrinkt ist.
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Der HGT kann iiber verschiedene Mechanismen erfolgen, u.a. Transformation, Transduktion,

Transposition und Konjugation.

I. Transformation

Die Transformation ist die Aufnahme genetischen Materials in Form von freier DNA (aus der
Umgebung) und in vielen Fillen deren anschlieBende Integration ins bakterielle Chromosom.
Manche Bakterien sind natiirlicherweise transformierbar (kompetent), u.a. Streptococcus
pneumoniae, Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae und Neisseria gonorrhoeae. Bei
diesen Bakterien sind die Zellen unter bestimmten (physiologischen) Bedingungen oder in
bestimmten Wachstumsphasen kompetent. Die Kompetenz wird durch bestimmte Gene (com-
Gene) kontrolliert, und befihigt. Viele Bakterienarten (darunter die meisten G-) konnen unter
normalen Kultivierungsbedingungen keine DNA aufnehmen, Sie miissen artifiziell kompetent
gemacht werden (durch Ca2+—Behandlung oder Elektroschock) (z.B. Chen und Dubnau,
2004).

II. Transduktion

Als Transduktion bezeichnet man die Ubertragung von DNA-Fragmenten zwischen zwei
Bakterien, die durch eine Infektion mit Bakteriophagen vermittelt wird. Die DNA Fragmente
konnen in das Empfingergenom eingebaut und danach mit dem eigentlichen Genom repliziert
und an die Nachkommen weitergegeben werden. Man unterscheidet zwischen genereller und
spezieller Transduktion. Bei der generellen Transduktion konnen beliebige bakterielle Gene
transferiert werden. Im Gegensatz dazu werden bei der speziellen Transduktion nur Gene
tibertragen, die sich in der Néahe der Prophagenintegrationsstelle befinden (Davison, 1999).
Bakteriophagen spielen eine sehr wichtige Rolle fiir die Evolution von pathogenen Bakterien
durch die Ubertragung von Virulenzfaktoren oder Toxin-kodierende Gene. Bakteriophage B
z.B. kodiert fiir das Diphtherie Toxin (urspriinglich aus dem G+ Bakterium Corynebacterium

diphtheria).

II1. Transposition

Transposition ist der Transfer eines DNA-Fragments von einer Stelle zu einer anderen Stelle
auf dem gleichen Genom oder auf dem Genom einer anderen Bakterienzelle. Diese mobilen
DNA-Elemente nennt man Transposons. Sie konnen sogar auf extrachromosomale Plasmide
iibertragen werden (,,springende Gene). Durch die Transposition konnen Bakterien neue
genetische Informationen wie Antibiotikaresistenzen und Virulenzgene gewinnen.

Transposition kann durch replikative oder nichtreplikative Mechanismen stattfinden. Bei den
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nichtreplikativen Transposons werden beide Stringe des Transposons an beiden Enden
gespalten, somit wird das Element befreit und kann zu einer anderen Stelle im Genom
wandern, im urspriinglichen Lokus kann dann eine andere Sequenz integriert werden (Hallet
and Sherratt, 1997). Im Gegensatz dazu werden die replikativen Transposons nur am 3 °-Ende
geschnitten, repliziert und dann in eine zweite Stelle integriert, somit entstehen zwei Kopien

des gleichen Elements (Stellwagen and Craig, 1998).

IV. Konjugation

Bei der Konjugation handelt es sich um den Transfer eines ringférmigen extrachromosomalen
DNA-Molekiils (Plasmid) von einer Donorzelle in eine Rezipientenzelle iiber direkten Zell-
Zell Kontakt. Dieses Phdnomen wurde erstmals von Lederberg und Tatum (1946) bei E. coli
nachgewiesen. Der iibertragbare DNA-Faktor wurde als F-Faktor (fertility) bezeichnet und
spiter als zytoplasmatische Satelliten-DNA (heute: Plasmid) charakterisiert (Marmur et. al,
1963). Zellen mit F-Faktor werden als F*, Zellen ohne den Faktor als F~ gekennzeichnet. Der
fiir den Gentransfer erforderliche Kontakt wird iiber den so genannten Sex-Pilus hergestellt,
die Gene, die fiir den Aufbau des Pilus verantwortlich sind, werden vom F-Plasmid kodiert. In
den spdten S0er und frithen 60er Jahren wurden in Japan neue Resistenz-Transferfaktoren
entdeckt und spiter als R-Plasmide benannt. Diese Plasmide spielen eine wichtige Rolle bei
der Ausbreitung der Antibiotikaresistenzen, weil sie bis zu acht verschiedene
Antibiotikaresistenzgene kodieren und konjugativ iibertragen werden konnen (Davison,
1999). Die groBBe Zahl der R-Plasmide erfordert eine einheitliche Taxonomie. Die Plasmide
wurden in verschiedene Inkompatibilitdtsgruppen (Inc) eingeteilt. Plasmide aus derselben Inc-
Gruppe haben idhnliche Replikationsmechanismen, Kopiezahlkontrollen oder die gleichen
Partititionsmechanismen und konnen innerhalb einer Wirtszelle nicht koexistieren. Zu den
Inkompatibilititsgruppen der konjugativen Plasmide aus G- Bakterien zdhlen IncF (F, R1,
R100), IncH (R27), Incl (Collb, R144, R64), IncN (pKM101), IncP (RP4, R751) und
IncW(R388) (Ubersichtsartikel Zechner et al., 2000; Grohmann et al., 2003). Die Gruppe der
konjugativen Plasmide aus G+ Bakterien stellen u.a. pAMB1, pIP501 (das Modellplasmid
dieser Arbeit), und pRE25 dar, die der Inkompatibilitiatsgruppe 18 angehtdren (Grohmann et
al., 2003). Aufgrund der unterschiedlichen Zellwandstrukturen von G+ und G- Bakterien ist

es wahrscheinlich, dass sich die Transfer-Systeme voneinander unterscheiden.
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1.3 Bakterielle Zellwand

Die bakterielle Zellwand ist die Hiille, die das Zytoplasma von der Umgebung trennt. Die
Zellwinde von G+ und G- Bakterien unterscheiden sich erheblich voneinander (Abb. 1.2).
G+ Bakterien haben eine dicke, weitgehend homogene Zellwand, die aus einem hochgradig
vernetzten Mischpolymer, das Murein heif3t, besteht. Murein besteht aus Kohlenhydraten und
Peptiden, nimlich N-Acetlylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure, die B-1,4-glycosidisch
miteinander verbunden sind und lange unverzweigte Polymere bilden. Diese Polymere sind

tiber kurze Peptid-Seitenketten quervernetzt.

Teichonsauren
Lipopolysaccharid (LPS)

Porenprotein

| Peptidoglycan
-Schicht

AuRere
Membran

—

Periplasma Peptidoglycan

Transmembran
-Proteine

Cytoplasma

GRAM POSITIV GRAM NEGATIV

Abb. 1.2: Bakterielle Zellwand in G+/ G- Bakterien.
(www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4.figgrp.4620).

Der Aufbau der Seitenketten unterscheidet sich je nach Bakterienstamm (Schleifer and
Kandler, 1972). Bei den meisten G+ Bakterien besteht die Peptid-Seitenkette aus L-Alanin,
D-Alanin, D-Glutaminsdure und Lysin. Die Aminogruppe des Lysins geht mit der
Carboxylgruppe des terminalen D-Alanins einer benachbarten Seitenkette eine Peptidbindung
ein und vernetzt somit die Polysaccharidketten (Abb. 1.3). Die Mureinschicht liegt
unmittelbar der Zytoplasmamembran auf und bildet einen riesigen Mureinsacculus, der die
Zelle einhiillt. An diese Peptidoglycan-Schicht sind zusitzlich Teichonsduren angeheftet, die
aus Polyribitol- und Polyglycerin-Phosphaten bestehen. Teichonsduren kommen

ausschlieBlich bei G+ Bakterien vor.
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G- Bakterien haben noch kompliziertere Zellwinde: Sie haben eine zweite Membran nach
auBBen (AuBenmembran). Die Peptidoglycan-Schicht hier ist viel diinner und hingt nicht fest
an der Zytoplasmamembran sondern ,,schwebt* dariiber. Zwischen den beiden Membranen
liegt der so genannte periplasmatische Raum. In diesem Raum befinden sich zahlreiche
Proteine fiir die Aufnahme verschiedener Stoffe in das Zytoplasma, Enzyme fiir die Synthese

der Peptidoglycan-Schicht und Enzyme fiir die Entgiftung unerwiinschter Substanzen.

- MurtNAc — GleNAc - MurNAc — GleNAe
L-Ala

D-1Cilu

¢ Y

D-Ala —e= Cross-bridge —s= [-Lys

} 1

L=Lys n=-Ala
¥

-1 lu

L-Ala
A

= GleMAe = MurMNAe — GleMAc — MurNAL -

Abb. 1.3: Struktur des Peptidoglycans bei E. faecalis (Coyette and Hancock, 2002).

1.4 Mechanismen der Konjugation in Gram-negativen Bakterien

Die konjugativen Plasmide verschiedener Inc-Gruppen zeigen untereinander sehr grofle
Ahnlichkeiten in der Genorganisation und der Sequenz der essentiellen Transferkomponenten
(Lessl und Lanka, 1994). Das ermoglichte, die Kenntnisse iiber den Mechanismus des
konjugativen Gentransfers durch Untersuchungen an den verschiedenen Plasmiden zu
erweitern. Zunidchst wurde ein Modell fiir den konjugativen Gentransfer in G— Bakterien
anhand der detaillierten Daten des F-Faktors (IncF) vorgestellt. Alle fiir den Gentransfer
bendtigten Informationen sind auf dem F-Plasmid selbst kodiert, u.a. Gene fiir den Aufbau
des Sex-Pilus und IS-Stellen fiir die Integration des Plasmids in das Bakterienchromosom.
Bakterielle Konjugation ist ein hoch komplizierter Prozess, an dem zwei Proteinsysteme
beteiligt sind, ndmlich das dtr-System (DNA-transfer and replication), und das mpf-System
(mating-pair formation). Beide beteiligten Proteinsysteme sind iiber das so genannte coupling

protein verkniipft.
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1.4.1 Donor-Rezipient Kontakt

Zunichst wird ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen Donor und Rezipient hergestellt. Bei
G- Bakterien entsteht dieser Kontakt durch extrazelluldre Filamente (Sex-Pili), die von der
Donorzelle ausgehen. Es wird vermutet, dass dieser Sex-Pilus sich nach der Bindung an die
Rezipientenzelle verkiirzt und zu einem stabilen Kanal zwischen den beiden Zellen wird. In
diesem Kanal kommt es nun zur Bildung des mpf-Komplexes, woriiber das prozessierte
einzelstringige F-Plasmid zur Rezipientenzelle transportiert wird (Abb. 1.4).

In G- Bakterien wurden zwei morphologisch unterschiedliche Arten der Sex-Pili beobachtet.
Plasmide aus den IncF, -H, -J und -T Gruppen kodieren fiir dicke, stark gebundene und
flexible Pili. Im Gegensatz dazu kodieren Plasmide aus den IncP, -1, -N und -W Gruppen fiir
starre Pili, die sehr selten an dem Bakterium hidngen bleiben (schwach gebunden).
Konjugation in fliissigen Medien findet iiber flexible Pili statt, wihrend starre Pili nur auf

festen Medien effektive Konjugation vermitteln konnen (Lawley et al., 2004).

1.4.2 DNA Prozessierung

Die Prozessierung (Replikation und Transfer) der Plasmid-DNA wird von den dtr-Proteinen
durchgefiihrt. Die konjugative Replikation beginnt im Gegensatz zur normalen Replikation
nicht am oriV (origin of vegetative replication), sondern an einem zweiten speziell fiir die
Konjugation vorgesehenen Ursprung, dem oriT (origin of transfer). Am oriT befinden sich
eine Bindestelle fiir die Relaxase und die nick site (die Erkennungs- und Schnittstelle der
Relaxase). Ein Strang der Plasmid-DNA wird an der nik site im oriT spezifisch von der
Relaxase geschnitten, die {iber einen bestimmten Tyrosin-Rest an das 5°-Ende der
Einzelstrang DNA gebunden bleibt. Der DNA-Relaxase-Komplex (Relaxosom) wird
anschliefend iiber das coupling protein zum mpf-Komplex geleitet und mit 5°—3"-Polaritit
in die Rezipientenzelle transportiert (Cascales und Christie, 2004, Llosa et al., 2005). Dort
wird gleichzeitig mit dem Eintritt der Einzelstrang DNA in die Zelle der komplementire
Strang synthesiert. Eine mogliche Rezirkularisierung der Doppelstrang-DNA durch Ligation
iber die Relaxase wurde in Lanka and Wilkins (1995) diskutiert.

Bei der Konjugation kann es aber auch zur Ubertragung von chromosomalem Genmaterial
kommen (Abb. 1.4). Der konjugative chromosomale Gentransfer wurde bei den so genannten
hfr-Zellen (high frequency of recombination) entdeckt, wo das F-Plasmid an einer bestimmten
Stelle im Genom integriert ist. Die Integration erfolgt iiber homologe Sequenzen, die sowohl

im F-Plasmid als auch im Bakterienchromosom vorkommen (so genannte
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Insertionssequenzen, IS). Der Gentransfer bei einer hfr-Zelle erfolgt nach dem gleichen

Mechanismus wie bei einer normalen F-Zelle: Ausgehend vom oriT wird ein Strang des F-

Plasmids repliziert, die Replikation erstreckt sich aber dann in die benachbarte chromosomale

Region, die dann mit iibertragen wird. Die iibertragene DNA kann in der Rezipientenzelle nur

nach einer homologen Rekombination mit der chromosomalen DNA stabil ausgeprigt und

weitervererbt werden.

=
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Chromosom

Relaxosom

DNA-Einzelstrangbruch
am oriT

Synthese des Komplementiren Stranges
und Zirkularisierung

F+ F+

hfr+ hfr-
#
i
=
Chromosom E
1S l

Relaxosom

“~

mpf
Lell-Zell-Kontalt

DNA-Einzelstrangbruch
am griT

Transfer des Einzelstrang-Plasmids
mit einem chromosomalen DNA-Fragment

Vervollstiindigung des DNA-Doppelstranges
und Integration

hfr+ hfr+

Abb. 1.4: Vereinfachter Mechanismus des konjugativen DNA-Transfers bei F- und hfr-Plasmiden.
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1.4.3 Das mpf-System (mating-pair formation)

Das mpf-System ist ein Multiprotein Transmembrankomplex, welcher von konjugativen
Plasmiden kodiert wird und als Transportapparat zum Export des DNA-/Proteinsubstrats von
der Donor- in die Rezipientenzelle funktioniert. Viele der mpf-System Proteine (besonders
aus Plasmiden mit bereitem Wirtsbereich der IncP, -N und -W Gruppen) zeigen grofe
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zu den Komponenten eines gut charakterisierten
Transportsystems, ndmlich des Typ IV Sekretionssystems (T4SS) (z.B. Llosa et al., 2005)
(Abb. 1.5).

A tumefaciens v w B [BEDIS « I IEEPTEH w

KMIOIN) 7 1 DD o HED EDEEDEED D
pEw) o DR VDD
iz w4 PREEDED ¢ FEDEDEDED O

L. preumoph. v~ w1 i [ D IS
RP4(P) w ~ DI
B. pertussis  pu - B '-
H. pylori . os osis 550 EESEID
B. suis Vir LRCR T '--'

B. tribocorum  vir o IED = o« pPE D

C. jejuni Vir S Wit 7D
Wolbachia ~ vir ' I = b e

Abb. 1.5: Genorganisation des T4SSs bei verschiedenen Mikroorganismen (aus Yeo und Waksman, 2004).
Lytische Transglykosylasen sind in gelb, Pilus-Proteine sind in orange, ATPasen sind in dunkelgriin,
Kopplungsproteine sind in hellgriin, Kernkomplex-Komponenten sind in blau und Proteine mit unbekannten
Funktionen sind in violett gezeigt.

1.5 Das Typ IV Sekretionssystem (T4SS)

1.5.1 Definition und Funktionen

Das T4SS ist ein bakterielles Transportsystem, mit dem Makromolekiile durch die Zellwand
aus der Bakterienzelle transportiert werden konnen. Verschiedene Arten von Makromolekiilen
zdhlen zu den Substraten der T4SS: DNA-Relaxase-Komplexe, Proteine bei pathogenen
Bakterien wie CagA von Helicobacter pylori, Toxine wie z.B. das Pertussis Toxin PT von
Bordetella pertusiss und Virulenz-Faktoren wie VirE2, VirE3 und VirF von Agrobacterium
tumefaciens. Als Rezipienten fiir die transportierten Molekiile fungieren Bakterienzellen

(Konjugation), Pflanzenzellen (Pflanzentumor durch Infektion mit Agrobacterium
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tumefaciens) oder tierische und menschliche Zellen (Darminfektion mit Helicobacter pylori)
(Cascales und Christie, 2004). Ein direkter Zell-Zell-Kontakt ist aber nicht immer fiir den
Transport mittels T4SS erforderlich, es gibt auch Beispiele fiir Kontakt-unabhéngigen
Protein- bzw. DNA-Export, z.B. bei Bordetella pertussis wird das Pertussis Toxin in den
Uberstand freigesetzt. Auch die Sekretion bzw. die Aufnahme eines Einzelstrang DNA
Fragments funktioniert ohne direkten Zell-Zell Kontakt. Die von den Bakterien sekretierten
Makromolekiile spielen mehrfache Rollen fiir den bakteriellen Stoffwechsel und die
Adaptation an die Umgebung (Pallen et al., 2003), z.B. viele sekretierten Enzyme, u.a.
Cellulasen, DNasen, Pektinasen und Proteasen bauen die Wirtsmakromolekiile zu kleinen
Produkten ab, die von den Bakterien einfacher verstoffwechselt werden konnen. Manche
sekretierte Proteine (Anthrax Toxin, Cholera Toxin und Pertussis Toxin) treten in die
Wirtszelle ein und modifizieren ihren Stoffwechsel, um den Lebensstil des pathogenen
Bakteriums zu unterstiitzen. Andere sekretierte Proteine haften an der Zelloberfldache, um die
Bakterien gegen Umweltfaktoren zu schiitzen oder das Immunsystem des Wirts zu

manipulieren (Abb. 1.6).

Extracellular

DNA Transfer pathogens

DNA uptake .4grﬂbm'.tcrhm
e o € o .. intracellular pathogens

f b !
+2 =» Bordetella (15 = . and symbionts
@ ) ™
f Misclems &, ) Burtonella, Briucella
DNA secretion | Legionella, Wolbachia,
e s Mesorhizobinm
Eukaryotic "J‘u’i'

Neisseriu Pertussis i .
— (A

_ Toxin G faryol
— +2 \. & N

= '1 -
conjugative plasmid transfer '{ @ ;
broad host range plasmids § b e B __.«-"f

Heficobacter

Abb. 1.6: Funktionen des Typ IV Sekretionssystems (aus Baron, 2006).

Bakterielle DNA-Sekretion/Aufnahme Prozesse funktionieren mittels T4SS. Extrazellulire, intrazelluldre und
symbiotische Bakterien benutzen auch T4SS. Intrazelluldre Bakterien konnen innerhalb von Vesikeln in den
Wirtszellen leben und sich vermehren. Das T4SS-Substrat vieler intrazelluldrer Bakterien wurde noch nicht
identifiziert, aber es konnte direkt in das Wirtszytoplasma abgegeben werden, wo es den Wirtstoffwechsel
modifiziert, um den Lebensstil der Bakterien zu unterstiitzen.
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1.5.2 Das virB/virD T4SS von Agrobacterium tumefaciens

Es wurde in den letzten Jahren intensiv geforscht, um den Mechanismus der T4SS in G-
Bakterien aufzuklédren. Das auf dem Ti-Plasmid (tumor inducing) kodierte virB/virD4-System
des G— Bodenbakteriums A. tumefaciens ist bis heute das am besten untersuchte T4SS.
(Ubersichtsartikel z.B. Christie, 2004). A. tumefaciens ist ein pflanzenpathogenes G-
Bakterium, das in der Natur verletzte Pflanzen infizieren und Tumorwachstum induzieren
kann, indem {iiber ein T4SS mehrere auf dem Ti-Plasmid kodierte Komponenten direkt in das
Zytoplasma der Pflanzenzelle exportiert werden. Das Ti-Plasmid ist ca. 200 kb gro83, auf ihm
befinden sich Transfergene (tra-Gene), Virulenzgene (vir-Gene) und Tumorgene (onc-Gene).
Der DNA-Transfer wird von ca. 20 Virulenzproteinen (Vir) reguliert, von denen 11 am
Aufbau des Transportsystems beteiligt sind. Die Vir-Proteine sind auf zwei Operons kodiert:
Das virB-Operon kodiert fiir 11 Virulenzproteine (VirB1-VirB11), und das virD-Operon
kodiert fiir 5 Virulenzproteine (VirD1-VirDS) (Ward et al., 2002). Die VirB-Proteine werden
auch als mpf-Komplex bezeichnet, ihre Aufgabe ist eine stabile Membranpore fiir den

Substrattransfer und den Sex-Pilus zu bilden (Abb. 1.7).
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Abb. 1.7: Modell des T4SS aus A. tumefaciens (aus Christie, 2004).

Dieses Modell stellt den schematischen Aufbau der Zellwand bei G- Bakterien, bestehend aus
Zytoplasmamembran (inner membrane, IM), Periplasma (P) und AuBlenmembran (outer membrane, OM) dar. In
der Zellwand sind die verschiedenen Vir-Proteine des Ti-Plasmids aus A. fumefaciens verankert, B1 steht hierbei



EINLEITUNG 13

fiir das Protein VirB1 usw., D4 fiir das Protein VirD4. Die lytische Transglykosylase VirB1 weitet vermutlich
die Peptidoglykan-Schicht im Periplasma, um die Ausbildung des Proteinkomplexes und den nachfolgenden
Transfer zu erleichtern. Ein Kanal, der die Innen- und AuBBenmembran verbindet, wird durch die VirB-Proteine
sowie VirD4 gebildet. Uber diesen Kanal kann der T-Komplex aus VirD2-ssDNA (Relaxosom) transportiert
werden. VirD4 hat die Rolle des Kopplungsproteins und vielleicht auch die Funktion der DNA-Helicase, um die
T-DNA vom Ti-Plasmid zu trennen.

Der gesamte DNA-Transfer von einer A. tumefaciens Zelle in eine Pflanzenzelle kann in die

folgenden Schritte eingeteilt werden (Abb. 1.8, nach McCullen and Binns 2006):

I. Die Erkennung der Wirtszelle

Der Export der T-DNA ist ein komplizierter Prozess, an dem viele Proteine beteiligt sind und
viel Energie investiert werden muss, deswegen ist dieser Prozess in der Natur sehr gut
reguliert und findet nur statt, wenn ein Wirt verfiigbar ist und erkannt wird. Die Analyse der
vir-Gene enthiillte, dass sie auBer virA und virG nicht exprimiert werden, solange sie nicht
von einer Wirtszelle aktiviert werden (Stachel and Nester, 1986). Die virA und virG Gene
sind auf dem Chromosom kodiert und werden konstitutiv auf niedrigem Niveau exprimiert,
bis sie von Wirtssignalen hoch reguliert werden (Winans et al., 1988). Die Wirtssignale sind
Phenole, Monosaccharide, niedriger pH-Wert und niedrige Phosphatkonzentration. Wihrend
Phenole fiir die Induktion der vir-Gene absolut erforderlich sind, machen die anderen
Faktoren die Bakterienzellen empfindlicher fiir die Phenole (Brencic and Winans, 2005).
VirA und VirG bilden gemeinsam ein Zwei-Komponenten Regulationssystem, welches die
Wirtssignale bindet und die vir-Gene induziert. VirA ist eine Membransensorkinase, die die
Wirtssignale bindet, ATP spaltet und die freigesetzte Phosphatgruppe an einen
zytoplasmatischen Regulator VirG liefert. Dabei entsteht ein VirG-PO, Molekiil, das
spezifisch an eine 12 bp Sequenz in dem vir-Promotor bindet und die vir-Gene induziert

(Brencic and Winans, 2005) (Abb. 1.8).

I1. Zell-Zell-Kontakt zwischen Bakterien- und Wirtszellen

Der Zell-Zell Kontakt ist nicht notwendig fiir die Erkennung der Wirtszellen und fiir die
Aktivierung der vir-Gene, dafiir reichen die Wirtssignale aus. Ein direkter Kontakt ist aber
fir den DNA-Transfer erforderlich. Eine mikroskopische Untersuchung der Rezipienten-
Donor Bindung zeigte, dass die Bakterienzellen mit ihrer Polregion an die Pflanzenzellen
haften (Smith and Hindley, 1978). Douglas et al. (1982) und Neff and Binns (1985) zeigten,
dass eine stabile Bindung der A. tumefaciens Zellen an die Pflanzenzellen unabhingig vom

Ti-Plasmid und vom Sex-Pilus ist. Eine Serie von Genen wurde vor kurzem auf einer 29 kb
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Region des Genoms identifiziert und als atfachment-Gene (att-Gene) bezeichnet (Matthysse
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et al., 2000), ihre Rolle bei der Bindung an die Pflanzenzellen ist noch unklar.

Abb. 1.8: DNA-Transfer von A. tumefaciens in Pflanzenzellen (aus MCullen and Binns, 2006 ).

Fiir detaillierte Beschreibung siehe 1.5.2.
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III. Produktion der Transfersubstrate und des Transportapparates

Die Proteine VirD1 und VirD2 sind fiir die DNA-Prozessierung und den Transport zusténdig
und werden dtr-Proteine bezeichnet (1.4.2). Dabei ist VirD2 eine Relaxase, die am oriT des
Plasmids binden und die DNA an der nick-site spalten kann. Die Proteine VirD3 und VirD5
sind nicht essentiell fiir den Transfer und die Prozessierung.

Die VirB/D4 Proteine bilden gemeinsam den Transportapparat, welcher die T-DNA aus der
Bakterienzelle exportiert. Mehrere VirB-Proteinkomplexe wie z.B. VirB2-VirB5-VirB7,
VirB7-VirB9 und VirB7-VirB9-VirB10 konnten aus der Membran isoliert werden (Krall er
al., 2002). Andere Studien haben festgestellt, dass alle VirB-Proteine auBer VirBl (die
lytische Transglykosylase) fiir den DNA-Transfer essentiell sind (Berger and Christie, 1994).
Das VirD4-Protein ist das Kopplungsprotein (coupling protein, CP), das zwischen dem dtr-
System, also dem Relaxosom, und dem mpf-System vermittelt (Zhu et al., 2000). Die Rollen
der Vir-Proteine des A. tumefaciens T4SS sind in Christie and Cascales (2005) und Schroder
and Lanka (2005) detailliert beschrieben. VirB1 hat zwei Funktionen: Es ist eine lytische
Transglykosylase, die = die  Peptidoglykan-Schichten fiir ~den  Aufbau des
Transmembrankomplexes offnet. VirB1 sorgt auch durch seine freigesetzte C-terminale
Domine VirB1" fiir Interaktionen mit den Pflanzenzellen. VirB2 Proteine sind die
Hauptpilinuntereinheiten, gemeinsam mit VirBS Proteinen (kleine Pilinuntereinheiten) bilden
sie den Sex-Pilus. VirB3 konnte wegen seiner Lokalisierung in der Auflenmembran und
seiner Interaktion mit VirB5 ein Pilus-assoziiertes Protein sein (Shamaei-Tousi et al., 2004).
VirB6 kann durch die Kniipfung von Disulfidbriicken andere Proteinkomplexe wie das
VirB7/VirB9 Heterodimer und das VirB7 Homodimer stabilisieren (Jakubowski ef al., 2003).
VirB7 ist ein Lipoprotein, es kann den Pilus in der Auenmembran verankern (Draper et al.,
2006). VirB8 sorgt fiir eine polare Lokalisierung der T4SS-Proteine in den A. tumefaciens
Zellen (Judd et al., 2005). Die Aminoséuresequenz von VirB9 zeigt Ahnlichkeit mit den pore-
forming Dominen von Sekretionsproteinen, das bedeutet VirB9 konnte die duBlere Struktur
des Transferkanals bilden, durch die die DNA/Proteine transportiert werden (Christie, 2004).
VirB10 ist ein ATP Energiesensor fiir die ATPasen VirD4 und VirB11 (Cascales and Christie,
2004).

Die drei Vir-Proteine VirB4, VirB11 und VirD4 haben Nukleotidbindedominen, sie konnen
mit einander interagieren und bilden in Losung Hexamere, welche ein charakteristisches
Merkmal fiir die ATPasen sind (Draper et al., 2006). Der Nachweis einer ATP-Hydrolyse
gelang bis jetzt fiir VirB11 und seine Homologe und fiir VirD4-Homologe (Schroder and
Lanka, 2003).
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IV. Transfer des Substrats in die Wirtszellen

Zusitzlich zu dem T-DNA-VirD2 Substrat werden auch die Virulenzproteine VirE2, VirE3
und VirF in die Wirtszellen transportiert. VirE2 ist ein Einzelstrang DNA-Bindeprotein, es
ummantelt den ganzen T-DNA-Strang im Wirtszytoplasma und spielt auch eine Rolle beim
Eintritt in den Nukleus und bei der Integration der T-DNA in die chromosomale DNA des
Wirts (Gelvin, 2003). VirE3 konnte eine nukleare Lokalisierung des VirE2-Proteins in der
Wirtszelle unterstiitzen (Lacroix et al., 2005). Die Funktion von VirF ist nicht gut
charakterisiert, aber es gibt Vermutungen, dass VirF Wirtsfaktoren wihrend der Infektion

degradiert (Tzfira et al., 2004).

V. Integration der T-DNA in die chromosomale DNA des Wirts

Die T-DNA wird in die chromosomale DNA der Wirtszellen (Pflanzenzellen) integriert und
kodiert fiir Enzyme, die die Biosynthese neuer Aminosdure-Zucker Konjugate (Opine)
katalysieren. Opine dienen als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle fiir die infizierenden
Bakterien aber nicht fiir andere Bakterien. Zusitzlich zur Manipulation des
Wirtsstoffwechsels beeinflusst die T-DNA die Expression der Wirtsgene, somit werden die
antibakteriellen Verteidigungsprozesse des Wirts inhibiert (Ditt et al., 2005), wihrend Gene
fiir Zellteilung und Wachstum aktiviert werden (Veena et al., 2003).

1.6 Mechanismen der Konjugation in Gram-positiven Bakterien

Im Gegensatz zu G— Bakterien ist die Konjugation in G+ Bakterien nicht gut erforscht. G+
Bakterien weisen Unterschiede zu G- Bakterien in der Zellwandmorphologie auf. Sie
besitzen nur eine Zytoplasmamembran (keine AuBBenmembran) und mehrere Peptidoglykan-
Schichten, aus diesen Griinden wurde spekuliert, dass das mpf-System in G+ Bakterien
einfacher aufgebaut sein konnte und dass die G+ Konjugationssysteme vielleicht effektivere
lytische Transglykosylasen produzieren. Auerdem weiss man nicht genau, wie der Zell-Zell-
Kontakt als Vorraussetzung des konjugativen Transfers entsteht, allerdings wurden Pilus-

dhnliche Strukturen auch bei G+ Bakterien beobachtet.

1.6.1 Pili in Gram-positiven Bakterien

Pilus-dhnliche Strukturen wurden 1968 auf den Oberflichen G+ pathogener Bakterien mittels
Elektronenmikroskopie zum ersten Mal in Corynebacterium renale entdeckt (Yanagawa et
al., 1968). Spiter wurden Pili auch in Actinomyces naeslundii (Yeung et al., 1998) und
Corynebacterium diphtheriae (Gaspar and Ton-That, 2006) beobachtet. In den letzten zwei
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Jahren konnten Pili in drei pathogenen Streptokokken nachgewiesen werden, die invasive
Infektionen beim Menschen verursachen, u.a. in Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae und Streptococcus pneumoniae (Mora et al., 2005; Barocchi et al., 2006; Rosini et
al., 2006). Die Pili in G+ Bakterien spielen eine sehr wichtige Rolle beim Anhaften der
pathogenen Bakterien an die Wirtszellen und beim Bilden von Biofilmen (Yamaguchi und
Matsunoshita, 2004). Im Allgemeinen sehen die Pili in G+ Bakterien unter dem
Elektronenmikroskop wie kurze diinne Stibchen aus. Ton-That und Schneewind (2003) waren
die ersten, die G+ Pili in Corynebacterium diphtheriae genau charakterisierten, sie fanden
heraus, dass die Pili in G+ Bakterien aus drei kovalent verbundenen Pilinuntereinheiten
bestehen, im Gegensatz zu Pili in G- Bakterien, wo die Pilineinheiten nicht kovalent
miteinander verkniipft sind. In allen drei Pilinuntereinheiten des G+ Pilus wurde ein LPXTG-
Motiv gefunden, welches ein Ziel fiir Sortasen ist. Wihrend der Pilusbildung katalysiert eine
spezifische Sortase die Verbindung der Pilinuntereinheiten miteinander und mit dem

Peptidoglykan in der Zellwand. Ein Vergleich zwischen G+ und G- Pili ist in Tabelle 1.1

zusammengefasst.
Pili in Gram-negativen Bakterien Pili in Gram-positiven Bakterien
Spezies z.B. E. coli, Neisseria und Pseudomonas Corynebacterium und Streptokokken
Morphologie Lange starre Stibchen mit flexiblen Kurze diinne Stibchen
Spitzen
Pilineinheiten 4-5 2-3
Biogenese Pilineinheiten werden einzeln in den Pilineinheiten werden mittels einer
periplasmatischen Raum sekretiert, spezifischen Sortase kovalent
Chaperone verhindern ihre Faltung, bis sie miteinander und mit dem
die Aulenmembran erreichen Peptidoglykan verbunden
Genorganisation in einem Operon organisiert auf der Pathogenititsinsel kodiert
Funktion Adhision, Co-Aggregation, Adhision, Co-Aggregation,
Immunmodulation, Biofilmbildung und Immunmodulation und
DNA-Transfer (nur in Typ IV Pilus) Biofilmbildung

Tab. 1.1: Vergleich zwischen G+ und G- Pili.
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Die Mechanismen des Transfers durch die Zellwand sind fiir kein G+ Bakterium bekannt, nur

z.B. die Zellerkennung und das Ausldsen des Transfers bei Sex-Pheromonplasmiden:

1.6.2 Die konjugativen Sex-Pheromonplasmide in Enterococcus faecalis

Sex-Pheromone sind kleine extrazellulire Botenstoffe, die schon in sehr geringen
Konzentrationen als Signale zwischen Angehorigen einer Art dienen. Bei den so genannten
Sex-Pheromonen handelt es sich um kleine (7-8 AS lange) lineare Peptide, die von den
Rezipienten in die Umgebung freigesetzt werden. Wenn diese Signale auf Donorzellen
treffen, wird ein Plasmid-kodiertes Adhésin induziert und auf der Zelloberfldche gebildet, was
zur Donor-Rezipienten-Aggregation und somit zum hoch effizienten Transfer der
Pheromonplasmide fiihrt. Zu den Sex-Pheromonplasmiden gehdren die Plasmide pADI,
pCF10 und pPDI. Bei pCF10 wird das von dem Rezipienten produzierte Sex-Pheromon
cCF10 auf der Donoroberfliche von einem Plasmid-kodierten Lipoprotein PrgZ detektiert
(Ruhfel et al., 1993). AnschlieBend wird cCF10 durch die Chromosom-kodierte Oligopeptid
Permease (Opp) in das Donorzytoplasma importiert (Leonard et al., 1996). Dort bindet cCF10
an ein pCF10-kodiertes zytoplasmatisches Protein PrgX. In Abwesenheit des Sex-Pheromons
reprimiert PrgX die Transkription des pCF10-Promotors (Bae and Dunny, 2001; Bae et al.,
2004). Durch die Interaktion mit dem Sex-Pheromon (Shi et al., 2005) wird PrgX gehemmt,
als Folge wird die Expression des pCF10-Operons induziert. Expression des prgB Gens fiihrt
zur Bildung des Aggregationsproteins AsclO auf der Donoroberfliche, welches die
Aggregation mit den Rezipientenzellen vermittelt und somit zum hoch effektiven Transfer
von pCF10 fiihrt. Die Wirkung des Sex-Pheromons cCF10 auf das Protein PrgX kann in der
Donorzelle durch den Inhibitor iCF10 negativ reguliert werden (Kozlowicz et al., 2006). Nach
der Aufnahme des Plasmids, stoppen die Rezipientenzellen die Synthese des entsprechenden
Sex-Pheromons, aber sie konnen weiter spezifische Pheromone fiir andere Plasmidgruppen
produzieren (Clewell, 1993). Es ist noch unklar, wie die Sex-Pheromonplasmide in die
Rezipientenzelle transportiert werden, aber es gibt Hinweise, dass das iiber ein dem T4SS-
dhnliches System stattfinden konnte. Zur Aufklidrung der DNA-Prozessierung bei den Sex-
Pheromonplasmiden wurden noch nicht viele Studien durchgefiihrt. Auf mehreren
Pheromonplasmiden wurden oriTs gefunden, namlich auf pAD1, pAM373 und pCF10. pAD1
hat zwei Tansferurspriinge, oriTl und oriT2 und kodiert fiir eine Relaxase TraX, die
spezifisch in oriT2 spaltet. ORF53 von pADI1 ist wichtig fiir den Plasmid-Transfer und zeigt
strukturelle Ahnlichkeiten mit TraG (coupling protein) (Francia and Clewell, 2002). pCF10

kodiert fiir eine Relaxase PcfG und seine oriT-Sequenz wurde auch lokalisiert (Staddon et al.,
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2006). AuBerdem kann das konjugative Plasmid pCF10 andere Plasmide wie pRSO1 aus

Lactococcus lactis mobilisieren (Chen et al., 2007).

1.6.3 Pheromon-unabhiingige konjugative Plasmide

Enterokokken besitzen auch konjugative Plasmide, die von Sex-Pheromonen unabhingig
sind, wie das E. faecium Plasmid pMGI1. Untersuchungen zu diesem Plasmid zeigten keine
Ahnlichkeiten mit dem Sexpheromon-System (Ike et al., 1998). In Milchséurebakterien wie
Lactococcus lactis und Lactobacillus casei wurde ein aggregationsvermittelter Transfer von
Plasmiden beschrieben, die Laktosestoffwechselgene tragen. Die Aggregation in diesem
System ist von chromosomal-kodierten agg-Genen und von Plasmid-kodierten clu-Genen
abhingig. Beide Gengruppen kodieren fiir Oberflichenfaktoren. Wenn Agg- und Clu-
Faktoren vorhanden sind, aggregieren Rezipient- und Donorzellen miteinander und es findet
ein Plasmid-Transfer statt (Van der Lelie et al., 1991). Im Gegensatz zu Lactococcus lactis,
produzieren Bacillus thuringiensis Zellen keine Aggregation Induktionsfaktoren. In B.
thuringiensis wurden grofe Plasmide wie pXO16 identifiziert, die selbst-ilibertragbar sind
und kleine Plasmide (ohne oriT und mob-Gen) mobilisieren konnen. Die Mobilisierung
kleiner Plasmide zwischen den B. thuringiensis Stimmen ist immer von einer Aggregation
zwischen Aggregation positiven Donorzellen (Agr') und Aggregation negativen
Rezipientenzellen (Agr) begleitet. Die Ubertragung der kleinen Plasmide erfolgt immer in
einer Richtung von Agr" in Agr Zellen (Andrup et al., 1993; 1996). Weitere Beispiele fiir
Pheromon-unabhingige Transfersysteme in G+ Bakterien wurden in Grohmann et al. (2003)

diskutiert.

1.6.4 Konjugativer Transfer von Plasmiden mit breitem Wirtsbereich

Plasmide mit breitem Wirtsbereich konnen in einer Vielzahl G+ Bakterien, z.B. in
Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Lactococcus, Bacillus, Listeria etc.
vorkommen. Die meisten aus Enterococcus und Streptococcus bekannten konjugativen
Plasmide haben einen breiten Wirtsbereich, wéhrend diejenigen, die in Staphylococcus
entdeckt wurden, auf diesen Genus beschrinkt zu sein scheinen. Ein Vergleich der DNA
Sequenzen der fra-Regionen aus verschiedenen G+ Plasmiden, u.a. pGO1 und pSK41 aus
Staphylococcus, pIP501 aus Streptococcus, pMRCO1 aus Lactococcus und pRE25 aus

Enterococcus zeigte interessante Ahnlichkeiten (Abb. 1.9).
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Abb. 1.9: Vergleich der tra-Regionen der Plasmide pIP501, pRE25, pGO1, pSK41 und pMRCO01 (aus
Grohmann et al., 2003).

Die ersten sieben Gene der verglichenen tra-Regionen sind konserviert, mit Ausnahme von
pMRCO1, wo zwei zusitzliche Gene unbekannter Funktion vorhanden sind. Auferdem sind
traG- und traK-Homologe, die fiir die lytische Transglykosylase bzw. das ,,coupling protein‘
kodieren, in allen Plasmiden au8er pMRCO1 vorhanden. Das letzte Plasmid hat nur ein trak-
Homolog (coupling protein). VirB4-Homologe (TraE) sind in allen fiinf Plasmiden vorhanden

(Grohmann et al., 2003).

1.7 Enterococcus faecalis als Modell zur Untersuchung der
Konjugation in G+ Bakterien

Aus mehreren Griinden wurde fiir diese Arbeit das G+ Bakterium Enterococcus faecalis
gewdhlt, um den Mechanismus des konjugativen DNA-Transfers des Plasmids pIP501 zu
untersuchen gewihlt: 1) Es ist ein natiirlicher Bewohner des Mund-, Darm- und
Vaginaraumes beim Menschen. 2) E. faecalis ist ein Teil der Mikroflora verschiedener
fermentierter Lebensmittelprodukte. 3) E. faecalis ist ein opportunistisch pathogenes
Bakterium, das schwere Infektionen bei Patienten besonders in Krankenhidusern ausldsen
kann. Mogliche Krankheiten, die durch eine Infektion mit E. faecalis ausgelost werden
konnen, sind Sepsis, Endokarditis, Meningitis, Harnwegsinfektionen, Peritonitis,
Weichteilinfektionen, Wundinfektionen und katheterassoziierte Infektionen (Huycke et al.,
1998). Die Resistenzen des Bakteriums gegen viele Antibiotika machen seine Infektionen

sehr schwer heilbar. 4) Neben den Antibiotikaresistenzgenen verfiigt E. faecalis iiber
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Dutzende von Virulenzfaktoren (Kayaoglu and Orstavik, 2004). Einige Virulenzfaktoren
konnten bereits identifiziert werden (Eaton and Gasson, 2001), doch viele putative
Virulenzfaktoren wurden bisher nicht funktionell charakterisiert. In nur vier Jahren (1989-
1993) stieg die Anzahl der Enterokokken Infektionen in den USA von 0,3% auf 7,9% an, das
zeigt die Dringlichkeit der Aufkldrung der Pathogenitit von Enterokokken und des

horizontalen Gentransfers zwischen den verschiedenen Stammen.

1.7.1 Der Stamm E. faecalis V583 und seine Virulenzproteine

Paulsen et al. sequenzierten das klinische Isolat Enterococcus faecalis V583, dem die erste
gegen Vancomycin resistente nosokomiale Enterokokken Infektion in den USA
zugeschrieben wird (Paulsen er al., 2003). Die Genomsequenz steht in der Datenbank des
Institute for Genomic Research (TIGR) zur Verfiigung. Bei der Analyse des Genoms von E.
faecalis V583 fanden sich unter zahlreichen mobilen DNA-Elementen auch
Pathogenititsinseln. So bezeichnet werden Ansammlungen von dicht beieinander liegenden
Virulenzgenen, die entweder in Gruppen auf dem Bakterienchromosom oder auf
extrachromosomalen Virulenzplasmiden liegen (Lee, 1996). Daneben entdeckte man auf
anderen mobilen DNA-Abschnitten z.B. ein Transposon mit Resistenzgenen fiir Vancomycin.
Die Bedeutung der mobilen DNA kann besser eingeschitzt werden, wenn man beachtet, dass
sie im Enterococcus faecalis V583 Genom rund ein Viertel des Gesamtgenoms ausmacht.

In E. faecalis V583 konnten ca. 130 Gene identifiziert werden, die moglicherweise fiir
Virulenzproteine kodieren. Man nahm an, dass diese Proteine als Oberflichenproteine
exprimiert werden und dass sie bei der Infektion mit bestimmten Wirtsproteinen (z.B. aus
Darm und Leber) interagieren konnen und somit eine wichtige Rolle bei der Pathogenitit des
Bakteriums spielen konnen (Paulsen et al., 2003). Wissenschaftliche Studien zeigten deutlich,
dass die Oberflichenproteine und sekretierten Proteine immunologische Reaktionen im
menschlichen Korper auslosen konnen (Xu et al., 1997).

In dieser Arbeit haben wir sechs Virulenzproteine ausgewihlt, um ihre moglichen

Interaktionen mit humanen Proteinen zu untersuchen (Tab. 1.2)

Virulenzprotein Beschreibung Accession Number auf E.

faecalis V583 Genom

Cbp choline binding protein EF2662
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CylB cytolysin B transport protein EF0528

Fbp fibronectin/fibrinogen-binding EF1249
protein

Hemolysin hymolysin EF0700

Orfdell putative ABC transporter permease AAC35925

ScrB-2 sucrose-6-phosphate hydrolase EFA0069

Tab. 1.2: Ausgewihlte Vir-Proteine des E. faecalis V583 Stammes.

1.8 pIP501 als Modellplasmid zur Untersuchung der Konjugation
in Gram-positiven Bakterien

Wihrend die Konjugation in G— Bakterien in den letzten 20 Jahren sehr intensiv von vielen
Arbeitsgruppen untersucht worden ist, hat man erst vor wenigen Jahren damit begonnen, die
Mechanismen des konjugativen Transfers bei G+ Bakterien zu erforschen (Ubersichtsartikel
Grohmann et al., 2003; Grohmann, 2006). Das Interesse an der Konjugation in G+ Bakterien
nahm in den letzten Jahren wegen ihrer vermutlichen Rolle in der Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen in diesen Mikroorganismen stark zu.

In dieser Arbeit wurde das Plasmid pIP501 als Modell zur Aufklirung des
Konjugationsmechnismus in G+ Bakterien verwendet. pIP501 ist ein Plasmid mit breitem
Wirtsbereich. Urspriinglich wurde pIP501 aus Streptococcus agalactiae isoliert, aber es kann
in einer Vielzahl von G+ Bakterien, wie z.B. in Enterococcus faecalis, Streptococcus
pneumoniae und Bacillus subtilis vorkommen. pIP501 konnte sogar in das G— Bakterium E.
coli mit Hilfe von konjugativem Transfer iibertragen werden (Kurenbach et al., 2003). pIP501
ist ein Multiresistenztrager, auf dem Plasmid befinden sich Resistenzgene gegen
Chloramphenicol (cat) und gegen Makrolid-Linkosamid-Streptogramin B-Antibiotika (ermB).
pIP501 konnte bereits vollstindig sequenziert werden (Abb. 1.10). Die ersten Untersuchungen
zum konjugativen Transfer von pIP501 wurden 1989 von Krah und Marcina durchgefiihrt
(Krah und Marcina, 1989). Sie entdeckten eine fiir die Konjugation essentielle Region, die
spater als Transfer-Region (¢ra) bezeichnet wurde. Diese tra-Region besteht aus 15 offenen
Leserahmen (open reading frame, orf) Abgekiirzt orf. Die ersten sechs orfs wurden 1995
identifiziert und sequenziert (Wang und Macrina, 1995; GenBank Acc. No. L39769). Die
restlichen orfs (orf7-orfl5) wurden spiter sequenziert (Kurenbach et al., 2003; Thompson and
Collins, 2003; orf7-orfl5: GenBank Acc. No. AJ505823). Weitere Untersuchungen haben
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gezeigt, dass es sich bei den tra-Genen orfl-orfl5 um eine transkriptionelle Einheit (Operon)

handelt (Kurenbach et al., 2006).

put. replication initiation factor

orf22
et \ _ ermB leader
orf19 /‘/ i
orf24
put. resolvase s
oriR (. \ orf26
\\( 0 orf27
repR
- \
>~ 5000 orf28
COp R / 25000
pIP501 \ e
orf15
orf14 30599 bps | ;r;f)»(/
\oriT

Abb. 1.10: Schematische Darstellung von pIP501 (aus Kurenbach, 2004).

Die Antibiotikaresistenzgene sind rot, Replikationsgene, copy number-Kontrollgene und Gene mit Resolvase-
Aktivitdt griin dargestellt. orfs mit unbekannter Funktion sind gelb gezeichnet. Die Gene der tra-Region sind
blau dargestellt. orfX und orfY kodieren moglicherweise fiir Transferkomponenten und sind braun unterlegt. oriT
ist rosa markiert.

pIP501 wurde aus verschiedenen Griinden fiir diese Arbeit gewihlt: Es ist ein ziemlich
kleines konjugatives Plasmid (ca. 30,6 kb) und seine komplette DNA Sequenz ist bekannt.
Seine Multiresistenzgene stellen ein interessantes Merkmal zur Untersuchung des
Antibiotikaproblems dar. pIP501 ist ein konjugatives Plasmid, das andere Plasmide wie
pMV 158 mobilisieren kann. Seine Replikation- und ,,copy number*-Kontrollsysteme sind gut
untersucht (z.B. Brantl and Wagner, 1997). Drei der von pIP501 kodierten Tra-Proteine
zeigen Homologien zu T4SS-Komponenten. ORF5 ist homolog zu VirB4, ORF7 ist homolog
zu VirB1 und ORF10 weist Ahnlichkeiten mit dem Kopplungsprotein VirD4 auf (Kurenbach
et al, 2003; Grohmann et al., 2003; Grohmann, 2006). Aulerdem konnte fiir ORF1 bereits
Relaxaseaktivitit nachgewiesen werden (Kurenbach et al., 2002). Die Relaxaseaktivitit ist in
dem N-terminalen Ende von ORFI lokalisiert, das vollstandige ORF1 Protein und seine N-
terminale Domidne ORF1N,46 konnten die superhelikale pIP501-DNA in vitro spalten. Small-
angle X-ray scattering (SAXS) und Glutaraldehyd cross-linking Studien zeigten, dass ORF1
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und ORF1Ny46 Dimere in Losung bilden (Kope¢ et al., 2005). Weitere Studien wiesen nach,
dass die Transkription der pIP501 fra-Region durch ORF1 negativ reguliert wird (Kurenbach
et al., 20006).
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1.9 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die folgenden Schwerpunkte bearbeitet werden:

I.

IL.

Der Mechanismus des konjugativen Gentransfers in G+ Bakterien soll am Beispiel des
Plasmids pIP501 aus Streptococcus agalactiae untersucht werden. Um dieses Ziel zu

erreichen, sind die folgenden Experimente geplant:

Die 15 tra-Gene des konjugativen Plasmids pIP501, die vermutlich das Gentransfersystem
kodieren, sollen mit PCR amplifiziert und in die Y-2H Plasmide pBTMI117¢ und
pGAD426 kloniert werden. AnschlieBend sollen die rekombinanten Plasmide
(pBTM117c-orfX/pGAD426-0rfY) in die Hefezellen des Stammes S. cerevisiae L40ccU
transformiert werden. Ein in vivo screening fiir alle moglichen Protein-Protein

Interaktionen soll durchgefiihrt werden.

Die Stirke der mit dem qualitativen Yeast Two-Hybrid System festgestellten Interaktionen

soll mit einem quantitativem Y-2H Test gemessen werden.

Um die in vivo nachgewiesenen Protein-Protein Wechselwirkungen in vitro zu
verifizieren, werden die Gene, die fiir die interagierenden Tra-Proteine kodieren, in die
Expressionsplasmide pQTEV, pGEX-6P-2 oder pMAL-c2x kloniert und die

entsprechenden His-, GST- bzw. MBP-Fusionsproteine exprimiert und solubilisiert.

In vitro Protein-Protein Bindungsstudien zwischen den solubilisierten Fusionsproteinen
sollen mit pull-down Assays durchgefiihrt werden. Die entstechenden Proteinkomplexe
werden mittels Affinitdtschromatografie isoliert und mit spezifischen Antikdrpern

detektiert.

Anhand der in vivo und in vitro Ergebnisse und der Computervorhersagen fiir die
Lokalisierung der Tra-Proteine soll eine Protein-Protein Interaktionskarte fiir die pIP501

Transferproteine erstellt werden.

Einzelne Tra-Proteine des Plasmids pIP501, die Homologien zu T4SS-Komponenten
zeigten, wie ORF5 und ORFI10, sollen auf ihre Funktion mit biochemischen Tests
untersucht werden.

Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen ausgewihlten Proteinen des pathogenen
Bakteriums E. faecalis V583, z.B. von Cbp, CylB, Fbp, Hemolysin, Orfde11 und ScrB-2
sollen mit humanen Proteinen aus Intestinalzellen mittels eines automatisierten Yeast-

Two-Hybrid Systems untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Aceton
Acrylamid/Bisacrylamid
Agar Agar

Agarose

Ampicillin

APS (Ammoniumpersulfat)
Bicin

BugBuster® HT (Lysepuffer)
B-Mercaptoethanol

BSA (bovine serum albumin)
Bromphenolblau
Chloramphenicol

Coomassie brilliant blue
DMF

DMSO

CPRG
Dikaliumhydrogenphosphat (K,;HPO,)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
dNTPs

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamin-Tetraessigsidure (EDTA)
Galaktose

Glukose

Glutaraldehyd

Glyzin

Glyzerin

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES

Herring Testes Carrier DNA
Histidin

Imidazol

Roth
Roth
Roth
Roth
Merck
BioRad
Sigma
Novagen
Merck
Promega
Merck
Sigma
Serva
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Biomol
Roche Diagnostics
Roth
Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
Roth
Roth
Roth
Roth
Serva
Serva
Beckton Dickinson
Sigma
Qiagen
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IPTG (Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid)
Kaliumchlorid

L-Aspartat

Lithiumacetat

Low melting Agarose

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Maltose

Methanol

Minisart Sterilfilter

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

PEG 4000

Ponceau S

Raffinose

Sorbitol

TEMED (N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin)
TNP-ATP (2°(oder-3")-o-Trinitrophenyl-ATP)
Tris-(Hydroxymethyl-)aminomethan

Triton X-100

Trypton

Tween 20

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid)
Yeast nitrogen base without amino acids

2.1.2 Kits und Hilfsmittel

Accutran® replica plater

Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Device
Amylose Magnetic Beads

Bulk GST Purification Module
Computerprogramm EasyWin 32
Dialyseschlauch 1-8/32"

ECL-Western blotting substrate
Elektroporation Cuvettes PLUS ™
Filme fiir Videodokumentationssystem
GeneElute™ Plasmid Miniprep Kit
HiTrap Heparin column

Ni**-NTA Spin Columns

Merck
Roth
Merck
Roth
AppliChem
Merck
Roth
Sigma
Roth
Sartorius
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
Merck
Sigma
Merck
Roth
Molecular Probes
Roth
BioRad
Serva
Sigma
Sigma
Difco

Schleicher & Schuell
Millipore

New England Biolabs
Amersham

Herolab

Medical International LTD
Pierce

BioRad

Mitsubishi

Sigma

Amersham Biosciences
Qiagen
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Nitrocellulosemembran (0,45 uM) BioRad
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System Promega
2.1.3 Enzyme
Gentherm™ DNA Polymerase [5 U/pL] Rapidozym
Genscript Tag DNA Polymerase [5 U/uL] GenScript Corporation
Lysozym Merck
T4-DNA-Ligase [1 U/uL] Roche Diagnostics

Die Restriktionsendonukleasen [10 - 12 U/uL] wurden von der Firma Promega bezogen.

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Ursprungsorganismus

EcoRI 5-GAATTC-3" Escherichia coli RY 13
3-CTTAAG-5"

Notl 5°-GCGGCCGC-3” Nocardia otitidis caviarum
3’-CGCCGGCG-57

Sall 5-GTCGAC-3° Streptomyces albus G
3-CAGCTG-5"

2.1.4 Antikorper und Standards

1 kb DNA ladder New England Biolabs
1 kbp Plus DNA ladder Invitrogen

100 bp DNA ladder Promega

Anti-GST HRP Konjugat Roche Diagnostics
Anti-MBP HRP Konjugat New England Biolabs
Anti-Penta-His HRP Konjugat Qiagen

Low range molecular weight Standard fiir Proteingele BioRad

Seeblue® plus2 prestained Proteinstandard Invitrogen

GroBenangaben und Abbildungen der DNA- und Protein-Standards sind im Anhang C
beigefiigt.
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2.1.5 Geriite
Centrifuge 5714 Eppendorf
Fluoreszenzphotometer RF-5001 PC Shimadzu
DU 64 Spektralphotometer Beckman
Electrophoresis Power Supply BIOTEC-FISCHER
Geltrockner 443 Slab dryer BioRad
Genpulser® II BioRad
Hybridisierungsofen OV 3 Biometra
Inkubator 30°C Memmert
Inkubator 37°C Heraeus
Membran-Vakuumpumpe Vacuubrand
Microfuge® Centrifuge Beckman
Mini Protean®3 BioRad
Mini Protean® II BioRad
pH Meter HI 931400 HANNA instruments
RC-5B Refrigerated Centrifuge SORVALL
Kiivetten-Test® Photometer Dr. Lange
Speed Vac Concentrator SAVANT
Sterilbank Herasafe (HS12) SORVALL
Sub™ DNA Cell BioRad
Tg1 Thermoblock Biometra
Thermocycler Primus 96 Plus MWG Biotech
Thermocycler Primus MWG Biotech
Thermomixer 5436 Eppendorf
Ultraschallbad Transsonic 820/H Elma®
UV-Bildschirm TI 1 Biometra
UV-Kamera Herolab
Video Dokumentationssystem ICU-1/SU-1 Herolab
Voltage Power Pack PP 4000 Biometra
Vortexgeridt Reax 2000 Heidolph
Wasserbad Ecoline RE 106 LAUDA

2.1.6 Mikroorganismen
Spezies und Stamm Genotyp, Beschreibung Quelle/Referenz
Escherichia coli
XL 10 A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) Stratagene

173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
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relAl lac Hte [F” proAB lacl’ZAM15
TnlO0(Tet®) Amy Cam®]

BL21-CodonPlus-RIL  F ompT hsdS(rs mg ) dem™ Tet® gal Stratagene
endA Hte [argU ileY leuW Cam®]

JIM 109 recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 Promega
relAl A(lac-proAB)/F” [traD36 proAB™ lacl’
lacZAM15]

XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, Stratagene
supE44, relAl, lac [F-proAB lacl’ZAM15
Tnl0 (Tet®)]

Enterococcus faecalis

JH 2-2 Rif®, Fus® Jacob and Hobbs

(1974)

V583 vanB, KanR, SmR, [B—Laktam—ABR P. Courvalin,

Plasmide: pTEF1, pTEF2 und pTEF3 Institut Pasteur,

Paris, Frankreich

Saccharomyces
cerevisiae

L40ccU Derivat von L40c (Wanker et al., 1997) E. Wanker,
Uracil Prototrophie MDC, Berlin

Tab. 2.1: Verwendete Bakterien und Hefe Stimme.

2.1.7 Plasmide
Plasmid Replikon GroBBe Beschreibung, Selektionsmarker Quelle/Referenz
[kb]

pIP501 pIP501 30,6  tra®, Cam®, MLS® Evans
und Macrina
(1983)

pBTM117¢c ColE1/2pu 9,3 Papni, LexA, TRP1, AmpR, E. Wanker,

CAN1 MDC, Berlin

pGAD426  ColE1/2pn 7,8 Papnui, GAL4, LEU2, CYH2R, E. Wanker,
Amp"® MDC, Berlin
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pQTEV pMBI1/ColE1 4,8

pGEX-6P-2 pBR322 4,9

pMAL-c2x pMBI/MI3 6,7

Pu. lacl!, his7, AmpR

P, lacl?, gst, AmpR

P, lacl?, malE, AmpR

Scheich et al.
(2004)

Amersham
BioSciences

New England
Biolabs

Tab. 2.2: Verwendete Plasmide.

2.1.8 Nihrmedien

Die verwendeten Medien wurden 20 Minuten bei 121°C autoklaviert. Fiir die Herstellung von

Agarplatten wurden dem Medium 1,5% Agar zugesetzt. Die Zugabe der entsprechenden

Selektionsmarker, Ampicillin [100 pg/mL], Chloramphenicol [S0 pg/mL] oder Tetracyclin

[SO pug/mL] erfolgte nach Abkiihlung der autoklavierten Medien auf 50°C unter sterilen

Bedingungen.

Luria -Bertani (LB) Medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

SOB-Medium
Trypton

Hefeextrakt
NaCl

10 g/LL
5¢g/L
5¢g/l

20 g/
5¢g/L
0,5 g/LL

Vor der Verwendung wurden pro Liter SOB-Medium 10 mL steriles 2 M MgCl, und 10 mL

steriles 1 M MgSO4 hinzugefiigt.

NZY-Medium

Caseinhydrolysat
Hefeextrakt

NaCl

pH 7,5 mit HCI eingestellt

10 g/L
5¢g/l
5S¢/l
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NZY*-Medium

NZY — Medium 1L

1 M MgCl, 12,5 mL
1 M MgSO;4 12,5 mL
2 M Glukose 10,0 mL

2 x YT-Medium

Trypton 18 g/L
Hefeextrakt 8 g/
NaCl 5¢g/l

Fliissiges YPD-Medium

Pepton 20 g/L
Hefeextrakt 10 g/LL
Aqua bidest. 950 mL

pH 5,8 mit HCI eingestellt
Vor Verwendung wurden pro Liter YPD-Medium 50 ml 40% sterile Glukose zugegeben.

SD-Medium (Synthetic Drop out)
Yeast nitrogen base without 6,7 g/L

amino acids

Agar-Agar 20 g/L

Aqua bidest. 850 mL

pH 5,8 mit NaOH eingestellt

Nach Abkiihlung des Mediums auf 55°C, wurden 50 ml 40% sterile Glukose und 100 ml
sterilfiltrierte 10 x Drop out (DO) Losung zugegeben und in Petrischalen gegossen. Bei SD-
Leu-Tryp-His/Gal/Raff Medium wurde die Glukose durch 2% Galaktose und 1% Raffinose

ersetzt.
10 X Drop out (DO) Losung
L-Isoleucin 0,3 g/L
L-Valin 1,5 g/
L-Adenin Hemisulfat Salz 0,2 g/LL
L-Arginin HCI1 0,2 g/LL

L-Histidin HCl Monohydrat 0,2 g/LL
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L-Leucin 1,0 g/lL
L-Lysin HCI 0,3 g/L
L-Methionin 0,2 g/LL
L-Phenylalanin 0,5 g/LL
L-Threonin 2,0 g/l
L-Tryptophan 0,2 g/L
L-Tyrosin 0,3 g/L
L-Uracil 0,2 g/L

2.1.9 Synthetische Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech, Sigma und

Operon bezogen.

Nr. Name Sequenz (5°-3°) Position

L. Fiir die Klonierung in pPBTM117¢, pGAD426, pQTEYV und pGEX-6P-2
a) Fiir die pIP501 tra-Gene

1 orfl-Sall-fw CTCGGGTCGACAAGAGAGGTGATACAATTGG 1378-1397°
2 orf1-Notl-rev CGCTCGCGGCCGCTTTATACACCTCTTGTTT 3385-3402°
3 orf2-Sall-fw GGCGTCGACAGAGGTGTATAAAATGA 3390-3406°
4 orf2-Notl-rev CCTGCGGCCGCCTTCTCTATTAAGCAA 3728-3743°
5. orf3-Sall-fw GCGGTCGACGAGAAGGGAGTTAGTTATG 3738-3756°
6 orf3-Notl-rev TGGCGCGGCCGCACAATTAAATCACCAC 4142-4157*
7 orf4-Sall-fw GCGGTCGACAAGCGATACGATGAAAGA 4201-4218*
8 orf4-Notl-rev CTTGCGGCCGCTCCTAACTATTCAAAAC 4769-4785°
9 orf5-Sall-fw GCCTCGTCGACAATAGTTAGGAGCGTTAAA 4775-4793*
10. orf5-Notl-rev TGCTCGCGGCCGCTCTCCCTTCTATTGAATTT 6745-6763°
11.  orf6-Sall-fw GGCGTCGACATTCAATAGAAGGGAGAAA 6747-6765°
12.  orf6-Notl-rev TTCGCGGCCGCAATCACCAACCTTCCTA 8119-8135*
13.  orf7-Sall-fw CCGTCGACATTTCATATCA 33-43°

14.  orf7-Notl-rev CTCGCGGCCGCAACTCCATTTCTT 1160-1172°
15. orf8-Sall-fw GCGGTCGACGGAAGAAATGGAGTTTGA 1158-1175
16. orf8-Notl-rev GGCGCGGCCGCTTCTACTCCTCTCCTA 1703-1718"
17.  orf9-Sall-fw GGCGGTCGACAAGCATGGCGAAGAAGA 1717-1733°
18. orf9-Notl-rev GCTTGCGGCCGCCTAATAAACTAGTCA 2146-2160
19.  orfl10-Sall-fw GGCCTGTCGACGGGAAAAATGACTAGTTTATTAGC 2138-2161°
20. orf10-Notl-rev TGCTTGCGGCCGCCATTTGATTTCCTCCGATCT 3801-3820"
21. orfl1-Sall-fw GGCGTCGACCGGAGGAAATCAAATGAA 3805-3822"
22. orfl1-Notl-rev GCTTGCGGCCGCTAAATCCATTAGTAAA 4734-4749°
23.  orf12-Sall-fw GCTTGTCGACGAGGTGTTTACTAATGG 4728-4744°

24. orfl12-Notl-rev GCTTGCGGCCGCCTCTCTTATTTTCTGA 5663-5678"
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25.
26.
27.
28.
29.
30.

orf13-Sall-fw
orf13-Notl-rev
orf14-Sall-fw
orf14-Notl-rev
orf15-Sall-fw
orf15-Notl-rev

GGCCGTCGACATTGTCTTATTATTTTG
CCGGCGGCCGCTTTAGCGTATTTCAGTT
GCGGTCGACGAGTGCTGAAACAATGGGA
GGCGCGGCCGCAATATGCTTTATCTGA
GGCGTCGACAGGAGAGAAGAAAATGAAA
GCTGCGGCCGCCTTAATTAGATTCTCTT

b) Fiir die Klonierung der vir-Gene des E. faecalis V583 Stammes in pBTM117¢

31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

cbp-Sall-fw
cbp-Notl-rev
cylB-Sall-fw
cylB-Notl-rev
fbp-Sall-fw
fbp-Notl-rev

hemolysin-Sall-fw

hemolysin-Notl-rev

orfdel1-Sall-fw

orfdel1-Notl-rev

scrB-2-Sall-fw
scrB-2-Notl-rev

GGCGTCGACCACTTAAACTGATAGAGAGGAAT
CGCGGCCGCAATTAATTATTAACTAGTTTCC
GCCGTCGACTATAAGAGGTGTAATTATGAA
GGCGCGGCCGCTTACACAATTATACGGACT
GCGGTCGACAAACGAGGGATTTATTATG
CTGGCGGCCGCGTTTAATACAATTAGGAAGCAGA
GCGGTCGACTAAGGAGAGAGAGAACATTAT
CTGGCGGCCGCACTGATGTCACAGGTTATTT
GCGGTCGACCGGAAGGAATAAGTATATGTT
CTGGCGGCCGCTTCTCTCCTTATAGTACATCTG
GCGGTCGACGGAGTAAAATATGGAATTATCT
CTGGCGGCCGCTATTAATATTCCAATTCAAAGTA

II. Fiir die Klonierung in pMAL-c2x

43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.

50.
51.

orf4-EcoRI-fw
orf4-Sall-rev
orf5-EcoRI-fw
orf5-Sall-rev
orf7-EcoRI-fw
orf7-Sall-rev

orf7ATMH-EcoRI-

fw
orf10-EcoRI-fw
orf10-Sall-rev

GCCGAATTCAGCGATACGAGGAAAGA
GCCGTCGACCTCCTAACTATTCAAAAC
GCGGAATTCGTTAAA ACG GAG AAG ATA
GGCGTCGACTCCCTTCTATTGAAT TT
TCCGAATTCTTTCATATCATGGGA
CTCGTCGACAACTCCATTTCTTCCT
TCCGAATTCCTAGCAACAGAA

GCGGAATTCATGACTAGTTTA
GCGGTCGACTTAAAATGGTAA

II1. Fiir Sequenzierungen verwendete Primer

52.
53.
54.
55.
56.

pBTM-seq-fw
pBTM-seq-rev
pGAD-seq-fw
pGAD-seq-rev
pQTEV-seq-fw

GTCGTTGACCTTCGTCAGCAG
AGCAACCTGACCTACAGG
TACCACTACAATGGATGATGT
GCACAGTTGAACTGAACTTGC
CCCGAAAAGTGCCACCTG

5689-5705"
6653-6669"
6674-6692"
7048-7063"
7102-7120°
7951-7968"

138817-138829°
137672-137693°
161715-161735°
162532-162551°

1219437-1219455¢
1217716-1217738°

653593-653613¢
654991-655011°¢
11502-11522°
12299-12320°
55912-55933¢
57341-57363¢

4202-4218
4769-4786
4788-4805°
6745-6760°
34-48°
1157-1172°
178-189"

2145-2156"
3789-3800°

956-976"
1201-1218¢
758-778°
899-919°
4712-4729"
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57. pQTEV-seq-rev GTTCTGAGGTCATTACTGG 277-295"

58. pGEX-seq-fw GGTCTGGCAAGCCACGTTTG 869-888¢

59. pGEX-seq-rev CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 1035-1057¢8
60. pMAL-seq-fw ACGCGCAGACTAATTCGAGC 2618-2637"
61. pMAL-seq-rev AAGGCGATTAAGTTGGGTAACG 2778-2799"
62. orfl1-550-seq-fw TGTTTCTGAAATTCGTAAAG 1960-1979°
63. orfl-1125-seq-fw ~ AAGTTAGAGCAATGGTTAAT 2541-2560°
64. orf5-center-seq-fw  GCTGTTGAGGTATGCTAAAT 5236-5282°
65. orf5-center-seq-rev. CACGTTGTATCGCAAGTGGA 6241-6260°
66. orfl0-center-seq-fw ATCCACGCTATAACGAAGAAG 2650-2670
67. orfl0-center-seq-rev GCTTTCTGACTTACTTCCGCT 3318-3338°

Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide.

Ausgetauschte Nukleotide oder eingefiigte Schnittstellen am 5”-Ende sind fett gedruckt. *: Accession Number
L39769, ®. Accession Number AJ505823, ©: Enterococcus faecalis V583 complete genome, Accession Number
AE016830 oder NC 004668, 4 pPBTM117c-Sequenz (siche Anhang A), ©: pPGAD426-Sequenz (siche Anhang B),
f. Accession Number AY243506, & Accession Number U78873, h. Accession Number AX377531.

2.1.10 PCR-Programme

P1 94°C 2 min

94°C 1 min
50°C 1,5 min }15 X

72°C 2 min

94°C 1 min
55°C 1,5 min }10 X

72°C 2 min

94°C 1 min

55°C 1,5 min

72°C 7 min

P2 94°C 1,5 min
55°C 1,5 min }30 X

72°C 1,5 min

72°C 7 min

P3 94°C 1,5 min
54,5°C 2 min }30 X

72°C 2 min

72°C 10 min
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P4 94°C 1,5 min
62°C 2 min } 30 x
72°C 2 min
72°C 10 min
P5 95°C 3 min
95°C 0,5 min
54°C 0,5 min }15 X
72°C 1 min
95°C 0,5 min
57°C 0,5 min }20 X
72°C 1 min
72°C 5 min
Po6 94°C 1,5 min
58°C 2 min }30 X
72°C 2 min
72°C 10 min
P7 94°C 1,5 min
62°C 2,5 min }30 X
72°C 2,5 min
72°C 10 min
Fun.cyc 95°C 2 min
94°C 0,5 min
52°C 1,5 min }35 X
72°C 1,75 min
72°C 10 min
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2.1.11 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden in bidest. Wasser angesetzt und wenn erforderlich

sterilisiert.

2.1.11.1 Allgemeine Losungen

TE 10/0,1 Puffer
10 mM  TRIS/CI pH 8,0
0,1mM EDTA pH 8,0

50 x TAE Puffer
2M TRIS/CI
50 mM EDTA pH 8,0
1 M Essigsdure
Als Gelpuffer fiir die Agarosegelelektrophorese wurde 1 x TAE und fiir den Laufpuffer '/, x

TAE eingesetzt.
6 x Loading Dye
0,25% (w/v)  Bromphenolblau
30% (v/v) Glyzerin
Lysozymlosung

0,1 g Lysozym
10mL  TE 10/0,1

Lysepuffer (zur Vorbereitung des pIP501-Lysates)
50mM  NaOH

0,25% (v/v)  SDS

TELT-Puffer
50mM  TRIS/ClpH 7,5
25mM  EDTA pH 8,0
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25M
0,4% (v/v)

LiCl
Triton X-100

2.1.11.2 Puffer und Losungen fiir das Yeast Two-Hybrid System

10 x TE Puffer

0,1M
10 mM

Mix 1
0,5 mL
5,0 mL
1,0 mL
3,5mL
Mix 2
1,5 mL
1,5 mL

10 mL

Z-Puffer
16,1 g/L
5,5 g/L
0,75 g/L
0,246 g/L

X-Gal Losung

TRIS/CI
EDTA
pH 7.5

10 x TE Puffer (pH 7,5)
2 M Sorbitol
1 M Lithium Acetat

Aqua bidest.

10 x TE Puffer (pH 7,5)
1 M Lithium Acetat

50% PEG 4000

Na,HPO, x 7x H,0
NaH,PO, x 7x H,0
KCl

MgSO, X 7x H,0
pH 7,0

50 mg/mL X-Gal in N, N-Dimethylformamid (DMF)
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Z-Puffer/X-Gal Mischung
100 mL

0,275% (v/v)
0,67% (v/v)

Z-Puffer
B-Mercaptoethanol

X-Gal Losung

Die Mischung wird erst kurz vor Gebrauch hergestellt.

Puffer 1
2,38%
0,9%
0,065%
1%
0,05% (v/v)
Puffer 2

HEPES
NaCl
L-Aspartat
BSA
Tween 20

2,23 mM CPRG in Puffer 1

2.1.11.3 Puffer und Losungen fiir Proteinanalysen

Cracking Puffer
50 mM
2 mM
143 mM
2% (vIV)
10% (v/v)
0,1% (w/v)

5 x SDS Laufpuffer
125 mM

1,25M
0,5% (v/v)

TRIS/CI pH 6,8
EDTA pH 8,0
B-Mercaptoethanol
SDS

Glyzerin

Bromphenolblau

TRIS/C1
Glyzin
SDS
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Coomassie Farbelosung
7,5% (v/v)
50% (v/v)
0,25% (w/v)

Entfarbelosung fiir SDS-PAGE
100 mL.
300 mL
600 mL

Eisessig
Methanol

Coomassie brilliant blue

Eisessig
Methanol

Aqua dest.

2.1.11.4 Puffer fiir die Solubilisierung von Fusionsproteinen unter nativen Bedingungen

Puffer 1
10 mM

100 mM
1 mM

Puffer 5
100 mM
50 mM
1% (v/v)

TRIS/C1 pH 8,5
NaCl
EDTA

K>;HPO4/KH,;PO4
(NH4)2S04
Triton X-100

pH 7,0

2.1.11.5 Puffer fiir die Reinigung der His-Tag-Fusionsproteine iiber Ni**-NTA spin

columns unter nativen Bedingungen

Lysepuffer
50 mM
300 mM
10 mM

NaH,PO,
NaCl
Imidazol

pH 8,0
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Waschpuffer
50 mM

300 mM
20 mM

Elutionspuffer
50 mM
300 mM
250 mM

NaH,PO,
NaCl
Imidazol

pH 8,0

NaH,PO,
NaCl
Imidazol

pH 8,0

2.1.11.6 Puffer fiir die Reinigung der MBP-Fusionsproteine mittels Amylose magnetic

beads
MBP Bindepuffer
200 mM
20 mM
1 mM
1 mM
MBP Elutionspuffer

10 mM Maltose in MBP Bindepuffer

NaCl

TRIS/CI pH 7,4
EDTA

DTT

2.1.11.7 Puffer fiir die Reinigung der GST-Fusionsproteine unter nativen Bedingungen

10 x PBS
14M
27 mM
101 mM
18 mM

NaCl
KCl
Na,HPO4
KH,PO4
pH 7,3



MATERIAL & METHODEN

42

GST Elutionspuffer
50 mM

10 mM

TRIS/CI pH 8,0

Glutathion

2.1.11.8 Puffer und Losungen fiir immunologische Reaktionen

10 x Blot Puffer Stammlosung
140 g/LL
30 g/L

1 x Blot Puffer
100 mL

200 mL
1 mL
ad1L

10 x Ponceau Firbelosung
2% (WIV)
30% (w/v)
30% (w/v)
ad 100%

TBS (TRIS buffered Saline)
10 mM

150 mM

TBS/Tween/Triton Puffer
20 mM

500 mM
0,05% (v/v)

Glyzin
TRIS/Cl1

10 x Blot Puffer
Methanol
10% SDS

Aqua dest.

Ponceau S
Trichloressigsdure
Sulfosalicylsédure

Aqua dest.

TRIS/Cl pH 7,5

NaCl

TRIS/C1 pH 7,5
NaCl
Tween 20
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0,2% (v/v)  Triton X-100

Blocking Puffer
3% (w/v) BSA
0,1% (v/v)  Tween 20
in TBS Puffer

Antikorper Losung
Die Antikorper wurden 1:1000-1:5000 in 5 mL Blocking Puffer verdiinnt.

2.1.11.9 Puffer fiir die ATP-Bindung

Puffer H
40 mM  Tris/Cl pH 8,7
20mM  NaCl
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Plasmid-DNA Transformation in E. coli mit Hitzeschock

Die Stimme E. coli XL 10 und E. coli JIM 109 sind bereits vom Hersteller kompetent erhalten
worden. Bei den XL 10 Zellen handelt es sich um speziell fiir die Transformation groBer
DNA Molekiile entwickelte ultrakompetente E. coli-Zellen. Die Transformation der
Ligationsprodukte in die E. coli-Stimme XL 10 und JM 109 erfolgte nach Angaben des
Herstellers. 200 pl des Transformationsansatzes wurden anschlieBend pro selektive LB-Agar-
Platte mit Ampicillin [100 pg/mL] als Selektionsmarker plattiert und iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.2.1.2 Herstellung kompetenter E. coli BL21-CodonPlus-RIL Zellen und
Elektroporation von Plasmid-DNA

Dieser Stamm wurde fiir die Expression der Tra-Proteine benutzt, die in E. coli XL 10 nicht
oder nur schwach exprimiert werden konnten. E. coli BL21-CodonPlus-RIL weist eine
effiziente Expression fiir Proteine aus G+ Bakterien auf. Zu diesem Zweck wurden
kompetente Zellen von E. coli BL21-CodonPlus-RIL hergestellt, welche mittels
Elektroporation transformiert werden konnten. 250 mL selektives LB-Medium wurden mit
0,5 mL einer Ubernachtkultur beimpft und bei 200 rpm und 37°C geschiittelt, bis die Kultur
eine ODggp von 0,5 erreicht hatte. Die darauf folgenden Arbeitsschritte wurden alle auf Eis
bzw. bei 4°C unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Zentrifugiert wurde stets bei 5000 rpm
fir 10 Minuten. Zuerst wurde die Kultur 30 Minuten lang auf Eis abgekiihlt, dann
zentrifugiert und das Pellet in 200 mL bidest. Wasser resuspendiert. Dann wurde zentrifugiert,
das Pellet in 100 mL Aqua bidest. resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach wurde das
Pellet in 4 mL 10% Glyzerin resuspendiert, zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig entfernt
und das erhaltene Pellet in 500 uLL 10% Glyzerin resuspendiert und in je 50 ul Aliquots in 1,5
mL Eppendorfgefifie verteilt. Die kompetenten Zellen konnen bei -80°C fiir ein paar Monate
gelagert oder direkt beniitzt werden (eine tiber Nacht Lagerung der kompetenten Zellen bei
4°C kann die Effizienz der Elektroporation erhéhen).

Fiir die Transformation wurden 50 pL der kompetenten Zellen mit 3 pL der zu
transformierenden DNA luftblasenfrei in eine 1 mm Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Am

Elektroporationsgerdt wurden folgende Prozessparameter eingestellt: 16 kV/cm, 25 pF und
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200-400 Q. Direkt nach dem elektrischen Puls erfolgte die Zugabe von 1 mL 37°C warmem
SOC Medium in die Kiivette (Eine einminiitige Verzdgerung kann hier die Effizienz der
Transformation um 90% reduzieren). Danach kam der gesamte Ansatz in ein 1,5 mL
Eppendorfgefal und wurde fiir 30 Minuten bei 200 rpm und 37°C geschiittelt. Nach der
Inkubation wurden die transformierten Zellen auf selektive LB-Agar-Platten mit Ampicillin
[100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] als Selektionsmarker ausplattiert (200
uL/Platte) und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.3 Transformation der Hefezellen Saccharomyces cerevisiae 1.40ccU

Zur Herstellung von kompetenten Hefezellen wurden 5 ml YPD-Medium mit einer
Hefekolonie von S. cerevisiae L40ccU beimpft und bei 200 rpm und 30°C iiber Nacht
geschiittelt. Am nédchsten Tag wurden frische 30 mL YPD-Medium mit 1,5 mL der
Ubernachtkultur beimpft und bei 200 rpm und 30°C geschiittelt, bis die Kultur eine ODggp
von 0,6 erreicht hatte. Die Kultur wurde in Eppendorfgefifle verteilt (1,5 mL/Gefdl) und bei
2000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgegossen und
das Pellet mit 400 pl 1 x TE Puffer (pH 7,5) gewaschen. Zum Entfernen des Waschputfers
wurde der Ansatz unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgegossen, das Pellet in 60 pl Mix 1 resuspendiert und bei RT fiir 10 Minuten inkubiert.
Wihrend der Wartezeit wurde die folgende Mischung in einem neuen Eppendorfgefil3
vorbereitet: 200 ng Plasmid-DNA, 20 pl herring testes carrier-DNA und 250 pl Mix 2. Als
die 10 Minuten um waren, wurden die Zellen in der vorbereiteten Mischung resuspendiert
und bei 30°C fiir 30 Minuten geschiittelt. AnschlieBend wurden 35 ul DMSO pro Gefil3
zugegeben und bei 42°C fiir 15 Minuten im Wasserbad inkubiert. Schlie8lich wurden die
Hefezellen fiir 30 Minuten auf Eis gestellt. Zum Selektieren fiir Hefezellen, die die beiden
Plasmide pPBTM117c und pGAD426 enthalten, wurden die Transformanten auf SD-Leu-Tryp
Platten plattiert (200 uL/Platte). Nach einer Inkubation fiir 2-3 Tage bei 30°C wurden die
gewachsenen Kolonien mit dem Accutran® replica plater auf SD-Leu-Tryp-His/Gal/Raff

Platten iiberstempelt und 3-10 Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.1.4 Anzucht von E. coli in Fliissigmedium

Einzelne E. coli Kolonien wurden mit einer sterilen Impfose in 5 mL LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum iiberimpft. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37°C unter

Rotation (200 rpm).
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2.2.1.5 Kultivierung fiir die Stammsammlung

Zum Konservieren von E. coli Stammen, die rekombinante Plasmide enthalten, wurden 5 mL
frisches LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit 1% einer Ubernachtkultur
beimpft und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer optischen Dichte ODgy von 0,3 — 0,4
inkubiert. Die Kultur wurde mit sterilem Glyzerin bis zu einer Endkonzentration von 20%
versetzt und erneut bei 37°C und 200 rpm fiir 10 Minuten geschiittelt. Die
Bakteriensuspension wurde in 1,5 mL Eppendorfgefale aliquotiert und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. AnschlieBend wurden die tiefgefrorenen Bakterienkulturen bei —80°C

gelagert.
2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Plasmidisolierung aus E. coli

a. Fiir priparative Zwecke und Sequenzreaktionen

Fiir Sequenzierungen oder fiir Anwendungen, wo nicht sehr groBe Mengen von Plasmid-DNA
erforderlich sind, wurde das Kit GeneElute™ Plasmid Miniprep von Sigma verwendet. Die
Bakterienzellen wurden einer alkalischen Lyse unterzogen. Anschliefend wurde die DNA in
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an eine Silikat-Matrix gebunden. SchlieBlich wurde die
Plasmid-DNA mit 50 pL sterilem, bidest. Wasser eluiert (die Isolation ergab ca. 5-10 ug
Plasmid-DNA). Fiir grolere Ansidtze wurde das Qiagen Plasmid Maxi Kit verwendet, die
DNA-Ausbeute war hier ca. 100 pg.

b. Fiir analytische Zwecke

Fiir den Nachweis von rekombinanten Plasmiden wurde die Microquick TELT-Methode zur
Isolierung von Plasmid-DNA verwendet. Zuerst wurden die Kandidaten mit einer sterilen
Impfose auf in 8-10 Sektoren unterteilte selektive LB-Agar-Platten ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Der iiber Nacht gebildete Bakterienrasen wurde mit einem sterilen
Spatel abgetragen und in einer sterilen 0,9% NaCl-Losung (500 pl) suspendiert. Die
Suspension wurde fiir 5 Minuten bei 2000 rpm pelletiert und das Pellet anschlieend in 200
pL TELT-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 20 pL Lysozym (10 mg/mL) erfolgte eine
Inkubation bei 95°C fiir 3 Minuten, anschliefend wurden die Proben 5 Minuten auf Eis
gelagert. Nach Zentrifugation (15 Minuten, 4°C, 15000 rpm) wurde die Plasmid-DNA aus
dem Uberstand durch Zugabe von 100 pL Isopropanol gefillt (30 Minuten, 4°C, 13 000 rpm).
Das DNA-Pellet wurde mit Ethanol (70%) gewaschen und bei RT fiir 15 Minuten getrocknet.
SchlieBlich wurde die Plasmid-DNA in 50 pL sterilem bidest. Wasser gelost.
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2.2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Agarose ist das wichtigste Triagermaterial fiir die Elektrophorese von Nukleinsiduren. Es
handelt sich um ein Polymer, das aus verkniipften Galaktoseeinheiten besteht.

Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekiile wird dabei von mehreren Faktoren
beeinflusst: Der Form der DNA (superhelikal, offen-zirkuldr, linear doppelstringig,
einzelstringig), der Agarosekonzentration, der angelegten Spannung sowie der Wahl des
Laufpuffers. DNA in ihrer superhelikalen Form wandert hierbei schneller als in ihrer
zirkuldren oder linearen Form. In dieser Arbeit wurden Agaroseflachbettgele mit einer
Agarosekonzentration von 0,7%-1,5% eingesetzt. Als Gelpuffer diente 1 x TAE, als
Laufpuffer ¥2 x TAE. Zum Beladen des Gels wurden die Proben mit 6 x loading dye versetzt.
Plasmide oder grole DNA-Fragmente wurden auf 0,7%ige Agarosegele aufgetragen und bei
90 V fiir 90 Minuten laufen gelassen. Kleine DNA-Fragmente (<1 kb) wurden auf
hoherprozentigen Gelen (1-1,5%) bei 120 V fiir 60 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt.
Zur Detektion wurden die Gele nach der Elektrophorese fiir 20 Minuten in Ethidiumbromid
Losung (Endkonzentration 2,5 upg/mL) gefdarbt. Das fluoreszierende Ethidiumbromid
interkaliert zwischen die Basen der Nukleinsduren, die dann im UV-Licht sichtbar gemacht
werden konnen. Die Geldokumentation erfolgte mit einem Geldokumentationssystem von

Herolab.

2.2.2.3 DNA-Reinigung mittels Low-melting Agarosegelen (L.M)

Zur Reinigung von PCR-Fragmenten von unspezifischen PCR-Produkten oder von
linearisierten Plasmiden wurde standardmiBig LM Agarose eingesetzt. Im Gegensatz zu
Standardagarosegelen, die erst bei 90°C schmelzen konnen, verfliisssigen LM-Agarosegele
bereits bei ca. 60°C, einer nicht denaturierenden Temperatur fiir die DNA. Es ist somit
moglich, die Reinigung der empfindlichen DNA iiber Agarose-Gelelektrophorese unter relativ
milden Bedingungen durchzufiihren.

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung der zu reinigenden DNA auf 0,7%iger LM-
Agarose bei 60 V fiir 3 Stunden, wurde die gewiinschte Bande aus dem LM-Agarosegel
herausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorfgefid$3 iiberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 60°C
zum Schmelzen inkubiert. Die Elution der DNA erfolgte anschlieBend mit dem Kir Wizard SV
Gel and PCR Clean-up System (Promega) entsprechend den Angaben des Herstellers. Die
DNA wurde mit 50 pL. DNase-freiem Wasser eluiert.
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2.2.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Es ist sehr wichtig fiir eine erfolgreiche Ligation, dass die Ligationspartner in einem
bestimmten molaren Verhiltnis eingesetzt werden. Deswegen miissen die gereinigten
Plasmide und PCR-Produkte vor der Ligation genau quantifiziert werden. Dafiir wurde eine
definierte Menge eines DNA-Standards sowie die zu bestimmende DNA-Probe auf ein
Agarosegel aufgetragen und der GroBe nach aufgetrennt. Das Agarosegel wurde mit
Ethidiumbromid geférbt, unter UV-Licht fotografiert und als TIF-Datei gespeichert. Die
Konzentration der DNA wurde mit Hilfe des Computerprogramms EasyWin 32 der Firma

Herolab durch den Vergleich der Fluoreszenzintensititen der einzelnen Banden bestimmt
(Abb. 2.1)
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Abb. 2.1: Das Quantifizierungsprogramm EasyWin 32. DNA-Standard in gelb, zu bestimmende Bande in
Spur daneben, rot umrahmt.

2.2.2.5 Herstellung von Zelllysaten als Matrize fiir die PCR

Eine Bakterienkolonie von Enterococcus faecalis JH 2-2 mit dem Plasmid pIP501 (zur
Amplifizierung der tra-Gene) oder von E. faecalis V583 (zur Amplifizierung der vir-Gene)
wurde in 20 pL Lysepuffer transferiert und fiir 15 Minuten bei 95°C inkubiert. 2 pL. einer

1:10-Verdiinnung des Lysats wurden dann als Matrize pro 50 ul Ansatz verwendet.
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2.2.2.6 Konzentrierung der DNA durch Ethanol-Fallung

Im Falle einer geringen Konzentration an DNA-Produkt, welche fiir die Ligation nicht
ausreichend ist oder wenn der Puffer, in dem die DNA gelost war, fiir eine bestimmte
enzymatische Reaktion nicht geeignet war, wurde eine Ethanol-Fillung durchgefiihrt.

Zur Fillung wurde die DNA-Losung mit 1/10 Volumenanteil einer 3 M Natriumacetat-
Losung (pH 4,8) und 4 Volumina absolutem Ethanol versetzt, durchmischt und tiber Nacht
bei -20°C gehalten. Durch 30 miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm liel sich die DNA als
Pellet gewinnen. Der ethanolische Uberstand wurde verworfen und die DNA mit kaltem
70%igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA, je nach weiterer

Verwendung, in TE-Puffer oder DNase freiem Wasser gelost und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.2.7 Konzentrierung der DNA mit Hilfe der Speed vac

Bei dieser Methode wurde die DNA in ein 1,5 mL Eppendorfgefdl tiberfiihrt und unter
Vakuum (0,040 mbar) bei niedrigen Temperaturen (-55°C) im Lyophilisator bis zur Trockne
einrotiert. Die getrocknete DNA wurde im Anschluss in weniger bidest. Wasser als zu Beginn
des Prozesses resuspendiert und dadurch aufkonzentriert. Im Gegensatz zur Ethanol-Fillung

wird die DNA hier nicht gereinigt.

2.2.2.8 Amplifizierung der fra- und vir-Gene mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) stellt eine Moglichkeit dar,
kleinste Mengen eines DNA-Abschnitts zu vervielfiltigen. Zuerst wird die doppelstringige
DNA (die Matrize) bei 94°C-96°C denaturiert. Dann hybridisieren ca 20-30 Basen lange
Oligonukleotidprimer (Tab. 2.3) bei einer fiir jedes Primer-Paar charakteristischen
Annealingtemperatur spezifisch an die Matrize. Im Elongationsschritt wird iiber die
hitzestabile Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus eine Kopie der Matrize synthetisiert,
ausgehend vom 3°-OH-Ende des Primers (Tag-Polymerase funktioniert am besten bei ca.
72°C). Fir die Amplifizierung der einzelnen #ra-Gene von pIP501 wurden
Polymerasekettenreaktionen, sofern nicht anders erwihnt, in 50 pL-Ansidtzen durchgefiihrt.
Standardansitze enthielten 40 pmol je Primer, 10 pmol dNTPs, 2-4 mM MgCl,, 2,5 U Tag-
Polymerase sowie 2 pul. des entsprechenden Lysats als Matrize. Die Aufreinigung des PCR-
Produktes erfolgte, sofern notwendig, mit dem Kit Wizard PCR Preps DNA Purification
System. Die Pipettierschemen und die verwendeten Programme fiir die einzelnen tra-

Fragmente sind in Tabelle 2.4 zusammengefasst:
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Gen  Bidest. Puffer MgCl, dNTPs Fw- Rev- DNA Taq- Programm
H,O (10X) (50 mM) (10 mM) Primer Primer Polymerase
20 uM) (20 uM) (5 Units/pl)

I. Die tra-Gene des Plasmids pIP501

orfl 355ul - 5ul 2ul 1 ul 2 ul 2ul 2ul 0,5 ul P1
orf2 355ul 5Sul 2ul 1 ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orf3 355ul 5yl 2ul 1ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orf4 355ul Sul 2 ul 1 ul 2 ul 2 ul 2 ul 0,5 ul P2
orf5 335ul 5yl 4 ul 1ul 2ul 2ul 2ul 0,5 pl P3
orf6  355ul Syl 2 ul 1 ul 2 ul 2 ul 2ul 0,5 ul P2
orf7/  355ul  5Spul 2ul 1l 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orf8 355ul 5yl 2 ul 1ul 2ul 2 ul 2 ul 0,5 ul P2
orf9 355ul - 5ul 2ul 1 ul 2 ul 2ul 2 ul 0,5 ul P2
orfl0  375ul Syl 2 ul 1 ul 1 ul 1 ul 2 ul 0,5 ul P4
orfll  355ul 5yl 2ul 1ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orfl2  355ul Syl 2 ul 1 ul 2 ul 2 ul 2 ul 0,5 ul P2
orfl3  355ul 5yl 2ul 1Tul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orfl4  355ul 5yl 2ul 1 ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P2
orfl5 365ul Syl 3ul 1ul 1 ul 1 ul 2 ul 0,5 ul P5

I1. Die vir-Gene des E. faecalis V583 Stammes

cbp 355ul Syl 2ul 1 ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P7
cylB 335ul 5yl 2ul 1ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P6
fbp 355ul Sul 2 ul 1 ul 2 ul 2 ul 2ul 0,5 ul P6
hemolysin 35,5ul  5ul 2ul 1ul 2ul 2ul 2ul 0,5 pl P6
orfdell 355ul 5yl 2ul 1 ul 2ul 2ul 2ul 0,5 ul P6
scrB-2 355ul  Sul 2 ul 1 ul 2 ul 2ul 2ul 0,5 ul P6

Tab. 2.4: Die Pipettierschemen und die verwendeten Programme fiir die einzelnen tra-/vir-Fragmente.

2.2.2.9 Klonierung der DNA-Fragmente in die Plasmide pBTM117¢, pGAD426, pQTEV
und pGEX-6P-2

Die DNA-Fragmente wurden mittels PCR mit Primern, die die Schnittstellen Sal/l am 5°-Ende
und Notl am 3°-Ende anfiigten, amplifiziert und mit dem Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-
up System gereinigt. Dann wurden ca. 5 ug PCR-Fragment bzw. Plasmid mit den
Restriktionsenzymen Sall und Notl nach Angaben des Herstellers (Promega) fiir 3 Stunden
bei 37°C geschnitten und mit dem selben Kir gereinigt (bei geringen Konzentrationen wurde
zusitzlich eine Ethanol-Fillung gemacht). Die Y-2H bzw. die Expressionsplasmide wurden
tiber Nacht bei 37°C mit Sall und Nofl linearisiert und iiber ein LM Agarosegel zum

Entfernen der ungeschnittenen Plasmidanteile gereinigt. Fiir die geschnittenen DNA-
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Fragmente und die linearisierten Plasmide wurde vor der Ligation eine
Konzentrationsbestimmung, wie im Abschnitt 2.2.2.4 beschrieben, durchgefiihrt. ca. 100-200
ng Plasmid-DNA wurden mit 5 x molaren Uberschuss von dem DNA-Fragment
zusammengemischt und fiir 1 Minute bei 70°C denaturiert und dann fiir 10 Minuten auf RT
gehalten. Nach Zugabe von 1 pL 10 x Ligationspuffer (1/10 des Gesamtvolumens) und 1
Einheit T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics), wurde der Ligationsansatz bei 14°C iiber Nacht
inkubiert. 2 ul des Ligationsproduktes wurden in kompetente E. coli der Staimme XL 10 Gold
(Stratagene) oder JM 109 (Promega) nach Angaben der Hersteller transformiert. Schlie3lich
wurden die Zellen auf selektive LB-Platten mit Ampicillin [100 pg/mL] plattiert. Die

rekombinanten Plasmide wurden mit Restriktion, PCR und Sequenzierung iiberpriift.

2.2.2.10 Klonierung der tra-Gene in das Plasmid pMAL-c2x

Fiir die Herstellung der Konstrukte pMAL-c2x-tra wurden die tra-Fragmente mit Primern,
die die Schnittstellen EcoRI am 5°-Ende und Sal/l am 37-Ende anfiigten, amplifiziert. Die
amplifizierten PCR-Produkte wurden mit dem Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
gereinigt und mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Sall (Promega) fiir 3 Stunden bei
37°C geschnitten und mit dem selben System gereinigt. pMAL-c2x wurde iiber Nacht bei
37°C mit EcoRI und Sall geschnitten und anschlieBend iiber ein LM Agarosegel gereinigt.
Nach Quantifizierung des geschnittenen PCR-Produktes und des linearisierten Plasmids,
wurden ca. 100-200 ng von pMAL-c2x/EcoR1/Sall mit 5 x Uberschuss des DNA-Fragmentes,

wie im Abschnitt 2.2.2.9 beschrieben, ligiert und transformiert.
2.2.2.11 Identifizierung der rekombinanten Plasmide

a. Mittels Plasmidisolierung und Restriktion

Zur Identifizierung der Transformanten, die das gewiinschte Konstrukt tragen, wurden ca. 20
pL Plasmid-DNA  aus der  TELT-Préparation (Abschnitt ~ 2.2.2.1) mit
Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die Restriktion erfolgte iiber die Schnittstellen, iiber
die das DNA-Fragment in das Plasmid inseriert worden war. Standardmifig wurden pro
Ansatz 5 U je Enzym eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer fiir 3 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend {iber
Agarosegelelektrophorese  analysiert. Rekombinante Plasmide konnten iiber das
Bandenmuster identifiziert werden. Plasmide mit Insert erschienen im Gel mit 2 Banden
(Insert sowie linearisierter Vektor), im Gegensatz dazu ergaben Plasmide ohne Insert nur eine

Bande im Gel. Fiir die kleinen DNA-Fragmente (<500 bp) wurde der Restriktion zusitzlich
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RNase A zugegeben, RNase A degradiert die RNA und macht die kleinen DNA-Fragmente
auf dem Agarosegel sichtbar.

b. Mittels a-Komplementierung

Bei einer a-Komplementierung ist das Gen der f-Galaktosidase in zwei Fragmente getrennt:
Der N-Terminus (a-Fragment) ist auf dem Plasmidvektor codiert, der C-terminale Anteil (®-
Fragment) befindet sich auf dem Bakterienchromosom. Die Expression des o-Fragmentes
wird unter die Kontrolle des lac-Repressors gestellt. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von
X-Gal und IPTG kann die B-Galaktosidase X-Gal spalten und eine tiefblaue Indigo-
Verbindung entsteht (Abb. 2.4). Befindet sich die multiple cloning site (MCS) innerhalb des
plasmidcodierten N-Terminus des lacZ-Gens wird durch die Insertion eines DNA-Fragmentes
in die MCS das Leseraster des o-Fragmentes unterbrochen. Es findet keine a-
Komplementierung statt, die Kolonien sind weiss gefarbt (blue/white Screening).
Transformanten wurden mit sterilen Impfosen auf LB-Selektionsplatten mit Ampicillin, X-
Gal und IPTG ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Weil3 gefdarbte Kolonien
wurden anschlieBend iiber PCR bzw. Plasmidisolierung und Restriktion auf ein Insert
untersucht.

c. Mittels Sequenzier-PCR

Fiir die Identifizierung von rekombinanten Plasmiden iiber PCR wurde der folgende PCR-

Mastermix zusammenpipettiert:

PCR- Mastermix fiir 20 Kolonien

150 uLL bidest. Wasser

20 uL 10 x PCR-Puffer
8 uL [50 mM] MgCl2
4 uL [10 mM] dNTPs
8 uL [20 pmol/uL] Sequenzprimer-fw
8 uL [20 pmol/uL] Sequenzprimer-rev
2uL [5 U/uL] Tag-Polymerase

Der Mastermix wurde dann zu je 10 uL in PCR-Reaktionsgefifle verteilt. Mit einer sterilen

Impfése wurden die ReaktionsgefiBle mit Zellen der zu untersuchenden Transformanten

beimpft oder es wurde 0,5 ul der TELT-DNA als Vorlage zugegeben. Die dazu vewendeten
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Sequenzierprimer sind in der Tab. 2.3 gezeigt. Fiir die PCR wurde das PCR-Programm
Fun.cyc gewihlt (Abschnitt 2.1.10). Beim ersten Denaturierungsschritt lysieren die Zellen, die
Plasmid-DNA liegt nun frei vor und kann amplifiziert werden. Zur Auswertung der PCR
wurde der gesamte PCR-Ansatz auf ein Agarosegel geladen. Rekombinante Plasmide zeigten
sich in einer Bande, die der GroBe des Inserts + 300 bp entsprach, Plasmide ohne Insert

ergaben eine ca. 300 bp grofle Bande.

fw Primerg’ :

rev Primer / ‘\

Plasmid

Sequenzier-PCR

. [ ] R
Abb. 2.2: Prinzip der Squenzier-PCR.

d. Mittels zyklischer Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten nach dem Cycle Sequencing Prinzip, einer modifizierten
Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977). Hierbei wird die zu sequenzierende DNA mit PCR
amplifiziert. Zusétzlich zu dANTPs werden Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) in der
PCR angeboten. Die vier ddNTPs, die mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert
sind, fithren nach Einbau in die DNA zu einem Kettenabbruch an der Einbaustelle. Die
Sequenzier-PCR wurde mit dem Big Dye Kit der Firma Applied Biosystems nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Anschlieend wurde das PCR-Produkt mit Ethanol gefillt. Das
getrocknete Pellet wurde im Dunklen bei -20°C gelagert oder sofort zur Analyse an ein
Sequenzierservice (SMB, Berlin) geschickt. Dort wurden die amplifizierten Bruchstiicke iiber
eine Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit entsprechender Software (ABI Prism 310
Data Collection Software, ABI Prism 310 DNA Sequencing Analysis Software, Gene Scan

Analysis Software) analysiert.
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2.2.2.12 Das Hefe Zwei-Hybrid System (Yeast Two-Hybrid System)

Beim Y-2H System handelt es sich um einen in vivo Test fiir den Nachweis von Protein-
Protein Interaktionen. Man setzt einen transkriptionellen Aktivator ein, der aus zwei
voneinander getrennten Doménen aufgebaut ist. Die erste heifit Aktivierungsdomine (AD),
die in rAumlicher Nihe der zweiten Domine sein muss, um aktiv zu sein. Die zweite Domine
heiBt DNA Bindungsdomine (BD), die an den Promotor fiir die zu untersuchenden
Reportergene binden kann. Beide zusammen (BD und AD) ergeben den aktiven
Transkriptionsfaktor, der die Transkription der Reportergene von einem Promotor auf S.
cerevisiae 1. 40ccU startet. Im Y-2H System beniitzen wir 2 Plasmidvektoren: Das 1. Plasmid
(pBTM117c-X in dieser Arbeit) kodiert fiir eine Fusion der BD mit einem der beiden zu
testenden Proteine z.B. X. Das 2. Plasmid (pGAD426-Y) kodiert fiir eine Fusion der AD mit
dem zweiten zu testenden Protein z.B. Y. Wenn X und Y interagieren, wird ein
transkriptioneller Aktivator BD-X-Y-AD rekonstituiert, der die Reportergene HIS3 und LacZ
auf S. cerevisiae aktiviert (Abb. 2.3). Die Aktivierung von LacZ fiihrt zur Biosynthese des
Enzyms B-Galaktosidase, das X-Gal in 2 Molekiile, Galaktose und Hydroxyindol, spalten
kann. Danach konnen sich 2 Hydroxyindol Molekiile miteinander zum Indigo Molekiil
verbinden, das blau ist, und somit werden die Hefezellen, die B-Galaktosidase bilden, blau
(Abb. 2.4), wihrend die Aktivierung von HIS3 zur Biosynthese der Aminosdure Histidin

fuhrt, und somit konnen die Transformanten auf Histidin-freiem Medium wachsen.

X
encodes
Gald , NH
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Domain LEUZ2

AD Plasmid
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Promoter Heporter

Abb. 2.3: Prinzip des Yeast Two-Hybrid Assays.

A B C

Abb. 2.4: Entstehung der blauen Farbe bei der Spaltung von X-Gal. 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-f-D-
galactosid (A) wird mit B-Galaktosidase (E) zu Galaktose und 5-Brom-4-chlorindoxyl (B) gespalten. Durch
spontane Oxidation an der Luft entsteht das blaue 5,5°-Dibrom-4,4"-dichlorindigo (C).

2.2.2.13 Qualitativer X-Gal Test (Kolonie-Lift Filter Assay)

Die entsprechenden Konstrukte der beiden zu testenden Proteine (pBTM117c-X/pGAD426-
Y) wurden in die Hefezellen S. cerevisiae L40ccU, wie im Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben,
kotransformiert und anschlieBend auf SD-Leu-Tryp Medium zum Selektieren der
Transformanten, die die beiden Plasmide enthalten, ausplattiert. Als positive Kontrolle
wurden Hefezellen mit pBTM117c-Siml und pGAD426-Arnt transformiert, wéihrend leere
Plasmide ohne Inserts als negative Kontrolle dienten. Nach 2-3 tdgiger Inkubation bei 30°C
wurden die noch kleinen Kolonien mit einem Accutran® replica plater auf SD-Leu-Tryp-

His/Gal/Raff Platten tiberstempelt und 3-10 Tage bei 30°C inkubiert.
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Abb. 2.5: Kolonie-Lift Filter Assay.

Von den SD-Leu-Tryp Platten wurden Replikafilter mit einer Nitrocellulosemembran (0,45
uM) gemacht. AnschlieBend wurden die dran haftenden Kolonien mit fliissigem Stickstoff
fr 10 Sekunden aufgeschlossen und bei RT zum Wiederauftauen inkubiert. Die
Nitrocellulosemembran wurde mit den Kolonien nach oben auf mit Z Puffer/X-Gal
getrinktes Whatman Papier gelegt und bei 37°C inkubiert. Blaue Farbe der Kolonien zeigt
Produktion von [-Galaktosidase und somit eine Interaktion zwischen den getesteten

Proteinen an (Abb. 2.5).

2.2.2.14 Qualitativer X-Gal Test (fliissiges SD-Medium)

Die wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben transformierten Hefezellen wurden in 5 mL
flissigem SD-Leu-Tryp Medium angeimpft und bei 30°C fiir 2-3 Tage geschiittelt. 5 mL
neues frisches SD-Leu-Tryp-His/Gal/Raff Medium wurde mit 50 pL der SD-Leu-Tryp-
Kultur beimpft und bei 30°C bis zu einer ODgpo von 0,8-1,0 geschiittelt. Aus dieser Kultur
wurden 1,5 mL Hefezellen entnommen und in einem 1,5 mL Eppendorfgefil bei 14000 x g
fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Um das Pellet aufzuschlieBen, wurde das Eppendorfgefill in
fliissigem Stickstoff fiir 10 Sekunden schockgefroren und bei RT fiir 5 Minuten zum
Auftauen inkubiert. SchlieBlich wurde das Pellet in 0,5 mL Z Puffer/X-Gal Losung

resuspendiert und bei 37°C geschiittelt. Bei Protein-Protein Interaktion wird das Pellet blau.

2.2.2.15 Quantitativer p-Galaktosidase Assay

Bei dem quantitativen [-Galaktosidase Test wird CPRG (Chlorphenol Rot-B-D-
galactopyranosid) als Substrat statt X-Gal verwendet. Es handelt sich um eine gelbe Losung,

die durch die Spaltung mit B-Galaktosidase eine blutrote Farbe (Chlorphenol Rot) ergibt, die
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bei A=578 nm gemessen werden kann (Abb. 2.6). CPRG ist auBBerdem zehnmal empfindlicher
als X-Gal zur Bestimmung der gebildeten B-Galaktosidase.

S0,° Nat CH.OH

S0,” Na*
OH 0, OH
3-Galaktosidase OH 4
H H
CH,OH —
. 0 H OH i
OH 0,0 0 0
OH Cl cl Galaktose a a
H H
H OH
Chlorphenol Rot B-D-galactopyranosid (CPRG) Chlorphenol Rot
Gelbe Farbe Rote Farbe (578 nm)

Abb. 2.6: Entstehung der roten Farbe bei der Spaltung von CPRG.

Der Test wurde so durchgefiihrt: Die transformierten Hefezellen wurden in 5 mL fliissigem
SD-Leu-Tryp Medium angeimpft und bei 30°C fiir 2-3 Tage geschiittelt. 5 mL frisches SD-
Leu-Tryp-His/Gal/Raff Medium wurden mit 50 uL. der SD-Leu-Tryp-Kultur beimpft und bei
30°C bis zu einer ODgg von 0,8-1,0 geschiittelt. Aus dieser Kultur wurden 1,5 mL Hefezellen
entnommen und bei 14000 x g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,3 ml
Puffer 1 resuspendiert. Zum AufschlieBen wurde 0,1 ml der Suspension zweimal mit
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei 37°C wieder aufgetaut. Die aufgeschlossenen
Hefezellen wurden mit 0,7 ml Puffer 2 versetzt und zum Entwickeln der roten Farbe bei 37°C
inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 0,5 ml 3 mM ZnCl, zugegeben. Zum Entfernen
der cell debris wurde der Ansatz bei 14000 x g fiir 1 Minute zentrifugiert und der Uberstand
in eine MeBkiivette iiberfiithrt. SchlieBlich wurde die Extinktion bei 578 nm gemessen und die

B-Galaktosidase Einheiten folgendermal3en berechnet:
B-Galaktosidase Einheiten = 1000 X As7g/ (t X V X Agoo)
t: Dauer der Inkubation in Minuten

V:0,1 ml X 5 (Verdiinnungsfaktor)

Agoo: Absorption der Kultur bei 600 nm
As7g: Absorption nach der Enzymreaktion bei 578 nm

2.2.2.16 Das automatisierte Yeast-Two-Hybrid System

Die ausgewihlten vir-Gene (cbp, cylB, fbp, hemolysin, orfdell und scrB-2) wurden in den
binding domain Vektor pBTM117c, wie in Abschnitt 2.2.2.9 beschrieben, eingebracht und in
E. coli XL-10 Zellen vermehrt. Die Plasmid DNA des Konstruktes pBTM117c-vir wurde
mittels GeneElute Plasmid Miniprep Kit aus E. coli isoliert, gereinigt (2.2.2.1) und an das
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Max-Delbriick-Centre fiir Molekulare Medizin (MDC), Neuroproteomics, AG Professor Erich
Wanker, Berlin-Buch iibergeben. Dort wurde ein automatisiertes Yeast-Two-Hybrid System
entwickelt, welches bereits erfolgreich zur Erstellung vollstindiger Interaktionskarten von
Protein-Protein-Wechselwirkungen bei der neurodegenerativen Erbkrankheit Chorea
Huntington eingesetzt worden war. Die aufgereinigten Plasmide pBTMI117c-vir wurden
zunichst einzeln mit einem leeren AD-Vektor in Saccharomyces cerevisiae 1.40ccU
transformiert, um den so entstandenen Klon auf Autoaktivierung der Reportergene zu testen.
Autoaktivitit zeigende Klone konnten nicht in den anschlieBenden cDNA-Bibliothek-Screen
iibernommen werden. Im automatisierten Two-Hybrid-Screening wurden mittels 384-well
Mikrotiterplatten Protein-Protein-Interaktionen zwischen jedem der Vir-Proteine, dessen Gen
in den Bindedomine-Vektor pBTM117c eingebaut worden war, und einer cDNA-Bibliothek
von ca. 8000 humanen Proteinen aus Gehirn-, Leber- und Nervenzellen im AD-Vektor

(pGADA426) analysiert.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Ermittlung optimaler Proteinexpressionsbedingungen

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen der verschiedenen Tra-Proteine, wurden E. coli
BL21-CodonPlus-RIL oder E. coli XL 10 Zellen mit dem entsprechenden Plasmid (pQTEV-
insert, pMAL-c2x-insert bzw. pGEX-6P-2-insert) in 5 mL LB-Medium mit Ampicillin [100
pg/mL] (fir beide Stdmme) und Chloramphenicol [50 pg/mL] (zusitzlich fiir BL21-
CodonPlus-RIL) inokuliert und {iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Am néchsten
Tag wurden 5 ml frisches LB-Medium (mit den o.g. Antibiotika) mit 5% der Ubernachtkultur
beimpft und bei 30°C bzw. 37°C und 200 rpm bis zu einer ODgy von 0,3-0,5 (frithe
exponentielle Wachstumsphase) bzw. 0,6-1,0 (spite exponentielle Wachstumsphase)
inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG (0,3-2 mM
Endkonzentration) induziert. Der Ansatz wurde anschliefend fiir 4 Stunden oder iiber Nacht
bei 30°C oder 37°C inkubiert. Nach jeweils 60 Minuten erfolgte eine Probenentnahme von
200 pL. Diese Proben wurden anschlieBend bei 5000 rpm, 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 100 pl. Cracking Puffer resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 95°C
denaturiert. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Als negative Kontrolle wurden E. coli BL21-CodonPlus-RIL oder E. coli XL
10 Zellen mit dem entsprechenden Expressionsplasmid (ohne Insert) demselben Verfahren

unterzogen und mittels SDS-PAGE analysiert.
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2.2.3.2 Denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der denaturierenden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) wurde die Proteinexpression analysiert. Die Acrylamidkonzentration im Sammelgel
betrug in allen Fillen 5%, fiir die Trenngele wurden Acrylamidkonzentrationen von 8-12%
verwendet. Die Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele ist in der Tab. 2.5 dargestellt.
Es wurden jeweils, falls nicht anders vermerkt, 25 pL. Probe geladen. Vom Proteinstandard
low range molecular weight (BioRad) wurden immer 10 pL (ca. 6 pg Proteinmenge)
eingesetzt. Die Elektrophorese wurde zundchst fiir 10 Minuten mit 100 V betrieben,
anschliefend erfolgte die Auftrennung der Proteine bei 180 V fiir 60 Minuten. Die SDS-
Polyacrylamidgele wurden nach elektrophoretischer Auftrennung in Coomassie blue-
Farbelosung angefédrbt und danach in Entfirbelosung entfirbt. Durch kurzzeitiges Erhitzen der
Gele in der Firbe/Entfirbelosung mit der Mikrowelle, konnte die Firb- bzw. Entfidrbezeit

erheblich reduziert werden. Nach 60 Minuten war eine Auswertung der SDS- PAGE moglich.

Fiir 2 Trenngele 8% 10% 12%
H-0 dest. 4.7 mL 4,0 mL 3,3 mL
Acrylamid/ Bisacrylamid 2.6 mL. 3.3 mL 40 m.
(29,2% /0,8%)

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
SDS 10% 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
APS 10% 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
TEMED 0,005 mL 0,005 mL 0,005 mL
Fiir 2 Sammelgele 5%

H,0 dest. 3,4 mL

Acrylamid/ Bisacrylamid

(29,2% /0,8%) 083 ml

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,63 mL

SDS 10% 0,05 mL

APS 10% 0,05 mL

TEMED 0,005 mL

Tab. 2.5: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook et al., 1989).
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2.2.3.3 Uberexpression der Tra-Fusionsproteine

Nachdem die optimalen Proteinexpressionsbedingungen fiir die einzelnen Tra-Proteine mit
dem in 2.2.3.1 beschriebenen Verfahren ermittelt worden waren, wurden E. coli BL21-
CodonPlus-RIL oder E. coli XL 10 Zellen mit entsprechendem Plasmid (pQTEV-insert,
pMAL-c2x-insert bzw. pGEX-6P-2-insert) in 10 ml LB-Medium mit Ampicillin [100 pg/mL]
(fir beide Stimme) und Chloramphenicol [50 pg/mL] (zusitzlich fiir BL21-CodonPlus-RIL)
inokuliert und iiber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. 200 mL frisches LB-Medium mit
denselben Antibiotika wurden mit 5% der Ubernachtkultur beimpft und bei 30°C oder 37°C
und 200 rpm bis zu einer ODgy von 0,3 (7xHis-ORF8), 0,6 (MBP-ORF7 A TMH, 6xHis-
ORF1 und 6xHis-ORF1Ny4), 0,8 (MBP-ORF4, 7xHis-ORFS5, 7xHis-ORF7, 7xHis-ORF10,
7xHis-ORF12 und GST-ORF14) oder 1,0 (MBP-ORF5 und MBP-ORF10) inkubiert. Die
Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. (MBP-ORF7 A TMH

wurde durch 0,5 mM IPTG induziert). Der Ansatz wurde anschlieend fiir 4 Stunden (ORF7-
Fusionen) oder iiber Nacht (alle anderen Klone) bei 30°C (7xHis ORF8) oder bei 37°C (alle
anderen Klone) inkubiert. Das Zellpellet wurde nach der Induktion bei 5000 rpm und 4°C fiir

10 Minuten zentrifugiert und fiir die Proteinsolubilisierung verwendet.

2.2.3.4 Solubilisierung der Tra-Fusionsproteine unter nativen Bedingungen

Die Fusionsproteine 7xHis-ORF6, 7xHis-ORFS8, 7xHis-ORF12, 7xHis-ORF15, MBP-ORF4,
MBP-ORF5, MBP-ORF7 A TMH, MBP-ORF10 und GST-ORF14 wurden unter folgenden

Bedingungen solubilisiert: Das Pellet aus 2.2.3.3 wurde mit 10 mL Puffer 1 resuspendiert.
Jeweils 1 mL der Losung wurden auf 1,5 mL Eppendorfgefid3e verteilt und erneut bei 5000
rpm, 4°C, 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in jeweils 1 mL Puffer 5 resuspendiert
und 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Lysozym [1 mg/mL Endkonzentration] inkubiert. Es
folgte eine konstante Ultraschallbehandlung fiir 15 Minuten in einem Ultraschallbad
(Transsonic 820/H, Elma). Die Suspension wurde bei 13000 rpm, 4°C fiir 20 Minuten
zentrifugiert. Das Proteinlysat wurde vorsichtig vom Pellet getrennt und sofort mittels SDS-

PAGE analysiert oder bei -20°C gelagert.

2.2.3.5 Expression und Reinigung der 6xHis-ORF1- und 6xHis-ORF1N;46-
Fusionsproteine

6xHis-ORF1 und 6xHis-ORF1Ny46 wurden nach Kope¢ et al. (2005) exprimiert und gereinigt.
5 ml LB-Medium mit Ampicillin [100 pg/mL] und Tetracyclin [40 pg/mL] wurden mit E.
coli XL1 Blue (pQE30-orfl) oder E. coli XL1 Blue (pQE30-0rfl,4) inokuliert und iiber
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Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Ubernachtkultur 100 x
mit dem gleichen Medium verdiinnt und bei 37°C bis zu einer ODgg von 0,5-0,6 geschiittelt.
Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und der Ansatz wurde
fiir weitere 4 Stunden bei 37°C geschiittelt. Die Zellen wurden anschlieend bei 6000 x g, 4°C
fiir 15 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde mit dem Puffer BugBuster® HT (Novagen) nach
Angaben des Herstellers resuspendiert. Das klare Lysat wurde auf 5 mM Imidazol, 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0, and 0,5 M NaCl eingestellt und auf eine Niz+—charged HiTrap Chelating
Sdule (Amersham Biosciences) aufgetragen. Die Sdule wurde mit einem Puffer bestehend aus
50 mMTris/HCI, pH 8,0, 0,5 M NaCl, 5 mM Imidazol gewaschen. ORF1 bzw. ORF1Ny46
wurden mit einem Imidazol Gradienten (50 mM Tris/HCI, pH 6,0, 0,5 M NaCl, 250 mM
Imidazol) eluiert. Das Eluat wurde anschliefend gegen einen Puffer bestehend aus 20 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA und 0,5 mM Dithiothreitol dialysiert. Eine
zweite Reinigung erfolgte mit einer HiTrap Heparin Sdule (Amersham Biosciences).
SchlieBlich wurde das reine Protein mit einem NaCl Gradienten (20 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1
M NaCl, 1 mM EDTA und 0,5 mM Dithiothreitol) eluiert.

2.2.3.6 Expression und Reinigung von 7xHis-ORF7 unter nativen Bedingungen

2 x YT-Medium (100 mL) mit 0,5% Glukose und Ampicillin [100 ug/mL] wurde mit 5%
einer Ubernachtkultur von E. coli XL 10 (pQTEV-orf7) inokuliert und unter Schiitteln bei 200
rpm und 37°C bis zu einer ODgy von 0,8 inkubiert. Die Induktion der Proteinexpression
erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG und einer Inkubationszeit von nur 2 Stunden bei 37°C
und 200 rpm (Lédngere Inkubationszeiten lysierten die Zellen). Die Zellen konnten
anschliefend durch Zentrifugation (5000 rpm, 4°C, 10 Minuten) geerntet werden. Das Pellet
wurde in 5 mL Puffer 5 resuspendiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Lysozym [1
mg/mL Endkonzentration] inkubiert. Es folgte eine konstante Ultraschallbehandlung fiir 15
Minuten in einem Ultraschallbad (Transsonic 820/H, Elma). Die Suspension wurde dann bei
13000 rpm und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Das Proteinlysat wurde vorsichtig vom
Pellet getrennt und auf einer Ni**-NTA spin column (Qiagen) nach Angaben des Herstellers

gereinigt.

2.2.3.7 Expression und Reinigung der 7xHis-ORFS5- und 7xHis-ORF10-Fusionsproteine

unter denaturierenden Bedingungen mit anschlieBender Renaturierung

Beide Proteine wurden von Frau Kope¢ im Rahmen ihrer Doktorarbeit an der Karl-Franzens-

Universitit in Graz gereinigt und an das Labor von Frau Dr. Grohmann geschickt. Die
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Reinigung erfolgte nach folgendem Protokoll: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit den
Expressionsplasmiden pQTEV-orf5 bzw. pQTEV-orfl0 wurden in 5 mL LB-Medium mit
Ampicillin [100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] inokuliert. Die Inkubation erfolgte
tiber Nacht bei 37°C mit einer Schiittelfrequenz von 200 rpm. 100 mL frisches LB-Medium
mit Ampicillin [100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] wurden mit 5 mL der
Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C, 200 rpm bis zu einer ODgyp von 0,8-0,9 inkubiert. Die
Proteinexpression erfolgte durch Inkubation mit IPTG [1 mM] iiber Nacht. Die Zellen wurden
bei 5000 x g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 mL 20 mM
Tris/HCI, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,5 resuspendiert. Nach Zugabe von Lysozym [1
mg/mL], Inkubation auf Eis fiir 20 Minuten und einer konstanten Ultraschallbehandlung von
15 Minuten, wurden die Zellen bei 16000 x g und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Das
Pellet wurde zweimal mit 50 mM EDTA, pH 8,0 gewaschen und anschlieBend erneut bei
16000 x g und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 8 M Harnstoff, 20 mM
Tris/HCI, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,5 (Puffer A) gel6st und bei 30 000 x g und
4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Ni**-charged HiTrap
Chelating Saule (Amersham Biosciences), dquilibriert mit Puffer A, geladen. Die Elution
erfolgte durch einen Imidazolgradienten mit 10 Sdulenvolumina von Puffer B (8 M Harnstoff,
20 mM Tris/HCl, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 7,5). Die Proteinfraktionen wurden
vereinigt und iiber Amicon centrifugal filter (30 kDa cut off) (Millipore) konzentriert. Zum
Renaturieren der gereinigten Proteine 7xHis-ORF5 bzw. 7xHis-ORF10 wurden die

Konzentrate tiber Dialyseschlduche, wie in 2.2.3.8 beschrieben, entsalzt.

2.2.3.8 Pufferwechsel der Proteinlosungen iiber Dialyse

Der Dialyseschlauch (1-8/32%) wurde 2 x 10 Minuten in 2% Natriumbicarbonat und 1 mM
EDTA gekocht, dazwischen und danach mit destilliertem Wasser gespiilt, um Schwermetalle
und Sulfide zu entfernen. Eine der beiden Seiten des Schlauchs wurde mit einer
Verschlussklammer dicht verschlossen, die Proteinlosung wurde durch das offene Ende des
Schlauchs hineingefiillt, die Luft herausgedriickt und der Schlauch mit einer zweiten
Verschlussklammer verschlossen. AnschlieBend wurde der Dialyseschlauch in einem
Becherglas mit 500 mL Dialysepuffer auf einem Magnetriihrer mit niedriger Rotationstufe fiir
2 Stunden geschiittelt. Nach 2 Stunden wurde der Dialysepuffer gewechselt und die Dialyse
wurde iiber Nacht fortgesetzt. Am nédchsten Tag wurde der Schlauch entfernt, von einer Seite

gedffnet und die Probe wurde entnommen.
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2.2.3.9 In vitro Protein-Protein Interaktionsstudien (pull-down assay)

Das Lysat von E. coli BL21-CodonPlus-RIL oder E. coli XL 10 mit dem Plasmid, das fiir das
erste Protein TraX kodiert (pQTEV-/pQE30-, pGEX-6P-2- oder pMAL-c2x-traX), wurde mit
dem putativen Interaktionspartner, dem Lysat von E. coli BL21-CodonPlus-RIL oder E. coli
XL 10 mit pQTEV/pQE30-, pGEX-6P-2- oder pMAL-c2x-traY oder dem teilgereinigten
TraY im gleichen molaren Verhiltnis gemischt und bei RT fiir 30-60 Minuten oder bei 4°C
tiber Nacht zur Komplexbildung inkubiert.

Parallel dazu wurde eine negative Kontrolle gemacht, wo als Interaktionspartner das Lysat
von E. coli mit dem Expressionsplasmid ohne Insert (pQTEV/pQE30, pGEX-6P-2 oder
pMAL-c2x) statt TraY eingesetzt wurde. AnschlieBend wurden die gebildeten
Proteinkomplexe mit Ni**-NTA spin Siulen oder Amylose Magnetic Beads gereinigt. Die

eluierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.3.10 Reinigung der MBP-Fusionsproteine und der Proteinkomplexe mit Hilfe der
Amylose Magnetic Beads

Die Reinigung der MBP-Fusionsproteine und der MBP-TraX/7xHis-TraY Komplexe wurde
mit Hilfe der Amylose Magnetic Beads nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei
wurden 100 pL der Beads-Suspension in ein 1,5 mL Eppendorfgefidl tiberfiihrt. Es folgten
zwel Waschschritte mit jeweils 500 uL MBP Bindepuffer. Das Eppendorfgefi3 wurde nach
jedem Waschschritt an den Magneten gehalten, so dass die Beads sich in Richtung des
Magneten ausrichteten und der Puffer problemlos entfernt werden konnte. Nach Zugabe von
500 uL des Proteinlysats oder des Proteinkomplexes zu den Beads wurde bei 7°C unter
Schiitteln (125 rpm) fiir eine Stunde inkubiert. Die Probe wurde an den Magneten angelegt
und der Uberstand konnte abdekantiert werden. Es folgten drei Waschschritte mit jeweils 500
uL MBP Bindepuffer. Durch Zugabe von 50 uL. MBP Elutionspuffer zu den Beads und
Inkubation fiir 15 Minuten bei 7°C unter Schiitteln, konnte das MBP-Fusionsprotein oder der
MBP-TraX/7xHis-TraY Komplex eluiert werden. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und
die Elutions-Fraktionen vereinigt. Dies ergab eine Menge von 100 uL Eluat. Die gesammelten

Proben wurden bei -20°C gelagert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.3.11 Reinigung der GST-Fusionsproteine mit dem Kit Bulk GST Purification Modul

Die Aufreinigung des GST-Orf5-Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe des Bulk GST Purification
Module (Amersham Bioscience) nach der Bulk pack column Methode des Herstellers. Die

Elutions-Fraktionen wurden vereinigt und fiir die SDS-PAGE bei -20°C gelagert.
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2.2.3.12 Reinigung der 6x/7xHis-Fusionsproteine und der Proteinkomplexe iiber Ni**-

NTA spin columns

Fiir die His-Tag-Fusionsproteine wurde die Metallchelataffinintdtschromatographie mit Ni**-
NTA Agarose als Reinigungsmethode in dieser Arbeit beniitzt. Alle benotigten Puffer sind in
(2.1.11.5) beschrieben. Durchgefiihrt wurde die Reinigung mit den Ni**-NTA spin columns
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Eine Ni**-NTA Siule wurde mit 600 ul Lysepuffer
dquilibriert und fiir 2 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Auf die dquilibrierte Sdule wurden
600 ul Proteinlysat oder Proteinkomplex geladen und bei 2000 rpm fiir 2 Minuten
zentrifugiert. Die unspezifisch gebundenen Proteine wurden durch Waschen mit 600 pl
Waschpuffer und Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen entfernt. Der Waschschritt
wurde einmal wiederholt. Schlielich wurden die Proteine mit 100 pul Elutionspuffer eluiert.

Das Eluat wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

2.2.3.13 Aufkonzentrieren der Elutionsfraktion

Zum Aufkonzentrieren der Elutionsfraktion wurden Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter
Devices (Millipore) oder Minisart Sterilfilter (Sartorius) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Hierbei wurde 1 ml der Elutionsfraktion auf das Filter aufgetragen Nach der
Zentrifugation bei 5000 x g fiir 10 Minuten wurde ein Probenvolumen (aufkonzentrierte

Proteine) von ca. 150 pL erhalten.

2.2.3.14 Proteinfiallung

Die Proteinlosung wurde mit dem gleichen Volumenanteil einer 10% Trichloressigsidure
vermischt und bei 4°C fiir 30 Minuten gehalten. AnschlieBend wurde die eiskalte
Proteinlésung bei 15000 rpm und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde bei RT getrocknet. SchlieBlich wurde das Pellet in cracking

Puffer gelost.

2.2.3.15 Quantifizierung von Proteinen

Die Quantifizierung erfolgte durch Vergleichen der Intensititen der einzelnen Banden im
SDS-Gel mit Hilfe des Computerprogramms EasyWin 32 der Firma Herolab (Abschnitt
2.2.2.4). Anhand des eingesetzten Proteinstandards (low range molecular weight Standard)

konnte die Konzentration der zu untersuchenden Proteinprobe ermittelt werden.
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2.2.3.16 Western Blot

His-Tag-Fusionsproteine lassen sich spezifisch mit einem Anti-His-HRP-Antikorper,
Glutathion S-Transferase-Fusionsproteine mit Anti-GST-HRP-Antikorper und
Maltosebindeprotein-Fusionsproteine mit Anti-MBP-HRP-Antikorper detektieren. Bei der
Immunoblot- oder Western-Blot-Technik werden die zu detektierenden Proteine zunéchst
durch SDS-Gelelektrophorese getrennt, dann durch einen Elektrotransfer auf eine
Nitrozellulosemembran immobilisiert und anschlieBend mit Antikorpern detektiert. Die
Inkubation der Membran erfolgte mit einem Antikorperkonjugat, bestehend aus einem Anti-
His-, Anti-GST- oder Anti-MBP-Antikorper und einer Meerrettich-Peroxidase (HRP:
horseradish peroxidase). Dabei findet eine spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion
zwischen dem im Proteinlysat vorhandenen 7xHis-, GST- oder MBP-Epitop und dem Anti-
His-, Anti-GST- oder Anti-MBP-Antikorper statt. Die Detektion des Fusionsproteins erfolgte
dann durch Inkubation mit Luminol, das in Gegenwart von H,O,, das durch die Peroxidase
gebildet wird, oxidiert wird. Die freiwerdende Energie wird in Form von Licht abgegeben,
mit dem sich ein Rontgenfilm schwérzen lidsst. Die Durchfithrung des Blots erfolgte so:

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE der Groe nach getrennt und anschlieBend mit der
Mini Protean Blot Apparatur (BioRad) auf eine Nitrocellulosemembran {iibertragen. Fiir
diesen Schritt wurden zuvor die Membran sowie das bendotigte Filterpapier fiir 10 Minuten in
1 x Blot-Puffer #quilibriert. Die Ubertragung erfolgte fiir 1,5 Stunden bei 50 Volt.
AnschlieBend wurde die Membran in 1 x Ponceau-Rot angefdrbt und die Lauffront, die
Taschen und die Markerbanden auf der Membran markiert. Die Membran wurde mit bidest.
Wasser wieder entfarbt und zweimal fiir 10 Minuten in TBS gewaschen. Die Membran wurde
tiber Nacht bei 7°C in 20 mL Blocking Puffer gehalten. Nach zwei Waschschritten fiir je 10
Minuten in TBS/Tween 20/Triton X-100 und einem Waschschritt in TBS fiir 10 Minuten
erfolgte die Antikorper-Antigenreaktion. Dafiir wurde die Membran in 5 mL
Antikorperlosung fiir eine Stunde inkubiert. Anschlieend wurde die Membran zweimal fiir je
10 Minuten in TBS/Tween 20/Triton X-100 und einmal in TBS gewaschen. Die Detektion
wurde mit dem Kit ECL-Western blotting (Pierce) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

2.2.3.17 Ermittlung des oligomeren Zustandes eines Proteins mittels cross-linking

Um den oligomeren Zustand eines Proteins zu ermitteln, setzt man cross-linker ein. Diese
erzeugen kovalente Briickenbindungen, die verschiedene Molekiile bzw. verschiedene

Einheiten eines Komplexes zusammenhalten. Somit bleiben die Proteinkomplexe fixiert und



MATERIAL & METHODEN 66

konnen auf denaturierenden SDS-Gelen visualisiert werden. Ein wichtiger Faktor dabei ist die
Linge dieser cross-linker, sie entscheiden iiber die Stirke der Wechselwirkung zwischen den
beiden interagierenden Molekiilen. Je stirker die Interaktion zwischen den Molekiilen ist,
desto kiirzer und stabiler sind die entstehenden cross-linker. Die Grofle des Komplexes und
damit die Zahl seiner Einheiten konnen schlieBlich mittels SDS-PAGE bestimmt werden. Es
gibt verschiedene Substanzen, die als cross-linker dienen. Am héufigsten wird Glutaraldehyd
dafiir eingesetzt, es ist billig und stort die 3D-Struktur der Proteine nicht (Abb. 2.7). Der Test
wurde wie in Kopeé et al. (2005) beschrieben mit kleinen Anderungen durchgefiihrt. Es
wurden 50 pl Reaktionen angesetzt, die aus 0,5 mg/mL Protein, 100 mM Bicin pH 7,5, 300
mM NaCl, 1 mM Dithiothreitol und unterschiedlichen Konzentrationen von Glutaraldehyd
(0,001-0,1%) bestanden. Um die Reaktion zu stoppen, wurde nach 15 Minuten 1 M Glyzin,
pH 8,0 zu einer Endkonzentration von 140 mM zugegeben und die Reaktion wurde fiir 5
Minuten bei RT inkubiert. Zum Féllen der Proteine wurden 400 ul Aceton zugefiigt und das
Gemisch wurde fiir 2 Stunden bei -20°C gehalten. Dann folgte eine Zentrifugation bei 15000
x g fiir 15 Minuten. Das Pellet wurde in 25 ul cracking Puffer aufgenommen, fiir 5 Minuten

auf 95°C erhitzt und auf einem 10% (w/v) Polyacrylamidgel analysiert.

-2 H,O

{ i N ORF10
= N

ORF10

=0 NHz{ ORF10
+
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Glutaraldehyd Proteinkomplex Proteinkomplex stabilisiert
durch kovalenten cross-linker

NAN

Abb. 2.7: Prinzip des cross-linking Assays.

2.2.3.18 Nukleotid-Bindungs Assay

Die Nukleotid-Bindungsfihigkeit von 7xHis-Orf5 und 7xHis-Orfl0 wurde mit einem
Fluoreszenz-Analogon von ATP, dem 2’(oder-37)-o-Trinitrophenyl-ATP (TNP-ATP)
(Molecular Probes) durchgefiihrt. Beim ATP-Binden wird die Fluoreszenz von TNP-ATP
durch den Polarititswechsel in der Umgebung von TNP-ATP gesteigert. Die Messung wurde
bei Raumtemperatur mit dem Fluoreszenzphotometer RF-5001 PC Shimadzu in der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Mathias F. Melzig, Institut fiir Pharmazie, FU-Berlin,
durchgefiihrt. Die Proteinproben wurden auf 1 mL mit Puffer H (2.1.11.9) aufgefiillt
(Endkonzentration 1,5 uM), fiir 20 Sekunden mit 15 uM TNP-ATP inkubiert und in 1 mL

Quarzkiivetten gefiillt. Das Spektrum wurde mit einer Anregungswellenldnge von 410 nm
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aufgenommen und die Emission wurde im Bereich von 470-600 nm gemessen. Als negative
Kontrollen dienten Puffer H und 15 uM TNP-ATP in Puffer H. TraB, eine ATPase aus dem
konjugativen Plasmid pSVHI1 von Streptomyces venezuelae, diente als positive Kontrolle
(Reuther et al., 2006). Dieses Protein wurde von Herrn Dr. Giinther Muth von der Abteilung
Mikrobiologie/Biotechnologie an der Eberhard Karls Universitit, Tiibingen, in gereinigter

Form zur Verfiigung gestellt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Klonierung der DNA-Fragmente in die Plasmide pBTM117c,
pGAD426, pQTEYV, pGEX-6P-2 und pMAL-c2x

Um die Protein-Protein Wechselwirkungsstudien in vivo durchzufithren, wurden die tra-Gene
des Plasmids pIP501 in die Y-2H Vektoren, pPBTM117c und pGAD426 kloniert. Zum Testen
auf mogliche Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen den ausgewihlten vir-Genen des
E. faecalis V583 Stammes und den humanen Proteinen der cDNA-Bibliothek, wurden die vir-
Gene in den BD-Vektor pPBTM117c¢ eingebaut.

Um die Expression der Tra-Proteine als 7xHis-Fusionsproteine zu erreichen, wurden die tra-
Gene in das Expressionsplasmid pQTEV kloniert. Um die Tra-Proteine als MBP-
Fusionsproteine (Maltosebindeprotein) isolieren zu konnen, wurden die entsprechenden Gene
(orf4, orf5, orf/ATMH, orf9, orfl0) in das Expressionsplasmid pMAL-c2x kloniert. Bei
unldslichen 7xHis- bzw. MBP-Fusionsproteinen wurden die Gene in das Expressionsplasmid
pGEX-6P-2 kloniert, um sie als GST-Fusionsproteine (Glutathion S-Transferase) zu
gewinnen, die bessere Loslichkeit zeigen konnen (orf5, orf7, orfl0, orfl4, orfl5). Alle
Klonierungen wurden wie in den Abschnitten 2.2.2.9 und 2.2.2.10 beschrieben durchgefiihrt.
Die Konstrukte in pBTM117c und pGAD426 wurden von mir erstellt. Klonierungen in
pQTEV, pGEX-6P-2 und pMAL-c2x wurden von Frau Dipl.-Ing. Christine Bohn oder von
Studenten im Rahmen ihrer Diplom- oder Studienarbeit am FG Umweltmikrobiologie der
TU-Berlin durchgefiihrt, u.a. von Karsten Arends, Katarzyna Schiwon, Mike Doring und

Michal Burzynski.

3.1.1 PCR-Amplifizierung der fra- und vir-Gene

Die tra- bzw. vir-Gene des Plasmids pIP501 wurden iiber PCR, wie im Abschnitt 2.2.2.8
beschrieben, amplifiziert (Abb. 3.1). Die fiir die PCR benétigten Primer (Tab. 2.3) wurden so
gewihlt, dass die entstehenden PCR-Fragmente in Phase mit dem entsprechenden Fusions-
Tag ligiert werden konnten. Fiir die Klonierung in pMAL-c2x wurden Primer eingesetzt, die
die Restriktionsstellen EcoRI/Sall anfiigten. Fiir alle anderen Plasmide wurden die DNA-
Fragmente mit den Schnittstellen Sall/Notl amplifiziert. Die GroBen der verschiedenen Gene

sind in Basenpaaren in der Tab. 3.1 dargestellt.
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Fir manche Klonierungen wurden die fra-Gene nicht mit PCR amplifiziert, sondern aus
anderen bereits vorhandenen Klonen ausgeschnitten und in das gewiinschte Plasmid insertiert:
orf5 z.B. wurde aus dem Konstrukt pGAD426-orf5 mit Sall/EcoRI ausgeschnitten, iiber ein
LM Agarosegel gereinigt und in das Plasmid pQTEV ligiert.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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M 1
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Abb. 3.1: Amplifizierung der DNA-Fragmente iiber PCR. A. fra-Gene des Plasmids pIP501, ein 1%
Agarosegel wurde fiir 1 Stunde bei 120 Volt laufen gelassen. M: 1 UL (500 ng) des DNA-GroBenstandards 1 kbp
Plus DNA ladder, Spuren 1-15: orfl-orfl5 mit Sall/NotI-Schnittstellen, jeweils 15 pl der PCR-Amplifikate
wurden geladen. B. Die vir-Gene des E. faecalis V583 Stammes, ein 1% Agarosegel wurde fiir 1 Stunde bei 120
Volt laufen gelassen. M: 1 UL (500 ng) des DNA-GroBenstandards 1 kbp Plus DNA ladder, Spur 1: fbp, Spur 2:
cbp, Spur 3: cylB, Spur 4: hemolysin, Spur 5:orfdel I, Spur 6: scrB-2.
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Die tra-Gene des Plasmids pIP501

Gen orfl orf2 orf3 orf4d orfS orf6 orf7 orf8  orf9 orfl0 orfll orfl2 orfl3 orfl4 orfl5
Grofien

in bp 1965 333 384 573 1962 1353 1110 552 432 1656 924 933 969 369 849

Die vir-Gene des E. faecalis V583 Stammes

Gen cbp cylB fbp hemolysin orfdell scrB-2
GroBeninbp 1121 812 1712 1379 794 1439

Tab. 3.1: Darstellung der GroBen der fra- und vir-Gene. Die Grof3e der Fragmente ist vom Startkodon bis
zum Stopkodon angegeben.

Die in dieser Arbeit ausgewihlten Primer und optimierten PCR-Programme fiir die
Amplifizierung der vir-Gene von E. faecalis V583 wurden im Rahmen einer Kooperation mit
dem Department of Food Science and Technology, Industrial Microbiology Section,
University of Milan, Italien zur Untersuchung der Pathogenitit verschiedener Enterococcus
italicus Stamme verwendet. Diese Stamme wurden aus italienischem Landkise isoliert
(Fortina et al., 2004). Die Prisenz von ausgewdhlten Virulenzgenen (unter ihnen die in dieser
Arbeit beschriebenen Virulenzgene cbp, cylB, fbp und hemolysin) wurde mittels PCR in den
E. italicus Stammen untersucht. Keines der Virulenzgene konnte in den E. italicus Stimmen

nachgewiesen werden (Fortina et al., Manuskript eingereicht).
3.1.2 Identifizierung rekombinanter Plasmide

3.1.2.1 Mittels Plasmidisolierung und Restriktion

Die Identifizierung der rekombinanten Plasmide mit dem entsprechenden Insert erfolgte {iber
TELT-Plasmidisolierung (2.2.2.1.b). Dabei wurden die Plasmide von mehreren Kandidaten
mittels TELT-Verfahrens isoliert und auf einem 0,7% Agarosegel analysiert, auf dem
gleichen Gel wurde auch das Plasmid ohne Insert aufgetragen. Die Banden der rekombinanten
Plasmide wandern auf dem Gel langsamer als die ohne Insert (Abb. 3.2). Fiir die kleinen
DNA-Fragmente (<500 bp) wie z.B. orf2 (ca. 330 bp) kann man anhand der DNA-Grofe
schwer auf dem Gel zwischen Plasmid und Plasmid + Insert unterscheiden. Fiir solche kleinen
Gene war die Identifizierung mittels PCR besser geeignet.

Eine anschlieBende Restriktion mit den zur Ligation verwendeten Restriktionsendonukleasen
zeigte bei den rekombinanten Plasmiden zwei Banden, eine fiir das Plasmid und eine fiir das

eingebaute Fragment (Abb. 3.3). Bei den kleinen DNA-Fragmenten (<500 bp) wurden dem
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Restriktionsansatz zusitzlich 10 pg RNase A zugegeben, um die RNA zu entfernen und die

dadurch iiberdeckten DNA-Fragmente sichtbar zu machen.

| pGAD426-orfx ] pBTM117c-orfx
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Abb. 3.2: Identifizierung rekombinanter Plasmide anhand der Grofien der TELT Plasmid-DNA.

Ein 0,7% Agarosegel wurde fiir 90 Minuten bei 90 Volt laufen gelassen. M: 1 pL (500 ng) des DNA-
GroBenstandards 1 kb DNA ladder (im Gelbild sind die Banden 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000,
1500 bp zu sehen). Links: Die rekombinanten Plasmide pGAD426-orfx, -K ist pGAD426 ohne Insert als
negative Kontrolle, die griine Lauffront zeigt, dass die pGAD426-orfx Plasmide grofier als pGAD426 ohne Insert
sind. Rechts: Die rekombinanten Plasmide pBTMI117c-orfx, -K ist pBTMI117c ohne Insert als negative
Kontrolle, die rote Lauffront zeigt, dass die pBTM117c-orfx Plasmide groBer als pPBTM117c ohne Insert sind.

pGAD426-orfx ]

Abb. 3.3: Verifizierung rekombinanter Plasmide mittels Restriktion.
Ein 0,7% Agarosegel wurde fiir 90 Minuten bei 90 Volt laufen gelassen. M: 1 puL (500 ng) des DNA-
GroBenstandards 1 kb DNA ladder (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 500 bp). Spuren 1-
15: pGADA426-orfI-15 geschnitten mit Sall und Nofl. Bei ca. 7870 bp liegt die pGAD426-Bande. Bei
unterschiedlichen Grofen sind die ausgeschnittenen fra-Gene zu erkennen.
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3.1.2.2 Mittels Sequenzier-PCR

Die Plasmide, die mit Restriktion Inserts der erwarteten GroBe zeigten, wurden weiter mit
Sequenzier-PCR, wie im Abschnitt 2.2.2.11.c beschrieben, tiberpriift. 0,5 ul der TELT-DNA
wurde als Vorlage fiir die Amplifizierung verwendet. Als Primer wurden die
Sequenzierprimer des entsprechenden Plasmids beniitzt. Im Falle eines Klons ergab die PCR
ein Produkt, dessen Grofe der des Inserts plus 300 bp entspricht (Teile des Plasmids werden
mit amplifiziert) (Abb. 3.4).

—— pGAD426-orfx ] pBTM117¢-orfx ————

Abb. 3.4: Identifizierung rekombinanter Plasmide mittels Sequenzier-PCR.

Ein 1% Agarosegel wurde fiir 60 Minuten bei 120 Volt laufen gelassen. M: 1 UL (500 ng) des DNA-
GroBenstandards 100 bp DNA ladder (1517, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp). Links:
Seq.-PCR der pGAD426-Klone. Rechts: Seq.-PCR der pBTM117c-Klone.

3.1.2.3 Mittels zyklischer Sequenzierung

Zur Uberpriifung der DNA-Sequenz wurde eine Sequenzierung nach dem Cycle Sequencing
Prinzip (eine modifizierte Methode nach Sanger et al., 1977) wie im Abschnitt 2.2.2.11.d
beschrieben, durchgefiihrt. Die Sequenz-Daten wurden mit den in GenBank gespeicherten
Sequenzen fiir die fra-Gene des Plasmids pIP501 (Accession Number L39769 und AJ505823)
mit Hilfe des Programms  blast2 seq der NCBI Webseite verglichen:
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi. Die Plasmidkarten der konstruierten Klone

sind in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abb. 3.5: Erzeugte Expressionsplasmide fiir die fra-Gene des Plasmids pIP501.

A. Bei pBTM117c wurden die tra-Gene (orfx) des Plasmids pIP501 iiber Sall/Notl-Schnittstellen in Phase mit
LexA ligiert. Thre Expression wurde durch den konstitutiven Promotor der Alkohol-Dehydrogenase (ADHI1-
Promotor) gewihrleistet. In den Hefezellen werden LexA und orfx als eine Fusion exprimiert, die als
Bindungsdoméne wirkt. TRP1 kodiert fiir die Tryptophan-Prototrophie. 2y ist der Hefe-Replikationsursprung.

B. Die tra-Gene wurden in pGADA426 iiber Sall/Notfl-Schnittstellen in Phase mit Gal4 kloniert. Wie bei
pBTM117c kontrolliert der ADH1-Promotor das Gen Gal4-orfx, was in den Hefezellen als Aktivierungsdoméine
exprimiert wird. LEU2 kodiert fiir die Leucin-Prototrophie. 2 ist der Hefe-Replikationsursprung.

C. Die tra-Gene wurden iiber Sall/Notl-Schnittstellen in den pQTEV-Vektor ligiert. Die Expression des
entsprechenden Proteins steht unter Kontrolle des Pt4-Promotors, der iiber das lacI’-Gen reguliert wird. Nach
Induktion mit IPTG wird ein 7xHis-Fusionsprotein exprimiert. Uber die TEV-Protease (tobacco etch virus) kann
anschlieend der his-Tag entfernt werden.

D. Bei dem pGEX-6P-2-Vektor erfolgt die Expression des iiber Sall/Notl ligierten tra-Gens in N-terminaler
Glutathion S-Transferase (GST)-Fusion. Dem GST vorgeschaltet ist ein Ptac-Promotor, der durch das
Regulationsgen lacl? zundchst reprimiert wird. Erst nach Zugabe von IPTG findet eine Transkription statt. Der
Fusionsanteil im Protein kann liber eine PreScission-Protease abgetrennt werden.

E. In den mit EcoRI und Sall linearisierten Vektor pMAL-c2x wurden die fra-Gene in Phase mit malFE ligiert.
Es liegt wiederum ein Ptac/lacl’-Expressionssystem vor, die Expression erfolgt nach Zugabe von IPTG in N-
terminaler Fuison mit einem Maltosebindeprotein (MBP). Der Fusionsanteil kann {iber ,,Factor Xa‘* abgespalten
werden.
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Weiterhin dargestellt: Selektionsmarker Amp®, fiir eine Resistenz gegen Ampicillin, der Ursprung der
Replikation ori, Restriktionsstellen, das lacZ-Gen fiir den N-terminalen Anteil der B-Galaktosidase (a-
Komplementation).

3.2 In vivo detektierte Protein-Protein Wechselwirkungen

3.2.1 Qualitative Studie (X-Gal Test)

Zum Durchfiihren der Y-2H Studien wurden die 15 pBTMI117c-tra Plasmide einzeln in die
Hefezellen nach dem Protokoll 2.2.1.3 transformiert und auf  Autoaktivierung der
Reportergene [lacZ und HIS3 getestet. Uberraschenderweise zeigte ORFI10 eine
Autoaktivierung, Saccharomyces cerevisiae 1.40 ccU Zellen mit pBTM117c-orfl10 konnten
auf SD-Tryp-His Platten wachsen und entwickelten mit dem X-Gal Test eine blaue Farbe.
Deswegen konnten die pBTM117c-orf10/pGADA426-tra Versuche nicht durchgefiihrt werden.
Dann wurden die 15 Tra-Proteine (jeweils in pGAD426 und pBTM117c, auler orf10) gegen
alle anderen Tra-Proteine mittels Y-2H Systems auf mogliche Protein-Protein
Wechselwirkungen untersucht. Die bereits nachgewiesene Interaktion pBTMI117c-
siml/pGAD426-arnt (Probst et al., 1997) wurde als positive Kontrolle zu jedem Test
durchgefiihrt, wihrend ein Test mit den beiden Plasmiden ohne Insert
(pBTM117c/pGAD426) als negative Kontrolle diente. Die Y-2H Studien ergaben 18 Protein-
Protein Wechselwirkungen (Tab. 3.2), die zur Verifizierung dreimal wiederholt wurden. Die
Interaktionen wurden nach dem Wachstum der Hefezellen auf den SD-Leu-Tryp-His/Gal/Raff
Platten bzw. in fliisssigem SD-Leu-Tryp-His/Gal/Raff Medium bewertet. Die Interaktionen,
bei denen es Wachstum nach 3 Tagen gab, wurden stark genannt und mit +++ bezeichnet, ++
bezeichnen Interaktionen mittlerer Stirke (Wachstum nach 4-7 Tagen) und + steht fiir die

schwachen Interaktionen (Wachstum nach 7 Tagen).

bait prey Wachstum®
ORF1 ORF1 +
ORF1 ORF10 +
ORF4 ORF5 ++
ORF5 ORF5 +++
ORF5 ORF7 ++
ORF6 ORF3 +
ORF6 ORF10 +++
ORF7 ORF2 +
ORF7 ORF5 +
ORF7 ORF7 ++
ORF7 ORF10 ++
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ORF7 ORF14 +
ORF9 ORF3 +++
ORF14 ORF5 ++
ORF14 ORF8 ++
ORF14 ORF12 ++
ORF14 ORF14 ++
ORF15 ORF12 +

Tab. 3.2: Mittels Y-2H detektierte Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen den pIP501-Tra
Proteinen. *: Hefekolonien wuchsen auf den SD-Leu-Tryp-His/Gal/Raff Platten bzw. in fliissigem Medium
nach 3 Tagen (+++), nach 4-7 Tagen (++) oder nach mehr als 7 Tagen gewachsen.

3.2.2 Quantitative Studie (B-Galaktosidase Assay)

Die Intensititen der mit dem Y-2H System detektierten Protein-Protein Wechselwirkungen
wurden mittels quantitativer B-Galaktosidase Assays, wie im Abschnitt 2.2.2.15 beschrieben,
gemessen. Die Quantifizierung wurde fiir jede Wechselwirkung dreimal wiederholt und der
Durchschnitt davon wurde gerechnet. Die Intensitit der Wechselwirkungen wurde in B-
Galaktosidase Einheiten angegeben. Als negative Kontrolle dienten die bait/prey Plasmide
ohne Insert. Die gebildeten -Galaktosidase Einheiten jeder Interaktion wurden mit denen der
negativen Kontrolle verglichen. Nach dieser Quantifizierungsstudie zeigten 5 Interaktionen,
nidmlich die ORF1-ORF10, ORF6-ORF3, ORF7-ORF5, ORF14-ORF14 und ORF15-ORF12
sehr schwache Intensitit (< 1 B-Galaktosidase Einheit). Die iibrigen 13 Interaktionen waren
deutlich stirker als die negative Kontrolle (> 5 B-Galaktosidase Einheiten). Besonders stark
waren die folgenden 3 Interaktionen, ORF4-ORF5, ORF5-ORF5 und ORF6-ORF10 (> 90
Einheiten).

Bait Prey B-Galaktosidase Einheiten Erhohung der
B-Galaktosidase
Aktivitat*

\'A! V2 V3 Mw.

ORF1 ORF1 6,8 10,3 11,1 9.4 39,1
ORF1 ORF10 0,8 1,3 1,2 1,1 4,5
ORF4 ORF5 65,2 88,6 120 91,2 380
ORF5 ORF5 983 111,2 126 111,8  465,8
ORF5 ORF7 7,2 9.4 1,1 5,9 24,5
ORF6  ORF3 1,3 1.4 0,6 1,1 4,5
ORF6 ORF10 105.5 130,6 75 95,3 397
ORF7 ORF2 17,3 255 15 19,2 80
ORF7 ORF5 09 0,6 0,75 0,75 3,1
ORF7 ORF7 30,2 40,1 25,2 31,8 132,5
ORF7 ORF10 38,7 49 15 34 141,6
ORF7 ORF14 10,7 159 15 13,8 57,5
ORF9 ORF3 40,3 60,7 2,3 34,4 143,3
ORF14 ORF5 53 9,2 9 7,8 32,5
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ORF14 ORF8 22,6 295 55 35,7 148,7
ORF14 ORF12 54 6,1 10,1 71,2 30
ORF14 ORF14 1 0,7 0,7 0,8 3,3
ORF15 ORF12 095 0,8 1,04 0,93 3,8

Tab. 3.3: Ergebnisse des quantitativen p-Galaktosidase Assays.
® Erhshung der B-Galaktosidase Aktivitit im Vergleich zum Versuch mit pBTM117¢/pGADA426 ohne tra-Insert
(ca. 0,24 B-Galaktosidase Einheiten). V1-V3 bezeichnen die drei durchgefiihrten Versuche.

3.2.3 Ergebnisse des automatisierten Yeast-Two-Hybrid Systems

Isolierte Plasmid-DNA der Plasmide pBTM117c-vir (-cbp, -cylB, -fbp, -hemolysin, -orfdel ]
und -scrB-2) wurde an das Max-Delbriick-Centre fiir Molekulare Medizin (MDC), AG
Professor Erich Wanker iibergeben. Dort wurden die entsprechenden Virulenzproteine zuerst
auf Autoaktivierung der Reportergene LacZ und HIS3 untersucht. Die ausgewihlten
Virulenzproteine zeigten keine Autoaktivierung und konnten somit gegen eine cDNA-
Bibliothek von ca. 8000 humanen Proteinen aus Gehirn-, Leber- und Nervenzellen im AD-
Vektor (pGAD426) getestet werden. Leider ergab der Test keine Interaktionen mit den

untersuchten humanen Proteinen.
3.3 Expression, Solubilisierung und Reinigung der Tra-Proteine

3.3.1 Expression, Solubilisierung und Reinigung von MBP-ORF4

Die Expression von MBP-ORF4 erfolgte mit E. coli XL 10 Zellen in 200 ml LB-Medium mit
Ampicillin [100 pg/mL]. Die Kultur wurde bei 37°C bis zu einer ODggo von 0,8 geschiittelt.
Dann folgte eine Induktion der Proteinexpression durch Zugabe einer sterilen 100 mM IPTG-
Losung auf eine Endkonzentration von 1 mM und anschlieBende iiber Nacht Inkubation bei
37°C. Das MBP-ORF4 Protein konnte aus dem Pellet mit dem Puffer 5, wie im Abschnitt
2.2.3.4 beschrieben, solubilisiert werden. Die Reinigung erfolgte mit Hilfe der Amylose
Magnetic Beads wie im Abschnitt 2.2.3.10 gezeigt. Proben aus allen Fraktionen der
Expression, der Solubilisierung und der Reinigung wurden auf einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.6.A). Eine Bande von 65,5 kDa, die dem berechneten
Molekulargewicht von MBP-ORF4 entspricht, lieB sich nach ti, ty, t3, tin, im Lysat und im
Eluat deutlich erkennen. Die Prisenz von MBP-ORF4 in den Proben konnte auch
immunologisch durch Western Blot mit Anti-MBP-Antikérpern nachgewiesen werden (Abb.
3.6.B).
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Abb. 3.6: Expression und Reinigung des MBP-ORF4-Fusionsproteins.

A. 10% SDS-PAGE. Spur 1, Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2, negative Kontrolle E. coli XL
10 mit pMAL-c2x nach iiber Nacht Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 3: E. coli XL 10 mit pMAL-c2x-orf4 nach
1 Stunde Induktionszeit (t;), Spur 4: E. coli XL 10 mit pMAL-c2x-orf4 nach 2 Stunden Induktionszeit (t,), Spur
5: E. coli XL 10 mit pMAL-c2x-orf4 nach 3 Stunden Induktionszeit (t3), Spur 6: E. coli XL 10 mit pMAL-c2x-
orf4 mnach tiber Nacht Induktion (ty,, Spur 7: Lysat MBP-ORF4 in Puffer 5, Spur 8: Eluat MBP-ORF4 B.
Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-Antikrpern.

3.3.2 Expression, Solubilisierung und Reinigung von MBP-ORFS

Zum Gewinnen des MBP-ORF5-Fusionsproteins wurden 200 ml LB-Medium mit Ampicillin
[100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] mit E. coli BL21-CodonPlus-RIL (pMAL-
c2x-orf5) beimpft und bei 37°C geschiittelt. Die Expression wurde erst bei einer ODgy von 1
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kultur wurde iiber Nacht bei den gleichen
Bedingungen weiter geschiittelt. Das MBP-ORF5-Fusionsprotein zeigte Probleme bei der
Solubilisierung, Dipl.-Ing. (FH) Raschid Salih hat im Rahmen seiner Diplomarbeit (Salih,
2006) verschiedene native Puffer (Lindwall er al., 2000) probiert, um das Protein zu
solubilisieren. MBP-ORFS5 lie sich zum Teil in Puffer 5 16sen. Die Reinigung wurde mit
Hilfe der Amylose Magnetic Beads durchgefiihrt (2.2.3.10). Proben aus allen Fraktionen der
Expression, der Solubilisierung und die Reinigung wurden auf einem 10% SDS-

Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.7.A). Das Fusionsprotein MBP-ORF5 hat ein



ERGEBNISSE 79

berechnetes Molekulargewicht von 119,2 kDa. Eine Bande grofler als die 94,7 kDa Bande ist
bei t;, ty, tyn, im Lysat und im Eluat zu sehen. Mittels Western Blot konnte MBP-ORFS5 in den
Proben immunologisch mit Anti-MBP-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb. 3.7.B).
A

MBP-ORF5 97,4 kDa
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MBP =+
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Abb. 3.7: Expression und Reinigung des MBP-ORF5-Fusionsproteins.

A. 10% SDS-PAGE. Spur 1: Negative Kontrolle E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pMAL-c2x nach iiber Nacht
Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 2: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pMAL-c2X-orf5 nach 1 Stunde
Induktionszeit (t;) , Spur 3: Nach 2 Stunden Induktionszeit (t,), Spur 4: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit
pMAL-c2x-orf5 nach iiber Nacht Induktion (tz,), Spur 5: Lysat MBP-ORFS5 in Puffer 5, Spur 6: Eluat MBP-
ORF?5, Spur 7: Proteinstandard low range molecular weight. B. Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-
Antikorpern.

3.3.3 Expression, Solubilisierung und Reinigung von 7xHis-ORF7

Es war schwer, das 7xHis-ORF7-Fusionsprotein zu exprimieren und zu reinigen, weil die
induzierten E. coli Zellen zum Teil lysierten, bevor man das Zellpellet ernten konnte (ORF7
ist eine lytische Transglykosylase). Dieses Problem konnte Frau Dr. Jolanta Kope¢ im
Rahmen ihrer Doktorarbeit 16sen (Kope¢, 2006). Fiir die Expression wurden E. coli XL 10
Zellen (pQTEV-orf7) in 200 mL 2 x YT-Medium mit 0,5% Glukose und Ampicillin [100
pg/mL] als Selektionsmarker inokuliert und bei 37°C in einem gut beliifteten Kolben bei 200
rpm geschiittelt. Als die ODggo einen Wert von 0,8 erreichte, wurde die Expression durch
Zugabe von 1 mM IPTG induziert und es wurde fiir nur weitere 2 Stunden bei 37°C
geschiittelt. Bevor die Zellen zu lysieren begannen, wurde der Prozess gestoppt und das Pellet

im Puffer P5 aufgenommen (Abschnitt 2.2.3.6). Die Reinigung wurde auf Ni**-NTA spin
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Sédulen durchgefithrt (2.2.3.12). Proben aus allen Fraktionen der Expression, der
Solubilisierung und der Reinigung wurden auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel analysiert
(Abb. 3.8.A). Das berechnete Molekulargewicht fiir 7xHis-ORF7 betrigt 44,1 kDa. Eine
entsprechend grole Bande war auf dem SDS-Gel bei ti, tp, im Lysat und im Eluat zu sehen

und konnte immunologisch durch Western Blot mit Anti-His-Antikdrpern nachgewiesen

werden.
A
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Abb. 3.8: Expression und Reinigung des 7xHis-ORF7-Fusionsproteins.

A. 10% SDS-PAGE. Spur 1: Eluat 7xHis-ORF7, Spur 2: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 3:
Negative Kontrolle E. coli X1 10 mit pQTEV nach iiber Nacht Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 4: E. coli XL 10
mit pQTEV-orf7 nach 1 Stunde Induktionszeit (t;) , Spur 5: Nach 2 Stunden Induktionszeit (t,), Spur 6: Pellet E.
coli XL 10 mit pQTEV-orf7 nach 2 Stunden Induktion, Spur 7: Lysat 7xHis-ORF7.

3.3.4 Expression, Solubilisierung und Reinigung von MBP-ORF7ATMH
Zur Expression von ORF7ATMH wurden bei der Klonierung iiber PCR die Basenpaare, die

fiir die ersten 45 Aminosduren von ORF7 (die Transmembranhelix) kodieren, deletiert
(Arends, 2005). Zum Gewinnen des entsprechenden MBP-ORF7ATMH-Fusionsproteins
wurden 200 ml LB-Medium mit Ampicillin [100 pg/mL] als Selektionsmarker mit E. coli XL
10 (pMAL-c2x-orf7ATMH) beimpft und bei 37°C geschiittelt. Die Expression wurde bei
einer ODgpp von 0,6 durch Zugabe von IPTG auf 0,5 mM Endkonzentration induziert, die
Kultur wurde unter den gleichen Bedingungen fiir 3 Stunden weiter geschiittelt. Das MBP-
ORF7ATMH-Fusionsprotein  konnte aus dem Pellet mit dem Puffer 5, wie im Abschnitt
2.2.3.4 beschrieben, extrahiert werden. Die Reinigung erfolgte mit Hilfe der Amylose
Magnetic Beads (2.2.3.10). Proben aus allen Fraktionen der Expression, der Solubilisierung

und der Reinigung wurden auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.9.A).
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Das Fusionsprotein MBP-ORF7ATMH hat ein berechnetes Molekulargewicht von 78,5 kDa,
eine entsprechende Bande ist bei t, tp, t3, im Lysat und Eluat gut zu sehen. Mittels Western
Blot konnte MBP-ORF7ATMH in den Proben immunologisch mit Anti-MBP-Antikérpern
nachgewiesen werden (Abb. 3.9.B)

A

97,4 kDa
66,2 kDa

MBP-
ORF7ATMH

45,0 kDa
MBP

31,0 kDa

21,5 kDa

97,4 kDa

66.2 kDa MBP-

ORF7ATMH

45,0 kDa
MBP

Abb. 3.9: Expression und Reinigung des MBP-ORF7ATMH-Fusionsproteins.

A. 12% SDS-PAGE. Spur 1, Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2, negative Kontrolle E. coli XL
10 mit pMAL-c2x nach 3 Stunden Induktion mit 0,5 mM IPTG (t;), Spur 3: E. coli XL 10 mit pMAL-c2x-
orf/ATMH nach 1 Stunde Induktionszeit (t;), Spur 4: Nach 2 Stunden Induktionszeit (t,), Spur 5: Nach 3
Stunden Induktionszeit (t3), Spur 6: Lysat MBP-ORF7ATMH in Puffer 5, Spur 7: Eluat MBP-ORF7ATMH B.
Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-Antikorpern.

3.3.5 Expression, Solubilisierung und Reinigung von 7xHis-ORF8

Das 7xHis-ORF8-Fusionsprotein wurde wie in Doring (2006) beschrieben exprimiert und
gereinigt. E. coli BL21-CodonPlus-RIL (pQTEV-o0rf8) wurden in 200 ml LB-Medium mit
Ampicillin [100 pg/mL], Chloramphenicol [S0 pg/mL] und 1% Glukose bei 30°C inkubiert.
Die Expression wurde bei einer ODgpy von 0,3 durch Zugabe von IPTG auf 1 mM
Endkonzentration induziert, die Kultur wurde iiber Nacht unter den gleichen Bedingungen
weiter geschiittelt. Das 7xHis-ORF8-Fusionsprotein wurde in Puffer 5 aufgenommen

(Abschnitt 2.2.3.4). Anschliefend wurde das Protein auf Ni**-NTA Siulen, wie in Abschnitt
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2.2.3.12 beschrieben, gereinigt. Proben aus allen Fraktionen der Expression, der
Solubilisierung und der Reinigung wurden auf einem 12% SDS-Polyacrylamidgel analysiert
(Abb. 3.10.A). Das berechnete Molekulargewicht fiir 7xHis-ORF8 betriagt 22,4 kDa. Eine
Proteinbande mit etwas groBBerem Molekulargewicht war auf dem Gel bei t, ta, t3, ts, ti, im
Lysat und im Eluat zu sehen. Die Prisenz des 7xHis-ORF8-Fusionsproteins konnte auch
immunologisch durch Western Blot mit Anti-His-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb.
3.10.B). Der Western Blot bestitigte aullerdem, dass 7xHis-ORF8 etwas langsamer als
seinem berechneten Molekulargewicht entspréiche, im 12% SDS—Polyacrylamidgel wandert.

A 1

31,0 kDa ""'- -y = .
E - . -&.. 7xHis-ORF8
" -
Bt il
[rem—————1

- —

-——
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l

31,0 kDa 7xHis-ORF8

21,5 kDa

Abb. 3.10: Expression und Reinigung von 7xHis-ORF8.

A. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Negative Kontrolle E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pQTEV nach iiber Nacht
Induktion mit 1 mM IPTG (t;,), Spur 2: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 3: E. coli BL21-
CodonPlus-RIL mit pQTEV-orf8 nach 1 Stunde Induktionszeit (t;), Spur 4: Nach 2 Stunden Induktionszeit (t),
Spur 5: Nach 3 Stunden Induktionszeit (t;), Spur 6: Nach 4 Stunden Induktionszeit (t;), Spur 7: E. coli BL21-
CodonPlus-RIL mit pQTEV-o0rf8 nach iiber Nacht Induktion (t;,), Spur 8: Lysat 7xHis-ORF8 in Puffer 5, Spur
9: Eluat 7xHis-ORF8 B. Entsprechender Western Blot mit Anti-His-Antikorpern.

3.3.6 Expression, Solubilisierung und Reinigung von MBP-ORF10

Zum Gewinnen des MBP-ORF10-Proteins wurden 200 ml LB-Medium mit Ampicillin [100
pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] als Selektionsmarker mit E. coli BL21-CodonPlus-
RIL (pMAL-c2x-orfl10) beimpft und bei 37°C geschiittelt. Die Expression wurde bei einer
ODggo von 1 durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert, die Kultur wurde
iiber Nacht unter den gleichen Bedingungen weiter geschiittelt. Das MBP-ORF10-Protein
konnte aus dem Pellet mit dem Puffer 5 solubilisiert und mit Amylose Magnetic Beads
gereinigt werden. Proben aus allen Fraktionen der Expression, der Solubilisierung und der

Reinigung wurden auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.11.A). Das
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Fusionsprotein MBP-ORF10 hat ein berechnetes Molekulargewicht von 106,4 kDa, eine
Bande groBer als 94,7 kDa ist bei ty, tp, tyy,, im Lysat und im Eluat zu sehen. Mittels Western
Blot konnte MBP-ORF10 immunologisch mit Anti-MBP-Antikorpern nachgewiesen werden

(Abb. 3.11.B).
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Abb. 3.11: Expression und Reinigung des MBP-ORF10-Fusionsproteins.

A. 10% SDS-PAGE. Spur 1: Negative Kontrolle E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pMAL-c2x nach tiber Nacht
Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 2: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pMAL-c2x-0rfl0 nach 1 Stunde
Induktionszeit (t;), Spur 3: Nach 2 Stunden Induktionszeit (t,), Spur 4: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pMAL-
c2x-orfl0 nach iiber Nacht Induktion (t,), Spur 5: Lysat MBP-ORF10 in Puffer PS5, Spur 6: Proteinstandard low
range molecular weight, Spur 7: Eluat MBP-ORF10 B. Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-
Antikorpern.

3.3.7 Expression, Solubilisierung und Reinigung von 7xHis-ORF12

Zur Expression des 7xHis-ORF12-Fusionsproteins wurden 200 mL LB-Medium mit
Ampicillin [100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] als Selektionsmarker mit E. coli
BL21-CodonPlus-RIL (pQTEV-orfI2) beimpft und bei 37°C geschiittelt. Die Expression
wurde bei einer ODgyy von 0,8 durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert,
die Kultur wurde iiber Nacht unter den gleichen Bedingungen weiter geschiittelt. Das 7xHis-
ORF12-Fusionsprotein wurde in Puffer 5 wie in Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben, solubilisiert.
Die Reinigung erfolgte auf Ni**-NTA Siulen (2.2.3.12). Proben aus allen Fraktionen der

Expression, der Solubilisierung und der Reinigung wurden auf einem 12% SDS-
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Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.12.A). Das berechnete Molekulargewicht fiir 7xHis-
ORF12 betrigt 36,1 kDa, aber auf dem SDS-Polyacrylamidgel konnte man nur eine kleinere
Bande (<31 kDa) erkennen, die im Laufe der Induktionszeit (t, t2, tsn) zunahm. Eine gleich
groBe Bande war auch im Lysat und im Eluat zu erkennen und konnte im Western Blot die
Anti-His-Antikorper binden (Abb. 3.12.B).
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Abb. 3.12: Expression und Reinigung des 7xHis-ORF12-Fusionsproteins.

A. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Eluat 7xHis-ORF12, Spur 2: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 3:
Negative Kontrolle E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pQTEV nach iiber Nacht Induktion mit 1 mM IPTG, Spur
4: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pQTEV-orflI2 nach 1 Stunde Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 5: E. coli
BL21-CodonPlus-RIL mit pQTEV-orfi2 nach 2 Stunden Induktion, Spur 6: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit
PQTEV-o0rflI2 nach einer iiber Nacht Induktion mit 1 mM IPTG, Spur 7: Lysat 7xHis-ORF12 in Puffer 5. B.
Entsprechender Western Blot mit Anti-His-Antikorpern.

3.3.8 Expression, Solubilisierung und Reinigung von GST-ORF14

Die Expression von GST-ORF14 erfolgte mit E. coli BL21-CodonPlus-RIL in 200 ml LB-
Medium mit Ampicillin [100 pg/mL] und Chloramphenicol [50 pg/mL] als Selektionsmarker.
Die Expression wurde bei einer ODgyp von 0,8 durch Zugabe von IPTG auf eine
Endkonzentration von 1 mM induziert. Die Kultur wurde anschlieBend iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Das GST-ORF14-Fusionsprotein wurde in Puffer 5 aufgenommen (2.2.3.4) und mit
dem Kit Bulk GST Purification Module (Amersham), wie im Abschnitt 2.2.3.11 beschrieben,



ERGEBNISSE 85

gereinigt. Proben aus allen Fraktionen der Expression, der Solubilisierung und der Reinigung
wurden auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 3.13.A). Das GST-ORF14-
Fusionsprotein hat ein berechnetes Molekulargewicht von 42,2 kDa, eine Proteinbande dieser
GroBe konnte auf dem Gel bei ty, ty, t3, tsn, im Lysat und im Eluat deutlich erkannt werden.
Die Prisenz des GST-ORF14-Fusionsproteins in den Proben konnte auch immunologisch
durch Western Blot mit Anti-GST-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb. 3.13.B).
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Abb. 3.13: Expression und Reinigung des GST-ORF14-Fusionsproteins.

A. 10% SDS- PAGE. Spur 1: Eluat GST-ORF14, Spuren 2 und 3: Proteinstandard low range molecular weight,
Spur 4: negative Kontrolle E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pGEX-6P-2 nach iiber Nacht Induktion mit 1 mM
IPTG, Spur 5: E. coli BL21-CodonPlus-RIL mit pGEX-6P-2- orfi4 nach 1 Stunde Induktionszeit (t;), Spur 6:
Nach 2 Stunden Induktionszeit (t;), Spur 7: Nach 3 Stunden Induktionszeit (t;), Spur 8: E. coli BL21-CodonPlus-
RIL mit pGEX-6P-2-0rfl4 nach iiber Nacht Induktion, Spur 9: Lysat GST-ORF14 in Puffer 5. B.
Entsprechender Western Blot mit Anti-GST-Antikorpern.

3.3.9 Expression und Reinigung der 7xHis-ORF5 und 7xHis-ORF10
Fusionsproteine

Die Fusionsproteine 7xHis-ORF5 und 7xHis-ORF10 wurden von Frau Kope¢ an der Karl-
Franzens-Universitit in Graz, wie im Abschnitt 2.2.3.7 beschrieben, gereinigt und uns zur
Verfiigung gestellt (Abb. 3.14). 7xHis-ORF5 und 7xHis-ORF10 waren bei 4°C nur fiir ca. 2-3
Wochen stabil, danach waren sie fast komplett ausgefallen, und konnten nicht mehr fiir die

Enzymreaktionen oder die pull-down Studien beniitzt werden.
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Abb. 3.14: Reinigung der 7xHis-ORFS und 7xHis-ORF10 Fusionsproteine.
A. 10% SDS- PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: 7xHis-ORFS5, Spur 3: 7xHis-

ORF10. B. Entsprechender Western Blot mit Anti-His-Antikorpern.

3.4 Pull-down Studien zur Verifizierung der in vivo identifizierten

Protein-Protein Wechselwirkungen

Die meisten Interaktionen, die mittels Y-2H Systems festgestellt wurden, konnten auflerdem

in vitro durch pull-down Studien bestitigt werden. (Tab. 3.4). Die pull-down Studien wurden,
wie im Abschnitt 2.2.3.9 beschrieben, durchgefiihrt. Die Interaktionen ORF6-ORF10, ORF7-
ORF2 und ORF9-ORF3 wurden von Frau Dr. Hanssen im Zuge ihres Postdoktoranden

Aufenthaltes im Labor von Frau Dr. Grohmann nachgewiesen (Hanssen and Grohmann, nicht

publizierte Daten). Die noch fehlenden in vitro Versuche werden auch von Frau. Dr. Hanssen

durchgefiihrt.

Interaktion

in vivo

in vitro

ORF1-ORF1
ORF1-ORF10
ORF4-ORF5
ORF5-ORF5
ORF3-ORF6
ORF6-ORF10
ORF7-ORF2
ORF7-ORF5
ORF7-ORF7
ORF7-ORF10
ORF7-ORF14
ORF9-ORF3
ORF14-ORF5
ORF14-ORF8
ORF14-ORF12

NN N N N N N N N NN NN

NN N N N N N N NS NN NN
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ORF14-ORF14 v v
ORF15-ORF12 v

-~

Tab. 3.4: Darstellung der in vitro durchgefiihrten Protein-Protein Wechselwirkungen.

v': Zeigt die in vivo bzw. in vitro nachgewiesenen Protein-Protein  Wechselwirkungen. ?: steht fiir die noch
fehlenden in vitro Versuche.

3.4.1 Wechselwirkungen, die an der Rekrutierung der Tra-Proteine zum

T4SLS-Komplex beteiligt sind

Moglicherweise spielt ORF7 durch seine Interaktionen mit ORFS5, ORF10 und ORF14 eine
wichtige Rolle in der Entstehung des T4SLS-Kernkomplexes. Die entsprechenden
Proteinkomplexe 7xHis-ORF7-GST-ORF14, MBP-ORF7ATMH-7xHis-ORF5 und MBP-
ORF7ATMH-7xHis-ORF10 konnten mittels pull-down isoliert werden (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: An der Rekrutierung der Tra-Proteine zum Proteinkomplex beteiligte Wechselwirkungen.
A. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: Lysat GST-ORF14; Spur 3:
Lysat 7xHis-ORF7, Spur 4: Negative Kontrolle 7xHis-ORF7/GST, Spur 5: Eluat des GST-ORF14-7xHis-ORF7-
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Proteinkomplexes. Entsprechender Western Blot mit Anti-GST-Antikorpern. -: Bezeichnet die entstandenen
Protein-Protein Komplexe, /: Keine Komplexbildung. B. 6% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range
molecular weight, Spur 2: Lysat MBP-ORF7ATMH, Spur 3: Lysat 7xHis-ORFS5, Spur 4: Negative Kontrolle
7xHis-ORF5/MBP, Spur 5: Eluat des 7xHis-ORF5-MBP-ORF7ATMH-Proteinkomplexes. Entsprechender
Western Blot mit Anti-MBP-Antikorpern. C. 8% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular
weight, Spur 2: 7xHis-ORF10, Spur 3: Lysat MBP-ORF7ATMH, Spur 4: Negative Kontrolle MBP-
ORF7ATMH/Lysat pQTEV: Spur 5: FEluat des MBP-ORF7ATMH-7xHis-ORF10-Proteinkomplexes.
Entsprechender Western Blot mit Anti-Penta-His-Antikorpern.

3.4.2 Wechselwirkungen der Komponenten des Transferkomplexes

Der Transfer-Kernkomplex, der in der Zytoplasmamembran liegt, konnte aus den Proteinen
ORF14, ORF8 und ORF12 bestehen. Diese Vermutung lie sich in vitro durch die Isolierung
zweier Proteinkomplexe, ndmlich von ORF8-ORF14 und ORF12-ORF14 bekriftigen. Wie in
Abb. 3.16 dargestellt, wurden die Proteinkomplexe 7xHis-ORF8-GST-ORF14 und 7xHis-
ORF12-GST-ORF14 auf Ni**-NTA Siulen isoliert und mittels SDS-PAGE und Anti-GST-
Antikorpern nachgewiesen.
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Abb. 3.16: Wechselwirkungen zwischen den Komponenten des Kerntransferkomplexes.

A. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: Lysat 7xHis-ORF8, Spur 3:
Lysat GST-ORF14, Spur 4: Ungebundene Proteine, Spuren 5-6: Waschschritte zum Entfernen unspezifisch
gebundener Proteine, Spur 7: Eluat des 7xHis-ORF8-GST-ORF14-Proteinkomplexes. Entsprechender Western
Blot mit Anti-GST-Antikorpern. B. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur
2: Lysat GST-ORF14, Spur 3: Lysat 7xHis-ORF12, Spur 4: negative Kontrolle 7xHis-ORF12/GST, Spur 5:
Eluat des 7xHis-ORF12/GST-ORF14-Proteinkomplexes. Entsprechender = Western Blot mit Anti-GST-
Antikorpern.
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3.4.3 Wechselwirkungen des putativen Kopplungsproteins ORF10

Mittels pull-down Assays wurde die bereits mit dem Y-2H festgestellte Interaktion zwischen
dem vermutlichen Kopplungsprotein ORF10 und der Relaxase ORFI1 bestitigt. Ein
Proteinkomplex zwischen 6xHis-ORF1 und MBP-ORF10 konnte in vitro entstehen und lief3
sich auf Amylose magnetic beads isolieren und mit Anti-MBP-Antikérpern nachweisen (Abb.
3.17). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass ORF10 ein Kopplungsprotein ist
und, dass es den Komplex aus Einzelstrang pIP501 DNA und ORF1 (Relaxosom) binden
kann. Fur die Relaxasedomine ORF1N,y, die aus den ersten 246 N-terminalen Aminosiduren
von ORF1 besteht, konnte keine Bindung zu dem Kopplungsprotein ORF10 in vitro
nachgewiesen werden. Wie in der Abb. 3.17 deutlich zu erkennen ist, konnte kein
Proteinkomplex von MBP-ORF10-6xHis-ORF1Ny4 isoliert werden. AuBerdem interagiert
ORFI10 mit der lytischen Transglykosylase ORF7, wie im Abschnitt 3.3.1 beschrieben, und

kann Oligomere bilden, die mindestens die Gro3e von Dimeren haben (3.5.2).

1 2 3 4 5
U e e 4= MBP-ORF10
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Abb. 3.17: Wechselwirkungen des Kopplungsproteins ORF10 mit der Relaxase ORF1.

12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: 6xHis-ORF1N,4, Spur 3:
Negative Kontrolle MBP/6xHis-ORF1Nys; Spur  4:  Eluat des MBP-ORF10-6xHis-ORF1Nyy6-
Bindungsversuches, Spur 5: Eluat des MBP-ORF10-6xHis-ORF1-Proteinkomplexes. Entsprechender Western
Blot mit Anti-Penta-His- Antikorpern.

3.4.4 Wechselwirkungen der putativen ATPase ORF5

Mittels Y-2H Systems wurde nachgewiesen, dass ORF5 mit sich selbst, mit dem
zytoplasmatischen Protein ORF4, mit der Kernkomplexkomponente ORF14 und mit der
lytischen Transglykosylase interagieren kann. Die Bindungsversuche zwischen 7xHis-ORF5
und den anderen Proteinpartnern wurden wie im Abschnitt 2.2.3.9 beschrieben angesetzt. Die
entstehenden Proteinkomplexe 7xHis-ORF5-MBP-ORF5, 7xHis-ORF5-MBP-ORF4 und
7xHis-ORF5-GST-ORF14 konnten auf Ni**-NTA Siulen isoliert und auf SDS-
Polyacrylamidgelen analysiert werden. AnschlieBend wurde die Anwesenheit des
Bindungspartners mittels Western Blot mit Anti-MBP- bzw. Anti-GST-Antikorpern
nachgewiesen (Abb. 3.18).
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Wihrend es noch unklar ist, welche Rolle die Interaktion zwischen ORF5 und ORF4 in dem
Gentransferprozess spielt, konnte die Bindung an das Transferkomplex Protein ORF14
wichtig fiir die Energielieferung der ATPase zu dem Transportkernkomplex sein. Der in vitro
Nachweis des ORF5-ORF5-Proteinkomplexes und die Ergebnisse der Y-2H Studie (Tab. 3.2)
bestitigen die Vermutung, dass sich ORF5 als Dimer oder Multimer in der Zelle befinden

konnte.

A
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as «— wmprorrs — [N
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66,2 — .- )
45,0 —
- — croun —
.

31,0

94,7 kDa .
- — ~ «=— TxHis-ORF5

2 3 4 5
66,2 kDa S «— MBP-ORF4 — -m
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Abb. 3.18: Wechselwirkungen der putativen ATPase ORFS.

A. 12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: Lysat MBP-ORFS, Spur 3:
Lysat 7xHis-ORFS5, Spur 4: Negative Kontrolle 7xHis-ORF5/MBP, Spur 5: Eluat des Proteinkomplexes 7xHis-
ORF5-MBP-ORF5. Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-Antikorpern. B. 12% SDS-PAGE. Spur 1:
Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: Lysat GST-ORF14, Spur 3: Lysat 7xHis-ORF5, Spur 4:
Negative Kontrolle 7xHis-ORF5/GST, Spur 5: FEluat des Proteinkomplexes 7xHis-ORF5-GST-ORF14.
Entsprechender Western Blot mit Anti-GST-Antikorpern. C. 10% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low
range molecular weight, Spur 2: Lysat MBP-ORF4, Spur 3: Lysat 7xHis-ORFS, Spur 4: Negative Kontrolle
7xHis-ORF5/MBP, Spur 5: Eluat des Proteinkomplexes 7xHis-ORF5-MBP-ORF4. Entsprechender Western
Blot mit Anti-MBP-Antikorpern.
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3.4.5 Die lytische Transglykosylase ORF7 bildet Oligomere

Die Komplexbildung zwischen 7xHis-ORF7 und MBP-ORF7ATMH wurde, wie im Abschnitt
2.2.3.9 beschrieben, durchgefiihrt und anschlieend wurde der Komplex auf einer Ni**-NTA
Sdule gereinigt. Der entstehende Proteinkomplex 7xHis-ORF7-MBP-ORF7ATMH konnte
auch mittels Western Blot mit Anti-MBP-Antikorpern nachgewiesen werden (Abb. 3.19).
Dieses Ergebnis entspricht sowohl den Y-2H -Daten als auch den Ergebnissen der cross-

linking Studien von ORF7 (3.5.1).

1 2 3 4 5 6
3 4 5 6

94,7 kDa e
- - v *—=MBP-ORFATMH —-_

66,2kDa W

L L

45,0 kDa = v g 1 XHis-ORF7

Abb. 3.19: In vitro Interaktion von ORF7 mit sich selbst.
12% SDS-PAGE. Spur 1: Proteinstandard low range molecular weight, Spur 2: 7xHis-ORF7, Spur 3:
Gereinigtes MBP-ORF7ATMH, Spur 4: Nicht gebundene Proteine, Spur 5: Waschschritte zur Entfernung
unspezifisch gebundener Proteine, Spur 6: Eluat des Proteinkomplexes 7xHis-ORF7/MBP-ORF7ATMH.
Entsprechender Western Blot mit Anti-MBP-Antikorpern.
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3.5 Ergebnisse der cross-linking-Studien

3.5.1 Der oligomere Zustand von ORF7

Das Y-2H System und die in vitro pull-down Studien fiir ORF7 ergaben, dass zwei Molekiile
von ORF7 miteinander interagieren konnen. Das bedeutet: ORF7 kann Dimere bilden, das
stellt aber auch die Frage: Kann ORF7 auch Multimere bilden? Um diese Frage zu
beantworten, wurde ein cross-linking fir ORF7 durchgefiihrt. Der Test wurde mit MBP-
ORF7ATMH mit Glutaraldehyd als cross-linker, wie im Abschnitt 2.2.3.17 beschrieben,
durchgefiihrt und der Proteinkomplex wurde auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel analysiert

(Abb. 3.20).

Cilutaraldehyd -
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Abb. 3.20: Glutaraldehyd cross-linking des MBP-ORF7ATMH-Fusionsproteins.

Proben von 0,5 mg/ml MBP-ORF/ATMH (78,5kDa) wurden mit zunehmenden Konzentrationen von
Glutaraldehyd behandelt und auf einem 10% SDS- Polyacrylamidgel analysiert. Spur 1: Proteinstandard low
range molecular weight, Spur 2: MBP-ORF7ATMH ohne Zugabe von Glutaraldehyd, Spur 3: leer, Spur 4: mit
0,001% Glutaraldehyd, Spur 5: mit 0,01%, Spur 6: mit 0,05%, Spur 7: mit 0,1% Glutaraldehyd.

3.5.2 Der oligomere Zustand von ORF10

Die Interaktion zwischen ORF10 und ORF10 konnte nicht in vivo mittels Y-2H analysiert
werden, weil ORF10 in den Hefezellen die Synthese von -Galaktosidase und Histidin allein
ohne Bindungspartner aktivieren konnte, was man als Autoaktivierung der Reportergene LacZ
und HIS3 bezeichnet. Die pull-down Methode zum Nachweis der Interaktion zwischen
ORFI10 und ORF10 war auch auf Grund der unterschiedlichen Solubilisierungsbedingungen
der MBP- und 7xHis-ORF10-Fusionsproteine nicht erfolgreich. Mittels Glutaraldehyd cross-
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linker konnte der oligomere Zustand von ORFI10 untersucht werden. Der Test wurde mit
7xHis-ORF10, wie im Abschnitt 2.2.3.17 beschrieben, durchgefiihrt. Das Ergebnis des Tests
wurde auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel (Abb. 3.21) analysiert. ORF10 kann Dimere
oder moglicherweise Multimere in Losung bilden. Bei Glutaraldehyd Konzentrationen von
0,003-0,005% sieht man auf dem SDS-Gel zunehmende Konzentrationen von Dimeren, mit
der Erhohung der Konzentration sieht man immer mehr Multimere. Bei einer Konzentration
von 0,01% sind fast nur Multimere auf dem Gel zu sehen.

Glutaraldehyd

—

210 kDa 1 i 7 Multimer

105 kDa
“ i Dimer

78kDa f— " [ - vou M — Monomer

55 kDa L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.21: Glutaraldehyd cross-linking des 7xHis-ORF10-Fusionsproteins.

Proben von 0,5 mg/ml 7xHis-ORF10 wurden mit zunehmenden Konzentrationen von Glutaraldehyd behandelt
und auf einem 10% SDS- Polyacrylamidgel analysiert. Spur 1: Proteinstandard SeeBlue® plus2 prestained
(Invitrogen), Spur 2: 7xHis-ORF10 ohne Zugabe von Glutaraldehyd, Spur 3: 0,002% Glutaraldehyd, Spur 4:
0,003%, Spur 5: 0,004%, Spur 6: 0,005%, Spur 7: 0,006%, Spur 8: 0,007%, Spur 9: 0,008%, Spur 10: 0,01%
Glutaraldehyd.

3.5.3 Der oligomere Zustand von ORF14

Die Untersuchung auf eine Interaktion fiir ORF14 mit sich selbst ergab eine sehr schwache
Interaktion mittels Y-2H (Tab. 3.3). Zur Verifizierung dieser Interaktion wurde das gereinigte
GST-ORF14-Fusionsprotein in vitro mit Glutaraldehyd als cross-linker nach dem
beschriebenen Protokoll (2.2.3.17) behandelt und anschlieBend auf einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel (Abb. 3.22) analysiert. ORF14 kann Dimere oder moglicherweise auch
Multimere in Losung bilden. Bei Glutaraldehyd Konzentrationen von 0,001-0,01% kann man

auf dem SDS-Gel nur Monomere und Dimere von ORF14 sehen. Bei 0,02% Glutaraldehyd
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sind alle drei Formen von ORF14 vorhanden. Ab 0,03% Glutaraldehyd ist ORF14 nur als

Multimer zu sehen.

Cilutaraldehyd -
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Abb. 3.22: Glutaraldehyd cross-linking des GST-ORF14-Fusionsproteins.

Proben von 0,5 mg/ml GST-ORF14 wurden mit zunehmenden Konzentrationen von Glutaraldehyd behandelt
und auf einem 10% SDS- Polyacrylamidgel analysiert. Spur 1: GST-ORF14 ohne Zugabe von Glutaraldehyd,
Spur 2: 0,001% Glutaraldehyd, Spur 3: 0,005%, Spur 4: 0,01%, Spur 5: 0,02%, Spur 6: 0,03%, Spur 7: 0,04%,
Spur 8: Proteinstandard low range molecular weight.

3.6 ATP-Bindungs-Assay mit 7xHis-ORFS und 7xHis-ORF10

Als putative ATPasen sollen ORF5 und ORF10 ATP binden konnen. Mit dem ATP-
Bindungs-Assay wurde nachgewiesen, dass beide Proteine ATP binden. Der ATP-
Bindungstest wurde mit dem Fluoreszenz-markierten Substratanalogon von ATP, TNP-ATP,
durchgefiihrt. Eingesetzt wurden &dquimolare Mengen des 7xHis-ORF5- und des 7xHis-
ORF10-Proteins (Abb. 3.23). Das Ergebnis der Fluoreszenzmessung zeigt, dass eine Bindung
von TNP-ATP an die Proteine 7xHis-ORF5 und 7xHis-ORF10 stattgefunden hat. Der Test
zeigt auch, dass die Bindung der Proteine an TNP-ATP unterschiedlich stark ist, 7xHis-ORF5
kann eine stirkere Bindung als 7xHis-ORF10 leisten. Als negative Kontrolle wurde der
Reaktionspuffer H eingesetzt. Als positive Kontrolle wurde die ATPase TraB aus dem

konjugativen Plasmid pSVHI1 von Streptomyces venezuelae verwendet (Daten sind nicht

gezeigt).
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Abb. 3.23: Nachweis der ATP-Bindung iiber Fluoreszenzmessung der TNP-ATP-Proteinkomplexe.

Ein Spektrum wurde aufgenommen und die Emission im Bereich von 470-600 nm mit einer
Anregungswellenldnge von 410 nm gemessen. Die Fluoreszenzspektren 1-4 zeigen die folgenden Proben:
Spektrum 1: Puffer H, Spektrum 2: TNP-ATP (15 uM), Spektrum 3: 7xHis-ORF10 (1,5 pM) mit TNP-ATP (15
uM), Spektrum 4: 7xHis-ORF5 (1,5 uM) mit TNP-ATP (15 uM). AU: Arbitrary units.
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4. DISKUSSION

4.1 In vivo und in vitro Protein-Protein Wechselwirkungsstudien:
Vorteile und Nachteile

Zur in vivo Untersuchung der Protein-Protein Interaktionen der pIP501 Tra-Proteine, wurde in
dieser Arbeit das Y-2H System verwendet. Das Y-2H System ist eine effektive Methode, um
die Protein-Protein Interaktionen eines biologischen Systems in vivo zu untersuchen. Leider
kann man mit dem Y-2H System zwischen physiologisch bedeutenden Interaktionen und
falsch positiven Interaktionen nicht unterscheiden. Falsch positive Interaktionen zeigen
unspezifische Bindungen der Proteindoménen aufBlerhalb ihres natiirlichen Kontexts
(Serebriiskii and Joung, 2002).

Eine alternative in vivo Methode, mit welcher Protein-Protein Interaktionen in bakteriellen
Zellen untersucht werden konnten, ist die Koimmunoprizipitationsmethode. Diese Methode
beruht auf der Tatsache, dass die meisten Proteinkomplexe nach einer nicht denaturierenden
Solubilisierung der Zellen erhalten bleiben. In unserem Fall miissten E. faecalis Zellen mit
dem Plasmid pIP501 unter nicht denaturierenden Bedingungen solubilisiert werden. Die
Proteinkomplexe werden 1im Lysat mit spezifischen Antikdrpern gegen einen
Interaktionspartner (z.B. X) prézipitiert, das Prizipitat wird dann von unspezifischen
Proteinen durch Waschschritte befreit, anschlieBend wird der Proteinkomplex auf einem SDS-
Gel analysiert und die Priasenz des zweiten Interaktionspartners (z.B. Y) wird mittels Western
Blot mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Die Koimmunoprizipitationsmethode hat
aber auch Nachteile: Die Antikérper konnen unspezifisch andere Proteine in dem Zell-Lysat
préazipitieren. Noch ein Problem ist, dass nach der Solubilisierung der Zellen im Lysat
unphysiologische Interaktionen (z.B. X mit B) stattfinden konnen, weil es zum Kontakt
zwischen Proteinen kommt, die in den Bakterienzellen nicht im selben Kompartiment
vorkommen (Abb. 4.1). Deswegen ist es ganz wichtig bei der Koimmunoprizipitation, die
richtigen negativen Kontrollen zu wihlen, um nur die physiologisch bedeutenden Protein-
Protein Interaktionen (in diesem Fall X-Y) identifizieren zu konnen (Adams et al., 2002).
Zum Verhindern, dass der Antikorper unspezifische Proteine bindet, wird das Zell-Lysat
zuerst mit einem Uberschuss von einem Kontroll-Antikérper derselben Unterklasse behandelt
und filtriert, dann folgt die Koimmunoprizipitation mit dem spezifischen Antikdrper. Die

Menge des spezifischen Antikorpers kann auch so optimiert werden, dass er moglichst nur an



DISKUSSION 97

die Zielproteine bindet. Zum Uberpriifen ob eine Interaktion vor oder nach der Solubilisierung
stattfindet, wird eines der interagierenden Proteine radioaktiv markiert (z.B. X*) und zum
Lysepuffer zugegeben. Nach der Koimmunoprizipitation und den Waschschritten, wenn
hauptsédchlich nicht radioaktives Prizipitat entsteht, hat die Interaktion in der Zelle
stattgefunden.

Egal welche in vivo Methode angewendet wird, um die falsch positiven bzw. die
unspezifischen Interaktionen auszuschlieBen, miissen die identifizierten Protein-Protein
Interaktionen noch mit einer in vitro Methode wie dem pull-down Assay oder iber
chemisches cross-linking verifiziert werden. Die Untersuchung der Protein-Protein Interaktion
ausschlieBlich in vitro ist jedoch auch nicht ausreichend und liefert keine Informationen, ob

die Proteine wirklich in der Zelle interagieren konnen.

Cell lysis and immunoprecipitation of protein X

Complex 1 Complex 2 Complex 3

Abb. 4.1: Prinzip und Nachteile der Koimmunoprizipitation (aus Adams et al., 2002).

Die Proteine X und Y bilden in der Zelle einen Proteinkomplex (complex 1), welcher nach der Solubilisierung
stabil bleibt und mit Anti-X-Antikorpern prizipitiert werden kann. Die Proteine B und X sind nicht in demselben
Kopartiment in der Zelle vorhanden, nach der Solubilisierung interagieren X und B in dem Lysat und bilden
einen unphysiologischen Proteinkomplex (complex 2). Die Anti-X-Antikorper konnen auch unspezifisch das
Protein A prizipitieren (complex 3).

4.2 Das coupling Protein ORF10 zeigt Autoaktivierung der Y-2H
Reportergene

Wie in Abschnitt 3.2.1 erwihnt, zeigte ORF10 eine Autoaktivierung der Y-2H Reportergene
LacZ und HIS3. Saccharomyces cerevisiae Zellen mit pPBTM117c-orf10 konnten auf SD-Leu-
Tryp-His Medium wachsen und entwickelten mit dem X-Gal Test eine blaue Farbe. Es ist

unklar, warum ORF10 eine Autoaktivierung zeigt, aber das Problem ist bekannt fiir
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transkriptionelle =~ Aktivatoren, Repressoren und fiir Proteine, die versteckte
Transkriptionssequenzen besitzen. Zur Untersuchung solcher Proteine ist das klassische Y-2H
System (beruht auf der Aktivierung von Polymerase Il Reportergenen) nicht geeignet (Ruden
et al., 1991; Ruden, 1992). Man kann aber das zu testende Protein durch Mutationen so
modifizieren, dass es nicht zur Autoaktivierung kommt, die Mutationen konnen aber die
Interaktionen des Proteins ausschalten. Die beste Variante wire die Verwendung des RNA-
Polymerase IlI-basierten Y-2H Systems (Marsolier et al., 1997). Bei diesem System werden
die Polymerase III-Gene wie SNR6 durch zwei Transkriptionsfaktoren TFIIIB und TFIIIC
aktiviert. TFIIIC ist ein groes Molekiil bestehend aus mehreren Untereinheiten, es erkennt
die Promotorelemente A und B (Abb. 4.2) und kann den zweiten Faktor TFIIIB
stromaufwirts des Transkriptionsstartpunkts rekrutieren. Das B Element stromabwirts vom
SNR6-Gen wurde durch eine Gal4-Bindestelle (UASg) ersetzt. Zum Testen ob ein Protein X
mit einem Protein Y interagieren kann, wird das Protein X mit der Gal4-Bindedomine
fusioniert, wihrend das Protein Y mit der Untereinheit t138 des TFIIIC-Faktors fusioniert
wird. Das SNR6-Gen wird nur aktiviert, wenn X und Y interagieren konnen, also eine
Autoaktivierung durch X oder Y gibt es bei diesem System nicht. Wir haben das RNA-
Polymerase IlI-basierte Y-2H System in dieser Arbeit nicht benutzt, weil es uns moglich war,
das Konstrukt pGAD-orfI0 zur Untersuchung der ORF10-Interaktionen mit allen anderen
Tra-Proteinen auler ORFI10 selbst einzusetzen (Die restlichen Tra-Proteine zeigten zum
Gliick keine Autoaktivierung der Reportergene). Die Interaktion von ORF10 mit sich selbst
konnte mit einer einfachen Methode, wie dem chemischen cross-linking nachgewiesen
werden. Gibe es mehrere Tra-Proteine mit Autoaktivierung, wire das Polymerase I1I-basierte

Y-2H System zum Einsatz gekommen.
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UASG-SNR6
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Abb. 4.2: Prinzip des Polymerase III-basierten Y-2H Systems (aus Louvet and Marsolier, 2000).

A. Modell der transkriptionellen Aktivierung des SNR6-Gens (Wildtyp). B. Die Untereinheit 1138 des TFIIIC-
Faktors wird direkt zum UASg- SNR6-Gen durch die Gal4-Bindedomine rekrutiert. C. Die Untereinheit 1138
des TFIIIC-Faktors wird durch eine Protein-Protein Interaktion von X und Y zum UASg- SNR6-Gen rekrutiert.

4.3 Die Virulenzgene des E. faecalis V583 Stammes

Enterokokken sind die umstrittensten Milchsdurebakterien, die sich in Lebensmitteln
befinden. Sie bilden einen Teil der natiirlichen Mikroflora in vielen Molkereiprodukten wie in
bestimmten Sorten von Mittelmeerkise, wo sie den Geschmack, die Farbe und die Struktur
des vollreifen Kises positiv beeinflussen (Oumer et al., 2001). Verschiedene E. italicus
Stimme wurden aus italienischem Landkése isoliert (Fortina et al., 2004). Aufgrund der
Pathogenitit einiger Enterokokkenspezies, wie E. faecalis und E. faecium, und der Fihigkeit
der Enterokokken, genetische Information untereinander effizient auszutauschen, besteht die
Gefahr, dass nicht pathogene Enterokokkenspezies sich Antibiotikaresistenzgene oder
Virulenzfaktoren iiber Konjugation aneignen konnen. Wie in 3.1.1 erwéhnt, wurden keine
Virulenzfaktoren in den E. italicus Stimmen gefunden. Die Prédsenz der E. italicus Stimme in
den Molkereiprodukten stellt keine Gefahr fiir die Gesundheit der Menschen dar, im
Gegenteil diese Stimme konnten neue und sichere Kulturen fiir die Molkereiindustrie

darstellen (Fortina et al., Manuskript eingereicht).
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4.4 Solubilisierung der Tra-Fusionsproteine

Einige der pIP501 Tra-Proteine sind Membranproteine (nach den Computervorhersagen Tab.

4.2) und haben eine oder mehrere Transmembranhelices. Um die Ldslichkeit der Proteine zu

verbessern, wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Strategien angewendet:

L.

IIL.

I1I.

IV.

Die tra-Gene des Plasmids pIP501 wurden in unterschiedliche Expressionsplasmide
PQTEV (orfl-orfl5), pGEX-6P-2 (orf3, orf7, orfl0, orfl4 und orfl5) und pMAL-c2x
(orf4, orf5, orf/ATMH, orf9 und orfl0) kloniert. Die Proteine ORF1, ORF4, ORFS5,
ORF7, ORFS8, ORF10, ORF12 und ORF14 wurden mit dem jeweiligen Tag, 7xHis,
GST oder MBP exprimiert und gereinigt (Ergebnisteil). Manche Proteine sind als
GST- oder MBP-Fusionsproteine besser 16slich, weil es sich bei den MBP- und GST-
Tags um sehr 16sliche Polypeptide handelt, z.B. ORF5 und ORF10 waren in 7xHis-
Fusion nur unter denaturierenden Bedingungen 16slich (2.2.3.7), wéhrend ithre MBP-
Fusionsproteine zumindest zum Teil unter nativen Bedingungen solubilisiert werden
konnten (3.3.2 und 3.3.6). In Terradot et al. (2004) wurden 31 Gene des Helicobacter
pylori T4SS in die Expressionsplasmide pPROEXHT-B/C (6xHis) und pMAL-BE/G
(MBP) kloniert. Von den 31 Proteinen waren 30 MBP-Fusionsproteine 16slich,
wihrend nur 11 der 31 6xHis-Fusionsproteine solubilisiert werden konnten, die
restlichen 20 6xHis-Fusionsproteine waren entweder unloslich, nicht exprimierbar
oder toxisch. Es wurde vermutet, dass der MBP-Tag als Chaperon funktioniert,
welches fiir optimale Faltung der Fusionsproteine wihrend der Expression sorgt und
somit die Aggregation der Proteine verhindert (Kapust and Waugh, 1999; Bach et al.,
2001). Diese Studien zeigten, dass der MBP-Tag ein effizienter Tag zur Expression
und Solubilisierung von Fusionsproteinen ist.

Die N-terminalen Transmembranhelices einiger Membranproteine wurden bei der
Klonierung iiber PCR deletiert (ORF7ATMH, ORF8del, ORF9del, ORF11del,
ORF13del und ORF15del). Auf diese Weise lieB sich das MBP-ORF7ATMH-
Fusionsprotein sehr gut solubilisieren und in gro3er Menge reinigen (3.3.4).

Die unter nicht denaturierenden Bedingungen unldslichen Proteine wurden mit
denaturierenden Puffern mit Harnstoff solubilisiert, auf den entsprechenden Séulen
gereinigt und wieder durch Dialyse zuriickgefaltet, z.B. die Reinigung der 7xHis-
ORFS5- und 7xHis-ORF10-Fusionsproteine (2.2.3.7).

Die Stirke der Expression und die Loslichkeit der Fusionsproteine kann auch durch

Klonierung der tra-Gene in die pET-His-Expressionssysteme unter der Kontrolle der
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T7 Polymerase verbessert werden. Zurzeit werden orfl0 und zwei C-terminale
Deletionsmutanten (orflON4; und orflON,7s) in das Plasmid pET-26b(+) kloniert
(Saleh, 2007).

4.5 Protein-Protein Interaktionskarte fiir die pIP501
Transferproteine

Anhand der Ergebnisse der Y-2H Studien (3.2), der pull-down Assays (3.4), der cross-
linking Versuche (3.5), der Computer Vorhersagen fiir die Lokalisierung der pIP501 Tra-
Proteine (Tab. 4.2) und der funktionellen Charakterisierung einiger Tra-Proteine z.B. von
ORF7 (Celik, 2006; Sollii, 2006), ORFS und ORF10 (Salih, 2006) wurde eine Protein-Protein
Interaktionskarte fiir die pIP501 T4SLS-Proteine und ein Modell fiir das erste T4SLS aus G+
Bakterien erstellt (Abb. 4.3).

pIPE01
ORF1-ssDNA

Abb. 4.3: Arbeitsmodell fiir den konjugativen Transfer von pIP501 in E. faecalis.

A. Die detektierten Interaktionen fiir ORF7 sind durch gerade Pfeile gezeigt. Die helle Zone des Peptidoglykans
(PG) symbolisiert die Wirkung der lytischen Transglykosylase ORF7 auf die Peptidoglykan-Schichten in der
Zellwand. B. Der Aufbau des pIP501-Transportkomplexes. Die Nummer bezeichnen die pIP501 Tra-Proteine
(ORF1-ORF15). Gebogene Pfeile markieren die NTP-Hydrolyse der putativen ATPasen. Zytoplasmamembran
(CM), single-strand DNA (ssDNA), Nukleosidtriphosphat (NTP), Nukleosiddiphosphat (NDP).
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Nach unseren Vorstellungen konnte das neue T4SLS so funktionieren:

L. Die lytische Transglykosylase ORF7

Fiir ORF7 wurde eine Spaltungsaktivitidt des Mureinsubstrats unterschiedlichen Ursprungs,
ndmlich von E. coli und von E. faecalis, bereits nachgewiesen (Sollii, 2006). ORF7 konnte
eine entscheidende Rolle bei der lokalen Offnung der Peptidoglykan-Schichten spielen,
wodurch der Zusammenbau des Transmembrankomplexes vereinfacht werden konnte. ORF7
konnte eine wichtigere Rolle als die von G— Bakterien kodierten lytischen Transglykosylasen
spielen, weil das Peptidoglykan in G+ Bakterien dicker ist und aus mehreren Schichten
besteht. Bei den T4SS von G— Bakterien wie z.B. dem Agrobacterium DNA-Transfersystem
(Mushegian et al., 1996) und dem RSF1010 Transfersystem (Bohne et al., 1998), nahm die
Transferfrequenz ca. zehnfach in Mutanten von virB1 bzw. virBI-Homologen ab. Bei keiner
Mutante in einem VirBl-Homologen Protein konnte der DNA Transfer komplett
ausgeschaltet werden. Anhand dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass das Genom G-
Bakterien Enzyme kodiert, die die Plasmid-kodierten lytischen Transglykosylasen ersetzen
konnen. In E. faecalis kodiert das Genom aber nur fiir wenige Muramidasen, die die Funktion
von ORF7 ersetzen konnten. Diese Vermutung wird zurzeit von Dipl.-Chem. Karsten Arends
im Rahmen seiner Doktorarbeit an der TU-Berlin mit einer pIP501 orf7 knockout-Mutante
untersucht. AuBerdem bildet ORF7 Dimere in Losung und interagiert mit der putativen
ATPase ORF5 und mit dem coupling Protein ORF10. Die Interaktion zwischen ORF7 und
ORFI10 ist scheinbar spezifisch fiir das T4SLS, eine solche Interaktion wurde bei den T4SS
von G- Bakterien nicht beobachtet. ORF7 kann auch mit dem Membranprotein ORF2
interagieren, fiir ORF2 ist das die einzige Interaktion, die wir nachweisen konnten. Eine
weitere Interaktion fiir ORF7 besteht mit dem ORF14 Protein. Durch seine Interaktionen mit
den Proteinen ORFS5, ORF10 und ORF14 kénnte ORF7 die Bildung des Transportkomplexes

fordern, indem es diese Proteine an ihren Ort in der Zellwand rekrutiert

I1. Das putative coupling Protein ORF10

ORFI10 kann mit der Relaxase ORF1 interagieren, somit kann es das Relaxosom (ORF1 mit
der Einzelstrang pIP501 DNA) binden und an den Transportapparat weiterleiten. Die
Relaxase ORF1 bildet selbst Dimere, die den oriTppsor binden konnen (Kope¢ et al., 2005;
Kurenbach et al., 2006). Mit Hilfe von Glutaraldehyd cross-linking (3.5.2) und Gelfiltration
(Saleh, 2007) konnte nachgewiesen werden, dass ORF10 mit sich selbst interagiert. Die

Vorhersagen der dreidimensionalen Struktur von ORF10 (Kope¢, Keller und Grohmann, nicht
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verdffentlichte Daten) zeigen groBe Ahnlichkeiten mit der von TrwB (das coupling Protein

des Plasmids R388) (Gomis-Ruth and Coll, 2001; Gomis-Ruth ez al., 2001).

I11. Die VirB4-dhnliche ATPase ORFS

ORF5 ist ein moglicher Kandidat fiir die Lieferung der notigen Energie fiir den Aufbau des
Transportapparats und fiir die DNA-Transferprozesse. Eine alternative ATPase konnte auch
das coupling Protein ORF10 darstellen. Fiir beide Proteine ORF5 und ORF10 wurden bereits
ATP-Bindung und -Hydrolyse Aktivitit nachgewiesen (Salih, 2006).

IV. Komponenten des Transmembrankomplexes

Durch ihre Interaktionen miteinander konnten die Proteine ORF8, ORF12, ORF14 und
ORF15 gemeinsam einen Transmembrankomplex bilden. Fiir ORF8 und ORF15 wurden mit
Hilfe der SignalP 3.0 Software N-terminale Signalpeptide vorhergesagt (Abb. 4.4).
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SignalF—-HMM prediction Cgram+ model=>: ORF1S
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Abb. 4.4: Analyse der Proteinsequenzen der Tra-Proteine ORFS8, ORF9 und ORF15 mit der SignalP 3.0
Software.

Nach den topologischen Vorhersagen mittels unterschiedlicher Algorithmen (Tab. 4.2),
besitzt das Protein ORF15 zwei Transmembranhelices, eine befindet sich am N-Terminus und
die zweite ist am C-Terminus. Auflerdem befindet sich das Protein ORF15 nach dem
PSORTDb Programm in der Zellwand, deshalb konnte ORF15 moglicherweise der duferste
Teil des Transportkomplexes sein. Die Aminosiduresequenzen der Proteine ORF12 und
ORF14 wurden mit dem Programm Secretome 2.0 www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP-2.0/
analysiert. Beide Proteine wurden als nicht klassische Sekretionsproteine (ohne Signalpeptid)
klassifiziert. Die Proteine ORF3, ORF6 und ORF9 besitzen Transmembranhelices (Tab. 4.1),
somit konnten sie einen Teil des Geriists des Transportapparats bilden. Fiir ORF9 wurde auch

ein Signalpeptid mit hoher Wahrscheinlichkeit (0,919) vorhergesagt (Abb. 4.4).

Tra-Proteine Homologien TMH Signalpeptide Motive
ORF1 Relaxase - -
ORF2 - + +
ORF3 - + -
ORF4 - - -
ORF5 VirB4 - - Walker A und B
ORF6 - + -
ORF7 VirB1 + - CHAP und SLT
ORF8 - + +
ORF9 - + +
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ORFI10 VirD4 - - Walker A und B
ORFI11 - + -
ORF12 - + -
ORF13 - + -
ORF14 - - -
ORF15 - + +

Tab. 4.1: Ergebnisse der Vorhersagen fiir die pIP501 Tra-Proteine mit verschiedenen

Computerprogrammen.

V. Proteine mit unbekannten Funktionen

Fiir die beiden Proteine ORF11 und ORF13, die iiber Transmembranhelices verfiigen, wurden
weder Interaktionen mit den anderen T4SLS-Komponenten noch Homologien zu Proteinen in
der Datenbank festgestellt, ihre Rolle und Funktionen im T4SLS bleiben also unbekannt. Das
16sliche Protein ORF4, welches keine Ahnlichkeiten zu Proteinen in der Datenbank zeigte,
hat eine starke Affinitit zu der ATPase ORF5 (91,2 B-Galaktosidase Einheiten mit dem Y-2H,
Tab. 3.3). Die physiologische Bedeutung dieser Interaktion (ORF4-ORF5) sollte weiter

untersucht werden.
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Tra-Proteine PHDhtm HMMTOP PSORTDb TMPred TMAP TopPred SOSUI DAS
ORF2 48-65 12-31 Zytoplasmamembran 10-30 10-29 12-32 11-33 16-24
89-106 48-66 47-66 40-68 46-66 48-70 47-62
85-103 88-104 80-107 84-104 85-107 87-102
ORF3 49-73 47-66 nicht bekannt 70-88 59-87 67-87 56-78 48-86 (2 TMH
78-95 71-90 mit kurzem
Linker)
ORF4 16slich 16slich nicht bekannt 16slich 16slich 16slich 16slich 16slich
ORF5 16slich 16slich Zytoplasma 16slich 16slich 16slich 16slich 16slich
ORFo6 216-233 16slich nicht bekannt 218-235 210-236 217-237 216-238 Non-TM-prot.
223-227
ORF7 18-35 19-35 nicht bekannt 19-35 10-37 16-36 14-36 19-35
ORF8 11-28 8-27 nicht bekannt 10-29 8-36 9-29 7-29 9-27, potentielles
Signalpeptid
ORF9 16-35 12-36 Zytoplasmamembran 12-29 10-38 11-31 18-39 10-36
65-83 67-86 68-86 65-92 67-87 67-89 67-88
ORF10 16slich 16slich Zytoplasma 16slich 16slich 16slich 16slich 16slich
ORF11 45-62 47-64 nicht bekannt 46-64 37-65 45-65 42-63 46-60
ORF12 42-59 71-93 Zytoplasmamembran 77-93 68-96 73-93 75-97 76-93
72-95 118-136 114-136 113-141 117-137 115-136 176-220 (2 TMH
120-141 167-191 177-194 169-189 174-194 173-195 mit kurzem
177-201 198-222 196-222 196-216 203-223 201-223 Linker)
206-223 241-259 243-259 235-261 240-260 237-259 241-258
239-258 286-308 262-284 266-289 263-285 268-277
266-283
ORF13 168-185 168-186 nicht bekannt 168-186 164-188 166-186 167-189 168-185
ORF14 16slich 16slich nicht bekannt 16slich 16slich 16slich 16slich 16slich
ORF15 261-278 4-21 Zellwand 4-24 1-23 4-24 16slich 8-23 potentielles
261-278 260-278 259-279 Signalpeptid
262-274

Tab. 4.2: Topologische Vorhersagen der Tra-Proteine (aus Kopeé, 2006).

Die Zahlen in der Tabelle, z.B. ORF2, PHDhtm: 48-65, zeigen die Aminosduren der jeweiligen Proteine in den postulierten Transmembranhelices. Die Lokalisierung der Tra-
Proteine wurde mittels unterschiedlicher Algorithmen vorhergesagt: PHDhtm (Rost et al., 1996), HMMTOP (Tusnady and Simon, 2001), PSORTb (Gardy et al., 2005),
TMPred (Hofmann and Stoffel, 1993), TMAP (Milpetz et al., 1995; Persson and Argos, 1996; Persson and Argos, 1997), TopPred (von Heijne, 1992; Claros and von Heijne,

1994), SOSUI (Scholz et al., 1989) and DAS (Cserzo et al., 1997). Non-TM-Prot., kein Transmembranprotein.
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4.6 Funktionelle Charakterisierung einzelner Komponenten des

T4SLS

4.6.1 Das Protein ORF7 ist eine lytische Transglykosylase

ORF7 ist ein VirBl1-Homolog, das bedeutet ORF7 kann die B-1,4-glykosidische Bindung
zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetyl-Muraminsdure im Murein der Zellwand spalten
und somit die Zellwand lokal oOffnen. Der Vergleich seiner Proteinsequenz mit der
Proteinfamilien Datenbank (Bateman et al., 2004) =zeigte, dass ORF7 aus zwei
Proteindoménen besteht, einer N-terminalen SLT-Domine (spezialisierte lytische
Transglykosylase) und einer C-terminalen CHAP-Domiéne (Cystein-Histidin-abhéingige
Amidase) (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Schematische Darstellung der ORF7-Domiinenstruktur (aus Kopeé, 2006). Die Zahlen markieren
die entsprechenden ORF7 Aminoséuren

Fiir ORF7 (Sollii, 2006) und seine Doménen SLT und CHAP (Celik, 2006) wurde bereits
lytische Transglykosylase-Aktivitit mittels Muramidase Assays und Zymogrammen
nachgewiesen. Die Gene orf74tmh, sit und chap wurden in das Expressionsplasmid pMAL-
c2x kloniert und als MBP-Fusionsproteine exprimiert, gereinigt und auf ihre Aktivitit
getestet. Bei dem Muramidase Assay konnten ORF7, SLT und CHAP ein [’H]-L-Lysin
markiertes Peptidoglykan aus E. faecalis JH2-2 unterschiedlich stark spalten (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Messung der Radioaktivitit im loslichen Peptidoglykan Spaltprodukt mit dem
Fliissigszintillationszéhler (aus Celik, 2006). Als negative Kontrolle wurde das MBP-Polypeptid verwendet.
Lysozym diente als positive Kontrolle. cpm: counts per minute.
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Die CHAP-Domine soll nach der Analyse der Aminosduresequenz eine Amidase sein, die
die Amidbindungen im Peptidoglykan spaltet. Ein Amidase Assay soll mit dem gereinigten
CHAP Protein durchgefiihrt werden, um seine Funktion zu analysieren.

Fiir die Zymogramme wurde eine modifizierte Methode in dieser Arbeit entwickelt, die Herr
Dipl.-Biochem. Ertugrul-Kaan Celik in seiner Diplomarbeit (2006) verwendet hat. Bei einem
klassischen Zymogramm wird ein SDS-Polyacrylamidgel mit Peptidoglykan versetzt, auf
dieses Gel werden die zu testenden lytischen Transglykosylasen geladen. Nach der Farbung
mit Methylenblau und der Entfirbung mit Wasser entstehen auf dem Gel da hellblaue
Banden, wo das Enzym Peptidoglykan gespalten hat. Fiir ORF7 und seine Doménen war
diese Methode nicht erfolgreich, weil die Proteine durch das SDS denaturiert wurden und
danach nicht vollkommen zuriick gefaltet werden konnten. Um das Problem zu 16sen, habe
ich 10 uL Enzym (ca. 2-5 pg von MBP-ORF7, MBP-SLT bzw. MBP-CHAP) mit 7,8 uL
MBP-Elutionspuffer und 2 pL Peptidoglykan (Prdparation nach Solli, 2006) in einem
Eppendorfgefall gemischt und bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden 0,8 uL
Acrylamid 30%, 0,8 uL APS 10% und 0,3 uLL. TEMED zugegeben und die Ansitze in einer
Mikrotiterplatte gegossen. Nach dem Festwerden wurden die Gelstiickchen mit einer Pinzette
von der Mikrotiterplatte in Eppendorfgefdle iiberfithrt (zur leichteren Férbung und
Entfarbung der Ansitze) und mit Methylenblau fiir 30 Minuten gefédrbt. Anschlieend wurden
die Ansitze mit Wasser fiir 30 Minuten entfarbt. Die Gelstiickchen, wo das Peptidoglykan
zum Teil abgebaut worden war, verloren nach der Entfirbung zum Teil ihre blaue Farbe, sie

wurden heller, im Gegensatz zur negativen Kontrolle, wo die Gelstiickchen dunkelblau

blieben (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Modifizierte Zymogramm-Methode zum Nachweis der lytischen Transglykosylase Aktivitiit von
ORF7 und seinen Domiéinen.

Diese modifizierte Methode ist schneller und einfacher als die Zymogrammanalyse, wenn

gereinigte Enzyme zur Verfiigung stehen.
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4.6.2 ORFS zeigt in vitro ATPase Aktivitit

Das von pIP501 kodierte Protein ORF5 gehort der VirB4-Proteinfamilie an, Proteine aus
dieser Familie sind intrazelluldre Transport- und Sekretionsproteine (COG3451, Score: 71,2
und E-value: 3¢). VirB4-Homologe sind in der Regel die groBten Proteine des T4SS (ORF5
mit ca. 74,5 kDa ist das grofite Protein des pIP501-kodierten T4SLS). Neben dem VirB4
besitzt das T4SS von A. tumefaciens noch zwei ATPasen (VirB11 und das coupling Protein
VirD4). Ein VirBl1-homologes Protein konnte in unserem T4SLS nicht gefunden werden,
VirB11-Homologe sind nicht in allen T4SS vorhanden, z.B. Plasmide aus den IncF oder
IncH1 Gruppen kodieren auch keine VirBll-homologen Proteine (Lawley et al., 2004;
Middleton et al., 2005). Ein charakteristisches Merkmal fiir die ATPasen ist die Bildung von
ringformigen Oligomeren (Hexamere) in Losung. Fiir ORFS konnten wir in dieser Arbeit
mittels Y-2H Studien (3.2.1) und in vitro pull-down Assays (3.4.4) eine Interaktion mit sich
selbst nachweisen, welches die wichtigste Voraussetzung zur Bildung von Multimeren
darstellt. Fir ORF5 konnten wir ATP-Bindungsaktivitit (3.6) und ATP-Hydrolyse
nachweisen (Salih, 2006). In A. tumefaciens wurde mittels Y-2H, Zellfraktionierung und
Western Blot nachgewiesen, dass sich VirB4 im Periplasma befindet und dort mit den
periplasmatischen Dominen anderer Proteine wie VirB1, VirB8 und VirB10 interagiert. In
unserem T4SLS interagiert ORFS (VirB4-Homolog) mit ORF7 (VirB1-Homolog). VirB4
interagiert auch mit den anderen ATPasen VirB11 und VirD4 (Abb. 4.8, Draper et al., 2006).
Eine entsprechende Interaktion zwischen ORF5 und ORF10 konnte in dieser Arbeit nicht

nachgewiesen werden.

Abb. 4.8: Topologie des Proteins VirB4 und seine Interaktionen mit den anderen Komponenten des T4SS
(aus Draper et al., 2006). Alle drei ATPasen, VirB4, VirB11 und VirD4 haben eine hexamere Struktur und
interagieren miteinander. IM: Innenmembran. PP: Periplasma.
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4.6.3 ORF10 ist ein Kopplungsprotein mit in vitro ATPase Aktivitit

ORF10 gehort der pfam02534 TraG/TraD Kopplungsprotein-Familie an (score: 291, E-value:
1e™”). Proteine dieser Familie kénnen das Relaxosom (Komplex aus Einzelstrang DNA und
Relaxase) binden. Eine Kopplungsaktivitit mit der Relaxase konnte fiir ORF10 in vivo mittels
Y-2H (3.2.1) und in vitro durch pull-down Assay (3.4.3) bestitigt werden. ORF10 konnte in
vitro das vollstindige Relaxase Protein ORF1 binden aber nicht seine N-terminale Doméne
ORFI1Ny46, welche Relaxaseaktivitit besitzt (Kope¢ et al., 2005). Das weist darauf hin, dass
die C-terminale Domine von ORF1 eine Proteinbindedomaine, z.B. fiir ORF10 sein konnte.
Auch fiir ORF10 wurden ATP-Bindungsaktivitit (3.6) und ATP-Hydrolyse nachgewiesen
(Salih, 20006), allerdings schwécher als fiir die ATPase ORFS5.
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5. AUSBLICK

Um das in dieser Dissertation erstellte Modell des T4SLS zu verifizieren, sollen in den

nachfolgenden Arbeiten folgende Untersuchungen durchgefiihrt werden:

5.1 Bestimmung der Lokalisierung der Tra-Proteine in der
Zellwand

Die Lokalisierung der Tra-Proteine wurde nur virtuell mit Hilfe von Computerprogrammen
vorhergesagt (Tab. 4.2). Die Lokalisierung der Tra-Proteine soll jedoch auch in vivo im
Modellwirt E. faecalis untersucht werden. Dafiir werden die fra-Gene mit 7xHis-Tag in das
shuttle Plasmid pMSP3535VA kloniert. Kompetente E. faecalis Zellen werden mit den
konstruierten Expressionsplasmiden pMSP3535V A-7xhis-tra transformiert. Danach soll die
Proteinexpression der Tra-Proteine in E. faecalis optimiert werden. Induzierte E. faecalis
(pMSP3535VA-7xhis-tra) Zellen werden in Zytoplasma, Zytoplasmamembran und
Peptidoglykan, wie in Buttaro et al. (2000) beschrieben, fraktioniert. Die drei Fraktionen
sollen mittels SDS-PAGE analysiert werden. AnschlieBend konnen die Tra-Proteine in den
Zellfraktionen mittels Western Blot mit Anti-His-Antikorpern detektiert werden. Auf diese
Weise kann die Lokalisierung der Tra-Proteine im T4SL-Modell bei Bedarf modifiziert

werden.

5.2 In vivo Bestimmung der DNA-Transferroute mittels TrIP
Assays

In dieser Arbeit konnten die Interaktionen zwischen den T4SLS-Komponenten bestimmt
werden, anhand dieser Interaktionen wurde das erste Modell des konjugativen Gentransfers in
E. faecalis entworfen. Dieses Modell liefert aber keine Informationen iiber die Interaktionen
der ssDNA mit Tra-Proteinen und iiber die DNA-Transferroute iiber die verschiedenen
T4SLS-Komponenten bis zur Rezipientenzelle. Die DNA-Transferroute kann durch den TrIP
Assay (transferred-DNA immunoprecipitation) untersucht werden. TrIP ist ein in vivo Test,
er wurde von Cascales und Christie (2004) entwickelt und zur Untersuchung des T-DNA-
Transfers iiber die VirB-Proteine in A. tumefaciens eingesetzt. A. tumefaciens Zellen wurden
zum Aufbau des VirB/D4-Komplexes und des VirD2-T-DNA Komplexes durch Zugabe von
200 uM Acetosyringone induziert. AnschlieBend wurden die induzierten Zellen mit

Formaldehyd behandelt, um die entstandenen DNA-Protein Komplexe in vivo
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querzuvernetzen. Dann wurden die A. tumefaciens Zellen mit Detergenzien solubilisiert. Die
verschiedenen VirB/D4 Proteine wurden mit spezifischen Antikorpern prézipitiert. Der
Nachweis der DNA Koprizipitation erfolgte iiber PCR mit 2 Primerpaaren. Ein Primerpaar
wurde zur Amplifizierung eines bestimmten Bereichs der Transferregion des Ti-Plasmids
eingesetzt. Das zweite Primerpaar ist spezifisch fiir eine nicht transportierte DNA-Region des
Ti-Plasmids. Diese Studie ergab, dass die Proteine VirD4, VirB11, VirB6, VirB8, VirB9 und
VirB2 in dieser Reihenfolge die Einzelstrang T-DNA binden koénnen (Abb. 5.1).

Outer
membrane

Periplasmic
space

Inner
membrane

Abb. 5.1: Darstellung der T-DNA-Transferroute durch den VirB/D4-Komplex in A. tumefaciens (aus
McCullen and Binns, 2006). In der Abbildung sind die Lokalisierung und die Interaktionen der
Komplexkomponenten dargestellt. Sternchen markieren die Proteine, die mit der transportierten Einzelstrang T-
DNA interagieren konnen. Pfeile zeigen die Reihenfolge des T-DNA-Transfers. Die ATPase Funktion von
VirB11 ist auch dargestellt.

5.3 In vitro Untersuchung der ssDNA-Protein Wechselwirkungen

Die Fihigkeit einiger T4SLS-Proteine (z.B. ORF5, ORF8, ORF10, ORF12, ORF14, ORF15)
Einzelstrang pIP501 DNA zu binden, kann auch in vitro mittels EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay) untersucht werden. Mit EMSA wurde bereits nachgewiesen, dass die
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Relaxase ORF1 und ihre N-terminale Domidne ORF1Ny46 oriTppso1 binden konnen (Kopec¢ et
al., 2005). Radioaktiv markierte einzelstringige pI[P501 DNA konnte mit unterschiedlichen
Konzentrationen der zu untersuchenden T4SLS-Proteine in einem geeigneten Puffer gemischt
und zum Binden inkubiert werden (Puffer, Inkubationstemperatur und Inkubationsdauer

miissen fiir jedes Protein optimiert werden).

5.4 Verifizierung der Protein-Protein Interaktionen mit
biophysikalischen Methoden

Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Protein-Protein Wechselwirkungen sollen mit
biophysikalischen Methoden verifiziert und quantifiziert werden. Die Bindungskstdrken der
Proteinkomplexe (ORF4-ORF5, ORF5-ORF5, ORF10-ORF10, des Transferkomplexes
ORF8-ORF12-ORF14-ORF15 oder Teile des  Komplexes) sollen  mittels

Fluoreszenzspektroskopie und Isothermischer Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt werden.

5.5 Kiristallisationsversuche einiger T4SLS-Proteine

Es sollen Kristallisationsversuche von den wichtigsten Komponenten des T4SLS
durchgefiihrt werden, besonders von den T4SS-Homologen (ORF5, ORF7 und ORF10) und
von den Proteinen, die an dem Aufbau des Transferkomplexes beteiligt sind (ORF8, ORF12,
ORF14 und ORF15). Dafiir sollen die Proteine in groBem Malstab und ldslicher Form
exprimiert und gereinigt werden. Proteine, die Loslichkeitsprobleme aufweisen, konnen durch
Deletions- oder Punktmutationen 16slicher gemacht werden. Die 16slichen Proteine sollen
einem initialen Kiristallisationsscreening unterzogen werden. Wenn die Qualitdt der
entstechenden Kristalle nicht genug gut sein sollten, miissen in diesem Fall die Proteine durch
Mutationsstrategien verdndert werden. Aminoséduren, die sich laut Computervorhersagen auf
der Oberfliche des Proteins befinden sollten und lange flexible Seitenketten aufweisen, wie
z.B. Lysin und Glutamine, sollen durch kleinere Aminoséduren ersetzt werden. Diese Strategie

erweist sich sehr oft als niitzlich, um Kristalle besserer Qualitéit zu erzielen.

5.6 T4SLS-Proteine als mogliche Ziele fiir neuartige
antibakterielle Stoffe

Bisher wurden hauptsichlich Antibiotika im Kampf gegen Krankheitserreger verwendet, aber
der Einsatz mancher Antibiotika bereitete in den letzten Jahren gro3e Probleme. Die Probleme

bestehen erstens darin, dass die Krankheitserreger durch den enormen Selektionsdruck viele
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multiresistente Varianten entwickelt haben und zweitens darin, dass der Antibiotikakonsum
sich negativ auf die native Darmflora auswirken kann. Anhand der gewonnenen
Informationen uiber die Struktur, die Funktionen und die Interaktionen der verschiedenen
T4SLS-Komponenten, kdnnten neue antibakterielle Mittel entwickelt werden, die spezifisch
die Transportsysteme und die Virulenzfaktoren der pathogenen Bakterien hemmen konnten,
ohne die natiirliche Darmflora zu storen (Baron and Coombes, 2006). Zur Isolierung oder
Synthese solcher antibakterieller Mittel muss als erstes eines der TASLS-Proteine ausgewihlt
werden z.B. ORF10, welches fiir den DNA-Transfer essentiell sein sollte, dann kOnnte ein

T4SLS-Inhibitor mit 3 verschiedenen Strategien hergestellt werden:

1. Durch das Messen von Anderungen der Polarisierung eines Fluoreszenz-markierten
ORF10 Proteins beim Interagieren mit einem Interaktionpartner, konnten kleine
Molekiile entworfen werden, die die Interaktionstellen auf ORF10 blockieren
(Eggeling et al., 2003; Baron, 20006).

2. Durch Phage Display Studien konnten ORF10-bindende Peptide entwickelt werden,
welche die Bindestellen auf ORF10 fiir einen oder mehrere Interaktionspartner (z.B.
fiir ORF1) blockieren (Kehoe and Kay, 2005).

3. Durch Rontgenstrukturanalyse von ORF10 Kiristallen konnten ORF10-Peptidderivate
hergestellt werden, welche die ORF10-Bindestellen umfassen. Somit konnten diese
Derivate mit ORFI10 um die Bindestellen seiner Interaktionspartner konkurrieren

(Baron, 2006).

Anhand der in dieser Arbeit nachgewiesenen Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen
den Tra Proteinen des konjugativen Plasmids pIP501 und der gewonnenen Informationen
iiber die Funktion dreier seiner Sekretionsproteine, ndmlich iiber ORFS5, ORF7 und ORF10
konnte ein Modell des ersten T4SLS in G+ Bakterien erstellt werden. Die Aufklidrung des
Mechanismus des konjugativen DNA Transfers in G+ Bakterien kann zukiinftig helfen, die
Verbreitung der Antibiotikaresistenzen in den G+ pathogenen Bakterien zu verringern und

neue Strategien zur Bekdmpfung von G+ Krankheitserregern zu entwickeln.
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7. ANHANG

A. Komplette Nukleotidsequenz des Plasmids pBTM117¢

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

caacttcttt
atgacaaaaa
cagatgtcgt
ccttcattca
ttgaatttga
attaatcttt
cacaatattt
aaagatgaaa
cagccagaca
cccaaacgcg
ttccggcgceca
aggtcgtgtg
ggtcgatcct
gatgaaagat
acgtaacggt
aaaacagggc
tgaccttcgt
cgactggctg
gaatttctta
caaattttaa
cctgtaggtc
tcgctcecttat
aaatactact
gagtctttta
aatctaagcg
ctttcggggce
cctgtcccac
gcactgagta
aggaactctt
taatcattga
tatttcggag
ataaccgggt
tcggaatcta
ggaccagaac
atcacgtata
cttttttcga
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
tagtagagaa
gtcctattcg
tgtatttccg
aattaattag
ttattagcct
gcaaacagca
ggcaagtgcg
gattccaaac
caataatata
gtggtttccg
aatgaaaatt
taaagcacaa
ccectttttge
aaatatataa
aaagtttatt

tctttttttt
aaatgatgga
tgttccagag
cgcacactac
aataaaaaaa
tgtttcctcg
caagctatac
gcgttaacgg
ggtatgccgc
gctgaagaac
tcacgcggga
gctgccggtg
tccttattca
atcggcatta
caggtcgttg
aataaagtcg
cagcagagct
gaattcatgt
tgatttatga
agtgactctt
aggttgcttt
tgaccacacc
cagtaataac
caccatttgt
catcaccaac
tctcttgect
ctgcttctga
gtatgttgca
ggtattcttg
ccagagccaa
tgcctgaact
caattgttct
gagcacattc
tacctgtgaa
ctcacgtgct
ccgaattaat
aattccacac
gaggtaactc
gtgccagagc
agaaagtcgc
gagatacagg
agatacgatt
aacaagaact
tgatagtgct
aaggccacag
tataaattaa
cctaaagtgt
tcttttagta
ggtgagtcat
tcgaggaaga
attagcagaa
aaaaacatca
gttactatta
tcagagttct

tcttttctcet
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
gtttgccgcet
tcattgttct
caagcataca
ccaggcaaca
cgacgcgtgce
atctgaaggc
ttcgtctgtt
aaccacttct
agccgaatgce
tggatggtga
tcgcacgtat
aactgttgcc
tcaccattga
cgacggtacc
tttttattat
aggttttaaa
ctcaggtagg
tctaccggceca
ctatttctta
ctccacacct
attttctggce
tccaacccag
atcaaacaag
gtcttttgga
ccacgactca
aacatcctcc
atttttatat
ctttctattg
tgcggcecectcet
attaataaca
caatagtcac
tcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
ttagcatttg
ttcaagctaa
caacaagtga
actccagttc
tatttagaac
gaaaaaaaga
aaccgtattc
acctatttct
ccgaattttc
taaccctgaa
acggcttttt
cgataaggtt
agaagagtgg
attatccttt
tacttatagt
tcagacttct

ctccececegtt
ggaaaaaatt
gtatcttcga
gcaacggtat
ttgctatcaa
cgttcccttt
atcaactcca
agaggtgttt
ggaaatcgcg
gctggcacgc
gcaggaagag
ggcgcaacag
tgatttcctg
cttgctggca
tgatgacgaa
agaaaatagc
agggctggcg
gcggccgcetg
taaataagtt
acgaaaattc
tcaggttgct
tgccggcaag
gcatttttga
ccgcttacat
gtcagtccac
tcagaaatcg
ggaataaacg
aatacgagtc
tctccatgceca
ttaggttgat
gcttttacaa
ggcacacata
gtgctctgca
gacatactcc
caatgccctc
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgcgcetc
ccgttggcect
cccagttttc
tagagggccc
ctcttacaag
acgttcacac
aaaaaaacaa
atgttacttc
ttatcatcat
aatagggcga
atttgcccta
tgaatttctt
aagataagta
ttgcgaacag
tctttttttt
tggatccagt
taactcctgt

gttgtctcac
aacgacaaag
acacacgaaa
acggccttcc
gtataaatag
cttccttgtt
agcttgaagc
gatctcatcc
cagcgtttgg
aaaggcgtta
gaagaagggt
catattgaag
ctgcgcgtca
gtgcataaaa
gttaccgtta
gagtttaaac
gttggggtta
cagccaagct
ataaaaaaaa
ttgttcttga
ttctcaggta
tgcacaaaca
cgaaatttgc
caacaccaat
cagctaacat
agttccaatc
aatgaggttt
ttttaataac
gttggacgat
tacgaaacac
gacttgaaat
taatacccag
agccgcaaac
aagctgcctt
cctcttggece
gtttcctgtg
aaagtgtaaa
actgcccgcet
gatgatctga
ttttttttta
attatgaata
aaatgcataa
tgagtaagaa
aaaaaagaaa
tgcaatatca
atttacttat
acttgaagaa
tagaaatcta
tttttgcagt
gataagagaa
agtaaaccga
actgtatata
ttttaatctg
aaaaacaaaa

catatccgca
acagcaccaa
ctttttcctt
ttccagttac
acctgcaatt
tctttttctg
aagcctcctg
gtgatcacat
ggttccgttce
ttgaaattgt
tgccgctggt
gtcattatca
gcgggatgtc
ctcaggatgt
agcgcctgaa
caattgtcgt
ttcgcaacgg
aattccgggce
taagtgtata
gtaactcttt
tagcatgagg
atacttaaat
tattttgtta
aacgccattt
aaaatgtaag
caaaagttca
ctgtgaagct
tggcaaaccg
atcaatgccg
gccaaccaag
tttccttgca
caagtcagca
tttcaccaat
tgtgtgctta
ctctcctttt
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcgg
ccattccctt
tcacttatca
cgcacctcta
aaatagttac
ctcttgtccc
taaaataacg
atcacttact
atctttaaca
taaccaaggt
gggtttctgt
tgtctctatc
tgatacgaga
atcagggaat
tctggaacag
tcgtcaatcg
aaaaaaaaag

PBTM—
seq-fw

PBTM-
seg-rev
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3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841

gcatagcaat
agccggtcac
caataccatt
gagtaaatgg
aagtacagaa
ttggtggtac
gcccagtggg
agtccttggg
aaagattcct
caatcacttt
aagttccact
tccectgtcaa
ttatcgggtt
ttggattccg
aaaacgaagg
aaggtactga
caagagccat
tcattggact
ctacttctcc
tcaacgctgt
cccgtatttt
ccaaaggtgg
acatggagac
ttgcaggctt
tgaaataccg
tggcttatta
ttgcaccaaa
tagctgtttg
atgcatcgat
gactttttgg
tcacatttcc
taagggatca
aacaatcttg
cttcaagtat
atgtataatt
gaaccaaatg
gtaagcgcaa
atgttccgat
cggagtttga
gaagccaagg
atgatgtact
caaactctat
tattaggcgg
cttattgtca
gtaatgggta
taatgaatcg
tcgctcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctccgccccecce
acaggactat
ccgaccctgce
tctcatagcet
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga

gacaaattca
aaccctcttt
gaaagatgag
cgaggatacg
cgctgaagtg
tattggtaca
cgctcttata
tgaaatggct
ttctccagca
tgccctggaa
ggcggcatgg
atattacggt
tctaatatac
ttattggaga
gaggttctta
actagttggt
caaaaaagtt
tttagttcca
ctttattatt
tatcttaaca
atttggtcta
tgttccatac
atctactggt
ttttgcatgg
tggcatctct
tgcggccaca
attcaatggt
gatcttattt
tccgatagaa
gacaaatttt
acgccatttc
atgagcttac
ctcccgaaaa
atatatatat
agaagataat
tcattttcac
catacactaa
aatgtctgag
attgacaaat
gcagaactct
tcgagaaaac
tcttggtgcecce
gctattatca
ttaacttgac
aaaaagggaa
gccaacgcgc
actcgctgcg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta

aaagaagacg
cacgacgttg
aaaagtaaag
ttctctatgg
aagagagagc
ggtcttttca
tcatatttat
acattcatcc
tttggtgcgg
cttagtgtag
attagtattt
gaattcgagt
tgtttttgta
aacccaggtg
ggttgggttt
atcactgctg
gttttccgta
tacaatgacc
gctattgaga
accattattt
tcaaagaaca
attgcagttt
ggtgacaaag
ttatttatct
cgtgacgagt
tttatgacga
gttagctttg
caatgcatat
gagacattga
ggaatgttgt
gcattctcac
tataatctca
gaaagcagac
atatatatat
ttttactcat
gatatgtaaa
accattaaag
ttaggtgagt
tttccttttce
ttgaatatca
gataaaaagt
ggaataatta
tactgtagcc
tcttgctggce
attgctgatt
ggggagaggc
ctcggtcgtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttccce
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctgc
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta

ccgacataga
aagcttcaca
aattgtatcc
aggatggcat
ttaagcaaag
ttggtttatc
ttatgggttc
ctgttacatc
ccaatggtta
ttggccaagt
tttgggtaat
tctgggtcgce
tggtttgtgg
cctggggtcc
cctctttgat
gtgaagctgc
tcttaacctt
ctaaactaac
actctggtac
ctgccgcaaa
agttggctcc
tcgttactgce
ttttcgaatg
caatctcgca
taccatttaa
tcattatcat
ctgccgcecta
tcagatgcag
ggcaattgta
agcatagata
cctcataagt
gtatatttat
ggagtagaag
gtatatgtgt
ttttcgttat
tagtgaaata
aatatctcga
attctaaatt
caggcacaac
ttactcctga
ctagtatgag
ctcagccgtt
ctcggattta
aagagaacat
ctatttacaa
ggtttgcgta
cggctgcgge
ggggataacg
aaggccgcgt
cgacgctcaa
cctggaagct
gcctttctcece
tcggtgtagg
cgctgcgcect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgctga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat

ggagaagcat
aacacaccac
attgcgctct
aggtgatgaa
acatattggt
cacacctctg
tttggcatat
ctctttcaca
catgtattgg
cattcaattt
tatcacaata
ttccatcaaa
tgctggggtt
aggtataata
taacgctgcc
aaaccccaga
ctacattggc
acaatctact
aaaggttttg
ttcaaatatt
taaattcctg
tgcatttggc
gctattaaat
catcagattt
agctaaatta
tattcaaggt
tatctctatt
atttatttgg
tgggaagatc
tgacgtttta
catacaccga
ttttatcgat
catttgaaac
acattttcac
cttcacgtca
ggcaaaaacg
ccagaatcta
agaaaacaaa
tgataacgac
catggatgat
aatggctttt
cgcgatcaaa
tagttgattg
accagggtac
acgggttatt
ttgggcgctce
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggcgtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttcgggaag
tcgttcgcectce
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcc
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa

atgtacaatg
agacgtgggt
ttcccgacga
gatgaaggag
atgattgccc
accaacgccg
tctgtcacgce
gttttctcac
ttttcttggg
tggacgtaca
atgaacttgt
gttttagcca
accggcccag
tctaaggata
ttcacatttc
aaatccgttc
tctctattat
tcctacgttt
ccacatatct
tacgttggtt
tcaaggacca
gctttggctt
atcactggtg
atgcaagctt
atgcccggcet
ttcacggctt
ttcectgttcet
aagattggag
atgaaccaaa
ttacctttga
aaagaaagtt
gattcaccac
tccttcagac
gctaatacta
cccgaaccta
ccaaaaagta
acagatatac
gagcttagaa
tccgatgacg
actctggtta
atgaatctag
aatgctggta
gacgttaaga
ggtcgaacat
tgcactggat
ttccgettece
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctcectgtt
cgtggcgcett
caagctgggc
ctatcgtctt
taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
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6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301

agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggctc
ggtcctgcaa
agtagttcgc
tcacgctcgt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccctttegtce
gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
tatatatata
cagctcgcgt
gaagttccta
gcgctctgaa
aatattgcga
tgtgctatat
ctcgacctct
gtaagaacta
tagtatatag
caacgctatc
ggggatgcct
gaagtggagt
accttaacgg
gagaaaaaaa
gtagaacaaa
ctgttctgta
tttttgtttt
catttctgtt
ttgcattttt

agtaaacttg
gtctatttcg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatccgce
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggccgcagt
catccgtaag
gtatgcggcg
gcagaacttt
tcttaccgcet
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
tcgcgegttt
cagcttgtct
ttggcgggtg
accataacgc
caggcaacac
tgcattttcg
ttctctagcet
gacgcacttt
ataccgcttc
ccctatataa
acatttttta
ttcatagagt
agacaaaata
actttctgtt
ttatcttgaa
caggcttttt
acctacagtg
gtaatctaag
aaagaagtat
aaaatgcagc
acaaaaatga
ctgtaaaaat
gttctacaaa

gtctgacagt
ttcatccata
atctggcccc
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcattc
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttttct
accgagttgce
aaaagtgctc
gttgagatcc
tttcaccagc
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcetgg
atttaagcat
gcagatatag
gaagcgctcg
agaaagtata
caaaaaacca
cacaaacatt
cctacccatc
tgtttatctc
gaatcgaaaa
gaagaaaccg
cacaaagtat
aaaatgcacc
ttatggaaga
caaaaagtta
atgctttgtt
agattctttg
tcagattctt
agcacagatt
gcagctcaga
atgaagcaca

taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagccg
tctattaatt
gttgttgcca
agctccggtt
gttagctcct
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgcccgg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgcgcacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
gccgggagca
cttaactatg
aaacacgcac
gtgcgacgtg
ttttcggaaa
ggaacttcag
aaaacgcacc
gctcaaaagt
cacctttcgce
tagtattact
caatacgaaa
ttcataattt
gcgcaatcca
cgcagcttcg
gaaaatagac
tcaagagact
agaaaaatag
ttggtaaaat
tgtttgaaaa
cttcgttggt
ttctttgttt
gatgcttcgt

taatcagtga
tccecegtegt
tgataccgcg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagg
cccaacgatc
tcggtcctcece
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttcttc
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcceccgaaa
aaaataggcg
tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
tatgccgttce
aacagtgagc
cgctttgaag
agcgcttttg
ggactgtaac
atctctttgce
tccttgaact
ctttagacaa
atgtaaacat
tctgaccaat
catcggtata
ctagtaatca
accaaagtag
gcattataga
cgctctcggg
agcgctctcg
attagcgctc
aaaatagcgc
gaaaaattag
tgcttgcatg

B. Komplette Nukleotidsequenz des Plasmids pGAD426

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

tgcttgcatg
catatccgca
acagcaccaa
ctttttcctt
ttccagttac
acctgcaatt
tctttttctg
agatggataa
gtaccgccgce
tcactaacag
cacaaccaat
gtaaaattga
cgtataacgc
ataactatct
tgtcgacggt
aagttcactt
gccttetttt

caacttcttt
atgacaaaaa
cagatgtcgt
ccttcattca
ttgaatttga
attaatcttt
cacaatattt
agcggaatta
caattttaat
tagcaacggt
tgcctcctcet
tgatggtaat
gtttggaatc
attcgatgat
accgcggccg
caactgtgca
atgtaactat

tectttttttt
aaatgatgga
tgttccagag
cgcacactac
aataaaaaaa
tgtttcctcg
caagctatac
attcccgagce
caaagtggga
ccgaacctca
aacgttcatg
aattcaaaac
actacaggga
gaagataccc
ctgcagagat
tcgtgcacca
actcctctaa

tcttttctcet
agacactaaa
ctgatgaggg
tctctaatga
gtttgccgcet
tcattgttct
caagcataca
ctccaaaaaa
atattgctga
taacaactca
ataacttcat
cactgtcacc
tgtttaatac
caccaaaccc
ctatgaatcg
tctcaatttc
gtttcaatct

ctccececegtt
ggaaaaaatt
gtatcttcga
gcaacggtat
ttgctatcaa
cgttcccttt
atcaactcca
gaagagaaag
tagctcattg
aacaaattct
gaataatgaa
tggttggacg
cactacaatg
aaaaaaagag
tagatactga
tttcatttat
tggccatgta

ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgtc
taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttcctt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gcagctcccg
tcagggcgceg
gcagattgta
ttctcatgta
tgtatgtgcg
ttcctattcecc
aaaaccaaaa
gagctactaa
tatatatctc
tgcatctaaa
aaaaattgta
ttcctatacg
gaagaatcat
gaatataatc
gtaaacgcgg
ccttcttcta
gcgcacaaag
atgcattttt
cgttgcattt
tcgcgttgceca
tttcgcgttg
cgctctcgeg

gttgtctcac
aacgacaaag
acacacgaaa
acggccttcc
gtataaatag
cttccttgtt
agctttgcaa
gtcgaattgg
tccttcactt
caagcgcttt
atcacggcta
gaccaaactg
gatgatgtat
atcgaattca
aaaaccccgce
acatcgtttt
acctctgatc

PGAD-
seq-fw

PGAD-
seqg-rev
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

tatagaattt
atgaaaatat
caagtctcca
aaagggtcaa
atttatgatt
tgactcttag
gttgctttct
cgaaattccc
aatttcattt
gattttctta
taaatcacca
accttcttca
gatagggtca
accaaatgcg
ggaacctggg
tataatacca
ttgatgttga
ccataatctt
ctcatgttgt
gtattgttca
aatacctccc
gattggagat
caattgaagt
ccatttagga
cgcctcatct
ttcgaaatcg
ttcggctgtyg
agacattaga
gaaaagttag
ataatattgt
ctatatgaaa
aaaaggtata
gattctgtgc
ctaagagatt
gactctagct
tatccgctca
gcctaatgag
ggaaacctgt
caagtaggta
ggtacttttt
tttttttttt
gatgttgaat
gttgatgcgc
ccaacttgga
ccaagatctt
cagatttcaa
tcaagactgg
cgaaataacc
tacctctacc
gacctctgtg
gttctgggat
cgccatctta
ttaaacaagc
agaggaaaat
gggtccctgg
gatgaatctc
tgtaagctac
caaatagaat
ggtttgcgta
cggctgecggce
ggggataacg

tttaaatgac
attacgaggg
atcaaggttg
atcgttggta
tttattatta
gttttaaaac
caggtatagc
ctaccctatg
ataaagttta
acttcttcgg
gttctgatac
ggcaagttca
accttattct
gtgttcttgt
ataacggagg
tttaggtggg
accttcaatg
gaagaggcca
agggccatga
ctatcccaag
actaattctc
aagtctaaaa
tctttacgga
ccacccacag
ggaagtggga
aacttgacat
atttcttgac
atggtatatc
aaagtaagac
caacttcaag
agccggttcce
tgcgtcaggce
gatagcgccc
cgaactcttg
agaggatcaa
caattccaca
tgaggtaact
cgtgccagat
attaagtcgt
tttttttttt
tttttttttt
tagattaaac
ttaagcgatc
gacgaatcta
accgtaaccg
gtattggtct
cttccagaaa
tggatggtat
accggggtgce
ctttctagtc
ttaatgcaaa
aatatacggg
gaaaaactgc
aggaaaaata
tgtacagatg
caaaatggtt
gtggcgtgac
ctggggatct
ttgggcgctc
gagcggtatc
caggaaagaa

tagaattaat
cttattcaga
tcggcttgtce
gatacgttgt
aataagttat
gaaaattctt
atgaggtcgc
aacatattcc
tgtacaaata
cgacagcatc
ctgcatccaa
atgacaattt
ttggcaaatc
ctggcaaaga
cttcatcgga
ttgggttctt
taggaaattc
aaacattagc
aagcggccat
cgacaccatc
tgacaacaac
gagagtcgga
tttttagtaa
cacctaacaa
cacctgtagc
tggaacgaac
caacgtggtc
cttgaaatat
gattgctaac
tattgtgatg
ggcctctcac
gacctctgaa
ctgtgtgttc
catcttacga
ttcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
cgacaaagga
ttctgtcttt
tttttttttt
tttttttttt
tgaagatata
aattcaacaa
gctttgacga
gctgccaaag
ctcttgtcectt
tgagcttgtt
ttatccatgt
tttctgtgcet
ttagtgaatc
aaaatcacta
atacagatga
gaggaaaatt
acagggcatt
ttacattggt
gttagcacat
ttttgatgaa
agatctggat
ttccgettcec
agctcactca
catgtgagca

gcccatcttt
agctttggac
taccttgcca
tgacacttct
aaaaaaaata
gttcttgagt
tcttattgac
attttgtaat
tcataaaaaa
accgacttcg
aaccttttta
caacatcatt
tggagcagaa
ggccaaggac
gatgatatca
aactaggatc
gttcttgatg
tttatccaag
tcttgtgatt
accatcgtct
gaagtcagta
tgcaaagtta
accttgttca
aacggcatca
atcgatagca
atcagaaata
acctggcaaa
atatatatat
cacctattgg
caagcattta
ctttcctttt
attaacaaaa
tcgttatgtt
tacctgagta
tggtcatagc
gccggaagca
gcgttgcgcet
aaaggggcct
ttccttettce
tttttttttt
ttttttttte
taatttattg
caccaccagc
taactggaac
tgtcaataac
ctgggatcaa
gcttgtggaa
taattctgtg
taccgatacg
tggaaggcat
agaaggaaaa
aaggtttgaa
gtttgcgtct
agaaaaataa
tacagtactc
ggaagagtca
gccgcacaag
taatgaatcg
tcgctcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc

tttttggacc
ttcttcgcecca
gaaatttacg
aaataagcga
agtgtataca
aactctttcc
cacacctcta
ttcgtgtcgt
agagaatctt
gtggtactgt
actgcatctt
gcagcagaca
ccgtggcatg
gcagatggca
ccaaacatgt
atggcggcag
gtttcctcca
gaccaaatag
ctttgcactt
tcectttectet
cctttagcaa
catggtctta
ggtctaacac
accttcttgg
gcaccaccaa
gctttaagaa
acgacgatct
tgctgaaatg
aaaaaacaat
gtcatgaacg
tctcccaatt
aatttccagt
gaggaaaaaa
ttcccacagt
tgtttcctgt
taaagtgtaa
cactgcccgce
gtttactcac
aacccaccaa
tttttttttt
atagaaataa
gaaaatacat
agctctgatt
atttgggatt
tggagcagtt
tgtccacaat
gtatctcata
gtgatgttga
acctttaccg
tcttgattag
aaatcaacgg
cctatctggg
ctgcgggcta
ttttgatttt
ttgtttttgce
ccgatgctaa
agatacagga
gccaacgcgc
actcgctgcg
tacggttatc
aaaaggccag

taaattcttc
gaggtttggt
aaaagatgga
atttcttatg
aattttaaag
tgtaggtcag
ccggcatgcec
ttctattatg
tttaagcaag
tggaaccacc
caatggcctt
agatagtggc
gttcgtacaa
acaaacccaa
tgctggtgat
aatcaatcaa
cagtttttct
gcaatggtgg
ctggaacggt
taccaaagta
attgtggcett
agttggcgta
tacctgtacc
aggcttccag
ttaaatgatt
ccttaatggce
tcttaggggce
taaaaggtaa
aggtccttaa
cttctctatt
tttcagttga
catcgaattt
ataatggttg
tggggatctc
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagtcg
aggctttttt
aggccatctt
tttttttttt
tacagaagta
agagcttttt
ttttcttcag
ctacccttac
tccttagaag
ttgtccaagt
ccaaccttac
ccaccggcca
gctgagacgt
ttggatgatt
agaaagcaaa
aaaatacgca
ttcacgcgcce
ggtaatgtgt
tgtgtttttc
gttatctcta
ttggcaactg
ggggagaggc
ctcggtcgtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
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4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861

aaggccgcegt
cgacgctcaa
cctggaagct
gcctttctcec
tcggtgtagg
cgctgcgcect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgctga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagccg
tctattaatt
gttgttgcca
agctccggtt
gttagctcct
atggttatgg
gtgactggtg
tcttgcccgg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgcgcacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
gccgggagca
cttaactatg
aaacacgcac
gtgcgacgtg
ttttcggaaa
ggaacttcag
aaaacgcacc
gctcaaaagt
cacctttcgce
tagtattact
caatacgaaa
ttcataattt
gcgcaatcca
cgcagcttcg
gaaaatagac
tcaagagact
agaaaaatag
ttggtaaaat
tgtttgaaaa
cttcgttggt
ttctttgttt
gatgcttcgt

tgctggcgagtt
gtcagaggtg
ccctecgtgceg
cttcgggaag
tcgttcgcetce
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcc
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tccecegtegt
tgataccgcg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagg
cccaacgatc
tcggtcctcece
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttcttc
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttccccgaaa
aaaataggcg
tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
tatgccgttc
aacagtgagc
cgctttgaag
agcgcttttg
ggactgtaac
atctctttgce
tccttgaact
ctttagacaa
atgtaaacat
tctgaccaat
catcggtata
ctagtaatca
accaaagtag
gcattataga
cgctctcggg
agcgctctcg
attagcgctc
aaaatagcgc
gaaaaattag

tttccatagg
gcgaaacccg
ctctcctgtt
cgtggcgcett
caagctgggc
ctatcgtctt
taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgtc
taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttcctt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gcagctcccg
tcagggcgceg
gcagattgta
ttctcatgta
tgtatgtgcg
ttcctattcce
aaaaccaaaa
gagctactaa
tatatatctc
tgcatctaaa
aaaaattgta
ttcctatacg
gaagaatcat
gaatataatc
gtaaacgcgg
ccttcttcta
gcgcacaaag
atgcattttt
cgttgcattt
tcgcgttgceca
tttcgcgttyg
cgctctcgcg

ctccgceccccce
acaggactat
ccgaccctgce
tctcatagcet
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggctce
ggtcctgcaa
agtagttcgc
tcacgctcgt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccctttegtce
gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
tatatatata
cagctcgcgt
gaagttccta
gcgctctgaa
aatattgcga
tgtgctatat
ctcgacctct
gtaagaacta
tagtatatag
caacgctatc
ggggatgcct
gaagtggagt
accttaacgg
gagaaaaaaa
gtagaacaaa
ctgttctgta
tttttgtttt
catttctgtt
ttgcattttt

ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccccgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctatttcg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatccgce
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggccgcagt
catccgtaag
gtatgcggcg
gcagaacttt
tcttaccgcet
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
tcgcgegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accataacgc
caggcaacac
tgcattttcg
ttctctagcet
gacgcacttt
ataccgcttc
ccctatataa
acatttttta
ttcatagagt
agacaaaata
actttctgtt
ttatcttgaa
caggcttttt
acctacagtg
gtaatctaag
aaagaagtat
aaaatgcagc
acaaaaatga
ctgtaaaaat
gttctacaaa

tcacaaaaat
ggcgtttccce
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctgc
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggcccc
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcattc
caaaaaagcg
gttatcactc
atgcttttct
accgagttgc
aaaagtgctc
gttgagatcc
tttcaccagc
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggcetgg
atttaagcat
gcagatatag
gaagcgctcg
agaaagtata
caaaaaacca
cacaaacatt
cctacccatc
tgtttatctc
gaatcgaaaa
gaagaaaccg
cacaaagtat
aaaatgcacc
ttatggaaga
caaaaagtta
atgctttgtt
agattctttg
tcagattctt
agcacagatt
gcagctcaga
atgaagcaca
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C. DNA- und Proteinstandards

DMA Mass

" |'I|'Il h
Kiloba (ng) P
e 12000 s
— &0 & J
— &0 50 e )
— 50 4 1L
W — 40 33 (L]
2 £iji}
— 10 125 :
1650 400
— 2o 4 N {000 S
20
—15 3
630 200
e LT
— 10 4 i~ BLN]
L]
o - [ 04
= pign
— 05 &
1 kb DNA ladder 1 kb plus DNA ladder 100 bp DNA ladder
auf 1% Agarose auf 0,9% Agarose auf 2% Agarose
(New England Biolab) (Invitrogen) (Promega)

Phosphorylase b

albumin Protein Molecular Weights (daltons)

Protein Molecular Broad Low High
Weight Range Range Range

———
Bovine serum  ——
—t

Owvalbumin

Carbonic

anhydrase e Myosin 200,000 X X
B-galactosidase 116,250 X X
Phosphorylase b 97,400 X X X
Saybean rypsin Serum albumin 65,200 X X X
il Cwalbumin 45,000 X X X
inhibitor - , _
Carbonic anhydrase 31,000 X X
Trypsin inhibitor 21,500 X x
Lysozyme 14,400 X X
Lysozyme W ap5eotinin 6,500 X

Low range molecular weight Proteinstandard in 12% SDS-PAGE (BioRad)
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Seeblue® plus2 prestained Proteinstandard, 4-12% Bis-Tris Gel (Invitrogen)

Protein

Myosin

Phosphorylase

BSA

Glytamic
Dehydrogenase
Alcohol
Dehydrogenase

* | Carbonic Anhydrase

Myoglobin Red
Lysozym

Aprotinin

Insulin, B Chain

Aproximate Molecular Weights (kDa)

Tris- NUPAGE |NuPAGE] NuPAGE
Glycine | Tricine| Mes | MOPS | Tris-Acet.
250 210 | 188 | 191 210
98 78 | 62 64 71
64 55 | 49 51 55
50 45 | 38 39 41
36 34| 28 28 n/a
22 17 | 17 19 nla
16 16 | 14 14 nfa
6 7 6 nl/a nl/a
4 4 3 nl/a n/a




