Analyse von Protein-Protein Interaktionen
im Typ IV Sekretionssystem von

Agrobacterium tumefaciens

Dissertation
der Fakultat fur Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

vorgelegt von
Lilian Krall

Miunchen

21. April 2004



1. Gutachter: Priv. Doz. Dr. Christian Baron
2. Gutachter: Prof. Jurgen Soll

Tag der mundlichen Prufung: 30. Juni 2004



Inhaltsverzeichnis

1.1.

I.1.1.
1.1.2.
1.1.3.

1.1.4.
1.1.5.
1.2.
1.3.
1.3.1.
1.3.2.
1.4.

2.1.
2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.2
2.3.
2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.34.
24.
2.4.1.
24.2.
2.5.
2.5.1.
2.5.2.

EINLEITUNG

Gentransfer aus Agrobacterium tumefaciens in Pflanzen

Ti-Plasmid

T-DNA

Onkogene

1.1.3.1. ipt und 1zs

1.1.3.2. Cytokinin-Biosynthese
1.1.3.3. Isoprenoid-Biosynthese

Transferierte Protein-Substrate
VirB/D4-Transmembrankomplex
Protein-Sekretionssysteme (Typ I-V)

Typ I'V-Sekretionssysteme

Bakterielle Konjugation

Typ IV-Sekretionssysteme pathogener Mikroorganismen
Aufgabenstellung

MATERIAL UND METHODEN

Verwendete Organismen und Plasmide

Bakterien

Hefe

Plasmide

Nahrmedien, Supplemente und Antibiotika
Anzuchtbedingungen

Bestimmung der optischen Dichte

Anzucht und Induktion von Agrobakterien

Anzucht von E. coli und Uberproduktion von Vir-Proteinen
Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Herstellung kompetenter Zellen und Transformation
E. coli/ A. tumefaciens

S. cerevisiae

Molekularbiologische Methoden

Oligonukleotide

PCR

O N N Bk W W N = =

e e e T e T
0O N O W W

19

19
19
19
20
20
21
21
21
22
23
23
23
23
24
24
24



Inhaltsverzeichnis

2.5.3. Sequenzierung 25
2.5.4. Isolierung von Nukleinsauren 25
2.54.1. Isolierung von Plasmid-DNA 25
2.5.4.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 25
2.5.5. invitro-Modifikation von Nukleinsauren 25
2.5.5.1. Restriktion / Dephosphorylierung 25
2.5.5.2. Ligation 26
2.6. Elektrophoretische Methoden 26
2.6.1. Auftrennung von DNA in Agarosegelen 26
2.6.2. Auftrennung von Proteinen 26
2.6.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 26
2.6.2.2. Blaue nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) 27
2.6.2.3. 2D-Gelelektrophorese 27
2.6.3. Elektrotransfer von Proteinen 28
2.6.4. Elektroelution von Proteinen 28
2.7. Immunologische Methoden 28
2.7.1. Herstellung polyklonaler Antiseren 28
2.7.2. Anreicherung spezifischer Antikorper 29
2.7.2.1. Praabsorption 29
2.7.2.2. Affinitatsreinigung 29
2.7.3. ,,Western blot*“ zum Nachweis von Proteinen 29
2.8. Proteinbiochemische Methoden 30

2.8.1. Uberproduktion und Aufreinigung von Fusionsproteinen aus E. coli GJ1158 30
2.8.2. Uberproduktion und Aufreinigung von Tzs aus E. coli GJ1158 pT7-7y.,-Tzs 31

2.8.3. Isolierung von Einschlusskorpern 32
2.8.4. Fallung von Proteinen 32
2.8.5. Bestimmung der Proteinkonzentration 32
2.9. Isolierung subzellularer Fraktionen 32
2.9.1. Isolierung von T-Pili 32
2.9.2. Isolierung von Membranen 33
2.9.3. Solubilisierung von Membranproteinen 33
2.10. Chromatographische Methoden 34
2.10.1. Gelfiltrations-Chromatographie 34

2.11. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen 34



Inhaltsverzeichnis

2.11.1. Geluberschichtungstest 34
2.11.2. Préazipitation mit Affinitaitsmatrizes 35
2.11.3. Quervernetzungsversuche 36
2.11.4. Immunprazipitation 36
2.11.5. Hefe-zwei-Hybridsystem 37
2.12. Bildbearbeitung 37
3.  ERGEBNISSE 38

3.1. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen im Typ I'V-Sekretionssystem 38
von A. tumefaciens C58

3.1.1. Solubilisierung der Proteine des VirB/D4-Transmembrankomplexes unter 39
Verwendung des Detergenz n-Dodecyl-f-D-maltosid (DDM)

3.1.2. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels Blauer nativ- 41
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

3.1.3. Separation der mittels BN-PAGE aufgetrennten Proteinkomplexe unter 45

denaturierenden Bedingungen (2. Dimension)

3.1.4. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels Gelfiltrations- 47
Chromatographie
3.1.5. Coimmunprazipitation DDM-solubilisierter Proteine 51
3.1.6. Quervernetzung von C58-Zellen mit Formaldehyd 52
3.1.7. Quervernetzung von T-Pili mit Formaldehyd 56
3.2. Identifizierung eines mit VirBS5 interagierenden Proteins 58
3.2.1. Geluberschichtungtest von Zelllysaten mit VirB5 58
3.2.2. Aufreinigung und Identifizierung eines VirB5-interagierenden Proteins 61

(in Zusammenarbeit mit Prof. Lottspeich, MPI Martinsried im Rahmen des

SFB 369)

3.2.3. Klonierung von #zs und ipt und Expression 63
3.2.3.1. Klonierung von tzs in pT7-7.,, Expression und Aufreinigung 63
3.2.3.2. Klonierung von #zs in pT7-Strepll, Expression und 64

Aufreinigung
3.2.3.3. Klonierung von ipt in pT7-7,, bzw. pT7-Strepll, Expression 65

und Aufreinigung



Inhaltsverzeichnis

3.3.

3.3.1.
3.3.2.
34.

3.5.

3.5.1.
3.5.2.
3.5.3.
3.54.
3.5.5.

4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.3.
4.4.
4.5.
4.5.1.
4.5.2.
4.5.3.

Analyse der enzymatischen Aktivitat von Tzs 65

(in Zusammenarbeit mit Prof. Zenk, Universitdt Halle im Rahmen des SFB 369)

iPMP-unabhéngige Cytokininbiosynthese 65
Tzs-abhangige Umsetzung von AMP mit HMBPP zu ZMP 60
Untersuchung eines moglichen Transfers von Tzs in die Pflanzenzelle 67

(in Zusammenarbeit mit Dr. Vergunst, Arbeitsgruppe Prof. Hooykaas,

Universitdt Leiden, Niederlande)

Analyse der Protein-Protein-Interaktion zwischen VirB5 und Tzs 68
Vergleich der Proteinmenge von Virulenzproteinen in C58 und CB1005 69
Quervernetzung von Tzs 71
Analyse der Lokalisierung von Tzs in C58 und CB1005 72
Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels ,,pulldown-assay* 73
Analyse der VirB5 - Tzs Interaktion mit dem Hefe-2-Hybridsystem 75
DISKUSSION 79
Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-Transmembrankomplex 79

von A. tumefaciens
Identifikation von Vir-Protein-Komplexen nach Solubilisierung 80

der Membranen von A. tumefaciens mit n-Dodecyl-g-D-maltosid

Lokalisierung der Vir-Proteine in der Zelle 80
Solubilisierungs-Effizienz der Vir-Proteine 81
Analyse der DDM-solubilisierten Vir-Proteine 82
Modell der T-Pilus Assemblierung 84
Detektion von VirB1 in isolierten T-Pili 87
Analyse eines mit VirB5 interagierenden Proteins (Tzs) 87
Analyse der von Tzs katalysierten enzymatischen Reaktion 88
Bestatigung der VirB5-Tzs Interaktion 90
Analyse eines moglichen Transfers von Tzs in die pflanzliche Zelle 91
ZUSAMMENFASSUNG 93
LITERATURVERZEICHNISS 95



Abkurzungen

ACA

AS

AMP, ADP, ATP
Bis-Tris
BN-PAGE

carb’

DDM
DMAPP
DMSO
DNA
dNTP, NTP
DTT
EDTA

FA

h

HEPES
Hisq-/H,-
HMBPP
iPMP

iPA

iP
kan"
kb
kDa

MES

min

ODyyo
PAGE

€-Amino-n-capronsaure

Acetosyringon (3,5 -Dimethoxy-4"-hydroxyacetophenon)
Adenosinmono-/di-/tri-phosphat
2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
blaue-native-Polyacrylamidgelelektrophorese
Basenpaare

Rinder-Serumalbumin (,,bovine serum albumin®)
Carboxy-

resistent gegen Carbenicillin
n-Dodecyl-p-D-maltosid

Dimethylallylpyrophosphat

Dimethylsulfoxid

Desoyxribonukleinsdure
2’-Deoxyribonukleotid-5"-triphosphat, Nukleosid-5"-triphosphat
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

Formaldehyd

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure
Hexabhistidyl-
4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldiphosphat
iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat
iso-Pentenyladenosin

iso-Pentenyladenin

resistent gegen Kanamycin

Kilobasen

Kilodalton

Molar

Morpholinethansulfonsaure

Minute

Amino-

Optische Dichte bei 600 nm

Polyacrylamidgelelektrophorese



Abkurzungen

PBS
PCR
Pi, PPi
PMSF
psi
PVDF
RT
SDS
spc’

SS-

str'
TBS
TCA
T-DNA
Ti-Plasmid
Tricin
Tris
Trx
upm
Vir, vir
wt
X-Gal
ZMP
7R

Z

Phosphat-gepufferte Saline
Polymerasekettenreaktion

anorganisches Phosphat
Phenylmethylsulfonylfluorid

,Pounds per square inch*

Polyvinylidendiflourid

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

resistent gegen Spectinomycin

Einzelstrang-

resistent gegen Streptomycin

Tris-gepufferte Saline

Trichloressigsaure

,,Transferred“-DNA

Tumor-induzierendes Plasmid von A. tumefaciens
N-(2-Hydroxy-1,1-bis [hydroxymethyl] ethyl)glycin
N,N,N-Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Thioredoxin

Umdrehungen pro Minute

Virulenzprotein, Virulenzgen

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-f3-D-galaktopyranosid
Zeatinribosid-5"-monophosphat

Zeatinribosid

trans-Zeatin



Abkurzungen

Nukleotidbasen:

Aminosauren:

oR T T Q@ mm g a »

Adenin

Guanin

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin

—

< £ <H VWO T ZEZ

Cytosin
Thymidin

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin



Publikationen

Publikationen aus der Arbeit

Krall, L., Wiedemann, U., Unsin, G., Weiss, S., Domke, N., Baron, C. (2002) Detergent
extraction identifies different VirB protein subassemblies of the type IV secretion machinery
in the membranes of Agrobacterium tumefaciens. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 11405-
11410

Krall, L., Raschke, M., Zenk, M.H., Baron, C. (2002) The Tzs protein from Agrobacterium
tumefaciens C58 produces zeatin riboside 5°-phosphate from 4-hydroxy-3-methyl-2-(E)-
butenyl-diphosphate and AMP. FEBS Lett. 527: 315-318



Kooperationen

Kooperationen

Dr. Friedrich Lottspeich
Max-Planck-Institut fur Biochemie
Protein-Analytics
Am Klopferspitz
D-82152 Martinsried

Germany

Prof. Dr. Meinhart H. Zenk
Biozentrum — Pharmazie
Universitat Halle
Weinbergweg 22
06120 Halle / Saale

Germany

Dr. Annette C. Vergunst
Ag. Prof. Dr. P.J.J. Hooykaas
Institute of Molecular Plant Sciences
Leiden University
Wassenaarseweg 64
2333 AL Leiden
The Netherlands



Strukturformeln

Strukturformeln
HOCH2 HOCH2
@) 0)
HO O OCH2(CHz2)10CH3
HO OH HO OH
n-Dodecyl-p-D-maltosid CH2CH3
|
"NH:
I|
| | SOs
CH3 i CHs
C
CH3CH20 NH IIICHz
CH2CH3
Coomassie SO3Na
@)
Il
C—CHs
O
Il
H2NCH2(CH2)3CH2 — C —OH
CH30 OCH3
OH €-Amino-n-capronsiure

Acetosyringon




Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Gentransfer aus Agrobacterium tumefaciens in Pflanzen

Agrobacterium tumefaciens 1ist ein Gram-negatives, fakultativ phytopathogenes
Bodenbakterium, das bevorzugt dikotyle Pflanzen infiziert. Mechanische Beschadigungen des
Pflanzenkorpers sind Voraussetzung fur eine erfolgreiche Infektion, in deren Verlauf ein Teil
der bakteriellen DNA in die pflanzliche Zelle transferiert und dort in das Genom integriert
wird (Zhu et al. 2000). Durch Expression der auf der transferierten DNA kodierten Onkogene
wird der Phytohormonhaushalt der Pflanzenzelle gestort. Es entstehen charakteristische, meist
im Ubergangsbereich von Wurzelstock zu Trieb auftretende, Gewebewucherungen
(,,Wurzelhalsgallenkrankheit*). Diese setzen den Nahstofffluss in der Pflanze herab und
fuhren unter anderem im Nuss-, Obst- und Weinbau zu erheblichen Ernteausfallen. Der
Transfer der T-DNA erfolgt uiber ein Typ IV-Sekretionssystem. Er ist der bakteriellen
Konjugation sehr dhnlich und der bislang einzige bekannte Fall einer Genuibertragung von

einem Prokaryonten auf einen Eukaryonten (Christie 2001, Stachel und Zambryski 1989).

1.1.1. Ti-Plasmid (,,tumor inducing plasmid)

Die zu transferierende DNA (T-DNA) ist ein Teil des 200 kb groBen Ti-Plasmids (Winans
1992). Auf diesem Plasmid liegen auch die fur Prozessierung und Transfer der T-DNA
benotigten Virulenzgene in 8 Operonen (VirA-H), die im Vir-Regulon zusammengefasst
werden. Die Genprodukte der Vir-Operone VirA, VirB, VirD und VirG sind essentiell fur die
Tumorbildung, wahrend VirC und VirE die Effizienz und VirF und VirH das Wirtsspektrum
beeinflussen (Hooykaas und Beijersbergen 1994, Kalogeraki und Winans 1998). Die
Expression der Virulenzgene wird durch ein 2-Komponentensystem (VirA/VirG) kontrolliert
(Stachel und Zambryski 1986 a). Als Induktoren des Vir-Systems dienen im pflanzlichen
Wundsekret auftretende phenolische Substanzen (zB. Acetosyringon), Monosaccharide und
ein niedriger pH-Wert (Stachel ef al. 1985, Winans 1992). Sie werden von der in der inneren
Membran lokalisierten Sensorkinase VirA mit Unterstuitzung des Monosaccharid-bindenden
ChvE (Cangelosi et al. 1990) detektiert. VirA autophosphoryliert (Jin et al. 1990 a) und

ubertragt die Phosphatgruppe auf den zytoplasmatischen Transkriptionsaktivator VirG (Jin et
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al. 1990 b), der seinerseits durch Bindung an die den Vir-Operonen vorgeschalteten vir-

Boxen (12 bp) die Transkription der Virulenzgene induziert (Jin ef al. 1990 c).

1.1.2. T-DNA (,,transferred DNA*)

Die zu transferierende DNA (T-DNA) wird von spezifischen 25 bp-Sequenzen flankiert
(Wang et al. 1987). Bei Induktion des Vir-Systems bindet ein aus VirD1 (Topoisomerase)
und VirD2 (Relaxase) (Scheiffele ef al. 1995) bestehender Komplex mit Unterstiitzung von
VirC1 (Toro et al. 1989) an diese ,,border“-Sequenzen und setzt mittels Strangbruch den
dazwischen liegenden DNA-Abschnitt in Form eines Einzelstranges frei (Stachel ef al. 1986
b). VirD2 bleibt dabei kovalent mit dem 5°-Ende der freigesetzten DNA verbunden (T-
Komplex) und wird anschlieBend gemeinsam mit dieser in die Pflanzenzelle transferiert
(Ward und Barnes 1988). Im Zytoplasma der Pflanzenzelle lagert sich das unabhidngig von
der T-DNA transferierte Einzelstrang-DNA-bindende VirE2 an den T-Komplex an (Gelvin
1998, Christie et al. 1988). Eukaryontische Kernlokalisierungssequenzen in VirE2 und VirD2
vermitteln dann den Transfer der T-DNA in den Nukleus (Citovsky et al. 1992, Howard et al.
1992), wo mittels illegitimer Rekombination die Integration ins Genom erfolgt (Gheysen et
al. 1991, Mayerhofer et al. 1991). Mit der T-DNA werden Gene ubertragen, die fur Enzyme
der Auxin- und Cytokinin-Biosynthese kodieren. Die Transkription dieser Onkogene fuhrt zu
Veranderungen des Phytohormonhaushalts und zu unkontrollierten Zellteilungen. Das
entstehende Tumorgewebe sekretiert Opine (Konjugate aus Aminosauren und a-Ketosauren),
die A. tumefaciens als C- und N-Quelle dienen und von den meisten anderen Boden-
organismen nicht verwertet werden konnen. Die Gene der Opin-Synthese werden ebenfalls
mit der T-DNA transferiert, wahrend die Gene fur Opin-Aufnahme und Verwertung auf dem
nicht transferierten Teil des Ti-Plasmids liegen. Je nach sekretiertem Opin unterteilt man die
Ti-Plasmide in verschiedene Gruppen, wie zum Beispiel in den Nopalin- (Arginin + o-
Ketoglutarat) und Octopin- (Arginin + Pyruvat) Typ (Hooykaas und Beijersbergen 1994).
Jede beliebige DNA-Sequenz, die von den entsprechenden 25 bp Sequenzen flankiert
wird, kann vom Vir-System prozessiert und transferiert werden (Miranda et al. 1992,
Hamilton et al. 1996). Der Austausch der Onkogene durch Fremd-DNA ermoglichte damit
die gezielte Transformation agrarokonomisch relevanter Pflanzensorten und bildete den
Grundstein fur die Entwicklung der heutigen Pflanzenbiotechnologie (Binns 2002).

Inzwischen konnten sowohl dikotyle wie monokotyle Pflanzen (Ishida ef al. 1996, Potrykus
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2001), als auch Saccharomyces cerevisiae (Bundock et al. 1995, Bundock und Hooykaas
1996), filamentose Pilze (de Groot et al. 1998) und moglicherweise auch humane Zellen

(Kunik et al. 2001) unter Verwendung von A. tumefaciens transformiert werden.

1.1.3. Onkogene

Zu den mit der T-DNA in die Pflanzenzelle transferierten Onkogenen zahlen iaaM, iaaH,
Gen35, Gen6b und ipt (tmr) (Ziemienowicz 2001). Sie tragen eukaryontische Merkmale wie
TATA und CAAT Boxen, transkriptions-aktivierende Sequenzen und Polyadenylierungs-
Sequenzen und konnen dadurch in der Pflanzenzelle transkribiert werden. Die Genprodukte
von iaaM und iaaH katalysieren die Umformung von Tryptophan uber Indolacetamid zu
Indolacetat (Auxin). Das Gen5-Produkt katalysiert die Synthese des Auxin-Antagonisten
Indol-3-Laktat und das Gen6b-Produkt erhoht durch einen unbekannten Mechanismus die

Sensitivitat der Pflanzenzelle gegenuiber Phytohormonen.

1.1.3.1. ipt und #zs

Das Onkogen ipt ist ebenfalls Bestandteil der T-DNA und befindet sich auf allen bekannten
Ti-Plasmiden. Zu ipt existiert jedoch ein homologes Gen, tzs, welches nur in Ti-Plasmiden
des Nopalin-Typs auftritt und dort aulerhalb der T-DNA in der Vir-Region liegt (Regier und
Morris 1982). Wiahrend ipt erst nach Transfer in der Pflanzenzelle transkribiert wird und dort
malgeblich an der Entstehung der Tumore beteiligt ist, untersteht 7zs der Kontrolle von
VirA/VirG und wird bei Virulenzgen-Induktion in der bakteriellen Zelle transkribiert (Powell
et al. 1988, John und Amasino 1988). Gemal3 Literaturangaben besitzen sowohl Ipt, wie auch
Tzs eine Isopentenyltransferase-Aktivitit und katalysieren die Bildung von iso-
Pentenyladenosin-5"-monophosphat (iPMP) aus Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und
AMP (Akiyoshi et al. 1984, Beaty et al. 1986, Powell et al. 1988) (Abbildung 1). iPMP dient
als Vorstufe in der Biosynthese von Phytohormonen des Cytokinin-Typs, zu denen unter

anderem trans-Zeatin zahlt.
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Abbildung 1: Tzs / Ipt-katalysierte Umwandlung von DMAPP und AMP zu iPMP. DMAPP =
Dimethylallylpyrophosphat, iPMP = iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat. (Powell et al. 1988).

Untersuchungen zeigten, dass die Expression von Tzs mit der Sekretion von frans-Zeatin (Z)
und Zeatinribosid (ZR) einhergeht, wohingegen nur geringe Mengen der iPMP-Derivate iso-
Pentenyladenosin (iPA) und iso-Pentenyladenin (iP) in den Kulturiberstinden virulenzgen-
induzierter A. tumefaciens (Nopalin-Typ) detektiert werden konnten (Regier und Morris 1982,
Powell et al. 1988, Akiyoshi et al. 1985 und 1987). Fur die Umwandlung von iPMP zu
Zeatinribosid-5"-monophosphat (ZMP), Zeatinribosid (ZR) und trans-Zeatin (Z) wurden
unspezifische Hydroxylierungs-Reaktionen verantwortlich gemacht (Powell et al. 1988)
(Abbildung 2).

Die Funktion von Tzs ist unklar, da auch Plasmide, die das korrespondierende Gen
nicht tragen, uber alle notwendigen Informationen fur einen erfolgreichen Gentransfer
verfugen. Es wurde daher vermutet, dass Tzs eine unterstutzende Rolle im Infektionsprozess
einnimmt und durch die Synthese und Sekretion des Phytohormons frans-Zeatin die
Pflanzenzellen zur Teilung anregt. Schnell teilende Pflanzenzellen weisen die hochste

Effizienz bei Transformation mit A. tumefaciens auf (An 1985).

1.1.3.2. Cytokinin-Biosynthese

iPMP, iPA, iP sowie ZMP, ZR und trans-Zeatin gehoren zur Klasse der Cytokinine.
Cytokinine sind N°-substituierte Adenin-Derivate, deren Aminogruppe in Position 6 oft eine

isoprenoide Seitenkette tragt (Haberer und Kieber 2002). Sie beeinflussen die Zellteilung,
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Differenzierung, und Seneszenz pflanzlicher Zellen. Eine Erhohung der Cytokinin-
Konzentration fuhrt zu einer vermehrten Zellteilung und zu verzogerter Seneszenz.
Pflanzliche Isopentenyltransferasen setzen DMAPP bevorzugt mit ATP oder ADP zu iPMP
um. In Pflanzen wird die Bildung von iPMP als der die Cytokinin-Biosynthese limitierende
Schritt angesehen (iPMP-abhéngige Cytokinin-Biosynthese). Eine Gegenuberstellung der
postulierten pflanzlichen und bakteriellen Cytokinin-Biosynthese ist in Abbildung 2 gezeigt.

Pflanze Bakterium

ATP / ADP AMP + DMAPP

AtIPT4
Tzs/Ipt

iPTP /iPDP —®» iPMP —» iPA —» P

Hydrox{yll erlumndg

ZTP/ZDP —» ZMP —» ZR —® frans-Zeatin

AMP + hypothetische
Seitenkette

Abbildung 2: Postulierte Biosynthese von Cytokininen des Zeatin-Typs in Pflanzen bzw. Bakterien.
DMAPP = Dimethylallylpyrophosphat, iPTP, iPDP, iPMP = Iso-Pentenyladenosin-5"-tri / di-/
monophosphat; ZTP, ZDP, ZMP = Zeatinribosid-5"-tri /di- /monophosphat; iPA = iso-
Pentenyladenosin, iP = iso-Pentenyladenin, ZR = Zeatinribosid, AtlPT4 = pflanzliche
Isopentenyltransferase (nach Haberer und Kieber 2002).

1.1.3.3. Isoprenoid-Biosynthese

Das fur die Biosynthese von Phytohormonen des Cytokinin-Typs benotigte DMAPP leitet
sich aus der Isoprenoid-Biosynthese ab (Abbildung 3).
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A: Deoxyxylulose-Phosphat (DXP)-Weg;
B: Mevalonat-Weg
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Zusitzlich zum klassischen Mevalonat-Weg der Isoprenoid-Biosynthese existiert auch ein
alternativer, Mevalonat-unabhidngiger Synthese-Weg. Dieser wird als Deoxyxylulose-
Phosphat (DXP)-Weg bezeichnet und ist in Gram-negativen Bakterien und Chloroplasten zu
finden (Eisenreich et al. 1998, Rohdich et al. 2001). Der Mevalonat-Weg hingegen tritt in
Gram-positiven Bakterien und Eukaryonten auf. Beide Biosynthese-Wege sind in Abbildung
3 gegenuibergestellt (A: Deoxyxylulose-Phosphat (DXP)-Weg, nach Rohdich ef al. 2001,
modifiziert; B: Mevalonat-Weg, nach ,,.Biochemie der Pflanzen*, Gerhard Richter, Thieme
Verlag). Die Analyse des Gesamtgenoms zeigt, dass A. tumefaciens C58 als Gram-negativer
Mikroorganismus uber die Enzyme des DXP-Weges, nicht jedoch die des Mevalonat-Weges
verfugt (Wood et al. 2001).

1.1.4. Transferierte Protein-Substrate

Zusatzlich zur T-DNA werden die Vir-Proteine VirD2, VirE2, VirE3 und VirF in die
Pflanzenzelle transferiert. Ein konserviertes C-terminales Arg-Pro-Arg Motiv dient dabei
vermutlich der Erkennung durch den VirB/D4-Transporter (Schrammeijer et al. 2003,
Vergunst et al. 2000). VirD2 ist kovalent mit der T-DNA verbunden und wird gemeinsam mit
dieser transferiert. Der Transfer der Virulenzproteine VirE2, VirE3 und VirF erfolgt jedoch

unabhéngig von dem der T-DNA (Otten et al. 1984, Citovsky et al. 1992).

Da jede beliebige DNA-Sequenz transferiert werden kann, miuissen die fur den Transfer des T-
Komplexes benotigten Informationen in VirD2 (56 kDa) vorliegen. VirD2 besitzt zudem zwei
Kernlokalisierungssequenzen (NLS) die dem Transfer der T-DNA in den Nukleus dienen
(Howard et al. 1992). AtKAPa (Arabidopsis thaliana Karyopherin o) interagiert mit der C-
terminalen NLS von VirD2. Es vermittelt den Import der T-DNA durch die Kernporen des
Zellkerns (Ballas und Citovsky 1997). VirD2 kann mit sich selbst und mit VirD1 interagieren.
Inwieweit diese Interaktion von physiologischer Bedeutung ist, ist jedoch unklar (Relic et al.

1998).

Das sequenz-unspezifische, Einzelstrang-DNA-bindende VirE2 (60 kDa) lagert sich erst im
Zytoplasma der Pflanzenzelle an die T-DNA an und schiitzt sie vor Abbau durch Nukleasen
(Christie et al. 1988, Citovsky et al. 1989). Fur den Transfer von VirE2 in die Pflanzenzelle
ist VirE1 von Noten. VirEl stabilisiert VirE2 und verhindert als Chaperon dessen

Aggregation zu unfunktionellen Komplexen (Sundberg et al. 1996). Jeweils zwei VirEl
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Molekule binden dabei ein VirE2-Molekul (Sundberg und Ream 1999). Die Bindedomine
entspricht gleichzeitig der ss-DNA-Binde-Domane von VirE2, so dass durch die VirE1-VirE2
Interaktion vermutlich auch eine vorzeitige Bindung der T-DNA in der bakteriellen Zelle
verhindert wird (Sundberg et al. 1999, Zhao et al. 2001). VirE2-ssDNA Komplexe haben
einen Durchmesser von weniger als 2 nm und sind unter physiologischen Bedingungen stabil
(Citovsky et al. 1989, Ruvola et al. 1991). Die Interaktion mit VirE2 streckt die ss-DNA,
verdeckt negative Ladungen und verhindert die Ausbildung von Sekundarstrukturen, die
einen Transport durch die Kernporen in den Nukleus der Empfangerzelle storen konnten.
VirE2 wird ebenso wie VirD2 fur den Import der T-DNA in den pflanzlichen Zellkern
benotigt. Inwieweit NLS-Sequenzen von VirE2 dabei von Bedeutung sind ist unklar, da das
ss-DNA-bindende Protein RecA VirE2 im nuklaren Import ersetzen kann (Ziemienowicz et
al. 2001). RecA besitzt keine NLS-Sequenzen. Tzfira et al. (2001) konnten zeigen, dass
VirE2 spezifisch mit dem Arabidopsis VIP1-Protein interagiert. VIP1 ist vermutlich an der
Transkription chromosomaler DNA beteiligt. Es konnte VirE2 an eine gunstige Stelle fur die
Integration des T-Komplexes ins Genom fuhren. Der Transfer des T-Komplexes aus der
bakteriellen Zelle heraus findet auch in Abwesenheit von VirE2 statt (Otten ef al. 1984,
Citovsky et al. 1992). VirE2 konnte jedoch durch Insertion in die Membran und Ausbildung
von Poren am Transfer der T-DNA uber die Barriere der pflanzlichen Zellmembran hinweg
beteiligt sein (Dumas et al. 2001). Die von Dumas et al. (2001) beschriebenen anionen-
spezifischen VirE2-Kanile erlauben den Transfer von ss-DNA, nicht aber den von ds-DNA
und sind bei dem in pflanzlichen Zellen vorherrschenden Membranpotential von 100-250 mV
geschlossen. Es ist jedoch unklar, inwieweit die beschriebenen VirE2-Kandle fur den

Infektionsprozess von Bedeutung sind.

VirF (22 kDa) ist spezifisch fur Octopin-Typ Ti-Plasmide (Melchers et al. 1990, Jarchow et
al. 1991). Es ist hydrophil und interagiert uber eine ,,F-Box“ mit dem pflanzlichen
Homologen des Hefe Skpl Proteins (Schrammeijer et al. 2001). Skpl und F-Box Proteine
sind Untereinheiten der SCF-Komplexe, die Proteine fur die von Ubiquitin vermittelte
Proteolyse markieren (Skowyra et al. 1997). VirF konnte die Proteolyse eines bestimmten
Pflanzenproteins verursachen und somit den T-DNA Transfer erleichtern. Eine Deletion von
virF' fuhrt bei einigen Wirtspflanzen zu einem attenuierten Phanotyp, der durch eine
gleichzeitige Deletion von virE3 verstarkt wird. Uber die Funktion von VirE3 (75 kDa) ist

ansonsten nichts bekannt (Schrammeijer et al. 2003).
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1.1.5. VirB/D4-Transmembrankomplex

Um den Transfer des VirD2-T-DNA-Komplexes und der Virulenzproteine VirE2, VirE3 und
VirF in das Zytoplasma der Pflanzenzelle gewihrleisten zu konnen, mussen die im virB-
Operon kodierten 12 Vir-Proteine VirB1-B11 und VirD4 zu einem die innere und dufere
Zellmembran durchspannenden Proteinkomplex und einem Pilus (T-Pilus) assemblieren. Ein

Schema des VirB/D4-Transmembrankomplexes ist in Abbildung 4 gezeigt.

B7/B
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5&5&5&5&5 488548854

Murein

Abbildung 4: Der VirB/D4-Transmembrankomplex ist vermutlich aus 3 Komponenten aufgebaut: Einem
die innere und aulere Membran durchspannenden Kernkomplex (VirB7-VirB9, VirB8, VirB10), dem T-
Pilus (VirB2, VirB5, VirB7-VirB7) und den energieliefernden NTPasen (VirB4, VirB11, VirD4). VirB1
erleichtert vermutlich durch lokale Lyse des Mureins die Assemblierung der Transporterstruktur. Der
VirB/D4-Komplex transferiert die Substrat-Proteine VirE2, VirE3, VirF und den T-Komplex (kovalent
mit der T-DNA verbundenes VirD2) ins Zytoplasma der pflanzlichen Zielzelle. AM = 4uflere Membran,
iM = innere Membran.
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VirB1 (26 kDa) ist als einziges VirB-Protein nicht essentiell fur den Transfer der T-DNA.
Eine Abwesenheit fuhrt aber zu einer um das 100 bis 1000-fachen reduzierten Virulenz.
VirB1 wird Sec-abhédngig ins Periplasma transferiert, wo C-terminal 73 Aminoséduren
abgespalten und als VirB1* ins umgebende Medium sekretiert werden. VirB1* interagiert mit
VirB9 und konnte durch seine lockere Assoziation mit der duleren Zellhiille am Kontakt mit
der Pflanzenzelle beteiligt sein (Baron et al. 1997 a). Bakterielle Zellen werden von einem
Peptidoglykan-Netzwerk stabilisiert, das die Diffusion von Molekiilen bis zu 50 kDa zulasst
(Dijkstra und Keck 1996). Fur die Assemblierung membran-durchspannender Strukturen
werden daher oft lytische Transglykosylasen fur eine zeitlich und rdaumlich begrenzte Lyse
des Peptidoglykans benotigt (Mushegian ef al. 1996). Im agrobakteriellen VirB/D4-System
wird diese Funktion vermutlich von VirB1 ausgefullt, da die N-terminalen 172 Aminosduren
von VirB1 Sequenzidhnlichkeiten zu lytischen Transglykosylasen aufweisen. Sie sind nach
erfolgter Prozessierung nicht mehr detektierbar und werden vermutlich rasch abgebaut (Llosa
et al. 2000). Lytische Transglykosylasen spalten die 3-1,4 glykosidische Bindung zwischen
N-Acetyl-Muraminsaure und N-Acetyl-Glucosamin unter Bildung einer 1,6 Anhydridbindung
in N-Acetyl-Muraminsaure (Holtje et al. 1975). VirB1 interagiert mit VirB8, VirB4, VirB10
und VirB11 (Ward et al. 2002). Da VirB8 vermutlich als Nukleationszentrum wéhrend der
Assemblierung des VirB/D4-Transmembrankomplexes dient, konnte durch die VirB1-VirB8
Interaktion die von VirB1 katalysierte Lyse des Peptidoglykans auf den von der entstehenden

Multiproteinstruktur benotigten Raum begrenzt werden.

VirB7, VirB8, VirB9 und VirB10 sind dic Kernkomponenten des VirB/D4-Transmembran-
komplexes und bilden vermutlich eine Pore fur den Durchtritt von Makromolekiilen. VirB8
(26 kDa) und VirB10 (48 kDa) durchspannen mit einem Transmembransegment die innere
Membran und besitzen eine kleine zytoplasmatische und eine grofle periplasmatische Domane
(Thorstenson und Zambryski 1994, Ward et al. 1990). VirB9 (32 kDa) ist ein hydrophiles,
periplasmatisch lokalisiertes Protein, das uber eine Disulfidbruckenbindung mit dem
Lipoprotein VirB7 in der duBleren Membran verankert ist (Anderson et al. 1996). VirB8
akkumuliert an wenigen lokal begrenzten Stellen der Zellmembran und dient vermutlich als
Nukleationszentrum fur die Assemblierung von VirB7-VirB9 und VirB10 zu einem
Proteinkomplex (Kumar et al. 2000, Kumar und Das 2001). Pro A. tumefaciens-Zelle wurden
dabei im Durchschnitt 3-8, oft in der Néhe des Zellpols auftretende VirB8-Foci beobachtet

(Kumar et al. 2000). VirB8, VirB9, und VirB10 interagieren paarweise miteinander, wobei
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die Interaktionen uber die periplasmatischen Domianen der Proteine erfolgen. Alle drei bilden
auch hohermolekulare Oligomere (Ward et al. 1990, Das und Xie 2000, Kumar et al. 2000,
Kumar und Das 2001). VirB7 interagiert mit VirB9, jedoch nicht mit VirB8 oder VirB10.
Durch die kovalente Verknupfung mit VirB9 ist VirB7 dennoch hochst wahrscheinlich
ebenfalls ein fester Bestandteil der Kernpore (Das und Xie 2000). VirB7 stabilisiert VirB9
(Fernandez et al. 1996 b), VirB9 wiederum stabilisiert VirB10 und unterstutzt die Bildung
von VirB10 Oligomeren (Beaupre ef al. 1997). VirB8 wird weder fur die Bildung von VirB7-
VirB9 noch der VirB10 Oligomere benotigt (Beaupre et al. 1997).

VirB6 (32 kDa) ist das am starksten hydrophobe VirB-Protein und durchspannt vermutlich
mit 6 Transmembransegmenten die innere Membran. Es wurde angenommen, dass VirB6
eine Pore in der inneren Membran fur den Durchlass der zu transferierenden Substrate bildet.
Neueren Erkenntnissen zu Folge wird diese Funktion jedoch wahrscheinlich von VirD4 erfullt
(Atmakuri et al. 2003). VirB6 stabilisiert VirBS und VirB3 und ist fur die Bildung von
VirB7-VirB7-Homodimeren notig (Hapfelmeier et al. 2000). Es konnte durch die
Interaktionen mit den Pilus-Komponenten VirB5 und VirB7 an der T-Pilus-Biosynthese
beteiligt sein (Hapfelmeier er al. 2000). Jakubowski et al. (2003) fanden zusatzlich Hinweise

fur eine Interaktion von VirB6 mit VirB7-VirB9.

Der T-Pilus wird von VirB2, VirBS und VirB7 gebildet. VirB2 ist die Hauptkomponente,
wiahrend VirB5 und VirB7 Nebenkomponenten darstellen (Lai und Kado 1998, Schmidt-
Eisenlohr et al. 1999 b, Sagulenko et al. 2001 a). T-Pili treten meist an einem der beiden
Zellpole auf. Sie bilden Filamente mit einem dufleren Durchmesser von 10 nm. Harrington
und Rogerson (1990) postulierten den Transfer von DNA durch den F-Pilus des konjugativen
F-Plasmids. Hinweise fur einen Transfer der T-DNA durch den T-Pilus fehlen. Da
A. tumefaciens oft in polarer Weise an Pflanzenzellen bindet, ist aber zumindest eine
Beteiligung der T-Pili an der Kontaktaufnahme mit der Wirtszelle sehr wahrscheinlich
(Matthysse 1987, Lai und Kado 2000 a). VirB2 wird als 12,3 kDa-Propilin Sec-abhéngig uiber
die innere Membran transferiert. Signalpeptidase I spaltet dabei ein N-terminales Signalpeptid
von 47 Aminosauren ab. Zwei Transmembranbereiche verankern das hydrophobe Protein in
der inneren Membran, wobei C- und N-Terminus vermutlich der periplasmatischen Seite
zugewandt sind. Ein chromosomal kodiertes Enzym zirkularisiert VirB2 durch Einbringung
einer Peptidbindung zwischen GIn48 und Glyl21 (Eisenbrandt et al. 1999). Die

Zirkularisierung des VirB2-Pilins schuitzt den T-Pilus vor Abbau durch Proteasen und erhoht
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die Widerstandsfahigkeit gegeniiber denaturierenden Faktoren im extrazellularen Milieu (Lai
und Kado 2000 a, Eisenbrandt et al. 1999). Das zirkulare VirB2-Pilin (7,2 kDa) akkumuliert
bis zur Assemblierung in den T-Pilus vermutlich in der inneren Membran (Shirasu und Kado
1993). VirB2 bildet mittels Disulfidbruckenbindung VirB2-VirB2 Dimere und interagiert mit
VirB7 (Sagulenko et al. 2001 a). Uber Interaktionen mit anderen Vir-Proteinen ist nichts
bekannt. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass Protein-Protein-Interaktionen am
Transfer von VirB2 aus der inneren zur dufleren Membran und der Assemblierung in den T-
Pilus beteiligt sind. Da VirB2 zusammen mit VirB5 und VirB7 in den T-Pili detektiert wird,
ist zumindest eine Interaktion dieser drei Proteine wahrscheinlich. VirB5 (23,5 kDa) wird
uber ein N-terminales Signalpeptid ins Periplasma transferiert. Es ist hydrophil, assoziiert
jedoch grofitenteils mit der Membran, vermutlich auf Grund von Protein-Protein-
Interaktionen mit anderen membran-gebundenen Vir-Proteinen oder periplasmatischen
Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes (Schmidt-Eisenlohr et al. 1999 b).
Kiristallstrukturanalysen des VirB5-homologen TraC (IncN-Plasmid, pKM101) zeigten ein
Biuindel aus drei langen o-Helices mit einer flexiblen globularen Doméne aus 4 kurzen o.-
Helices (Yeo et al. 2003). VirB5 konnte aufgrund von Sequenzidhnlichkeiten eine dhnliche
Struktur besitzen. Da dieses Strukturmotiv jedoch weit verbreitet ist, lassen sich daraus keine
Riuickschlusse auf seine Funktion ableiten. VirB5 konnte eine integrale Komponente des T-
Pilus sein, als Adhasin der Erkennung von Wirtszellen dienen, oder den T-Pilus im VirB/D4-
Transmembrankomplex verankern. Ebenso wire es moglich, dass VirB5 als Chaperon oder
,Usher* den Einbau der VirB2-Piline in den T-Pilus unterstiitzt und aufgrund der nur
transienten Bindung trotz periplasmatischer Lokalisierung zusammen mit diesem isoliert wird
(Sauer et al. 2000). ,,Usher* bilden Poren, die den Transfer von Pilus-Untereinheiten iiber die
auflere Membran hinweg, sowie deren anschlieBende Assemblierung in Pili erlauben. VirB7
(4,5 kDa) ist ein periplasmatisch lokalisiertes Lipoprotein. Es wird von Signalpeptidase II
prozessiert und uber Lipidmodifikationen in der duBleren Membran verankert. VirB7 hat
2 Cysteine, von denen Cys 15 der Lipidmodifikation und Cys 24 der Bildung von VirB7-
VirB7-Homodimeren (9 kDa) bzw. VirB7-VirB9-Heterodimeren (36 kDa) mittels
Disulfidbriicken dient (Baron ef al. 1997 b, Fernandez et al. 1996 a, Spudich et al. 1996).
VirB7 und VirB7-VirB7 werden sowohl in der Zelle als auch zusammen mit VirB2 und
VirB5 in den T-Pili detektiert (Sagulenko et al. 2001 a), wahrend VirB7-VirB9 im Periplasma
lokalisiert und dort andere Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes stabilisiert

(Fernandez et al. 1996 b, Beaupre et al. 1997). Eine Deletion von virB7 fuhrt zu stark
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reduzierten Mengen von VirB9 und zu einer Reduktion von VirB4, VirB10 und VirB11
(Berger und Christie 1994). VirB7-VirB7 ist kein Zwischenprodukt in der Biosynthese des
VirB7-VirB9-Heterodimers und hat im Gegensatz zu diesem auch keinen stabilisierenden
Einfluss auf die Akkumulation anderer VirB-Proteine (Sagulenko et al. 2001 a). VirB7-VirB7

konnte der Verankerung des T-Pilus im VirB/D4-Transmembrankomplex dienen.

Die ATPasen VirB4, VirB11 und VirD4 liefern vermutlich die fur die Assemblierung des
VirB/D4-Transmembrankomplexes und den Substrat-Transfer benotigte Energie. VirB4
(87 kDa) ist das groBte VirB-Protein. Es verfugt uber zwei periplasmatische und drei
zytoplasmatische Doménen, sowie ein Walker A NTP-bindungs-Motiv (Berger und Christie
1993). Vier hydrophobe Bereiche verankern es in der inneren Membran, jeweils unterbrochen
von einer oder mehreren geladenen Aminoséuren, die durch die Ausbildung von Ionen-Paaren
zu einer Interaktion mit anderen integralen Membranproteinen beitragen konnten (Fullner e?
al. 1994, Dang und Christie 1997). VirB4 bildet Dimere, eventuell auch Homooligomere und
besitzt eine schwache ATPase-Aktivitat (Shirasu ef al. 1994). Ward et al. (2002) fanden
Interaktionen von VirB4 mit VirB8, VirB10 und VirB11. VirB4 stabilisiert zudem VirB3
(11 kDa) und unterstutzt dessen Assoziation mit der aufleren Membran (Jones et al. 1994).
Die Funktion von VirB3 ist unbekannt. Seine Lokalisation in der duferen Membran legt
jedoch nahe, dass es an der Assemblierung des T-Pilus beteiligt sein konnte. VirB11 (38 kDa)
verfugt uber ein Walker A- und ein Walker B-Motiv (NTP-bindungs-Stellen). Es weist keine
durchgehend hydrophoben Bereiche auf, die lang genug fur eine die Membran
durchspannende o-Helix wiren, assoziiert aber dennoch mit der inneren Membran (Rashkova
et al. 1997). Analysen von HP0525 (H. pylori), TrwD (R388-Plasmid) und TrbB (RP4-
Plasmid) ergaben, dass die drei VirB11-homologen Proteine hexamere Ringe ausbilden, die
durch die Bindung von ATP stabilisiert werden. Vermutlich bildet VirB11 @hnliche hexamere
Ringe aus. Die Bindung von ATP erhoht die Membran-Affinitat von VirB11, wahrend die
NTPase-Aktivitat vermutlich der beschleunigten Freisetzung von ATP, der Destabilisierung
des Hexamers und der Regeneration eines NTP-freien und fur einen neuen Zyklus zur
Verfugung stehenden VirB11 Monomers dient (Savvides ef al. 2003). Die NTPase-Aktivitat
von VirB11 lasst sich durch Zugabe von Phospholipiden erhohen (Krause er al. 2000,
Savvides et al. 2003), nicht aber durch die Zugabe von ss-DNA. Es wird daher angenommen,
dass VirB11 nicht am Transfer der T-DNA beteiligt ist (Krause et al. 2000). VirB11
interagiert mit VirB7 und VirB9 (Ward et al. 2002), ist aber vermutlich nicht an der
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Prozessierung des Lipoproteins VirB7, der Bildung des VirB7-VirB9-Heterodimers und
dessen Transfer zur dufleren Membran, sowie an der Interaktion von VirB7-VirB9 mit VirB8
und VirB10 beteiligt (Fernandez et al. 1996 a). Eine Beteiligung von VirB11 an dem Transfer
von VirB7-Monomeren und VirB7-VirB7-Homodimeren von der inneren zur duferen
Membran wurde postuliert (Sagulenko ez al. 2001 b). VirB11 konnte somit eine Rolle bei der
Assemblierung der T-Pili spielen. VirD4 (73,5 kDa) verbindet als ,,coupling®-Protein die
DNA-prozessierenden, zytoplasmatischen Komponenten des Vir-Systems (Relaxosom) mit
dem T-DNA-transferierenden, VirB/D4-Transmembrankomplex. Die Assemblierung des T-
Pilus findet auch ohne VirD4 statt, fur den Transfer der Substrate ist VirD4 jedoch absolut
essentiell. Atmakuri et al. (2003) konnten zeigen, dass VirD4 mit dem Substratprotein VirE2
interagiert, wahrend Lanka et al. eine Interaktion zwischen TraG und Tral, den VirD4- bzw.
VirD2-Homologen des RP4-Plasmids postulierten (zitiert in Baron et al. 2002). Zusatzlich
gibt es Hinweise fur eine VirD4-VirB10 Interaktion (Gilmour et al. 2003, Llosa et al. 2003).
VirD4 ist an den Zellpolen lokalisiert (Kumar und Das 2002) und wird iiber zwei, durch einen
kurzen periplasmatischen Bereich miteinander verbundene Transmembransegmente in der
inneren Membran verankert. Auf seiner grof3en zytoplasmatischen Doméne befindet sich je
ein Walker A- und Walker B-Motiv. Die Inaktivierung des Walker A-Motivs durch
Substitution einzelner Aminosauren hebt die polare Lokalisation von VirD4 auf und
verhindert den Transfer von T-DNA. Das gleiche Phanomen wurde bei Deletion des
periplasmatischen Bereiches zwischen den beiden Transmembransegmenten beobachtet
(Kumar und Das 2002). Kristallstrukturanalysen des VirD4-homologen TrwB (IncW-Plasmid
R388) zeigten, dass TrwB ringformige, homohexamere Komplexe mit einem zentralen Kanal
von 20 A Durchmesser bildet, der auf der zytoplasmatischen Seite durch einen Kreis aus
Asparagin-Resten verschlossen wird (Gomis-Riuith er al. 2001). Die VirD4-homologen
Proteine TrwB (IncW-Plasmid), TraG (IncP-Plasmid), TraD (F-Plasmid) und HP0524 (H.
pylori) binden ATP und sequenz-unspezifisch DNA (Moncalian ef al. 1999, Schroder et al.
2002). VirD4 konnte durch ATP-Hydrolyse den Transfer der T-DNA katalysieren und diese
dabei @hnlich wie DNA-Helikasen durch die von dem Hexamer gebildete Pore leiten

(Singleton et al. 2000, Egelman 2001, Yu et al. 1996, Raney und Benkovic 1995).
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1.2. Protein-Sekretionssysteme (Typ I-V)

Gram-negative Bakterien werden durch zwei Membranen von dem sie umgebenden Milieu
abgegrenzt. Die Abgrenzung ist einerseits fur die Funktionalitat der Zelle unerlésslich, stellt
jedoch andererseits eine Barriere fur den Transfer hohermolekularer Biomolekule dar. Um die
Sekretion von Proteinen (z.B. Enzyme und Virulenzfaktoren) uiber die innere und auflere
Membran und teilweise auch uber die Membranen anderer Zellen hinweg gewahrleisten zu
konnen, entwickelten sich im Laufe der Zeit verschiedene Proteinsekretionsmaschinerien.
Diese werden anhand von Sequenzdhnlichkeiten ihrer Proteinkomponenten in 5 Typen

eingeteilt (Salmond 1994). Ein Uberblick uiber die 5 Typen (I-V) ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1: Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien (Lai und Kado 2000 a, modifiziert)

Sekretions- Transport-Mechanismus Beispiele

System

Typl ABC-Transporter. Sec-unabhéngiger Transfer | Hamolysin-Sekretion
aus dem Zytoplasma der Bakterienzelle ins (E. coli)
umgebende Medium, 3-4 akzessorische
Proteine.

TypII | Sec-abhangiger Transfer ins Periplasma und Pullulanase-Sekretion
Typ II-vermittelter Transfer uiber die duf3ere (Klebsiella oxytoca)

Membran, ca. 16 Proteine beteiligt.
Typ IIl | Sec-unabhangiger Transfer aus dem bakteriellen | Yop-Sekretion
Zytoplasma in das Zytoplasma einer (Yersinia pestis)
eukaryontischen Wirtszelle, Zell-Zell-Kontakt
abhdngig, > 20 Proteine bilden einen membran-
durchspannenden Multiprotein-Komplex mit
Pilus.

Typ IV | Sec-unabhingig, Transfer uber zwei bakterielle | Transfer von Protein/
Membranen und vermutlich auch uiber die der Protein-DNA-Komplexen

Zielzelle. Zell-Zell-Kontakt abhéngig. (A. tumefaciens, bakterielle
9-12 Proteine, membran-durchspannender Konjugation), sowie
Multiprotein-Komplex, in einigen Systemen Virulenzfaktoren (Brucella
Pilus nachgewiesen. suis, u.A.)

Typ V | Autotransporter IgA Proteasen

1.3. Typ IV-Sekretionssysteme

Zu den Typ IV Sekretionssystemen (T4SS) zahlen der VirB/D4-Transporter von

A. tumefaciens, die Systeme des konjugativen Transfers von bakteriellen Plasmiden mit
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weitem Wirtsbereich (IncN, IncW, IncP und F-Plasmid), sowie die in human- und
tierpathogenen Mikroorganismen (Brucella ssp., Bordetella pertussis, Helicobacter pylori,
Legionella pneumophila, Rickettsia prowazekii) entdeckten T4SS (Cascales und Christie
2003). Neuen Studien zufolge konnten T4SS auch an der Aufnahme von DNA durch
bakterielle Zellen beteiligt sein (Hofreuter et al. 2001). T4SS stellen verwandte Systeme dar,
die sich aus einem gemeinsamen, vermutlich konjugativen System heraus entwickelt haben
(Stachel und Zambryski 1986 c, Lessl und Lanka 1994, Winans et al. 1996). Die
Verwandtschaft zeigt sich in Sequenzédhnlichkeiten auf DNA und Proteinebene, der ko-
linearen Anordnung der beteiligten Gene in den Operonen (sieche Abbildung 5) und der
Assemblierung membran-durchspannender Multiproteinkomplexe. T4SS transferieren Zell-
Zell-Kontakt abhéngig Proteine und / oder DNA-Protein-Komplexe in unterschiedlichste
Rezipientenzellen (Bakterien, Pilze, Pflanzen, tierische Zellen). Trotz grofer Unterschiede
bezuglich der transferierten Substrate und Zielzellen, lasst die allgemeine Konservierung der
beteiligten Komponenten auf Ahnlichkeiten in Transporterstruktur und Transfermechanismus

schlieBen (Zupan et al. 2000).

e e DEEE > i) )
Apmseers ()| ) &) )l
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Abbildung. 5: Anordnung der Gene VirB-homologer Proteine im Operon. T4SS sind am konjugativen
Transfer von Plasmiden (E. coli, pPKM101), dem T-DNA-Transfer durch A. tumefaciens (VirB-System) und
am Transfer von Virulenzfaktoren durch pathogene Mikroorganismen (B. pertussis, Ptl-System) beteiligt.
(Burns 2003, modifiziert)

1.3.1. Bakterielle Konjugation

Die bakterielle Konjugation dient dem Austausch genetischer Informationen und erfolgt durch
die Ubertragung eines Plasmids von einer Donor- auf eine Rezipientenzelle. Sie erleichtert die
Adaptation an wechselnde Umweltbedingungen und ist unter Anderem fur die rasche
Verbreitung von Antibiotika-Resistenzen innerhalb von Bakterienpopulationen verantwortlich

(Waters 1999, Ochman und Jones 2000).
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Der agrobakterielle T-DNA Transfer ist dem konjugativen Transfer von Plasmiden mit
weitem Wirtsspektrum (IncP, IncN, IncW, F-Plasmid) sehr dhnlich. In beiden Fallen wird
einzelstrangige DNA transferiert. Wahrend es sich bei der bakteriellen Konjugation jedoch
um eine Kopie des kompletten Plasmids handelt, die in der Empfangerzelle rezirkularisiert,
wird im Fall von A. tumefaciens nur ein Teilstick des Ti-Plasmids transferiert, das
anschlieBend in das Genom der Pflanzenzelle integriert. Die Ahnlichkeiten zwischen den an
der bakterieller Konjugation bzw. dem T-DNA Transfer beteiligten Komponenten zeigen sich
auf Ebene von DNA- und Aminosduresequenz, sowie in der konservierten Anordnung der
Gene in den Operonen (Lessl ef al. 1992 a und b, Pohlman er al. 1994). Weitere
Ubereinstimmungen sind in der Prozessierung der DNA (Waters et al. 1991, Pansegrau et al.
1990 und 1993), sowie in Prozessierung und Struktur der Transporterkomponenten zu finden.
Die Pili konjugativer IncP-Plasmide werden beispielsweise ebenso wie die T-Pili des
VirB/D4-Systems aus zyklischen Untereinheiten aufgebaut (Eisenbrandt et al. 1999). Die
funktionelle Konservierung der Systeme ist so hoch, dass Beijersbergen et al. (1992) der
VirB/D4-vermittelte, konjugative Transfer des nicht selbst mobilisierbaren IncQ-Plasmids
RSF1010 von A. tumefaciens in bakterielle Rezipientenzellen gelang. Zudem ist es moglich,
DNA sowohl mittels bakterieller Konjugation als auch VirB/D4-abhédngig in Saccharomyces

spp. und tierische Zellen zu transferieren (Heinemann und Sprague 1989, Waters 2001).

1.3.2. Typ IV-Sekretionssysteme pathogener Mikroorganismen

In den letzten 10 Jahren wurden Typ IV-Sekretionssysteme auch in human- und
tierpathogenen Mikroorganismen, wie zum Beispiel Brucella suis (O"Callaghan et al. 1999),
H. pylori (Odenbreit et al. 2000, Covacci et al. 1999), L. pneumophila (Segal et al. 1998,
Vogel et al. 1998), B. pertussis (Weiss et al. 1993, Covacci und Rappuoli 1993), Bartonella
henselae (Schmiederer und Anderson 2000, Schmiederer et al. 2001) und R. prowazekii
(Anderson et al. 1998) beschrieben. Sie sind an der Sekretion von Virulenzfaktoren beteiligt
und ermoglichen es den Pathogenen, die Abwehrmechanismen der Wirtszellen zu
manipulieren. Bei den bisher identifizierten Virulenzfaktoren handelt es sich ausschlielich
um Proteine. Ein Transfer von DNA konnte noch nicht nachgewiesen werden. Dennoch sind
auch die in human- und tierpathogenen Bakterien gefundenen T4SS mit den Typ IV-
Systemen der bakteriellen Konjugation verwandt. Im Fall des icm/dot-Systems
(L. pneumophila, Legionéarskrankheit) erlaubte die funktionelle Konservierung ebenso wie in

A. tumefaciens den Transfer des nicht selbst mobilisierbaren IncQ-Plasmids RSF1010 (Vogel
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et al. 1998). Es ist trotzdem unwahrscheinlich, dass es sich bei dem durch das icm/dot-System
transferierten Virulenzfaktor um DNA handelt, da L. pneumophila schon innerhalb von

Minuten nach Phagozytose in den Metabolismus der Wirtszelle eingreift.

1.4. Aufgabenstellung

Mit fortschreitender Genom-Sequenzierung wachst die Zahl der entdeckten T4SS. Oftmals
tritt sogar mehr als ein Typ IV-Sekretionssystem pro Organismus auf. T4SS sind an der
bakteriellen Konjugation beteiligt, an der Sekretion von Virulenzfaktoren durch Human- und
Tierpathogene, der ,,genetischen Kolonisierung® von Pflanzenzellen durch A. tumefaciens und
eventuell auch an der Aufnahme von DNA durch bakterielle Zellen. Trotzt groBer
Unterschiede bezuiglich der transferierten Substrate (DNA-Proteinkomplexe / Proteine) und
Zielzellen (Prokaryonten / Eukaryonten), lasst die allgemeine Konservierung der beteiligten

Komponenten auf Ahnlichkeiten in Transporterstruktur und Transfermechanismus schlie3en.

A. tumefaciens dient als Modellorganismus fur das Studium von Typ IV-Sekretionssystemen.
Erkenntnisse aus der Analyse des agrobakteriellen Typ IV-Transporters lassen sich aufgrund

der bestehenden Ahnlichkeiten auch auf verwandte T4SS ubertragen.

Die Aufgabe dieser Arbeit war die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-
Transmembrankomplex von A. tumefaciens, mit dem Ziel, Einblicke in die Assemblierung der
Transporterstruktur, sowie Erkennung und Transfer der Substrate zu gewinnen. Beide

Prozesse beruhen auf Protein-Protein-Interaktionen.
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2.

2.1.

MATERIAL UND METHODEN

Verwendete Organismen und Plasmide

2.1.1. Bakterien

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp und Eigenschaften Referenz / Quelle
C58 A. tumefaciens A136, pTiC58, virulenter Wildtypstamm | van Larebeke et al.
(Nopalin-Typ) (1974)
A348 A. tumefaciens A136, pTiA6NC, virulenter Garfinkel et al.
Wildtypstamm (Octopin-Typ) (1981)
CB1001 A. tumefaciens, pTiC58AvirB1, (attenuiert) Schmidt-Eisenlohr
et al. (1999 b)
CB1005 A. tumefaciens, pTiC58AvirB5, (avirulent) Schmidt-Eisenlohr
et al. (1999 a)
CB1006 A. tumefaciens, pTiC58AvirB6, (avirulent) Hapfelmeier et al.
(2000)
Ach5 A. tumefaciens, Achillea millefolium Isolat, (Octopin- | Pueppke, S
Typ Ti-Plasmid)
Chry 5 A. tumefaciens, Chrysanthemum morifolium Isolat, Pueppke, S
(Succinamopin-Typ Ti-Plasmid)
A208 A. tumefaciens A136, pTiT37, virulenter Wildtypstamm | Pueppke, S.
(Nopalin-Typ)
JIM109 E. coli, F'(traD36 proAB" lacl® lacZAM15) recAl Yanisch-Perron et
endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 relAl supE44 A(lac-proAB) |al. (1985)
.
GJ1158 E. coli, TT-RNA-Polymerasegen im Chromosom hinter | Bhandari und
dem proU-Promotor Gowrishankar
(1997)
2.1.2. Hefe
Tabelle 3: Hefe
Stamm Genotyp Referenz / Quelle
Saccharomyces | MATa leu2-3,112, ura3-52, trp1-901, his3-A200, ade2- |Durfee et al.
cerevisiae 101, LYS2::GAL-HIS3, gal4AgalS8OAURA3::GAL-lacZ |(1993)
Y153
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2.1.3. Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Plasmid Genotyp und Eigenschaften Referenz / Quelle

pPZP300 str', spc’, 1.1 kB virG-PCR-Fragment von pTiC58 | Krall et al.
in pPZP200 (verstarkte Expression der Vir- (2002 a)
Proteine)

PT7-Txeor Carb’, Expressionsvektor, Expression unter Schmidt-
Kontrolle des T7-Promotors, Ndel-Schnittstelle Eisenlohr et al.
des Ursprungsvektors pT7-7 durch Ncol ersetzt | (2001)

PT7-T\eoi LZS

Carb', tzs unter Kontrolle des T7-Promotors

diese Arbeit

p’T7_7NCOIIpt

Carb’, ipt unter Kontrolle des T7-Promotors

diese Arbeit

pT7-Hg-TrxFus

Carb'’, Hisq-trxA(Thioredoxin)-Fusionsplasmid fur

Kromayer et al.

T7-Promotor-kontrollierte Uberexpression (1993)

pT7-H¢Trx-VirBS5,,, |Carb’, trxA::virB5,,,,-Genfusion hinter T7- Domke, N.
Promotor

pT7-H Trx-VirB5,,, | Carb’, trxA::virBS5,,,,-Genfusion hinter T7- Domke, N.
Promotor

pT7-Strepll Carb', strepll-Fusionsplasmid fur T7-Promotor- | Domke, N.

kontrollierte Uberexpression

pT7-Strepll-Tzs

Carb’, strepll::tzs-Genfusion hinter T7-Promotor

diese Arbeit

pT7-Strepll-Ipt

Carb’, strepll::ipt-Genfusion hinter T7-Promotor

diese Arbeit

suis

suis

pT7-Strepll-VirBS,,,, | Carb', strepll::virB5,,,,-Genfusion hinter T7- Domke, N.
Promotor
pT7-Strepll-VirB5 Carb', strepll::virB5,,,-Genfusion hinter T7- Domke, N.

Promotor

pAS2 Carb', fur Fusionen mit GAL4-DBD Durfee et al.
(1993)
pACTII Carb', fur Fusionen mit GAL4-AD Elledge, S.
pAS2-VirB5,, Carb', virB5,,,, in pAS2 Baron, C.
pAS2-VirE2, Carb', virk2,,,, in pAS2 Baron et al.
(1997 b)
pAS2-Tzs Carb', 1zs in pAS2 diese Arbeit
pACTI-VirB5,,, Carb', virB5 ,,,, in pACTII Baron, C.
pACTII-VirE2,, Carb', virk2,,,, in pACTII Baron et al.
(1997 b)

pACTII-Tzs

Carb', 1zs in pACTII

diese Arbeit

2.2. Nahrmedien, Supplemente und Antibiotika

LB
LBON

(Miller, 1972)
(Bhandari, 1997)

1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt

1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 0,5 % NaCl

20




Material und Methoden

YEB

AB

YEPD
SD

(Baron, 1997 a)

(Winans, 1988)

(Durfee 1993)
(Durfee 1993)

0,5 % Rinderextrakt; 1 % Hefeextrakt; 0,5 % Pepton;
0,5 % Saccharose: 0,002 M MgCl,

1 % Glucose; 0,39 % MES; 1 mM K-Na-Phosphat; 1 x
AB-Salze; pH 5,5 (20x AB-Salze: 20 g NH,Cl; 6 g
MgSO, x 7 H,0; 3 g KCI; 0,2 g CaCl,; 0,05 g FeSO, x 7
H,O pro 1 Liter; pH 5,5)

2 % Trypton; 1 % Hefeextrakt; 2 % Glucose; pH 7,0

6,7 g Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminoséuren; 0,87 g
,Dropout*; 20 g Glucose; pH 7,0

,Dropout*: 0,8 g Adenin; 0,8 g Arginin; 4 g Aspartat; 0,8
g Histidin; (2,4 g Leucin); 1,2 g Lysin; 0,8 g Methionin;
2 g Phenylalanin; 8 g Threonin; (0,8 g Tryptophan); 1,2g
Tyrosin; 0,8 g Uracil. (siehe 2.11.5.)

Alle Medien wurden mit Seradest-Wasser angesetzt. Fur feste Nahrmedien wurde 1,5 bzw.

2 % Agar (AB-MM, SD) zugegeben, sowie zur Selektion plasmid-tragender Stimme steril-

filtrierte Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen:

2.3.

Carbenicillin
Streptomycin

Spectinomycin

Anzuchtbedingungen

100 wg/ml (E. coli)
100 ug/ml (A. tumefaciens, pPZP300)
300 ug/ml (A. tumefaciens, pPZP300)

2.3.1. Bestimmung der optischen Dichte

Die Optische Dichte von Bakterienkulturen wurde durch Messung bei 600 nm an einem

Hitachi-Spectrophotometer (Modell U-1500) bestimmt.

2.3.2. Anzucht und Induktion von Agrobakterien

Ubernachtkulturen von A. ftumefaciens wurden aerob bei 26°C in einem Rollodrum

angezogen. Die Inkubation erfolgte in 20 ml-Reagenzglasern mit 2 ml YEB-Medium.
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Tageskulturen wurden in 10 ml AB-Medium zu einer Anfangs-OD,, von 0,1 angesetzt und
im Wasserbadschiittler (New Brunswick, Modell G76) bei 20°C fur 4-5 Stunden geschiittelt.
Je 1 ml Tageskultur wurde auf AB-Agarplatten (@ 15 cm) mit bzw. ohne Acetosyringon ad
200 uM (Stammlosung: 200 mM in DMSO) plattiert und 4 Tage bei 20°C bebriitet. Der
Zusatz von Acetosyringon (AS), der niedrige pH-Wert des AB-Minimalmediums, sowie der
Zusatz des Monosaccharids Glucose diente der Induktion der Virulenzgene. Die Zellen
wurden mit 10 ml Na-K-Phosphatpuffer (50 mM; pH 5,5) abgeschwemmt, in Na-K-
Phosphatpuffer gewaschen und bei 12.000 upm fur 45 min sedimentiert.

2.3.3. Anzucht von E. coli und Uberproduktion von Vir-Proteinen

Ubernachtkulturen von E. coli wurden aerob (180 upm) bei 37°C in einem Laborschiittler
(Modell Kuhner, B. Braun) angezogen. Je nach Stamm erfolgte dies in 20 ml Reagenzglasern
mit 2 ml LB (E. coli IM109) bzw. LBON (E. coli GJ1158), gegebenenfalls unter Zusatz von
Antibiotika. Tageskulturen wurden zu einer Anfangs-OD,, von 0,05 in Erlenmeyerkolben
angesetzt, die zu einem Zehntel ihres Volumens mit Medium gefullt waren. Die Inkubation
erfolgte aerob (180 upm) bei 37°C bis zu einer OD,, von 0,6-0,8. E. coli GJ1158 verfugt uiber
eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerasegens, das unter der Kontrolle des NaCl-
induzierbaren proU-Promotors steht. Zur Induktion der Expression von Vir-Proteinen wurde
bei einer ODy,, von 0,6-0,8 NaCl ad 0,3M zugesetzt (Bandhari und Gowrishankar 1997). Die
weitere Inkubation erfolgte je nach Versuchsansatz bei 20°C, 26°C oder 37°C. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die Kultivierung durch 30-minuitige Sedimentation bei
6.000 upm mit anschlieBendem Waschen der Zellen in PBS-Puffer (8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44
g Na,HPO,; 0,24 ¢ KH,PO, pro Liter; pH 7) beendet. Die optimalen Anzuchtbedingungen fur
die Synthese eines groBtmoglichen Anteils der Proteine in 1oslicher Form sind in Tabelle 5

angegeben.

Tabelle 5: Optimale Bedingungen fur die Expression von Proteinen in loslicher Form.

Protein Optimale Anzuchtbedingung
His,-TrxA-VirB5 1.5 h, 37°C
Strepll-VirB5 48 h, 20 °C

Tzs 18 h, 26°C
Strepll-Tzs 18 h, 26°C
His,-TrxA-VirBS 4 h, 37°C
Strepll-VirB5,; 1.5 h, 37°C
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2.3.4. Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae Y153 wurde aerob bei 30°C in Erlenmeyerkolben kultiviert, die zu einem
Zehntel ihres Volumens mit YEPD-Medium gefullt waren. Wahlweise erfolgte die Anzucht
auf YEPD-Agarplatten bzw. zur Selektion von Transformanten auf SD-Agarplatten, die mit

entsprechenden Aminoséduren versetzt waren.

2.4. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

2.4.1. E. coli/ A. tumefaciens

Fur die Gewinnung elektrokompetenter Zellen wurden Bakterienkulturen bis zu einer ODy,
von 0,6-0,8 kultiviert, geerntet und durch sukzessives Waschen mit 1 Volumen und 0,5
Volumen sterilem H,0,,,.. (4°C), sowie '/,, Volumen 10 % Glycerin (4°C) von Ionen und
Kulturruckstanden befreit. Das gewaschene Zellsediment wurde in 1 ml 10 % Glycerin
aufgenommen, aliquotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte
bei —80°C. Plasmid-DNA und Ligationsansiatze wurde mittels Elektroporation nach Fiedler

und Wirth (1988) bei 2000 Volt, 800  und 25 uF in die Zielzellen eingebracht.
2.4.2. S. cerevisiae
Die Herstellung kompetenter S. cerevisiae Y153-Zellen, sowie die Transformation mit

Plasmid-DNA erfolgte nach Standardprotokollen des ,,Matchmaker Two-Hybrid Systems*
von Clontech (Yeast Protocols Handbook, PT3024-1).
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2.5. Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Oligonukleotide

Tabelle 6: Verwendete Oligonukleotide (bezogen von MWG, Ebersberg). Die Schnittstellen

fur Restriktionsenzyme sind unterstrichen.

Bezeichnung Sequenz

pT7-75" 5S’-TAATACGACTCACTATAGGGAGA-3"

pT7-73" S-AATTCTCATGTTTGACAGGTTATC-3"

tzs 5” Bsphl 5"-GGAGGCTCATGATACTCCATCTCATCTACGGACC-3”
tzs 3” Hindlll 5’-GGAGGCAAGCTTCACCGAATTCGCGTCAGCGTG-3"
tzs 5" Acc651 5-CGCGCGGTACCCATGTTACTCCATCTCATCTACG-3"
tzs 3 BamH]I 5’-GACGGGGATCCTCACCGAATTCGCGTCAGCGTG-3"
tzs 3" Pstl 5-CGCGCCTGCAGTCACCGAATTCGCGTCAGC-3

ipt 5" Ncol 5-CGCCGCCATGGATCTGCGTCTAATTTTCG-3"

ipt 5" Acc651 5-CGCGCGGTACCCATGGATCTGCGTCTAATTTTCG-3~
ipt 3” Hindl1l 5"-CGCCGAAGCTTCTAATACATTCCGAATGGATGAC-3"

2.5.2. PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

DNA-Fragmente wurden unter Verwendung von Taq-Polymerase (gereinigt im Labor von
S. Preithner) und der in Tabelle 5 aufgelisteten Oligonukleotide amplifiziert. Der
Reaktionsansatz (3,100 ul) enthielt 10 wl Tag-Puffer (MBI Fermentas), je 200 uM der dNTPs,
10 pmol der Oligonukleotide, sowie 1 mM MgCl, und wurde in einem ,,Gradient

Thermocycler* (Biometra) nach folgendem PCR-Programm inkubiert:

Denaturierung 2 min 95°C
Anlagerung der Primer 2 min 44°C
Extension (Taq Polymerase) 2 min (1000 bp) 72°C x 35 Zyklen
Denaturierung 30 sec 95°C
4°C

Die fur die Polymerisationsreaktion benotigte Zeit wurde entsprechend der Lange des
erwarteten Fragments berechnet (2 min pro 1000 bp). Als Matrize diente gereinigte Plasmid-

DNA oder Zellmaterial in geringer Menge.
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2.5.3. Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Kettenabbruch-Verfahren von Sanger et al.
(1977) unter Verwendung fluoreszierender Desoxyribonukleotide (AmpliTag® FS
BigDyeTerminator, Applied Biosystems) und 10 pmol Oligonukleotid. Als Matrize diente
isolierte Plasmid-DNA. PCR und Probenaufbereitung erfolgten nach Angaben des Herstellers,
die Auswertung der Sequenzen wurde an einem Kapillar-Sequenzierapperat (ABI Prism

R310, Applied Biosystems) durchgefuhrt.

2.5.4. Isolierung von Nukleinsiuren

2.5.4.1. Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus 4,5 ml Ubernachtkultur plasmid-tragender Bakterienstimme mittels

,»JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit*“ (Genomed) nach Anleitung des Herstellers isoliert.

2.5.4.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

In Agarosegelen aufgetrennte DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht durch Vergleich mit
einem DNA-Lingenstandard (,,GeneRuler™ 1 kb DNA ladder, MBI Fermentas) lokalisiert,
ausgeschnitten und unter Verwendung des ,,JETQUICK Gel Extraction Spin Kit* (Genomed)

nach Anleitung des Herstellers aus dem Tragermaterial eluiert.

2.5.5. in vitro-Modifikation von Nukleinsauren

2.5.5.1. Restriktion / Dephosphorylierung

Die Restriktion von DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen nach Angaben der Hersteller
(New England Biolabs, MBI Fermentas) durchgefuhrt. Zur Vermeidung unerwiinschter
Religationsprodukte wurde die Vektor-DNA nach erfolgter Restriktion zusatzlich einer 30-
minutigen Dephosphorylierung mit CIAP (,,Calf Intestine Alkaline Phosphatase®, MBI

Fermentas) unterzogen.
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2.5.5.2. Ligation

Vektor-DNA und PCR-Fragmente wurden mittels T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) bei
20°C uber Nacht ligiert. Die Ligationsansdtze wurden anschlieBend mit H,O ad 100 ul
versetzt und unter Zugabe von 10 ul Na-Azetat (3 M) und 200 ul Ethanol,, gefallt. Das

Prazipitat wurde bei RT getrocknet und in 10 ul sterilem H,O aufgenommen.

2.6. Elektrophoretische Methoden

2.6.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte bei 100 Volt in Agarose-
gelen (1 % Agarose in TAE-Puffer mit 0,1 ug/ml Ethidiumbromid) mit TAE-Puffer (40 mM
Tris/HCI; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA; pH 7,8) als Laufpuffer. Zur Beschwerung
wurden die Proben vor dem Auftrag mit '/,, Volumen DNA-Auftragspuffer (50 % Glycerin;
0,05 % Bromphenolblau) versetzt. Gewunschte Fragmente wurden durch Vergleich mit einem
DNA-Lingenstandard (,,GeneRuler™ 1 kb DNA ladder*, MBI Fermentas) unter UV-Licht

identifiziert.

2.6.2 Auftrennung von Proteinen

2.6.2.1 SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Separation von niedermolekularen Proteinen (< 14 kDa) erfolgte bei
90 Volt mittels Tricin-SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) nach Schigger und v. Jagow
(1987), die Separation von hohermolekularen Proteinen bei 150 Volt mittels Glycin-SDS-
PAGE (7-12,5 % Polyacrylamid) nach Lammli (1970). Zellsedimente wurden vor dem
Auftrag entsprechend ihrer ODgy,-Werte in SB-Probenauftragspuffer (125 mM Tris/HCI;
20 % Glycerin; 10 % p-Mercaptoethanol; 4,6 % SDS; 0,01 % Bromphenolblau; pH 6,8)
aufgenommen und fur 5 min bei 100°C inkubiert. Zellsedimente, die zur Detektion der Vir-
Proteine VirB6 und VirD4 dienen sollten, wurden zur Vermeindung hochmolekularer
Aggregate dieser Proteine zur Halfte des Endvolumens mit Losung I (50 mM Glucose; 25

mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8; 1 mg/ml Lysozym) versetzt, fur 30 min auf Eis inkubiert, bis
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zum Endvolumen in SB-Probenauftragspuffer resuspendiert und fur 30 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Referenzproteine (1 ug/Spur) dienten zur Bestimmung der molekularen
Massen der separierten Proteine: T7-RNA-Polymerase (97 kDa), Glutamat-Dehydrogenase
(55 kDa), Aldolase (39 kDa), Laktat-Dehydrogenase (33 kDa), Triosephosphat-Isomerase (27
kDa), Trypsin-Inhibitor (20 kDa), Lysozym (14 kDa), Aprotinin (6.5 kDa).

Die SDS-Gele wurden nach erfolgter Elektrophorese fur ,,western blot“-Analysen
verwendet, oder mittels Coomassie-Losung (30 % Methanol; 10 % Essigsaure; 0,1 % Serva
Blue RC 1:42660 / Entfarbe-Losung: 40 % Methanol; 10 % Essigsaure) bzw. Silberfarbung
nach Bloom et al. (1987) gefarbt.

2.6.2.2 Blaue nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die Separation von mit n-Dodecyl-f3-D-maltosid (DDM) solubilisierten Membranproteinen
erfolgte mittels BN-PAGE nach Schéagger und v. Jagow (1991) in Gradientengelen (7-14 %
bzw. 7-20 % Polyacrylamid, 12 x 14 cm Glasplatten). In Abwandlung vom Ursprungs-
protokoll wurden Kathoden- und Anodenpuffer in doppelten Konzentrationen verwendet und
dem Kathodenpuffer kein Coomassie zugesetzt. Um den Proteinen eine negative Ladung zu
verleihen, wurden die Proben vor dem Auftrag mit BN-Probenauftragspuffer (5 % Coomassie
Brilliant Blau G-250; 500 mM e-Amino-n-capronsaure) in einem Verhiltnis Detergenz :
Coomassie von 4:1 versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 5 mM bzw.
maximal 150 Volt und 4°C. Die Grofle der separierten Proteinkomplexe wurde anhand von
Referenzproteinen (,, HMW-Calibration Kit for native electrophoresis*, Amersham Pharmacia
Biotech) ermittelt.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Gele mittels ,,semidry blot* auf
PVDF-Membranen ubertragen und einer immunologischen Detektion mit spezifischen

Antiseren unterzogen. Alternativ wurden 2D-Gele angefertigt.

2.6.2.3. 2D-Gelelektrophorese

Fur die Anfertigung von 2D-Gelen wurden 0,5 cm der Laufspur eines BN-Geles
ausgeschnitten, fur 30 min in SB-Probenauftragpuffer ohne Farbstoff- und Glycerinzusatz
(125 mM Tris/HCI; 9,6 % SDS; 10 % B-Mercaptoethanol; pH 6,8) geschuttelt, 3 x 5 min mit
H,O gewaschen und senkrecht zur Laufrichtung in eine Tricin-SDS-PAGE (12,5 %

27



Material und Methoden

Polyacrylamid, 12 x 14 cm Glasplatten) einpolymerisiert. Durch Elektrophorese bei 90 Volt
und 4°C wurden die mittels BN-PAGE unter nativen Bedingungen separierten Protein-
komplexe unter denaturierenden Bedingungen in ihre Einzelkomponenten aufgetrennt. Die im
2D-Gel separierten Proteine wurden anschlieend einer Silberfarbung nach Bloom et al.
(1987) unterzogen, oder im ,,semidry blot“-Verfahren auf PVDF-Membranen uibertragen und

fur ,,western blot““-Analysen verwendet.

2.6.3. Elektrotransfer von Proteinen

Die mittels SDS-PAGE und BN-PAGE separierten Proteine wurden bei 4°C im ,,Tank blot*-
Verfahren (Trans Blot Cell, Biorad / Blot-Puffer: 192 mM Glycin; 25 mM Tris; 20 %
Methanol) fur 1 h bei 90 Volt, bzw. im ,,semidry blot*“-Verfahren fur 30 min bei 12 Volt
(,,Fast-Blot“-Apparatur, Biometra / Blot-Puffer: 25 mM Tris; 150 mM Glycin; 10 %
Methanol; pH 8,3) auf Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran (Immobilon P, Millipore)
ubertragen. Zur Markierung des Molekulargewicht-Standards wurden die Membranen mit
Amidoschwarz-Losung (0,1 % Amidoschwarz; 45 % Methanol; 10 % Essigsaure) gefarbt.
Um die Referenzproteine der transferierten BN-Gele sichtbar zu machen, musste
uberschussiges Coomassie durch Schiitteln in Entfarbe-Losung (25 % Methanol; 10 %

Essigsdure) von den PVDF-Membranen entfernt werden.

2.6.4. Elektroelution von Proteinen

Die Elution von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen erfolgte unter Verwendung eines

Biotrap-Elektroseparationssystems (Schleicher & Schull) nach Angaben des Herstellers.

2.7. Immunologische Methoden

2.7.1. Herstellung polyklonaler Antiseren

Zur Herstellung des Tzs-spezifischen polyklonalen Antiserums wurde E. coli GJ1158 pT7-
Tneoi-T2s wie unter 2.3.3. beschrieben kultiviert und durch Zugabe von NaCl ad 0,3 M

induziert. Nach 1,5-stundiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen sedimentiert und das in

ithnen in unloslicher Form angehaufte Tzs-Protein mittels ,,inclusion body“-Praparation
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aufgereinigt. Die gewonnenen EinschluBkorper wurden mittels praparativer Glycin-SDS-
PAGE (12,5 % Polyacrylamid, 12 x 14 cm Glasplatten) von anderen Proteinen abgetrennt,
durch Elektroelution aus der Gelmatrix isoliert und mit Azeton gefallt. 700 ug des gereinigten

Tzs-Proteins wurden zur Gewinnung polyklonalen Antiserums in Kaninchen injiziert (Firma
BioGenes GmbH, Berlin).

2.7.2. Anreicherung spezifischer Antikorper

2.7.2.1. Praabsorption

Zur Reduktion unspezifischer Kreuzreaktionen wurde Rohserum fur 1 h bei 26°C in 1 ml
TBS-T-Puffer (20 mM Tris/HCI; 137 mM NaCl; 0,1 % Tween-20; pH 8) mit PVDF-
Membranen inkubiert, auf denen Zelllysat nicht-induzierter E. coli bzw. A. tumefaciens Zellen
immobilisiert war. Nicht an Virulenzproteine bindende Antikorper blieben auf der Membran
haften, wahrend die im Uberstand verbleibenden Antikorper zur Detektion im ,,western blot*

eingesetzt wurden.

2.7.2.2. Affinitatsreinigung

Fur die Herstellung affinitatsgereinigter Antiseren wurde 400 ul Rohserum in 5 ml TBS-T
zusammen mit PVDF-Membran inkubiert, auf der eine Probe des Antigens immobilisiert war.
Die Inkubation erfolgte bei 26°C fur 2 h unter leichtem Schutteln. Nicht bindende Antikorper
wurden durch Waschen mit TBS-T entfernt. Die auf der Membran haftenden spezifischen
Antikorper wurden mit Tris / Glycin pH 2,3 eluiert, durch Zugabe von Tris (1 M; pH 9)

neutralisiert (Harlow und Lane 1988) und zur immunologischen Detektion verwendet.

2.7.3. ,,Western blot* zum Nachweis von Proteinen

Die Detektion von Proteinen erfolgte nach Harlow und Lane (1988) unter Verwendung von
,Goat Anti-Rabbit [gG-HRP Conjugate” (Bio-Rad) und eines Chemoluminiszenz-
Detektionssystems (Perkin Elmer Life Sciences Inc.) nach Angaben der Hersteller. Zur
Reduktion unspezifischer Kreuzreaktionen wurden die priméaren Antiseren gegebenenfalls

einer Praabsorption oder Affinitdtsreinigung unterzogen.

29



Material und Methoden

2.8. Proteinbiochemische Methoden

2.8.1. Uberproduktion und Aufreinigung von Fusionsproteinen aus E. coli GJ1158

Die Expression von Hise- bzw. Strepll-markierten Fusionsproteinen erfolgte in plasmid-
tragenden E. coli GJ1158-Zellen. In Vorversuchen wurden Zeitdauer und Inkubations-
Temperatur fur eine optimale Ausbeute an 16slichem Protein ermittelt (sieche Tabelle 5). Zur
Aufreinigung der Fusionsproteine wurden die Zellsedimente in ,,Basis-Puffer resuspendiert,
mit PMSF ad 0,5 mM versetzt und durch 2-malige Passage bei 20.000 psi in einer French-
Press-Zelle (Aminco) aufgebrochen (,,Basis-Puffer® fur Hiss-markierte Fusionsproteine:
50 mM Hepes; 1 M NaCl; pH 7,5 / ,,Basis-Puffer fur Strepll-markierte Fusionsproteine:
100 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 8). Zellbruchstiicke und unlosliche

Proteine wurden durch Zentrifugation fur 45 min bei 12.000 upm sedimentiert.

Fur die Aufreinigung His,-markierter Fusionsproteine wurde der Uberstand auf eine Ni-NTA-
Superflow-Saule (3 ml Ni-NTA-Agarose, Firma Qiagen) aufgetragen. Die Flussrate betrug
0,5 ml/min. Hiss-markierte Fusionsproteine adsorbierten an die im S#éulenmaterial
immobilisierten Ni**-Ionen, wahrend nicht gebundenes Protein durch Waschen entfernt
wurde. Proteine, die uber oberflachen-exponierte Histidin-Reste unspezifisch mit dem
Séulenmaterial interagierten, wurden mit 30 mM Imidazol (in ,,Basis-Puffer*) eluiert. Die
Elution der Hisc-markierten Fusionsproteine erfolgte unter Anlegung eines linearen
Gradienten von 30 mM - 200 mM Imidazol (in ,,Basis-Puffer®) uber das 10-fache

Saulenvolumen.

Die Aufreinigung von Strepll-markierten Fusionsproteinen erfolgte mit Hilfe des ,,Strep-tag®
Purification System* (Firma IBA) nach Angaben des Herstellers unter Verwendung von 2 ml-
StrepTactin-Sepharose-Séaulen. Fusionsproteine mit dem Streptavidin-bindenden Peptid
Strepll (Sequenz: WSHPQFEK) wurden mit 2,5 mM Desthiobiotin (in ,,Basis-Puffer*) vom

Saulenmaterial eluiert.
Im Fall des Vorliegens unerwinschter Proteine nach der Affinitatsreinigung wurden die

Proben uiber Nacht gegen ,,Basis-Puffer” (50 mM NaCl) dialysiert und mittels Gelfiltrations-

Chromatographie (siehe 2.10.1) separiert. Zur weiteren Abtrennung unerwiuinschter Proteine
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wurden die resultierenden Eluate vereint und bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine Q-
Sepharose-Saule (Anionen-Austauscher, Amersham Pharmacia Biotech) aufgetragen. Die
Elution der Proteine erfolgte durch einen linearen Gradienten von 50 mM NaCl zu 1 M NaCl
(in ,,Basis-Puffer”) uber das 10-fache Saulenvolumen. Die Probennahme erfolgte mit einem

AKTApurifier 10 (Amersham Pharmacia Biotech).

Die gereinigten Fusionsproteine wurden zur Entfernung hoher Konzentrationen von Ionen
uber Nacht gegen Dialyse-Puffer (,,Basis-Puffer”; 150 mM NaCl) dialysiert, durch eine
zweite Dialyse in Glycerin-Puffer (,,Basis-Puffer; 150 mM NacCl; 50 % Glycerin; 0,5 mM
DTT) uberfuhrt und bei —20°C gelagert. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 4°C.

2.8.2. Uberproduktion und Aufreinigung von Tzs aus E. coli GJ1158-pT7-7 ,-Tzs

Tzs wurde ohne Hisg- bzw. Strepll-Fusionierung in E. coli GJ1158-pT7-7y,-Tzs exprimiert.
Die Aufreinigung erfolgte wie in Krall ez al. (2002 b) beschrieben. Fur eine hohe Ausbeute an
l6slichem Tzs-Protein wurden die Zellen fur 18 h bei 26°C induziert. Nach dem Aufbrechen
des Zellsediments in der French-Press-Zelle (2 x 20.000 psi) wurden Zelltrimmer und
Membranbruchstiicke durch Zentrifugation bei 12.000 upm (SS-34 Rotor, Sorvall RC 5B, 45
min), sowie Ultrazentrifugation bei 40.000 upm (Ti50.2 Rotor, Sorvall OTD-50B
Ultrazentrifuge, 2 h) entfernt. Tzs wurde mittels fraktionierter (NH,),SO,-Féllung und einer
maximalen Ausbeute bei 30-40 % (NH,),SO, aus dem Uberstand der loslichen Proteine
angereichert. Die gefillten Proteine wurden in 1 ml Puffer A (50 mM Hepes; 50 mM NaCl;
pH 7) resuspendiert, auf eine XK 16/70 Superdex 75-Séaule (Amersham Pharmacia Biotech)
aufgetragen und bei einer Flussrate von 0,5 ml/min entsprechend ihrer GroBen separiert. Die
eluierten Proteine wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen, die neben Tzs die
geringsten Anteile an anderen Proteinen aufwiesen, wurden vereint, auf eine Q-Sepharose-
Séule (Anionen-Austauscher, Amersham Pharmacia Biotech) aufgetragen und durch
Anlegung eines linearen Gradienten von Puffer A zu Puffer B (Puffer A; 1 M NaCl) uber das
10-fache Saulenvolumen eluiert. Das gereinigte Tzs-Protein wurde nach Dialyse gegen Puffer

A in Glycerin-Puffer (Puffer A; 50 % Glycerin) uberfuhrt und bei —20°C gelagert.
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2.8.3. Isolierung von Einschlusskorpern (,,inclusion bodies*)

Proteine die sich bei Expression in unloslicher Form in den Zellen anreicherten, wurden
mittels ,,inclusion body“-Préparation isoliert. Dazu wurden die Zellsedimente in Puffer L
(20 mM Tris/HCI; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 10 % Glycerin; 0,5 mM DTT; 0,5 mM
PMSF; pH 7,5) resuspendiert und mittels 2-maliger Passage bei 20.000 psi in der French-
Press-Zelle aufgebrochen. Durch Scherung unter Verwendung einer 26-,,gauge““-Nadel wurde
freigesetzte DNA fragmentiert. 3-maliges Waschen in Puffer H (Puffer L; 1 M NaCl) mit
anschlieBender Zentrifugation trennte die ,,inclusion bodies* von Zelltrimmern und 16slichen

Proteinen ab.

2.8.4. Fallung von Proteinen

Die Fallung von Proteinen erfolgte unter Zusatz von 3 Volumen Aceton oder Trichlor-
essigsdure ad 5 % uber Nacht auf Eis. Die prazipitierten Proteine wurden mittels
Zentrifugation sedimentiert, in 80 % EtOH (-20°C) gewaschen und in Probenauftragspuffer
oder 0,1 % SDS aufgenommen. Alternativ kam die fraktionierte (NH,),SO,-Fédllung nach
Murray P. Deutscher (,,Methods in Enzymology*) zur Anwendung.

2.8.5. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976) unter Verwendung
eines Farbstoffkonzentrates (,,Protein Assay Dye Reagent Concentrate®, BioRad) gemal3 den
Angaben des Herstellers. 1-10 ul BSA (Konzentration: 1 mg/ml in 0,1 % SDS bzw. PBS

(pH 7) diente als Referenz. Gemessen wurde bei 595 nm an einem Hitachi-Spectrophotometer

(Modell U-1500).

2.9. Isolierung subzellularer Fraktionen

2.9.1. Isolierung von T-Pili

Zur Isolierung von T-Pili wurde A. tumefaciens C58 wie unter 2.3.2. beschrieben kultiviert.

Zum Ausgleich des unter virulenzgen-induzierenden Bedingungen reduzierten Wachstums
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wurden 2 AB-Agarplatten (-AS) und 4 AB-Agarplatten (+AS) angesetzt und die Menge des
geernteten Zellmaterials gemal der ermittelten OD,,, Werte abgeglichen. Die Zellen wurden
mit je 10 ml Na-K-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 5,5) von den Platten abgeschwemmt,
sedimentiert und in '/,, des Volumens in Na-K-Phosphat-Puffer resuspendiert. Exponierte
Oberflachenstrukturen wurden mittels 10-maliger Scherung durch eine 26-,,gauge®“-Nadel
abgelost. Die Zellen wurden durch 1-stundige Zentrifugation bei 12.000 upm abgetrennt und
die im Uberstand vorhandenen hochmolekularen Strukturen (T-Pili) mittels
Ultrazentrifugation (Ti70.1 Rotor, Sorvall OTD-50B Ultrazentrifuge, 2 h) bei 40.000 upm

sedimentiert.

2.9.2. Isolierung von Membranen

Fur die Praparation von Membranen wurden A. tumefaciens-Stamme auf 16 AB-Agarplatten
mit bzw. 8 AB-Platten ohne 200 uM Acetosyringon bei 20°C fur 4 Tage inkubiert. Das
Zellmaterial wurde mit je 10 ml Na-K-Phosphat-Puffer (50 mM; pH 5,5) von den Platten
abgesptlt, gewaschen, sedimentiert und in Y 20 ml Na-K-Phosphat-Puffer resuspendiert.
Nach Abgleich der ODg,, Werte und Zusatz von 0,5 mM PMSF wurden die Zellen durch 3-
malige Passage bei 20.000 psi in einer French-Press-Zelle aufgebrochen. Eine 1-stundige
Zentrifugation bei 12.000 upm (SS-34 Rotor, Sorvall RC 5B) entfernte Zelltrimmer. Der
resultierende Uberstand (,,T*, Totalzelllysat) wurde durch 2-stundige Ultrazentrifugation
(Ti50.2 Rotor, Sorvall OTD-50B Ultrazentrifuge) bei 40.000 upm in l6sliche Proteine (,,S*,
Uberstand) und Membranen (,,M*, Sediment) getrennt. Die sedimentierten Membranen
wurden in 1 ml ACA-Puffer (750 mM e-Amino-n-capronsaure; S0 mM BisTris; pH 7)
aufgenommen und mittels Ultraschall (Branson Sonifier Cell Disruptor) resuspendiert. Alle

Praparationsschritte erfolgten bei 4°C.

2.9.3. Solubilisierung von Membranproteinen

Die Solubilisierung von Membranproteinen erfolgte in Anlehnung an Schiagger und v. Jagow
(1991) in 1 ml-Ansatzen, die mit 10 mg/ml Membranprotein, O — 2 % des nicht-ionischen
Detergenz n-Dodecyl-f-D-maltosid (Calbiochem, Stammlosung: 10 % in ACA-Puffer, pH 7)
und ACA-Puffer ad 1 ml versetzt waren. Durch leichtes Schwenken bei 4°C fur 2 h wurden

die Membranproteine in Losung gebracht. Eine 2-stundige Ultrazentrifugation (Ti70.1 Rotor,
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Sorvall OTD-50B Ultrazentrifuge) bei 40.000 upm trennte die solubilisierten Proteine (,,U*,
Uberstand solubilisierter Membranproteine) von der Fraktion der unloslichen Proteine (,,P*,
Sediment nicht-solubilisierbarer Membranproteine). Die n-Dodecyl-f3-D-maltosid-(DDM)-
solubilisierten Proteine wurden anschlieend elektrophoretisch mittels BN-PAGE oder
chromatographisch unter Verwendung einer XK 16/100 Superdex ™ 200-Gelfiltrations-Saule

separiert.

2.10. Chromatographische Methoden

2.10.1. Gelfiltrations-Chromatographie

Zur gelfiltrations-chromatographischen Separation wurden Proteinproben auf eine XK 16/70
Superdex ™ 75-S#ule (Amersham Pharmacia Biotech, Trennbereich: 3 kDa - 70 kDa) oder
eine XK 16/100 Superdex "™ 200-S#ule (Amersham Pharmacia Biotech, Trennbereich: 10
kDa - 600 kDa) aufgetragen, die zuvor mit Laufpuffer dquilibriert wurden. Die Probennahme
erfolgte an einem AKTApurifier 10 (Amersham Pharmacia Biotech) bei einer Flussrate von
0,5 ml/min und 4°C. Eichproteine (,,Gelfiltration Calibration Kit*“: Thyroglobulin, 669 kDa;
Ferritin, 440 kDa; Katalase, 232 kDa; Aldolase 158 kDa; Albumin, 67 kDa; Ovalalbumin, 43
kDa; Chymotrypsinogen A 25 kDa; Amersham Pharmacia Biotech) dienten zur Kalibrierung
der Saulenlaufe. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Eluate in 1 ml-Fraktionen
gesammelt. DDM-(2%)-solubilisierte Membranproteine wurden unter Verwendung der XK
16/100 Superdex™ 200-Sdaule mit ACA-Puffer (pH 7; + 0,03 % DDM) als Laufpuffer
separiert. Die eluierten Proteine wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt, mit TCA ad 5 %

gefallt und in '/,, des Volumens in SB-Puffer resuspendiert.

2.11. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

2.11.1. Geluberschichtungstest

Die Detektion von Protein-Protein-Interaktionen anhand des Geluberschichtungstests
(,;,overlay assay*) erfolgte nach Homann et al. (1991). Mittels SDS-PAGE separierte
Zelllysate wurden auf PVDF-Membran transferiert und uber Nacht bei 4°C in

Renaturierungspuffer (10 mM Hepes; 10 mM MgCl,; 50 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 1 mM
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DTT; 10 % Glycerin; pH 7,5) geschuttelt. Dies diente der Entfernung von SDS und
unterstutzte die Ruckfaltung der auf der Membran immobilisierten Proteine in ihre native
Konformation. Nach 3-maligem Waschen mit TBS-T (20 mM Tris/HCI; 137 mM NacCl;
0,1 % Tween 20; pH 8) und 1-stundigem Absattigen in TBS-T mit 5 % Magermilch wurden
die Membranen mit nativ aufgereinigtem Vir-Protein (1-2 wg/ml, in TBS-T mit 5 %
Magermilch) uiberschichtet und fur 4-5 h bei 4°C unter leichtem Schwenken inkubiert.
3-maliges Waschen fur jeweils 10 min mit TBS-T entfernte uberschiissiges und nicht
gebundenes Protein. Der Teil des zugegebenen Proteins, der durch Interaktion mit
potentiellen Interaktionspartnern an der Membran haften blieb, wurde im Anschluss mittels

,western blot* unter Verwendung spezifischer Antiseren detektiert.

2.11.2. Prazipitation mit Affinitatsmatrizes

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Strep-tag® MagnetStrep Kit (IBA,
Gottingen) erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die auf Interaktion zu testenden Proteine
wurden dazu in nativer Form aufgereinigt, wobei eines der beiden in Form eines Strepll-
Fusionsproteins vorliegen musste. Je 50 pmol der Proteine wurden in 200 ul Reaktionspuffer
(50 mM Na-K-Phosphat; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl,; pH 7) gemischt, bei RT fur 15 min
inkubiert und nach Zugabe von 1 mg Streptactinll-bedeckter Magnetkugeln fur weitere 15
min bei RT inkubiert. Das Strepll-Fusionsprotein adsorbierte dabei an die Streptactinll-
bedeckten Magnetkugeln. Interagierten die beiden zu analysierenden Proteine miteinander, so
konnte das nicht-markierte Protein nach Waschen mit Reaktionspuffer (3 x 200 ul, jeweils 5
min) unter Zugabe von Biotin (2,5 mM; in Reaktionspuffer) zusammen mit dem Strepll-
Fusionprotein eluiert werden. Die eluierten Proteine wurden 1:1 in SB-Puffer aufgenommen,
mittels SDS-PAGE separiert und unter Verwendung spezifischer Antiseren immunologisch

detektiert.

Das gleiche Protokoll wurde in abgewandelter Form auch zur Analyse von Protein-Protein-
Interaktionen unter Verwendung anderer Affinitatsmatrizes eingesetzt. Unter anderem wurden
dazu His,-markierte Fusionsproteine an Ni-NTA-Agarose (1 mg, Qiagen) gebunden und mit
200 mM Imidazol (in Reaktionspuffer) eluiert. Ansatze mit StreplI-Sepharose (1 mg, IBA)
und Talon™-Metal-Affinity-Resin (1 mg, Clontech) fuhrten zu unspezifischer Bindung der

Proteine an das Tragermaterial und sind daher nicht weiter ausgefuhrt.
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2.11.3. Quervernetzungsversuche

Fur Quervernetzungsversuche wurde A. tumefaciens unter virulenzgen-induzierenden und
nicht-induzierenden Bedingungen kultiviert, in PBS-Puffer (8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 ¢
Na,HPO,; 0,24 g KH,PO, pro 1 Liter; pH 5,5) gewaschen und die Zelldichte mit dem
gleichen Puffer auf einen ODg,-Wert von 1,0 eingestellt. 2 ml der Zellsuspension wurden mit
Formaldehyd (37 % Formalin-Losung, Sigma) ad 0-2 % versetzt. Formaldehyd ist ein kleines
und wasserlosliches Quervernetzungsreagenz, das auch Membranen durchdringen kann. Es
verknupft bevorzugt Lysin-, Cystein- und Tyrosin-Reste, sowie in geringerem Umfang
Tryptophan, Histidin, Aspartat und Arginin. Nach 30 minutiger Inkubation bei RT wurde die
Reaktion durch Zugabe von 200 ul Tris (1 M; pH 5,5) gestoppt. Die Zellen wurden mit PBS-
Puffer gewaschen, in 50 ul Losung I fur 30 min auf Eis und nach Zugabe von 50 ul SB-Puffer
fur 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Zur Quervernetzung von T-Pili wurden diese wie unter 2.9.1. beschrieben isoliert und in 20 ul
PBS-Puffer mit 1 % Formaldehyd resuspendiert. Als Ausgangsmaterial dienten Zellen vom
Stamm C58 von 4 AB-Agarplatten mit AS und 8 AB-Agarplatten ohne AS. Nach 30 min bei
RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ul SB-Auftragspuffer beendet und die Proben

fur 30 min bei 37°C im temperierten Wasserbad inkubiert.

2.11.4. Immunprazipitation

Fur Immunpriézipitationen wurden 30 ul DDM-(2%)-solubilisierter Membranproteine (,,U*,
sieche 2.9.3.) mit 10 ul Antiserum und ACA-Puffer ad 1 ml versetzt und fur 2 h unter leichtem
Schwenken inkubiert. Dem Ansatz wurde 2 mg Protein-A-Sepharose (Sigma) hinzugefugt,
die uber Nacht in ACA-Puffer (+ 2,0 % DDM; pH 7) 4quilibriert und 5 x mit ACA-Puffer
gewaschen worden war. Nach weiterer 2-stundiger Inkubation unter leichtem Schwenken
wurden ungebundene Proteine durch 3-maliges Waschen mit 500 ul ACA-Puffer entfernt.
Protein-A bindet den Fc-Teil von Antikorpern. Die Kopplung von Protein-A an eine
Sepharose-Matrix erlaubte die Prazipitation von Proteinen bzw. Proteinkomplexen, wenn
diese zuvor mit spezifischen Antikorpern markiert worden waren. Alle Prézipitations- und

Waschschritte erfolgten bei 4°C mit vorgekuhlten Losungen. Das gewaschene Protein-A-
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Sepharose-Sediment wurde in 40 ul SB-Puffer (ohne B-Mercaptoethanol) resuspendiert und

zur Elution der gebundenen Proteine fur 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

2.11.5. Hefe-zwei-Hybridsystem (X-Gal Kolonie-Filter-Test)

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Hefe-2-Hybridsystem erfolgte nach
Durfee et al. (1993). Die Selektion der Plasmide erfolgte uiber die Synthese von Leucin
(pACTII: LEU2) bzw. Tryptophan (pAS2: TRP1) auf SD-Agarplatten, denen der
entsprechende Aminosdurezusatz fehlte. Die kodierenden Gene der zu untersuchenden
Proteine wurden in die Vektoren pAS2 und pACTII kloniert und diese in jeweils pAS2 /
pACTII Kombination in S. cerevisiae Y153 eingebracht. Transformanten wurden fur 2 Tage
bei 30°C auf SD-Agarplatten (- Leucin; - Tryptophan) selektiert. Jeweils 6 Transformanten
eines Versuchsansatzes wurden direkt nebeneinander auf eine Agarplatte mit identischer
Zusammensetzung strichformig aufgebracht, nach 2 Tagen bei 30 °C auf Rundfilter
(& 82 mm, Schleicher & Schuell) tibertragen und diese fur einen weiteren Tag bei 30°C auf
SD-Medium bebritet. Durch Eintauchen der Filterpapiere in fluissigen Stickstoff wurden die
Zellen aufgebrochen. Die Filter wurden anschlieBend mit den Zellen nach oben auf Gel-
Blotting Papier (& 82 mm, Schleicher & Schuell) aufgelegt, das mit 3 ml Z-Puffer (16,1 g
Na,HPO,; 5,5 g NaH,PO,; 0,75 g KClI; 0,25 g MgCl,; 2,7 ml f-Mercaptoethanol pro Liter;
pH 7) + 1 mg/ml X-Gal (Roth; Stammlosung: 100 mg/ml in N,N’-Dimethylformamid)
getrankt war und bis zur Entwicklung einer blauen Farbung (B-Galaktosidase-Test) bei 30°C

inkubiert.

2.12. Bildbearbeitung

Chemoluminogramme und Coomassie- bzw. silbergefarbte Polyacrylamidgele wurden mit
einem Flachbrettscanner (UMAX UTC6400) mit einer Auflosung von 300 dpi eingelesen, mit

Adobe Photoshop 6,0 graphisch bearbeitet und unter Verwendung von Canvas™ 7 beschriftet.
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3. ERGEBNISSE

A. tumefaciens wurde 1907 (Smith und Townsend 1907) entdeckt und als Verursacher der
Wurzelhalsgallenkrankheit von Pflanzen beschrieben. White und Braun (1942) konnten
zeigen, dass im Verlauf des Infektionsprozesses ein ,,Tumor-induzierendes Prinzip* an die
Pflanzenzelle weitergegeben wird und diese zu autonomen Wachstum auf Medium ohne
Hormonzusatz befahigt. Weiterfuhrende Studien zur Temperatursensitivitat des
Infektionsprozesses (Braun 1950) fuhrten zu der Hypothese, dass ein Proteinkomplex an
diesem Transfer beteiligt ist. Erst 1974 konnte jedoch gezeigt werden, dass A. tumefaciens
uber ein fur die Virulenz essentielles Plasmid (Ti-Plasmid) verfugt (Zaenen et al. 1974) und
dass es sich bei dem transferierten ,,Tumor-induzierenden Prinzip* um DNA bzw. einen Teil
dieses Plasmids handelte (Chilton et al. 1977). Genetische Modifikationen des Ti-Plasmids
ermoglichten den Transfer und Einbau von Fremd-DNA in pflanzliche Zellen und damit die
Herstellung transgener Pflanzen (Binns 2002). Trotz des heutzutage weit verbreiteten
Einsatzes von A. tumefaciens in der pflanzlichen Biotechnologie ist der dem T-DNA Transfer
zu Grunde liegende Mechanismus noch immer nicht vollstandig gekléart. Fruhe Studien
bemiuhten sich um die Identifizierung der am T-DNA-Transferprozess beteiligten Proteine
und deren Lokalisation in der Zelle (Kuldau et al. 1990, Beijersbergen et al. 1994). Aufgrund
der Summe der zur Verfugung stehenden Informationen wird inzwischen davon ausgegangen,
dass die Vir-Proteine VirB1-B11 und VirD4 einen die innere und duflere Membranen der
bakteriellen Zelle durchspannenden Komplex, sowie einen exozelluldren Pilus bilden. Einigen
der Proteine konnten mogliche Funktionen zugewiesen werden, wie zum Beispiel VirB1 eine
Beteiligung an der partiellen Lyse der Mureinschicht und den ATPasen VirB4, VirB11 und
VirD4 eine Funktion als Energielieferanten (Zupan et al. 2000). Ausschlaggebend ist jedoch
das Zusammenspiel dieser Komponenten, aus dem sich Struktur und Funktionsweise des
VirB/D4-Transporters ergeben. Fur beide Prozesse sind Protein-Protein-Interaktionen von

entscheidender Wichtigkeit.

3.1. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen im Typ IV-

Sekretionssystem von A. tumefaciens C58

Bei der Analyse von Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-Transmembrankomplex muss

beruicksichtigt werden, dass es sich bei den involvierten Komponenten vorwiegend um
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integrale Membranproteine und membran-assoziierte Proteine handelt. Dieser Umstand
verhindert in einigen Fallen die Aufreinigung der Proteine, welche aber fur die Durchfuhrung
von in vitro-Interaktionsstudien notig wiare. Durch Aufreinigung hydrophiler Teilbereiche der
Proteine kann das Loslichkeitsproblem umgangen werden. Dabei entfallen allerdings
Interaktionen, die uber membran-gebundene Anteile eingegangen werden konnten. Um auch
diese Interaktionen in die Analysen mit einbeziehen zu konnen, wurde im Folgenden der
Versuch unternommen, den VirB/D4-Tranmembrankomplexes von A. tumefaciens C58 bzw.
Teile davon unter Verwendung des milden, nicht-ionischen Detergenz n-Dodecyl-fB-D-
maltosid (DDM) aus der Membran zu isolieren und in weitergehenden Untersuchungen auf

Proteinbestandteile hin zu analysieren.

3.1.1. Solubilisierung der Proteine des VirB/D4-Transmembrankomplexes unter

Verwendung des Detergenz n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM)

Die Solubilisierung des VirB/D4-Transmembrankomplexes wurde in Anlehnung an die von
Schiagger und v. Jagow (1991) durchgefuhrten Experimente zur Analyse der membran-

gebundenen Proteinkomplexe der mitochondrialen Atmungskette durchgefuhrt.

Membranproteine lassen sich mit Detergenzien aus Membranen extrahieren und in Losung
bringen. Abhédngig vom verwendeten Detergenz und der eingesetzten Konzentration bleiben
dabei auch Protein-Protein-Interaktionen erhalten. Da die Extrahierbarkeit eines Proteins oder
Proteinkomplexes stark von Struktur und Zusammensetzung der hydrophoben Anteile
abhangt, muss in Vorversuchen die Eignung des Detergenz, sowie eine optimale Detergenz-
Konzentration ermittelt werden. Letztere sollte iiber der kritischen mizelldaren Konzentration
(CMC-Wert) liegen, um die Bildung von Detergenz-Micellen zu erlauben. Sie sollte aber
gleichzeitig so niedrig wie moglich gehalten werden, um ein Zerfallen der Multiprotein-
komplexe zu vermeiden. Studien zum Extraktionsverhalten der Vir-Proteine wurden im
Rahmen der Diplomarbeit von Urs Wiedemann durchgefuhrt (Wiedemann 2000) und zeigten,
dass sich das milde, nicht-ionische Detergenz n-Dodecyl-f3-D-maltosid (CMC-Wert: ca. 0,17
mM in H,0; 0,12 mM in 0,2 M NaCl) zur Solubilisierung hohermolekularer Multiprotein-

komplexe aus A. tumefaciens C58 eignete.
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Abbildung 6: Solubilisierungs-Effizienz der Vir-Proteine. Virulenzgen-induzierte (+AS) und nicht-
induzierte (-AS) A. tumefaciens C58-Zellen wurden einer Membranpraparation unterzogen (,,T* =
Totalzelllysat, ,,S* = losliche Proteine, ,,M“ = Membransediment). Die Membranen wurden zur Extraktion
der Vir-Proteine auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt, mit 0 - 2% n-Dodecyl-B-D-
Maltosid (DDM) versetzt und mittels Ultrazentrifugation in DDM-solubilisierbare (,,U*) und nicht-
solubilisierbare (,,P*) Membranproteine getrennt. Nach Separation der Proben mittels SDS-PAGE und
Transfer auf PVDF-Membran wurde die Solubilisierungs-Effizienz der Vir-Proteine unter Verwendung

spezifischer Antiseren analysiert.
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Abbildung 6 zeigt den Verlauf einer Membranpraparation von A. tumefaciens C58 mit
Auftrennung des nach Aufbruch der Zellen erhaltenen Totalzelllysates mittels
Ultrazentrifugation in 16sliche Proteine (,,S*) und Membransediment (,,M*). In Einklang mit
fruheren Studien lagen die Vir-Proteine, mit Ausnahme von VirBl und VirE2, fast

ausschlieBlich in membran-assoziierter Form vor.

Zur Abschitzung des Solubilisierungsverhaltens der Vir-Proteine wurde das Membran-
sediment in ACA-Puffer resuspendiert, auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml
eingestellt und mit DDM in verschiedenen Konzentrationen (0 - 2 %) versetzt. Nach erfolgter
Extraktion wurde der Anteil DDM-unloslicher Membranproteine (,,P*) durch
Ultrazentrifugation von den DDM-Ioslichen Membranproteinen (,,U*) abgetrennt. Von beiden
Fraktionen wurden Proben genommen, mittels SDS-PAGE separiert und im ,,western blot,,-
Verfahren unter Verwendung spezifischer Antiseren analysiert. Wie in Abbildung 6 zu sehen,
lieBen sich die Vir-Proteine VirB1, VirB2, VirB4, VirB5, VirE2, VirD2 leicht und auch ohne
Zugabe von DDM (,,0 % P U“-Spur) in Losung bringen. Die Solubilisierung bei 0 % DDM
wurde vermutlich durch die schwache Detergenzwirkung der ebenfalls im Puffer vorhandenen
e-Amino-n-capronsaure hervorgerufen. Fur die Solubilisierung der Vir-Proteine VirB3,
VirB6, VirB7, VirB8, VirB9, VirB10 und VirD4 war zumindest eine DDM-Konzentration
von 0,5 % notwendig, wahrend VirB11 auch bei hohen DDM-Konzentrationen (2 %) nicht,
oder nur in sehr geringen Mengen in Losung zu bringen war. Rashkova et al. (1997) hatten
bereits in fritheren Studien beobachtet, dass VirB11 der Extraktion mit nicht-ionischen

Detergenzien kaum zugéanglich ist. Der Grund hierfur ist unbekannt.

Fur alle weiteren Experimente wurden die Vir-Proteine bei einer DDM-Konzentration von
2,0 % solubilisiert. Damit sollte gewahrleistet werden, dass der Grossteil der Komponenten
des VirB/D4-Transmembrankomplexes in solubilisierter Form fur weitere Analysen zur

Verfugung stand.

3.1.2. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels Blauer nativ-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Solubilisierte Membranproteine konnen unter schonenden Bedingungen mittels BN-PAGE

separiert werden. Die Auftrennung erfolgt dabei in Polyacrylamid-Gradientengelen, in denen
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die Proteinkomplexe soweit wandern, bis ihnen das Polyacrylamid-Netzwerk eine weitere
Passage verwehrt (Schigger und v. Jagow 1991, Schagger et al. 1994). Um die native
Konformation der Proteine und Proteinkomplexe wihrend der elektrophoretischen Separation
zu gewahrleisten, wird auf SDS-haltige Losungen verzichtet. Das fur die denaturierende SDS-
PAGE verwendete SDS (Natriumdodecylsulfat) lagert sich an Proteine an, entfaltet sie und
zerstort Interaktionen. Gleichzeitig verleiht es den Proteinen aber die fur die
elektrophoretische Auftrennung notwendige negative Ladung. Fur die BN-PAGE wurden die
Proben statt dessen mit Coomassie versetzt. Dieser negativ geladene Farbstoff lagert sich
ebenfalls an Proteine an, ohne jedoch die native Konformation in dem Ausmal3 wie SDS zu

zerstoren.

Fur die Analyse des VirB/D4-Transmembrankomplexes wurden die Membranen virulenzgen-
induzierter (+AS) und nicht-induzierter (-AS) A. tumefaciens C58-Zellen isoliert und einer
Extraktion mit 2 % DDM unterzogen. 15 ul der solubilisierten Proteinkomplexe wurden
mittels BN-PAGE in Polyacrylamid-Gradientgelen (7 - 14 % bzw. 7 - 20 %) separiert und
nach Transfer auf PVDF-Membran mit Vir-Protein-spezifischen Antiseren auf ihre
Komponenten hin analysiert. Wie in Abbildung 7 zu sehen, konnten die Vir-Proteine VirB1,
VirE2, VirB8, VirB9 und VirB10 dabei in Komplexen unterschiedlicher molekularer Massen
detektiert werden. Die Analyse mit VirB1-spezifischem Antiserum ergab zwei Signale, von
denen eines (< 67 kDa) vermutlich das VirB1-Monomer (26 kDa) darstellte. Das zweite
Signal entsprach einem Proteinkomplex von > 232 kDa, der jedoch keine signifikanten
Ubereinstimmungen zu Proteinkomplexen zeigte, die von anderen Vir-Protein-spezifischen
Antiseren detektiert wurden. VirE2 konnte in Komplexen mit molekularen Massen von < 140
kDa bis > 440 kDa nachgewiesen werden. Da VirE2 ca. 60 kDa grof ist, handelte es sich
hierbei um VirE2-Dimere, VirE2-Multimere oder Verbindungen von VirE2 mit anderen Vir-
Proteinen. Die Vir-Proteine VirB8, VirB9 und VirB10 kofraktionierten in Komplexen der
gleichen molekularen Masse (> 232 kDa). In Ubereinstimmung mit Studien von Das und Xie
(2000) und Kumar et al. (2000) spricht dies fur eine Assemblierung von VirB8, VirB9 und

VirB10 zu einem Multiproteinkomplex mit hoher molekularer Masse.
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Abbildung 7: Separation DDM-(2%)-solubilisierter Membranproteine mittels BN-PAGE in 7-20 % bzw.
7-14 % Polyacrylamid-Gradientgelen. Die im Gel separierten Proteine wurden auf PVDF-Membranen
transferiert und mit VirB1-, VirE2-, VirB8-, VirB9- und VirB10-spezifischen Antiseren detektiert. Pfeile
markieren die detektierten Proteinkomplexe. Als Ausgangsmaterial fur die Gewinnung der DDM-(2%)-
Solubilisate dienten virulenzgen-induzierte (+AS) und nicht-induzierte (-AS) A. tumefaciens C58-Zellen.

Die Analyse mit VirB3-, VirB4-, VirB11-, VirD2- und VirD4-spezifischen Antiseren
erbrachte keine verwertbaren Resultate. Im Fall von VirB3, VirB4, VirD2 und VirD4 wurden
eventuelle Signale von unspezifischen Kreuzreaktionen uiberlagert. Im Fall von VirB11 war

kein Signal detektierbar, was vermutlich an der geringen Solubilisierbarkeit des Proteins lag.

Die Analyse mit VirB2-, VirB5- und VirB7-spezifischen Antiseren hingegen ergab eine
auffallende Ubereinstimmung der Signalmuster, die anhand von DDM-(2%)-Solubilisaten der
A. tumefaciens-Stamme CB1005 (AvirB5) und CB1006 (AvirB6) naher untersucht wurde.
Sowohl VirB2, als auch VirB5 und VirB7 kofraktionierten im Bereich von Komplexen der
molekularen Massen von ca. 100 kDa. VirB7 fraktionierte zudem auch in Komplexen hoherer
und niedrigerer molekularer Masse (siehe Abbildung 8). Sowohl VirB2, als auch VirB5 und
VirB7 sind Bestandteile des T-Pilus (Lai und Kado 1998, Schmidt-Eisenlohr et al. 1999 b,

Sagulenko et al. 2001 a). Da dieser im Verlauf von Membranpriparation und DDM-
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Extraktion jedoch hochstwahrscheinlich zerstort wird, konnte es sich bei dem detektierten

100 kDa Proteinkomplex um eine Assemblierungs-Vorstufe des T-Pilus handeln.

a-VirB2 a-VirB5 a-VirB7 a-VirB6
wt wt A5 A6 wt wt A5 A6 wt wt A5 A6 wt wt A5
- + + + - + + o+ - + + + -+ + A
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Abbildung 8: BN-PAGE-Analyse DDM-(2%)-solubilisierter Membranproteine von A. tumefaciens C58
(wt), CB1005 (AvirB5) und CB1006 (AvirB6). Die in Polyacrylamid-Gradientgelen (7 - 20%) separierten
Proben wurden auf PVDF-Membranen transferiert und unter Verwendung von VirB2-, VirB5-, VirB7- und
VirB6-spezifischen Antiseren immunologisch detektiert. Als Ausgangmaterial dienten virulenzgen-
induzierte (+AS) und nicht-induzierte (-AS) Zellen. Pfeile markieren die detektierten Vir-spezifischen
Proteinkomplexe.

Wihrend VirB2 bei Analyse der DDM-(2%)-Solubilisate von A. tumefaciens CB1005 und
CB1006 ein identisches Fraktionierungsverhalten wie in C58 (wt) zeigte, waren die VirB7-
spezifischen Signale in CB1005 leicht reduziert und wurden in Proben von CB1006 nicht
detektiert. VirB5 konnte weder in CB1005 noch in CB1006 detektiert werden. Bei Detektion
mit VirB8-, VirB9- und VirB10-spezifischen Antiseren konnten keine Unterschiede zu C58
(wt) festgestellt werden (nicht gezeigt). Fruhere Analysen belegten, dass die Menge an VirB5
in CB1006-Zellen erniedrigt ist (Hapfelmeier et al. 2000). VirB6 stabilisiert offenbar VirBS5,
wihrend die VirB6-Menge in CB1005-Zellen dem wt-Level entspricht. Wie in Abbildung 8
zu sehen, ist VirB6 jedoch keine Komponente des VirB2-, VirB5- und VirB7-spezifischen
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100 kDa Proteinkomplexes. Die Stabilisierung von VirB5 durch VirB6 erfolgt somit transient
oder indirekt und unter Beteiligung anderer Vir-Proteine. Im hoher molekularen Bereich
(< 232 kDa) zeigten sich Uberlappungen der VirB6- und VirB7-spezifischen Signalmuster.
Dies sprach fur eine Kofraktionierung und eventuelle Interaktion der beiden Proteine. VirB6
konnte somit iber VirB7 einen stabilisierenden Einfluss auf VirB5 ausuiben.

Die fehlende Bildung von VirB7-VirB7-Homodimeren in CB1006 wurde bereits in
fruheren Studien gezeigt (Hapfelmeier et al. 2002). Die Resultate der BN-PAGE-Analyse
legen zudem nahe, dass in CB1006 generell auch die Assemblierung von VirB7 und VirB5 zu
membran-assoziierten Proteinkomplexen gestort ist. Letzteres konnte der Grund fur die in
CB1006 beobachtete erniedrigte Menge von VirB5 sein, da VirB5 vermutlich erst durch
Interaktion mit Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes vor dem Abbau durch

periplasmatische Proteasen geschiuitzt wird (Schmidt-Eisenlohr ez al. 1999 b).

3.1.3. Separation der mittels BN-PAGE aufgetrennten Proteinkomplexe unter

denaturierenden Bedingungen (2. Dimension)

Die mittels BN-PAGE separierten Proteinkomplexe konnten durch Elektrophorese unter

denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) in ihre Einzelkomponenten zerlegt werden.

Abbildung 9 zeigt die Resultate einer 2D-Gelelektrophorese-Analyse der VirB2-, VirB5- und
VirB7-spezifischen Proteinkomplexe. DDM-(2%)-Solubilisate von A. tumefaciens C58
wurden in der 1. Dimension unter nativen Bedingungen separiert (BN-PAGE; 7-20 %
Polyacrylamid) und die separierten Proteinkomplexe in einer 2. Dimension (Tricin-SDS-
PAGE; 12,5 % Polyacrylamid) in ihre Einzelkomponenten zerlegt. Bereits bei Silberfarbung
der 2D-Gele lieBen sich Unterschiede im Muster der separierten Proteine erkennen
(Abbildung 9 A), wobei ein auffallend starkes Signal bei ca. 4 kDa (C58, +AS) vermutlich
VirB2 entsprach. Die eindeutige Identifizierung der Vir-Proteine erfolgte nach Transfer auf
PVDF-Membran unter Verwendung VirB2-, VirB5-, VirB7- und VirB9-spezifischer
Antiseren und ist in Abbildung 9 B gezeigt.
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Abbildung 9: Auftrennung der mittels BN-PAGE (7-20% Polyacrylamid) separierten Proteinkomplexe
unter denaturierenden Bedingungen in der 2. Dimension (Tricin-SDS-PAGE; 12,5% Polyacrylamid). Als
Ausgangsmaterial dienten DDM-(2%)-Solubilisate virulenzgen-induzierter (+AS) und nicht-induzierter
(-AS) A. tumefaciens C58-Zellen. Die separierten Proteine wurden nach Abschluss der Auftrennung
mittels Silberfarbung sichtbar gemacht (A), oder nach Transfer auf PVDF-Membran mit VirB2-, VirB5-,
VirB7- und VirB9-spezifischen Antiseren detektiert (B).

Wie in Abbildung 9 B zu sehen, konnten VirB2, VirB5, VirB7-Monomere und VirB7-VirB7-

Homodimere als Komponenten des unter nativen Bedingungen isolierten 100 kDa

Proteinkomplexes ermittelt werden. VirB7-VirB7-Homodimere traten zudem auch in

Proteinkomplexen hoherer molekularer Masse und insbesondere im Bereich von VirB7-

VirB9-Heterodimeren auf.
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3.1.4. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels Gelfiltrations-

Chromatographie

Da einige der Vir-Proteine (VirB3, VirB4, VirB11, VirD2 und VirD4) im Rahmen der BN-
PAGE nicht analysiert werden konnten, wurden alternativ 500 ul der DDM-(2%)-Solubilisate
mittels Gelfiltrations-Chromatographie aufgetrennt. Das Auflosungsvermogen (10 kDa - 600
kDa) der verwendeten XK 16/70 Superdex 200-Saule entsprach dem Auflosungsvermogen
der BN-PAGE. Die Verwendung der Gelfitrations-Saule hatte aber den Vorteil, dass die
Ladung der Proteine fur eine Separation unwesentlich war. Dadurch konnten auch Proteine
und Multiproteinkomplexe separiert werden, die trotz Beladung mit Coomassie eine neutrale
oder positive Nettolandung beibehielten und im elektrischen Feld der BN-PAGE nicht bzw. in
die entgegen gesetzte Richtung wanderten. Um auch Proteine erfassen zu konnen, die sich
aufgrund geringer Solubilisierbarkeit oder schwacher Antiseren einer Detektion nach
Extraktion aus C58 entzogen, wurde der Versuch mit A. tumefaciens C58-pPZP300 und
CB1005-pPZP300 durchgefuhrt. Das Plasmid pPZP300 tragt eine Kopie des fur den
Transkriptionsaktivator VirG kodierenden Gens von pTiC58 und sorgte fur eine 2-3 fach
verstarkte Expression der Vir-Proteine. Die Eluate der Gelfiltrations-Chromatographie
wurden zusdtzlich durch TCA-Fallung aufkonzentriert. Die Auftrennung der Proben mittels
SDS-PAGE erlaubte zudem eine bessere Fokussierung der Signale als es mittels BN-PAGE

moglich war.

In Abbildung 10 und 11 sind die Resultate einer Gelfiltrations-Chromatographie mit DDM-
(2%)-Solubilisaten von C58-pPZP300 (Abbildung 10) und CB1005-pPZP300 (Abbildung 11)
gezeigt. Die eluierten Proteine wurden nach SDS-PAGE auf PVDF-Membran transferiert und
mit Vir-Protein-spezifischen Antiseren analysiert. Wie im Rahmen der BN-PAGE-Analyse
wurde auch mittels Gelfiltrations-Chromatographie die Separation eines hochmolekularen
Proteinkomplexes (> 669 bis ca. 440 kDa) von einem niedrigmolekulareren Proteinkomplex
(ca. 100-67 kDa) erzielt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der BN-PAGE war zudem eine
Analyse des Fraktionierungsverhaltens der Vir-Proteine VirB3, VirB4, VirB11, VirD2 und
VirD4 moglich.
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Abbildung 10: A. rumefaciens C58-pPZP300. Gelfiltrations-chromatographische Auftrennung DDM-
(2%)-solubilisierter Proteine unter Verwendung einer XK 16/100 Superdex 200-Saule. Die eluierten
Proteine wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt und mit TCA gefallt. Die Detektion der Vir-Proteine
erfolgte nach SDS-PAGE und Transfer auf PVDF-Membranen mit spezifischen Antiseren.
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Abbildung 11: A. rumefaciens CB1005-pPZP300. Gelfiltrations-chromatographische Auftrennung DDM-
(2%)-solubilisierter Proteine unter Verwendung einer XK 16/100 Superdex 200-Saule. Die eluierten
Proteine wurden in 1 ml Fraktionen gesammelt und mit TCA gefallt. Die Detektion der Vir-Proteine
erfolgte nach SDS-PAGE und Transfer auf PVDF-Membranen mit spezifischen Antiseren.
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Durch Vergleich der Resultate fur C58-pPZP300 und CB1005-pPZP300 sollte festgestellt
werden, inwieweit das Fehlen von VirB5 die Assemblierung der restlichen Vir-Proteine und
damit die des VirB/D4-Transmembrankomplexes beeinflusst. Da allerdings kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden konnte, musste davon ausgegangen werden, dass das
Auflosungsvermogen der XK 16/100 Superdex 200-Saule nicht ausreichend war, um die
eintretenden Anderungen zu detektieren. Eine alternative Interpretation ist, dass VirB5 keine
essentielle Komponente fur die Struktur des VirB/D4-Transmembrankomplexes darstellt und
dieser deshalb auch in Abwesenheit von VirB5 seine Integritat beibehielt. Dies passt gut zu
der Annahme, dass die Funktion von VirB5 vorrangig mit der Assemblierung des T-Pilus

verknupft ist.

Sowohl bei gelfiltrations-chromatographischer Separation der DDM-(2%)-Solubilisate von
C58-pPZP300, als auch von CB1005-pPZP300 wurde eine Auftrennung der Vir-Proteine in
zwel Hauptfraktionen von > 669 — 440 kDa und ca. 100 — 67 kDa beobachtet. Die Fraktion
der Proteinkomplexe mit hoher molekularer Masse (> 669 — 440 kDa) beinhaltete VirB1,
VirB3, VirB4, VirB5, VirB6, VirB7-VirB9, VirB8, VirB9, VirB10, VirB11, VirE2, VirD2
und VirD4 und reprasentiert vermutlich den in einem Stuck solubilisierten VirB/D4-
Transmembrankomplex. Die Vir-Proteine VirB1, VirB4, VirB7-VirB9, VirB10, VirB11,
VirD2 und VirD4 waren ausschlieBlich in der hoch molekularen Fraktion zu finden und sind
daher vermutlich besonders eng mit dem VirB/D4-Transmembrankomplex verbunden. VirB2,
VirB3, VirB5, VirB6, VirB8, VirB9 und VirE2 wurden zusitzlich auch in Proteinkomplexen
niedrigerer molekularer Masse (ca. 100 kDa — 67 kDa) detektiert. Bei letzteren konnte es sich
um locker mit der Transporter-Struktur verbundene Komponenten handeln, um unvollstindig
assemblierte VirB/D4-Transmembrankomplexe, bzw. Vorstufen die zur Assemblierung der
Gesamtstruktur oder des T-Pilus benotigt werden. Aussagen betreffend des Einflusses von
VirB5 auf die Fraktionierung von VirB7-VirB7-Homodimeren und VirB7-Monomeren
konnten nicht getroffen werden, da unspezifische Kreuzreaktionen des verwendeten
Antiserums nur die eindeutige Identifizierung des VirB7-VirB9-Heterodimers erlaubten.
Wiederholungen des Experiments zeigten, dass es im Gegensatz zu den in Abbildung 11
dargestellten Resultaten keinen Einfluss von VirB5 auf die zellulare Konzentration,
Solubilisierungs-Effizienz oder das Fraktionierungsverhalten VirB6-spezifischer Protein-

komplexe bei gelfiltrations-chromatographischer Separation gab.
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3.1.5. Coimmunprazipitation DDM-solubilisierter Proteine

Durch Coimmunpriézipitation sollten die Interaktionen zwischen den T-Pilus-Komponenten
VirB2, VirB5 und VirB7 bestitigt werden. Dazu wurden DMM-(2%)-solubilisierte Proteine
von A. tumefaciens C58 mit spezifischen Antiseren versetzt und die so markierten Protein-

komplexe unter Zugabe von Protein-A-Sepharose prazipitiert.

a-VirB2 o-VirB5 o-VirB8 o-TrpH «-VirB7 «-VirB9 keinAk (+Protein A)
+ + + +

- + - + . + - - - - 6
VirB2 &
a-VirB2 o-VirB5 o-VirB8 «o-TrpH «-VirB7 «-VirB9 keinAk (+Protein A)
- + - + - + - + - + - + - +
- 6
VirB7

Abbildung 12: Immunprazipitation von VirB2 und VirB7 aus DDM-(2%)-Solubilisaten
virulenzgen-induzierter (+) und nicht-induzierter (-) A. tumefaciens C58. Die solubilisierten
Proteine wurden mit VirB2-, VirB5-, VirB8-, VirB7- und VirB9-spezifischem Antiserum
versetzt und durch Zugabe von Protein-A-Sepharose prazipitiert. TrpH-spezifisches (VirB7
Homolog des IncP-Plasmids pJP4) Antiserum diente als Kontrolle zum Nachweis
unspezifischer Antikorperreaktionen. Ein Ansatz wurde ohne Zugabe von Antiserum
durchgefuhrt, um auf unspezifisches Binden der solubilisierten Proteinkomplexe an die
Sepharosematrix zu testen. Die Prazipitate wurden nach SDS-PAGE auf PVDF-Membran
transferiert und mit VirB2 und VirB7-spezifischen Antiseren detektiert.

VirB7 konnte mit Antiseren prazipitiert werden, die gegen VirB2, VirB5, VirB8 und VirB9
gerichtet waren, nicht jedoch mit Antiseren gegen VirB10 und VirB11 (nicht gezeigt). VirB2
hingegen konnte mit keinem der in Abbildung 12 gezeigten Antiseren prazipitiert werden.
Mboglicherweise waren die prazipitierten Mengen nicht ausreichend fur eine immunologische
Detektion. Eine Analyse der Coimmunprazipitate mit VirB5-spezifischem Antiserum war
nicht moglich, da die VirB5-spezifischen Signale durch unspezifische Kreuzreaktion der

leichten Kette der mit Protein-A prézipitierten Antikorper iberlagert wurden.
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3.1.6. Quervernetzung von C58-Zellen mit Formaldehyd

Zur Detektion von in vivo Protein-Protein-Interaktionen wurden A.

tumefaciens Zellen mit dem Quervernetzungreagenz Formaldehyd /O\
behandelt. Formaldehyd (FA) ist ein kleines wasserlosliches Molekiil, das /g\
auch Membranen durchdringen kann. Durch kovalente Verkniipfung von | H H
Lysin-, Cystein- und Tyrosin-Resten, sowie in geringerem Umfang Formaldehyd

Tryptophan, Histidin, Aspartat und Arginin vernetzt es Proteine, die sich in

unmittelbarer Nachbarschaft befinden und daher vermutlich auch funktionelle Partner sind.
Die kovalente Verknupfung stabilisiert auch schwache Interaktionen und verhindert, dass die
verknupften Proteinkomplexe bei einer anschlieBenden Analyse auseinander fallen. Die
Identifikation der gebildeten Proteinkomplexe erfolgt anhand ihrer Molekulgroen. Es muss
dabei beriicksichtigt werden, dass auch nicht miteinander interagierende, in enger
Nachbarschaft stehende Proteine vernetzt werden konnen. Die Quervernetzung mit
Formaldehyd kann daher nur als ein Hinweis auf mogliche Protein-Protein-Interaktionen

gewertet werden und muss durch zusétzliche Analysen bestétigt werden.

Fur die in vivo Quervernetzung der Vir-Proteine wurden Suspensionen Virulenzgen-
induzierter (+AS) und nicht-induzierter (-AS) A. tumefaciens C58-Zellen auf einen
einheitlichen ODgy,-Wert von 1,0 eingestellt und mit Formaldehyd in verschiedenen
Konzentrationen (0 — 1 %) versetzt. Nach der Vernetzung wurden die Zellen in SDS-haltigem
Probenpuffer lysiert, die Zelllysate mittels SDS-PAGE separiert und nach Transfer auf

PVDF-Membran unter Verwendung spezifischer Antiseren detektiert.

Wie in Abbildung 13 zu sehen, konnten fur alle Vir-Proteine bis auf VirB2 und VirB3
Quervernetzungsprodukte nachgewiesen werden. Das Fehlen von VirB2- und VirB3-
spezifischen Quervernetzungsprodukten lag vermutlich zum Teil an der geringen Grofle der
Proteine, wodurch die Anzahl der fur eine Vernetzung zur Verfugung stehenden Gruppen
beschrankt war. Zudem konnten diese Gruppen durch die Tertidrstruktur der Proteine vor
einer Vernetzung geschuitzt gewesen sein.

VirB4, VirB11, VirD2 und VirD4 wurden mit FA effizient quervernetzt. Die
gebildeten Komplexe waren sehr grofl und wanderten aus den Auftragstaschen nicht oder nur
wenig in die Gelmatrix ein. Bei 0,1 % FA lag jeweils ca. die Hiélfte des vorhandenen Proteins
in vernetzter Form vor, bei 0,5 % FA betrug der Anteil fast 100 %. Damit unterschieden sich

VirB4, VirB11, VirD2 und VirD4 von anderen Vir-Proteinen, die selbst bei 1 % FA noch in
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unvernetzter Form detektierbar waren. Die Ergebnisse lieBen vermuten, dass VirB4, VirB11,
VirD2 und VirD4 besonders eng in den VirB/D4-Transmembrankomplex oder andere
oligomere Strukturen eingebunden sind und kaum als freie Monomere auftreten. VirE2 zeigte
ein dhnliches Vernetzungsverhalten wie VirB4, VirB11, VirD2 und VirD4. Die gebildeten
Komplexe waren jedoch kleiner und ein Teil des VirE2 wurde bei 1 % FA auch in
unvernetzter Form detektiert. Voneinander abgrenzbare Signale konnten nicht erzielt werden.

Bei VirB1 mussten zwei Formen unterschieden werden, die eine Vernetzung mit
anderen Vir-Proteinen eingehen konnten: Das Holoprotein VirB1 (28 kDa) und das
Prozessierungsprodukt VirB1* (ca. 12 kDa). Bei VirB1-Vernetzungsprodukten mit einer
molekularen Masse > 28 kDa war eine Unterscheidung zwischen VirB1- bzw. VirB1*-
abhangigen Komplexen nicht moglich. Das bei Analyse mit VirB1-spezifischem Antiserum
detektierte 27 kDa-Produkt musste jedoch durch Vernetzung von VirB1* entstanden sein. Es
konnte sich dabei um ein VirB1*-VirB1* Dimer handeln, oder um eine Kombination VirB1*-
VirB7. Sowohl fur VirB7 wie VirB5 wurden Vernetzungsprodukte einer molekularen Masse
von ca. 27 kDa gefunden.

Da VirBS jedoch ca. 25 kDa groB ist, musste das VirB5-spezifische 27 kDa Produkt
aus der Vernetzung von VirB5 mit einem wesentlich kleinerem Protein als VirB1*
resultieren. Fur VirB5 konnten zudem Vernetzungsprodukte mit molekularen Massen von ca.
35 kDa, 55 kDa, 60 kDa und 80 kDa detektiert werden, sowie Vernetzungsprodukte mit einer
molekularen Masse von > 97 kDa, die jedoch nicht separiert werden konnten. Werden die
VirB5-spezifischen Signale mit denen anderer Vir-Proteine verglichen, so wire eine
Interaktion von VirB5 mit VirB1/VirB1*, VirB7, VirB8, VirB9 und VirB10 denkbar.

VirB6 bildete vier Vernetzungsprodukte mit molekularen Massen von > 97 kDa. Da
die Vernetzungsprodukte der anderen Vir-Proteine in diesem Bereich meist keine klare
Auflosung lieferten, konnte keine eindeutige Zuordnung getroffen werden. Zudem wire es
moglich, dass eines oder mehrere der Signale auf Kreuzreaktionen des Antiserums mit den
Vernetzungsprodukten eines ca. 97 kDa groBen, unspezifisch detektierten Proteins
zuruckzufuhren sind.

Der Nachweis VirB7-spezifischer Vernetzungsprodukte wurde ebenfalls durch
unspezifische Kreuzreaktionen des Antiserums erschwert. Mit Sicherheit lieen sich aber
Produkte mit molekularen Massen von 10 kDa, 12 kDa, 17 kDa, 26 kDa und 35 kDa
detektieren. Bei dem 10 kDa Produkt handelte es sich vermutlich um das vernetzte VirB7-
VirB7-Homodimer, bei dem 35 kDa Produkt um VirB7-VirB9. Ein 35 kDa

Vernetzungsprodukt war auch bei Analyse mit VirB9-spezifischem Antiserum zu sehen. Die
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12 kDa- und 17 kDa-Produkte konnten keinem potentiellen Interaktionspartner zugeordnet
werden, da aufgrund der geringen Grofle nur VirB2 oder VirB3 in Frage kamen, diese aber
offensichtlich nicht effizient vernetzt werden konnen. Das 26 kDa-Produkt zeigte
Ubereinstimmungen mit einem VirB1-Produkt dhnlicher Grofle und konnte fur eine
Vernetzung von VirB7-VirB7 mit VirB1* sprechen.

VirB8 bildete zwei besonders ausgepragte Vernetzungsprodukte von ca. 60 kDa und
80 kDa, sowie eines mit einer molekularen Masse > 97 kDa. Komplexe dhnlicher molekularer
Massen wurden auch bei Detektion mit VirB1-, VirB5-, VirB9- und VirB10-spezifischen
Antiseren beobachtet. Da es bereits Hinweise fur Interaktionen zwischen VirB8 (ca. 30 kDa),
VirB9 (32 kDa) und VirB10 (ca. 55 kDa) gibt (Kumar et al. 2000, Das und Xie 2000), konnte
es sich bei den detektierten Produkten um paarweise vernetztes VirB8-VirB9 (3 ca. 62 kDa)
oder VirB8-VirB10 (3 ca. 85 kDa) handeln. Eine Interaktion VirB8-VirB5 bzw. VirB8-
VirB1 wire ebenfalls nicht auszuschlieBen. Der > 97 kDa grofle Komplex konnte durch
Verknupfung eines VirB8-VirB9 bzw. VirB8-VirB10 Dimers mit einem zusatzlichen VirB9-
oder VirB10-Molekil verursacht worden sein.

Bei dem mit VirB9-spezifischem Antiserum detektierten 35 kDa Produkt handelte es
sich vermutlich um das vernetzte VirB9-VirB7-Heterodimer. Die hohermolekulareren
Vernetzungsprodukte konnten auf bereits bekannten Interaktionen von VirB9 mit VirB1*
(Baron et al. 1997 a), sowie VirB8 und VirB10 (Kumar et al. 2000, Das und Xie 2000)
beruhen.

Fur VirB10 konnte ein besonders ausgepragtes Vernetzungsprodukt von ca. 80 kDa,
sowie einige schwicher ausgepragte Signale bei > 97 kDa nachgewiesen werden. Das ca. 80

kDa Produkt konnte fur quervernetztes VirB8-VirB10 (3 ca. 85 kDa) stehen.

Bei Quervernetzung von A. tumefaciens CB1005 mit Formaldehyd (1 %) konnte kein
signifikanter Unterschied zu den in C58 (1 % FA) gebildeten Vernetzungsprodukten

detektiert werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Immunologischer Nachweis der Vir-Proteine nach in vivo-Quervernetzung von A.
tumefaciens C58-Zellen mit 0 — 1 % Formaldehyd (FA). Gleiche Mengen Virulenzgen-induzierter (+)
und nicht-induzierter (-) Zellen wurden nach 30-miniitiger Inkubation mit FA in SDS-haltigem
Auftragspuffer lysiert und mittels SDS-PAGE separiert. Die Detektion von Vernetzungsprodukten
erfolgte nach Transfer auf PVDF-Membranen mit Vir-Protein-spezifischen Antiseren. Weille Pfeile
kennzeichnen die nicht-vernetzten Vir-Proteine, schwarze Pfeile die Vernetzungsprodukte.
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3.1.7. Quervernetzung von T-Pili mit Formaldehyd

Fur eine gezieltere Analyse von Protein-Protein-Interaktionen zwischen den T-Pilus
Komponenten VirB2, VirB5 und VirB7 wurden die T-Pili virulenzgen-induzierter
A. tumefaciens C58 Zellen isoliert und mit 1 % Formaldehyd vernetzt. Zur Kontrolle wurde
die gleiche Prozedur auch mit nicht-induzierten A. fumefaciens C58-Zellen durchgefuihrt. Um
auch schwache Signale zu detektieren, wurden die resultierenden Proben relativ in doppelter
Menge aufgetragen, mittels Tricin-SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) aufgetrennt und auf
PVDF-Membran transferiert. Die Ergebnisse der immunologischen Detektion sind in

Abbildung 14 gezeigt.

Die immunologische Detektion mit VirB8-spezifischem Antiserum diente dazu, die Reinheit
der Piluspraparation zu uberprufen. VirB8 lokalisiert in der inneren Membran von
A. tumefaciens. Das VirB8-spezifische Antiserum gehort zu den stirksten der verfugbaren
Antiseren und hatte bei Verunreinigung der isolierten T-Pili mit Zellmaterial ein Signal
ergeben mussen. Gleichzeitig wurde auch auf VirB3 getestet. VirB3 lokalisiert im Gegensatz
zu VirB8 in der duBleren Membran und konnte daher an der Assemblierung des T-Pilus
beteiligt sein. Wie jedoch in Abbildung 14 zu sehen, konnte VirB3 ebenfalls nicht in den
isolierten T-Pili nachgewiesen werden.

Durch die Anreicherung von VirB2, VirB5 und VirB7 in der T-Pilus-Fraktion konnten
vor allem im Fall von VirB2 Vernetzungsprodukte sichtbar gemacht werden, die bei FA-
(1 %)-Vernetzung intakter A. tumefaciens-Zellen nicht nachgewiesen werden konnten. VirB2
bildete bei Behandlung mit 1 % FA Vernetzungsprodukte mit molekularen Massen von
10 kDa, 16 kDa, 30 kDa und 34 kDa (Abbildung 14). Bei dem 10 kDa-Produkt konnte es sich
um ein VirB2-VirB2 Dimer (3 9 kDa) handeln. Eine VirB2-VirB2 Dimerisierung wurden
bereits von Sagulenko et al. (2001 a) postuliert. Das 16 kDa Produkt konnte ein VirB2-
Multimer darstellen. VirB7 ist das einzige Vir-Protein, das aufgrund seiner geringen Grofle
ebenfalls ein @hnlich groes Vernetzungsprodukt mit VirB2 ergeben konnte. Ein 16 kDa
Vernetzungsprodukt konnte mit VirB7-spezifischem Antiserum jedoch nicht detektiert
werden. Da das zu Verfugung stehende VirB7-Antiserum allerdings viele unspezifische
Kreuzreaktionen und einen niedrigen a-VirB7-Titer aufwies, kann eine VirB2-VirB7
Interaktion nicht grundsatzlich ausgeschlossen werden. Bei Detektion mit VirBS5-

spezifischem Antiserum wurden ebenso wie bei Detektion mit VirB2-spezifischem Antiserum
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Vernetzungsprodukte mit molekularen Massen von 30 kDa und 34 kDa beobachtet. Es konnte
sich hierbei daher um VirB5-VirB2 bzw. um mit VirB2-VirB2 vernetztes VirB5 handeln.
Uberraschenderweise konnte auch VirB1 (Holoprotein) in den isolierten T-Pili
nachgewiesen werden. Eine Lokalisierung von VirB1 in den T-Pili wurde bis jetzt noch nicht
beschrieben. Es gibt jedoch Untersuchungen, die zeigen, dass die Menge an zellulirem
VirB2-Pilin in einer virBI-Deletionsmutante erniedrigt ist, nicht jedoch bei Abwesenheit der
Vir-Proteine VirB3-VirB11 (Lai et al. 2000 b). Da weder VirB8 noch VirB3 in der T-Pilus-
Fraktion detektiert werden konnten, ist es unwahrscheinlich, dass das VirB1-spezifische
Signal auf Verunreinigungen der Probe mit Zellmaterial zuruickzufuhren ist. Das VirB1-
spezifische 34 kDa FA-Vernetzungsprodukt konnte auf eine Interaktion von VirB1 mit VirB2
hinweisen. Ein Vernetzungprodukt der selben GroBle war auch bei Detektion mit VirB2-

spezifischem Antiserum zu sehen.

a-VirB1 a-VirB2 a-VirB3

Z P Z+FA  P+FA z P Z+FA  P+FA z P Z+FA  P+FA
-+ -+ -+ -+ + -+ - 4+ -+ + -+ -+ -+

-97
-55
-39
-33
-27
-20

97
55
39

27
20

a-VirB5 a-VirB7 a-VirB8
Y4 P Z+FA  P+FA Z P Z+FA  P+FA z P Z+FA  P+FA
+ -+ - 4+ + - + - 4+ + - + - o+

\ 4

Abbildung 14: Quervernetzung von Vir-Proteinen mit 1% Formaldehyd (FA) in virulenzgen-induizierten
(+) bzw. nicht-induzierten (-) A. tumefaciens C58-Zellen (,,Z* = Zellen) und isolierten T-Pili (,,P*“ = T-
Pili). Zum Vergleich wurden auch jeweils Proben ohne vorherige Vernetzung mit FA aufgetragen. Nach
Separation mittels SDS-PAGE und Transfer auf PVDF-Membran wurde mit spezifischen Antiseren
detektiert. Weile Pfeile kennzeichnen die nicht-vernetzten Vir-Proteine, schwarze Pfeile die FA-
Vernetzungsprodukte.

57




Ergebnisse

3.2. Identifizierung eines mit VirBS interagierenden Proteins

VirB2 ist die Hauptkomponente des T-Pilus, wahrend VirB5 und VirB7 Nebenkomponenten
darstellen. Das Lipoprotein VirB7 dient vermutlich der Verankerung des T-Pilus in der
auferen Membran, die Funktion von VirB5 ist jedoch unklar. VirB5 konnte als Chaperon
oder ,,Usher* fur VirB2 dienen. ,,Usher” bilden Poren, die den Transfer von Pilus-
Untereinheiten uber die aulere Membran hinweg, sowie deren anschlieBende Assemblierung
in Pili erlauben. VirB5 konnte auch an der Basis der T-Pili lokalisiert sein und zusétzlich zu
VirB7 der Verankerung dienen, oder aber ein rein struktureller Bestandteil des Pilus sein.
Ebenso wire es moglich, dass VirB5 in Analogie zu PapG (P-Pili uropathogener E. coli) als
Adhesin an der Spitze der T-Pili fur die Anheftung von A. fumefaciens an die pflanzliche
Zelle sorgt (Sauer et al. 2000). Um einen Hinweis auf die mogliche Funktion von VirB5 zu
gewinnen, sollten dessen Interaktionen mit VirB2 und anderen Komponenten des VirB/D4-

Transmembrankomplexes untersucht werden.

3.2.1. Geluberschichtungstest von Zelllysaten mit VirBS

Beim ,,Geluberschichtungstest (Homann et al. 1990) handelt es sich um eine modifizierte
Form der ,,western blot“-Analyse, die der Detektion von Protein-Protein-Interaktionen dient.
Fur die Durchfuhrung des Tests werden Zelllysate mittels SDS-PAGE separiert und auf
PVDF-Membran transferiert. SDS wird durch Waschen in Renaturierungs-Puffer entfernt,
wodurch die Ruckfaltung der auf der Membran immobilisierten Proteine in ihre native
Konformation unterstutzt wird. Nach Absattigung mit 5 % Magermilch werden die
Membranen mit 1-2 ug/ml eines gereinigten Proteins uberschichtet. Unter diesen
Bedingungen bindet das hinzugefugte Protein moglicherweise an einen oder mehrere auf der
Membran immobilisierte Interaktionspartner. Nicht gebundenes Protein wird durch Waschen
entfernt. Unter Verwendung von spezifischem Antiserum kann anschlieBend der Anteil des

hinzugefugten Proteins, der an einen Interaktionspartner gebunden hat, detektiert werden.

Fur die Durchfuhrung der Untersuchung wurde VirB5 in E. coli GJ1158 pT7-HTrx-VirB5
exprimiert und unter Verwendung einer Ni-NTA-Agarose-Saule aufgereinigt. VirB5-
Gelubersichtungstests mit den Zelllysaten virulenzgen-induzierter und nicht-induzierter

A. tumefaciens C58 (wt), CB1005 (AvirB5) und CB1006 (AvirB6) fuhrten zu der Detektion
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eines 27 kDa groflen, VirB5-bindenden Proteins, das nur in virulenzgen-induzierten Zellen

nachzuweisen war (sieche Abbildung 15).

A B

C58 C58 1005 1006 C58 C58 1005 1006
- + + +

= ()

Abbildung 15: Detektion eines 27 kDa groBen, VirB5-bindenden
Proteins in virulenzgen-induzierten A. tumefaciens C58, CB1005
(AvirB5) und CB1006 (AvirB6). A: Negativkontrolle, Detektion mit
VirB5-spezifischem Antiserum. B: Detektion mit VirB5-
spezifischem Antiserum nach ,,Geliiberschichtung mit 1-2 ug/ml
gereinigtem Hy-TRX-VirB5. (induziert + / nicht-induziert - );
schwarzer Pfeil: endogenes VirB5; weiBler Pfeil: VirB5-bindendes
Protein.

VirB2, VirB3, VirB4, VirB5, VirB7, VirB10, VirB11, VirE2, VirD2 und VirD4 kamen
aufgrund ihrer stark von 27 kDa abweichenden molekularen Massen nicht als VirB5-
Interaktionspartner in Betracht. VirB1 (26 kDa) und VirB6 (32 kDa) konnten ausgeschlossen
werden, da das VirB5-bindende Protein auch in CB1001 (nicht gezeigt) und CB1006 (siehe
Abbildung 15) zu detektieren war. Fur VirB8 (26 kDa) bzw. VirB9 (32 kDa) standen keine
Deletions-Stamme zur Verfugung. Da jedoch mittels hochauflosender SDS-PAGE (12 x 14
cm Glasplatten) ebenfalls keine Ubereinstimmungen zwischen VirB8, VirB9 und dem
gesuchten 27 kDa Protein gefunden wurden, handelte es sich bei dem VirB5-bindenden
Protein um keines der am VirB/D4-Transmembrankomplex beteiligten Vir-Proteine (Krall

1999).

Zur Lokalisierung des VirB5-interagierenden Proteins in der Zelle wurden virulenzgen-
induzierte und nicht-induzierte A. tumefaciens C58-Zellen in der French-Press-Zelle
aufgebrochen und das von Zelltrimmern befreite Totalzelllysat (,,T*) mittels
Ultrazentrifugation in Membransediment (,,M*) und losliche Proteine (,,S) getrennt. Die

Analyse der Proben im VirB5-Geluberschichtungstest zeigte, dass es sich bei dem VirB5-
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bindenden Protein im Gegensatz zu den membran-assoziierten Komponenten des VirB/D4-

Transmembrankomplexes um ein 1osliches Protein handelte (siche Abbildung 16).

A C58+ B C58+
T S M T S M
i - 33
- > L
P — - 2L - 2

Abbildung 16: Subzelluldre Lokalisierung des VirB5-bindenden
Proteins. Virulenzgen-induzierte (+) A. tumefaciens C58-Zellen
wurden in der French-Press-Zelle aufgebrochen und das
Totalzelllysat (,,T*) mittels Ultrazentrifugation in losliche Proteine
(;,5) und Membransediment (,,M*) separiert. A: Negativkontrolle,
Detektion mit VirB5-spezifischem Antiserum. B: Detektion mit
VirB5-spezifischem Antiserum nach ,,Geluberschichtung® mit 1-2
ug/ml gereinigtem Hg-TrxA-VirB5. Schwarzer Pfeil: endogenes
VirB5; weiller Pfeil: VirB5-bindendes Protein.

VirB5-Geluberschichtungstests mit den Zelllysaten verschiedener Agrobakterien-Stimme

(Octopin-, Nopalin- und LL-Succinaminopin-Typ Ti-Plasmid) lieBen vermuten, dass das

VirB5-bindende Protein nur in Staimmen des Nopalin-Typs (A. tumefaciens C58 und A208)
auftritt (Abbildung 17).

A

>

C58

B
A208  A281 C58  A208  A281

-+ -+ -+ -+ -+ -+
27 >
>

Achb5

-+

A348 Chy5 Achb A348
- + - + - + - +

N

i
N
v

Chy5
+

27 - -27
>

Abbildung 17: Detektion des VirB5-bindenden Proteins in verschiedenen Agrobakterien-Stimmen.
A: Negativkontrolle, Detektion mit VirB5-spezifischem Antiserum. B: Detektion mit VirB5-
spezifischem Antiserum nach ,,Geluiberschichtung® mit 1-2 ug/ml gereinigtem Hg-TrxA-VirB5. C58
und A208: Nopalin-Typ Ti-Plasmid; A281 und Chy5: LL-Succinaminopin-Typ Ti-Plasmid; Ach5
und A348: Octopin-Typ Ti-Plasmid. (induziert + / nicht-induziert - ); schwarzer Pfeil: endogenes
VirB5; weiller Pfeil: VirB5-bindendes Protein bzw. theoretische Lokalisation.
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3.2.2. Aufreinigung und Identifizierung eines mit VirBS interagierenden Proteins

Zum Zweck der Identifizierung wurde das VirB5-bindende Protein aus A. tumefaciens C58-
pPZP300 aufgereinigt. Die Effizienz der Aufreinigungsschritte wurde mittels VirB5-
Geluberschichtungstest uberpruft. Unter virulenzgen-induzierenden Bedingungen kultivierte
Zellen wurden in der French-Press-Zelle aufgebrochen und das Totalzelllysat nach
Entfernung von Zellruckstanden mittels Ultrazentrifugation in Membranen (Sediment) und
losliche Proteine (Uberstand) getrennt. Das VirB5-bindende Protein wurde durch schrittweise
Zugabe von Ammoniumsulfat (0 — 70 %) aus dem Uberstand geféllt. Der maximale Anteil
des Proteins prazipitierte bei 40 % (NH,),SO,. Das Prazipitat wurde in 1 ml HEPES-Puffer
(50 mM; pH 7) resuspendiert und in 2 L des selben Puffers dialysiert. Die dialysierte Probe
wurde bei auf eine Q-Sepharose-Saule (Anionenaustauscher) aufgetragen. Ungebundene
Proteine wurden durch Spulen entfernt, die gebundenen in einem linearen Gradient von 50
mM — 1 M NaCl (in 50 mM HEPES-Puffer; pH 7) uber das 10—fache Saulenvolumen eluiert
und mit TCA gefillt. Die Prazipitate wurden in SB-Auftragspuffer resuspendiert, iber SDS-
PAGE separiert und mittels VirB5-Geluberschichtungstest und Silberfarbung analysiert. Ein
Teil des VirB5-bindenden Proteins adsorbierte nicht an das Sdulenmaterial und wurde im
Durchlauf detektiert, wahrend der Rest schon bei niedriger NaCl-Konzentration eluierte. Das
im Durchlauf detektierte VirB5-bindende Protein zeigte den hochsten Grad an Reinheit. Es
wurde in hochauflosender SDS-PAGE (12 x 14 cm Glasplatten) von verbleibenden Proteinen
abgetrennt, auf PVDF-Membran transferiert, mittels VirB5-Geluberschichtungstest lokalisiert

und mit der Membran ausgeschnitten.

Mittels N-terminaler Sequenzierung durch Ag. Prof. Lottspeich (MPI fur Biochemie,
Martinsried) konnte das VirB5-bindende Protein als ,,trans-Zeatin-produzierendes Protein®

(Tzs) identifiziert werden (Beaty et al. 1986) (sieche Abbildung 18).

MLLHLIYGPTCSGKTDMAIQIAQETGWPVVALDRVQCCPQIATGSGRPLESEL
QSTRRIYLDSRPLTEGILDAESAHRRLIFEVDWRKSEEGLILEGGSISLLNCMAK
SPFWRSGFQWHVKRLRLGDSDAFLTRAKQRVAEMFAIREDRPSLLEELAELW
NYPAARPILEDIDGYRCAIRFARKHDLAISQLPNIDAGRHVELIEAIANEYLEHAL
SQERDFPQWPEDGAGQPVCPVTLTRIR

Abbildung 18: Identifizierung des mit VirB5 interagierenden Proteins als ,trans-Zeatin-
produzierendes Protein“ (Tzs). Dargestellt ist die Aminoséduresequenz von Tzs, wobei die mittels N-
terminaler Sequenzierung ermittelte Aminosauresequenz hervorgehoben ist.
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Tzs ist ein 244 Aminoséduren groB3es, hydrophiles Protein, das bei Induktion der Virulenzgene

im Zytoplasma von A. tumefaciens C58 angehéduft wird. Es wird nur von A. tumefaciens-

Stammen mit Ti-Plasmiden des Nopalin-Typs exprimiert. Der hydrophile Charakter von Tzs

wird im Kyte-Doolittle Diagramm veranschaulicht (Abbildung 19). Geringe Mengen Tzs

konnten auch in nicht-induzierten A. tumefaciens Zellen detektiert werden (Powell et al.

1988).
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Abbildung 19: Hydrophobizitits-Diagramm von Tzs nach Kyte und
Doolittle (1982). Die x-Achse gibt die Aminosaureposition an, die y-
Achse die relative Hydrophobizitat. Werte uiber O geben hydrophobe,
Werte unter O hydrophile Bereiche an.

Wie in Abbildung 20 zu sehen, weist Tzs auf Ebene der Aminosauresequenz einen hohen

Grad an Ahnlichkeit zu Ipt auf. Beide Enzyme verfugen uber ein konserviertes ATP/GTP-

bindungs-Motiv (,,P-loop*).
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Ipt 1
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Abbildung

20: Vergleich der Aminosauresequenzen der Proteine Tzs und Ipt. Das in beiden
Proteinen konservierte ATP/GTP-bindungs-Motiv (,,P-loop*) wird durch Einrahmung markiert.
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Da das Tzs-ahnliche Ipt seine Funktion in der Pflanzenzelle ausubt, fuhrte die Tzs-VirB5
Interaktion zu der Hypothese, dass Tzs nach seiner Expression in A. tumefaciens ebenso wie
VirD2, VirE2 oder VirF als Virulenzprotein in die Pflanzenzelle transferiert werden konnte.
In weiteren Experimenten sollte daher die Spezifitat der VirB5-Tzs Interaktion bestatigt und

Tzs auf einen moglichen Transfer in die Pflanzenzelle hin untersucht werden.

3.2.3. Klonierung von #zs und ipf und Expression

3.2.3.1. Klonierung von #zs in pT7-7.,, und Expression

Vorversuche zeigten, dass der VirB5-Geluberschichtungstest nicht sensitiv genug war, um
Tzs in nachfolgenden Interaktionsstudien zu detektieren. Daher wurde das fzs-Gen mittels
PCR unter Verwendung der Oligonukleotide tzs 5° (BspHI) und tzs 3 (HindlIll) aus
A. tumefaciens C58 amplifiziert. Das 747 bp PCR-Produkt wurde mit BspHI und HindlIll
geschnitten und in den mit Ncol und Hindlll geschnittenen Expressionsvektor pT7-7y..
ligiert. Um #zs in die Ncol-Schnittstelle des Vektors einfugen zu konnen, wurde durch
Basenaustausch (T zu A an Position +4) eine BspHI-Schnittstelle generiert, die bei Restriktion
kompatible uberhiangende Enden ergab. Der Austausch der vierten Base im 7zs-Gen hatte im
Protein einen Aminosaureaustausch L (Leucin) — I (Isoleucin) zur Folge, der sich jedoch

nicht nachteilig auf Expression und Loslichkeit von Tzs auswirken sollte (Abbildung 21).

atg ttactccatctcatctacgga. . zu atgdtactccatctcatctacgga.....

MLLHLIYG..... zu MILHLIYG.....

Abbildung 21: Modifikation des 7zs-Gens zur Einbringung einer BspHI-Schnittstelle.
Links ist das unveranderte Gen mit dazu gehoriger Aminosduresequenz gezeigt,
rechts das Gen nach Basenaustausch T zu A an Position +4.

Die Expression von Tzs erfolgte in pT7-7y.,-Tzs tragenden E. coli GJ1158-Zellen fur 1,5 h
bei 37°C bzw. 18 h bei 26°C. Bei 37°C wurde Tzs in unloslicher Form in den Zellen
angehéuft und konnte mittels ,,inclusion-body*“-Préparation und praparativer SDS-PAGE
aufgereinigt werden. 700 ug des gereinigten Proteins wurden zur Herstellung eines Tzs-
spezifischen Antiserums eingesetzt. Unter Verwendung des resultierenden Antiserums konnte
bestatigt werden, dass Tzs nur in A. fumefaciens-Stammen mit Ti-Plasmiden des Nopalin-

Typs auftritt (Abbildung 22).
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Tzs =
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Abbildung 22: Detektion von Tzs mit spezifischem Antiserum nach Separation der Zelllysate
verschiedener A. tumefaciens-Stimme mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE und Transfer auf PVDF-
Membran. Nopalin-Typ Ti-Plasmid: C58, A208; LL-Succinaminopin-Typ Ti-Plasmid: A281, ChyS5;
Octopin-Typ Ti-Plasmid: AchS, A348; (+ virulenzgen-induziert / - nicht-induziert)

Wurde die Expression bei 26°C durchgefuhrt, so reicherten sich circa 50 % des synthetisierten

Tzs-Proteins in loslicher Form an. Die Zellen wurden in der French-Press-Zelle aufgebrochen,

Zelltrimmer und Membranen sedimentiert und Tzs wie unter 2.8.2. beschrieben mittels

fraktionierter (NH,),SO,-Fallung, Gelfiltration-Chromatographie (Superdex 75-Saule) und

Anionenaustausch-Chromatographie (Q-Sepharose-Séaule) aus der Fraktion der loslichen

Proteine aufgereinigt. Der Verlauf der Aufreinigung ist in Abbildung 23 wiedergegeben.

Abbildung 23: Aufreinigung von Tzs aus E. coli GJ1158 pT7-7y.-Tzs. Gezeigt sind Proben nach
Separation mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE und Coomassie-Farbung. Zelllysat vor Induktion (1),
Zelllysat nach 18 h Induktion bei 26°C (2), Fraktion loslicher Proteine nach Aufbruch mittels French-
Press-Zelle und Ultrazentrifugation (3), (NH,),SO,-Fallung 30 — 40 % (4), Fraktion nach Gelfiltration
mittels Superdex 75-Saule (5), vereinigte Fraktionen der vorderen bzw. hinteren Hilfte des
Elutionsmaximums nach Anionaustausch-Chromatographie mittels Q-Sepharose-Saule (6/7).

3.2.3.2. Klonierung von tzs in pT7-Strepll und Expression

Tzs wurde fur Interaktionsstudien auch als Strepll-markiertes Fusionsprotein exprimiert und

aufgereinigt. Dazu wurde #zs mit den Oligonukleotiden tzs 5 (Acc65]) und tzs 3° (Pst]) aus

A. tumefaciens C58 amplifiziert, das resultierende PCR-Produkt mit Acc651 und Pstl

geschnitten und in den ebenso geschnittenen pT7-Strepll-Vektor ligiert. Zur Klonierung von
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tzs in den pT7-7Strepll-Vektor mussten keine Modifikationen der Basenpaarabfolge
vorgenommen werden. Die Expression des Strepll-markierten Tzs erfolgte fur 18 h bei 26°C,
die Aufreinigung unter Verwendung des ,,Strep-tag® Purification System* der Firma IBA.

Eine Probe des gereinigten Strepll-Tzs-Fusionsproteins ist in Abbildung 32 gezeigt.

3.2.3.3. Klonierung von ipt in pT7-7.,, bzw. pT7-Strepll und Expression

Um das Tzs-ahnliche Ipt in die Analysen mit einzubeziehen, wurde ipr mit den
Oligonukleotiden ipt 5 (Ncol) und ipt 3" (HindlIl) bzw. ipt 5” (Acc651) und ipt 3" (HindI1I)
amplifiziert, geschnitten und in ebenso geschnittene Vektoren pT7-7y., bzw. pT7-Strepll
eingebracht. Nachfolgende Analysen zeigten aber, dass Ipt auch bei Variation von
Inkubations-Temperatur und Induktions-Dauer nur in unzureichenden Mengen in loslicher
Form exprimierbar war. Ipt konnte daher nicht in nativer Form aufgereinigt und weiter

untersucht werden.

3.3. Analyse der enzymatischen Aktivitat von Tzs
(durchgefiihrt von Ag. Prof. Dr. M. H. Zenk, Biozentrum, Universitdt
Halle im Rahmen des SFB 369)

3.3.1. iPMP-unabhingige Cytokininbiosynthese

Bislang wurde angenommen, dass Tzs die Synthese von iPMP aus DMAPP und AMP
katalysiert (Powell et al. 1988). Unspezifische Hydroxylierungs-Reaktionen wurden fur die
Bildung von trans-Zeatin aus iPMP verantwortlich gemacht. Einen wissenschaftlichen
Beweis fur diese Reaktionen gab es allerdings nicht. Untersuchungen von Astot et al. (2000)
zeigten, dass die Expression von Ipt in Pflanzenzellen keinen Einfluss auf die endogene
iPMP-Menge hatte, aber dafur zu erhohten Mengen an Zeatinribosid-5"-monophosphat (ZMP)
und Zeatinribosid (ZR) fuhrte. Dieses Phanomen wurde urspriinglich mit einer schnellen
Umsetzung von iPMP zu ZMP, ZR und Z (trans-Zeatin) durch Hydrolasen begrundet
(Akiyoshi et al. 1984). Die von Astot et al. mit radioaktiv markierten Vorstufen
durchgefuhrten Studien zeigten jedoch, dass ZMP direkt synthetisiert wird und nicht uiber die
Hydroxylierung von iPMP entsteht. Astot ef al. (2000) schlugen daher fur Cytokinine des

Zeatin-Typs eine iPMP-unabhédngige Synthese vor, die auf Inkorporation einer bereits
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hydroxylierten Seitengruppenvorstufe isoprenoiden Ursprungs beruht (sieche Abbildung 24
und 2).

Ipt
AMP +  DMAPP —=—» iPMP

Ipt
AMP + 7 —= ZMP

Abbildung 24: Ipt/Tzs-vermittelte Umsetzung von AMP zu iPMP bzw. ZMP, in Abhangigkeit
der zur Verfugung stehenden Seitengruppenvorstufe. DMAPP = Dimethylallylpyrophosphat,
iPMP = Iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat, ZMP = Zeatinribosid-5"-monophosphat, ? =
hydroxylierte Seitengruppenvorstufe isoprenoiden Ursprungs.

3.3.2. Tzs-abhiangige Umsetzung von AMP mit HMBPP zu ZMP

Als eines der Zwischenprodukte des DXP-Weges wurde 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-
butenyldiphosphat (HMBPP) postuliert (Gao et al. 2002). Die Umsetzung von HMBPP mit
AMP wiurde in direkter Folge und ohne Notwendigkeit zusatzlicher Hydroxylierungs-
reaktionen Zeatinribosid-5"-monophosphat (ZMP) ergeben. In Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Zenk im Rahmen des SFB 369 konnte gezeigt werden, dass Tzs
HMBPP mit AMP zu ZMP umsetzt (sieche Abbildung 25). Tzs ist auch in der Lage, DMAPP
mit AMP zu iPMP umzusetzen. Da A. tumefaciens C58 jedoch vor allem die hydroxylierten
Produkte Zeatinribosid und trans-Zeatin sekretiert, ist HMBPP vermutlich das eigentlich
umgesetzte Substrat. Die Beschreibung der Analysen und die Auswertung der Resultate sind
unter ,Krall, L., Raschke, M., Zenk, M.H., Baron, C. (2002) The Tzs protein from
Agrobacterium tumefaciens C58 produces zeatin riboside 5 -phosphate from 4-hydroxy-3-

methyl-2-(E)-butenyl-diphosphate and AMP. FEBS Lett. 527: 315-318% publiziert.

N 0-P-0-P-O -
COH
N

SOl [ NH2 NH oo : OH\. ~ NH
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% o _—
I I

> R —
Isopentenyltransferase
- O-lP-O-CHZ N O-lF-O-CHz trans-Zeatin
o o ol
HO OH HO OH
5’AMP ZMP

Abbildung 25: Tzs-katalysierte Umsetzung von HMBPP und AMP zu ZMP. HMBPP = 4-Hydroxy-3-
methyl-2-(E)-butenyldiphosphat, ZMP = Zeatinribosid-5"-monophosphat. Die hydroxylierte Gruppe wird
durch einen gebrochenen Kreis markiert.
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Die Tzs-abhéngige Umsetzung von HMBPP mit AMP zu ZMP steht in Einklang mit der von
Astot et al. (2000) fur Ipt postulierten iPMP-unabhidngigen Cytokinin-Biosynthese unter
Inkorporation einer bereits hydroxylierten Seitengruppenvorstufe isoprenoiden Ursprungs.
Aufgrund der weitreichenden Ahnlichkeiten wiére es denkbar, dass Ipt ebenfalls das Substrat
HMBPP akzeptiert (Abbildung 26). Da sich Ipt jedoch nicht in loslicher Form aufreinigen

lieB3, konnte diese Hypothese nicht uberpruft werden.

Tzs / Ipt .
AMP + DMAPP ———» iPMP

.
AMP + HMBPP —=/PYp Zmp

Abbildung 26: Tmr/Tzs-vermittelte Umsetzung von
AMP zu iPMP bzw. ZMP, in Abhiangigkeit der zur
Verfugung stehenden Seitenkette.

3.4. Untersuchung eines moglichen Transfers von Tzs in die Pflanzenzelle
(in Kooperation mit Ag. Prof. Dr. P.J.J. Hooykaas, durchgefiihrt von
Annette C. Vergunst / Institut of Molecular Plant Sciences, Universitdit

Leiden, Niederlande)

Tzs wurde mit Hilfe des ,,Cre/Lox-Systems* auf Transfer in Arabidopsis thaliana (nach
Vergunst et al. 2000) bzw. auf Transfer in Saccharomyces cerevisiae (nach Schrammeijer et
al. 2003) untersucht. Dazu wurden Fusionen der 50 C-terminalen Aminosauren bzw. des
kompletten Tzs-Proteins mit der Cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1 hergestellt.
Fruhere Studien hatten gezeigt, dass die 50 C-terminalen Aminoséauren von VirE2 und VirF
fur einen Transfer in die Rezipientenzellen ausreichen. Wird Cre mit dem ,, Tragerprotein® in
die Empfangerzelle transferiert, so vermittelt es dort durch spezifische Rekombination die
Entfernung eines von /ox-Sequenzen flankierten DNA-Bereichs. Im Fall des verwendeten
A. thaliana-Stammes wird dadurch die Transkription eines Resistenzgens (nptll, Neomycin-
Phosphotransferase, Kan') wieder hergestellt. Die resultierenden Rekombinanten konnen auf
Kanamycin-haltigem Medium selektiert werden. Das Prinzip des Cre/Lox-Systems ist

exemplarisch fur A. thaliana 3043 in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Cre/Lox-System. Die fur die Analysen verwendeten A. thaliana-Pflanzen trugen in ihrem
Chromosom ein Resistenzgen (nptll, Neomycin-Phosphotransferase), welches durch einen lox-flankierten
DNA-Bereich vom dazu gehorenden Promotor getrennt war. Durch Cre-vermittelte Rekombination wird
der lox-flankierte Bereich entfernt und die Transkription des Resistenzgens wiederhergestellt.

Resultierende Rekombinaten werden anhand ihrer Kanamycin-Resistenz selektiert. (nach Vergunst et al.
2000, modifiziert)

Die Analyse des Tzs-Transfers wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
P.J.J. Hooykaas (Universitat Leiden, Niederlande) von Dr. Annette C. Vergunst durchgefuhrt.
Zusatzlich zu den in den Versuchsprotokollen (Vergunst et al. 2000, Schrammeijer et al.
2003) angegebenen A. tumefaciens (Octopin-Typ) wurde auch A. tumefaciens (Nopalin-Typ)
als Donor verwendet. Ein Transfer von Tzs konnte mit dieser Methode jedoch weder in

A. thaliana noch in S. cerevisiae nachgewiesen werden.

3.5. Analyse der Protein-Protein-Interaktion zwischen Tzs und VirBS

Die Interaktion von Tzs mit der Piluskomponente VirBS wurde die Hypothese des Transfers
von Tzs in die pflanzliche Zelle unterstitzen. Auch das transferierte Vir-Protein VirE2
interagiert mit VirD4 und damit einer Komponente des VirB/D4-Transmembrankomplexes
(Atmakuri et al. 2003). Lanka et al. wiederum postulierten eine Interaktion zwischen TraG
und Tral, den VirD4- bzw. VirD2-Homologen des RP4-Plasmids (zitiert in Baron et al.
2002). Da jedoch auch die Moglichkeit bestand, dass unter den Bedingungen des
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Geluberschichtungstests eine unspezifische Protein-Protein-Interaktion detektiert wurde,

sollte die Spezifitiat der VirB5-Tzs Interaktion durch weitere Analysen untersucht werden.

3.5.1. Vergleich der Proteinmenge von Virulenzproteinen in C58 und CB1005

Interagierende Proteine stabilisieren sich oft gegenseitig in vivo. Die Deletion des Gens eines
Partners kann somit zu einer Reduktion der Proteinmenge des Interaktionspartners fuhren
(Berger und Christie 1993). Um die Auswirkung der Deletion von VirB5 auf Tzs und andere
Vir-Proteine zu studieren, wurden C58 und CB1005 (AvirB5) unter gleichen Bedingungen auf
AB-Agarplatten mit und ohne Zusatz von Acetosyringon kultiviert. Gleiche Mengen der
Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE separiert, auf PVDF-Membran transferiert und die

zellulare Menge der Vir-Proteine mit spezifischen Antiseren detektiert.

Wie in Abbildung 28 zu sehen, konnte abgesehen von einer geringen Reduktion der VirB3-
Menge in CB1005 kein Unterschied in den zellularen Mengen der Vir-Proteine zwischen C58
und CB1005 festgestellt werden. VirB5 hatte somit keinen stabilisierenden Effekt auf Tzs. Im
Gegensatz zu VirB7 oder VirB9, bei deren Abwesenheit die Menge anderer Vir-Proteine
deutlich reduziert ist (Berger und Christie 1994, Fernandez et al. 1996 b), hatte VirB5 auch
keinen Einfluss auf die Akkumulation der restlichen Vir-Proteine. Es kann daher mit
Sicherheit davon ausgegangen werden, dass VirB5 keine essentielle Strukturkomponente des

VirB/D4-Transmembrankomplexes ist.
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Abbildung 28: Vergleich der zellularen Menge der Vir-Proteine in A. tumefaciens C58 und CB1005
(AvirB5). Aquivalente Mengen Zelllysat wurden mittels SDS-PAGE separiert und nach Transfer auf
PVDF-Membranen mit spezifischen Antiseren detektiert. Pfeile markieren die Vir-Proteine.
(+ virulenzgen-induziert / - nicht-induziert)
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3.5.2. Quervernetzung von Tzs

Um Tzs auf Interaktion mit anderen Vir-Proteinen zu testen, wurden virulenzgen-induzierte
und nicht-induzierte C58-Zellen, sowie isolierte T-Pili einer Vernetzung mit Formaldehyd
unterzogen.

Bei Quervernetzung von A. tumefaciens C58 mit O - 1 % Formaldehyd konnten 5 Tzs-
spezifische Vernetzungsprodukte detektiert werden (siehe Abbildung 29). Da die selben
Vernetzungsprodukte auch in CB1005 mit O - 1 % FA detektiert wurden (nicht gezeigt),

konnte keines davon auf eine Interaktion von VirB5 mit Tzs zuruckgefuihrt werden.

0% 0,1% 0,5% 1,0% FA
-+ -+ - -+

+

Tzs

Abbildung 29: Quervernetzung von Tzs mit 0 — 1 % FA in virulenzgen-induzierten (+)
und nicht-induzierten (-) A. tumefaciens C58-Zellen. Unvernetztes Tzs und Tzs-
Vernetzungsprodukte wurden mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE separiert, auf PVDF-
Membran ubertragen und mit Tzs-spezifischem Antiserum detektiert. Schwarze
Pfeilspitzen markieren die Vernetzungsprodukte.

Tzs konnte nicht im Kulturiiberstand unter virulenzgen-induzierenden und nicht-
induzierenden Bedingungen in AB-Flussigmedium angezogenen A. tumefaciens C58-Zellen
detektiert werden (nicht gezeigt). Wie in Abbildung 30 zu sehen, konnte Tzs ebenso wenig in

isolierten T-Pili detektiert werden.

z P Z+FA P+FA
R T, ST . §

-97
- 55
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-33
-27
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Abbildung 30: Quervernetzung intakter A. tumefaciens C58-Zellen (,,Z*) und isolierter
T-Pili (,,P“) mit 1 % FA. Nicht vernetzte Proben dienten als Negativkontrolle.
(+ virulenzgen-induziert / - nicht-induziert). Die mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE
separierten Proteine wurden auf PVDF-Membran uibertragen und mit Tzs-spezifischem
Antiserum detektiert.
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3.5.3. Analyse der Lokalisierung von Tzs in C58 und CB1005

Virulenzgen-induzierte und nicht-induzierte A. tumefaciens C58-pPZP300 und CB1005-
pPZP300 wurden in der French-Press-Zelle aufgebrochen, Zelltrummer sedimentiert und das
Totalzelllysat (,,T*) mittels Ultrazentrifugation in Membransediment (,,M*) und l6sliche
Proteine (,,S°) getrennt. Proben einer jeden Fraktion wurden mittels SDS-PAGE separiert. Die
aufgetragenen Proteinmengen der ,,S“- und ,,M“-Fraktion entsprachen dabei zusammen der
fur die ,,T“-Fraktion aufgetragenen Proteinmenge. Um den Einfluss des Vorliegens (C58)
bzw. der Abwesenheit von VirB5 (CB1005) auf die zellulare Lokalisierung von Tzs zu
untersuchen, wurde Tzs nach Transfer auf PVDF-Membran mit einem spezifischen

Antiserum detektiert (siche Abbildung 31).

C58- C58+ CB1005+
T S M T S M T S M

-39
e e e T P p——

Abbildung 31: Subzelluldre Lokalisierung von Tzs in A. tumefaciens
C58-pPZP300 und CB1005-pPZP300 (AvirB5). ,,T* = Totalzelllysat,
,,M“ = Membran-Fraktion, ,,S“ = Fraktion der loslichen Proteine.
(+ virulenzgen-induziert / - nicht-induziert). Detektion mit Tzs-
spezifischem Antiserum nach Separation der Proben mittels Glycin-
(12,5%)-SDS-PAGE und Transfer auf PVDF-Membran.

Wie in Abbildung 31 zu sehen, wurde Tzs in geringeren Mengen auch in der ,,T“- und ,,S*-
Fraktion nicht-induzierter A. tumefaciens C58-pPZP300-Zellen detektiert. Die Detektion von
Tzs unter den nicht-induzierenden Bedingungen beruhte dabei vermutlich auf der auf
pPZP300 zusiatzlich kodierten und exprimierten Kopie des Transkriptionsaktivators VirG. In
virulenzgen-induzierten C58-pPZP300 und CB1005-pPZP300 wurde Tzs zusatzlich zur ,, T*-
und ,,S“-Fraktion auch in der Membran-Fraktion nachgewiesen. VirB5 hatte keinen Einfluss
auf die Lokalisierung von Tzs in der Zelle, da dieses sowohl bei Anwesenheit wie auch
Abwesenheit von VirB5 die gleiche Fraktionierung zeigte. Der Umstand, dass das eigentlich
hydrophile Protein Tzs in virulenzgen-induzierten Zellen in der Membran-Fraktion detektiert
wurde, sprach aber fur eine Interaktion von Tzs mit Komponenten des VirB/D4-

Transmembrankomplexes.
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3.5.4. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels ,,pulldown assay*

Ahnlich zur Protein-A-Sepharose-vermittelten Immunprazipitation konnen Proteine auch mit
spezifischen Affinitatsmatrizes prazipitiert werden. Dazu ist es jedoch erforderlich, dass einer
der potentiellen Interaktionspartner in Fusion mit einem Affinitatspeptid vorliegt. Hierzu
eignen sich zB. Hexahistidin (Hise-), das eine hohe Affinitat fur chelatierte Nickel-Ionen
aufweist, oder das 8 Aminosauren lange StreplI-Peptid (WSHPQFEK), das an Strep-Tactin®
(Streptavidin)-Matrix bindet. Fur die Durchfuhrung von ,,pulldown-assays* wurde His,-
Thioredoxin A (TrxA)-markiertes VirB5 unter Verwendung von NiNTA-Agarose
aufgereinigt. Die Aufreinigung von unmarkiertem Tzs erfolgte wie unter 2.8.2. angegeben
und die Aufreinigung von StreplI-VirB5 und Strepll-Tzs mit einem ,,Strep-tag® Purification
System* der Firma IBA. In Abbildung 32 sind jeweils 1 ug der gereinigten Proteine nach
Separation mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung gezeigt.

Hiss-Trx Strep- Strep-
VirB5 Tzs VirB5 Tzs

- 97 L 97
- 55 . I55
— - 39 L 39
A - 33 - [ 33
7 27 i ;— [ 27
- 20 L 20
L 14 14

Abbildung 32: Glycin-(12,5%)-SDS-
PAGE der aufgereinigten Proteine.
Jeweils 1 ug Protein wurde aufgetragen
und nach elektrophoretischer Separation
mit Coomassie gefarbt.

Zur Analyse der VirB5-Tzs Interaktion wurden je 50 pmol Strepll-VirB5 mit Tzs bzw.
StrepIl-Tzs mit His,-TrxA-VirB5 gemischt und nach Inkubation mit 1 mg Strep-Tactin®
bedeckten Magnetkugeln versetzt. Das Strepll-markierte Protein adsorbierte an das
immobilisierte Strep-Tactin® und wurde nach mehreren Waschschritten durch Zugabe von

Biotin wieder gelost. Mit dem Strepll-markierten Protein interagierendes Protein wird dabei
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koeluiert. Die Resultate eines ,,pulldown-assays* unter Verwendung von Strepll-VirB5, Tzs

und Strep-Tactin® bedeckter Magnetkugeln sind in Abbildung 33 gezeigt.

o-VirB5 «a-Tzs
1 2 1 2

Abbildung 33: Koelution von Tzs mit Strepll-VirB5 unter Verwendung Strep-
Tactin® bedeckter Magnetkugeln. Die durch Zugabe von Biotin eluierten
Proteine wurden mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE separiert und nach
Transfer auf PVDF-Membran mit VirB5- und Tzs-spezifischem Antiserum
analysiert. Mit StreplI-VirB5 koeluiertes Tzs ist durch einen Pfeil markiert.
Spur 1: Strepll-VirB5 + Tzs; Spur 2: Tzs

Tzs konnte mit Strepll-VirB5 koeluiert werden. Eine unspezifische Interaktion von Tzs mit
den Strep-Tactin® bedeckten Magnetkugeln wurde nicht beobachtet. Umgekehrt konnte
jedoch keine Koelution von Hiss-TrxA-VirB5 mit StreplI-Tzs erzielt werden (nicht gezeigt).
Es wire moglich, dass die N-terminale Fusion von Strepll an Tzs oder die von His-TrxA an
VirB5 die Interaktion der beiden Proteine beeinflusste.

Da Strepll-VirB5 nicht in zufrieden stellender Reinheit aufgereinigt werden konnte
(siehe Abbildung 32), bestand die Moglichkeit einer Koelution von Tzs mit einem
unspezifisch an die Magnetkugeln bindenden Protein. In einem alternativen Ansatz wurde
daher 50 pmol His,-TrxA-VirB5 mit 50 pmol Tzs gemischt und mit 1 mg Ni-NTA-Agarose
versetzt. Hisg-TrxA-markiertes VirBS band an die in der Agarose-Matrix immobilisierten
Ni**-Ionen und wurde nach mehrmaligem Waschen durch Zugabe von Imidazol eluiert. Wie

in Abbildung 34 zu sehen, konnte dabei auch eine Koelution von Tzs beobachtet werden.
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o-VirB5 a-Tzs
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Abbildung 34: Koelution von Tzs mit Hiss,-TrxA-VirB5 unter Verwendung
von Ni-NTA-Agarose. Die durch Zugabe von Imidazol eluierten Proteine
wurden mittels Glycin-(12,5%)-SDS-PAGE separiert und nach Transfer auf
PVDF-Membran mit VirB5- und Tzs-spezifischem Antiserum analysiert. Mit
His,-TrxA-VirBS5 koeluiertes Tzs ist durch einen Pfeil markiert.

Spur 1: His,-TrxA-VirB5 + Tzs; Spur 2: Tzs

/

Tzs dienten als Negativkontrollen. Sie zeigten keine Koelution von Tzs mit dem VirB5-

»Pulldown-assays unter Verwendung von Strepll-VirB5,;, / Tzs und His,-TrxA-VirB5

suis suis

homologen Protein von B. suis (nicht gezeigt).

3.5.5. Analyse der VirB5-Tzs Interaktion mit dem Hefe-2-Hybridsystem

Die regulatorischen Proteine GAL4 und GALSO0 kontrollieren den Galactose-Metabolismus in
Hefe. Ist Galactose im Medium vorhanden, bindet GAL4 an spezifische Sequenzen
(,,upstream-activating sequences = UAS) und aktiviert die Transkription der dahinter
liegenden, fur die Metabolisierung von Galactose notwendigen Gene. Ist keine Galactose im
Medium vorhanden, bindet GAL80O an GAL4 und verhindert die Transkription. GAL4 besteht
aus einer DNA-bindenden Domine und einer Aktivierungs-Domiane. Beide Doméanen sind

auch getrennt voneinander funktionell.

Fur die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen unter Verwendung des Hefe-2-
Hybridsystems werden zu analysierende Proteine mit der GAL4-DNA-bindenden Domine
(GAL4-DBD) bzw. der Aktivierungs-Domane (GAL4-AD) fusioniert. Das GAL4-DBD-
Fusionsprotein bindet an die dafur vorgesehene UAS, kann jedoch nur dann die Transkription

aktivieren, wenn GAL4-DBD und GAL4-AD iber die Interaktion der mit ihnen fusionierten
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Proteine zusammen gebracht werden (Fields und Song 1989, Durfee et al. 1993). Die fur
GALA4 spezifischen UAS und der GAL4-Promotor sind in den verwendeten Hefe-Stimmen
einem chromosomalen lacZ-Reportergen vorgeschaltet, so dass die Transkriptionsaktivierung
anhand von B-Galactosidase-Aktivitat nachgewiesen werden kann. Um Interferenzen zu
vermeiden, fehlen den verwendeten Hefe-Stammen (zB. Y153), das endogene GAL4/GALS0-
System. Das Funktionsprinzip des Hefe-2-Hybridsystems ist in Abbildung 35 dargestellt.

Protein{Protein GAL4
1 2 -AD
GAL4
>
|

lacZ |—
UAS L=

Abbildung 35: Funktionsprinzip des Hefe-2-Hybridsystems. Zwei auf Interaktion zu
analysierende Proteine werden mit der DNA-bindenden-Doméne (GAL4-DBD) bzw. der
Aktivations-Domane (GAL4-AD) des GAL4-Transkriptionsaktivators exprimiert. Erst durch
Interaktion von Protein 1 und Protein 2 kann die Transkription des lacZ-Reportergens aktiviert
werden.

Fur die Durchfuhrung der Analysen wurde 7zs unter Verwendung der Oligonukleotide tzs 5°
(BspHI) und tzs 3° (BamHI) amplifiziert, mit BspHl / BamH]I geschnitten und in Ncol /
BamH] geschnittenen pAS2- bzw. pACTII-Vektor eingebracht. Vektor pAS2 tragt die fur
GAL4-DBD kodierende DNA-Sequenz, gefolgt von mehreren Restriktionsschnittstellen (u.A.
Ncol und BamHT) und einer Terminatorsequenz. Durch Einbringung des #zs-Gens in die Ncol-
Schnittstelle entstand ohne Verschiebung des Leserasters das Fusionsprotein GAL4-DBD-
Tzs. Vektor pACTII tragt die fur GAL4-AD kodierende DNA-Sequenz, ebenfalls gefolgt von
einer Ncol- und BamHI-Schnittstelle und einer Terminatorsequenz. Durch Einbringung des
tzs-Gens entstand nach dem gleichen Prinzip das Fusionsprotein GAL4-AD-Tzs. Beide
Vektoren besitzen einen E. coli-Replikationsursprung, sowie einen fur die Replikation in
Hefe. Die Selektion in E. coli erfolgte anhand einer Carb’-Kassette, die Selektion in Hefe uiber
die Synthese von Leucin (pACTII, LEU2) bzw. Tryptophan (pAS2, TRP1). Die Vektoren
pAS2-GAL4-DBD-VirB5 bzw. -VirE2 und pACTII-GAL4-AD-VirB5 bzw. -VirE2 standen

aus fritheren Arbeiten zur Verfugung.
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Die Vektoren wurden in pAS2 / pACTII Kombination in Y153 transformiert und mittels X-
Gal Kolonie-Filter-Test auf 3-Galaktosidase-Aktivitat hin untersucht (siche Abbildung 36).

\%\v\\“ pAS-B5/pACT-B5

pAS-E2/pACT-E2

pAS-tzs/pACT-tzs

pAS-B5/pACT-E2

pAS-B5/pACT-tzs

pAS-tzs/pACT-B5

VOPDOD®

pAS-tzs/pACT-E2

Abbildung 36: X-Gal Kolonie-Filter-Test. Die Hefe-Transformanten
wurden auf sterilem Filterpapier kultiviert das auf SD-Medium
(-Leu/-Trp) auflag. Nach 24 h bei 30°C wurden die Zellen in
flussigem Stickstoff aufgebrochen und mit X-Gal bis zur Blaufarbung
inkubiert.

Vorversuche zeigten, dass die Vektoren pAS2, pACTII in Hefe zu einer Selbstaktivierung
fuhrten. Dies beruht vermutlich auf der Transkriptions-aktivierenden Wirkung des auf den
verwendeten Vektoren kodierten Hamaglutinin-Epitops (Van Criekinge und Beyaert 1999).
Von den konstruierten Vektoren hatte pAS2-VirE2 (Fusion von VirE2 an die DNA-bindende
Domiéne von GAL4) ebenfalls eine Transkriptions-aktivierende Wirkung. Fur die restlichen

Vektoren wurde keine Selbstaktivierung detektiert.

Von jedem Transformationsexperiment wurden 6 Kolonien mittels X-Gal Kolonie-Filter-Test
analysiert. Wie in Abbildung 36 zu sehen, blieben auch im Falle eindeutig interagierender
Proteine einige der Transformanten weill. Dies konnte auf Verunreinigungen des Hefe-
Stammes mit Revertanten beruhen, die auch ohne einen der beiden Vektoren pAS2 und
pACTII auf SD-Medium ohne Leucin und Tryptophan wachsen konnten. Alternativ ware es
moglich, dass die Expression der $-Galaktosidase in den betreffenden Transformanten noch

nicht weit genug fortgeschritten war, um bei Zusatz von X-Gal eine Blaufarbung zu ergeben.
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Fur eine genauere Auswertung sind in Tabelle 7 die positiv getesteten Transformaten der

Gesamtzahl der getesteten Transformanten gegenuiber gestellt.

Tabelle 7: Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Hefe-2-Hybridsystem in Y153
(Zusammenfassung der Ergebnisse von 6 unabhidngigen Transformationsansatzen.

Pro Vektorkombination wurden dabei jeweils 6 Transformanten getestet).

Vektor-Kombination blaue Transformaten / ), Transformanten
in %

pAS-B5 / pACTII-B5 69.4 %

pAS-E2 / pACTII-E2 88,8 %

pAS-Tzs / pACTII-Tzs 0 %

pAS-B5 / pACTII-E2 72,2 %

pAS-B5 / pACTII-Tzs 61,1 %

pAS-Tzs / pACTII-B5 0 %

pAS-Tzs / pACTII-E2 0 %

Bei der Analyse mittels des Hefe-2-Hybridsystems wurde eine Interaktion von VirE2 mit
VirE2, sowie Interaktionen von VirB5 mit VirB5, VirE2 und Tzs beobachtet. Hefezellen, die
eine Fusion von VirB5 mit der DNA-bindenden Doméane von GAL4 (pAS2-VirB5) und eine
Fusion von Tzs mit der Transkriptions-aktivierenden Doméane von GAL4 (pACTII-Tzs)
trugen, zeigten eine deutliche Blaufarbung. Die umgekehrte Kombination (pAS2-Tzs +

pACTII-VirB5) lieferte hingegen keine Blaufarbung.
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4.  DISKUSSION

4.1. Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-Transmembrankomplex

von A. tumefaciens

Berger und Christie (1994) identifizierten VirB2-VirB11 und VirD4 als die essentiellen

Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes von A. tumefaciens. Seitdem wurden

im Rahmen weiterfuhrender Studien verschiedene Protein-Protein-Interaktionen zwischen

diesen Komponenten nachgewiesen, von denen einige der Assemblierung und Stabilitat der

Transporterstruktur, andere vermutlich der Erkennung der zu transferierenden Substrate

dienen. Die bereits bekannten Protein-Protein-Interaktionen der Komponenten des VirB/D4-

Transmembrankomplexes werden in Abbildung 37 veranschaulicht.
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Abbildung 37: Modell des VirB/D4-Transmembrankomplexes von A. tumefaciens.
Experimentell belegte Protein-Protein-Interaktionen sind soweit moglich durch
Uberlappungen gekennzeichnet (zB. VirE2-VirD4). aM = duflere Membran, iM = innere
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4.2. Identifikation von Vir-Protein-Komplexen nach Solubilisierung

der Membranen von A. tumefaciens mit n-Dodecyl-3-D-maltosid

Die bislang bekannten Protein-Protein-Interaktionen wurden vorwiegend unter Verwendung
genetischer und klassischer proteinbiochemischer Analysemethoden (z.B. Coimmun-
prazipitation, Hefe-2-Hybridsystem) erzielt. Ein Nachteil dieser Methoden besteht darin, dass
die Proteine dafur aus ihrem urspringlichen Umfeld (VirB/D4-Transmembrankomplex)
entfernt werden miuissen und die Untersuchungen unter artifiziellen Bedingungen erfolgen. Es
ist dabei nicht auszuschlieBen, dass sich einige der Protein-Protein-Interaktionen einer
Detektion entziehen. Dies gilt vor allem, fur Interaktionen, die uber membran-assoziierte
Bereiche der Proteine aufgebaut werden, oder fur solche, die erst im Verbund des
assemblierten Transporters auftreten. Mit dem Ziel auch diese Interaktionen zu analysieren,
wurde der VirB/D4-Transmembrankomplex einer Extraktion mit dem milden nicht-ionischen
Detergenz n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM) unterzogen und die solubilisierten Teilkomplexe
nach Separation mittels BN-PAGE und Gelfiltrations-Chromatographie mit spezifischen
Antiseren auf ihre Einzelkomponenten hin untersucht. Da DDM Protein-Protein-Interaktionen
in vielen Fallen nicht zerstort (Schiagger und v. Jagow 1991, Schagger ef al. 1994) kann man
davon ausgehen, dass es sich bei den isolierten Teilkomplexen um funktionelle Einheiten

handelt.

4.2.1. Lokalisierung der Vir-Proteine in der Zelle

VirB1-VirB11 und VirD4 bilden einen die innere und duBlere Membran durchspannenden
Multiproteinkomplex (VirB/D4-Transmembrankomplex). Die hier durchgefuhrte Analyse der
subzellularen Lokalisierung der Vir-Proteine bestatigte die Resultate fruherer Studien, denen
zufolge die Vir-Proteine fast ausschlieflich in membran-assoziierter Form vorliegen.
Ausnahmen bildeten VirB1 und VirE2, die sowohl in membran-assoziierter wie auch in
loslicher Form detektiert wurden (Abbildung 6). Die vorrangige Funktion von VirB1 liegt
vermutlich in der Lyse des Peptidoglykans. Es ist als einziges der VirB-Proteine nicht absolut
essentiell fur den Transfer der T-DNA. Bei VirE2 hingegen handelt es sich ebenso wie bei
VirD2 um Vir-Proteine, die im Zuge einer Infektion in die pflanzliche Zelle transferiert
werden. Beide wurden als zytoplasmatische Proteine beschrieben, weshalb die beobachtete

Membranlokalisierung umso uberraschender war. VirE2 konnte uiber seine Interaktion mit
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VirD4 mit dem VirB/D4-Transmembrankomplex verbunden sein (Atmakuri e al. 2003). Es
besitzt zwar auch die Fahigkeit, sich in Membranen einzulagern und Poren zu bilden (Dumas
et al. 2001), vermutlich wird dies in der bakteriellen Zelle jedoch durch die Interaktion mit
dem Chaperon VirEl unterdriickt (Sundberg et al. 1999, Zhao et al. 2001). VirD2 ist an der
Prozessierung der T-DNA beteiligt. Es bleibt mit dem 5°-Ende des generierten Einzelstranges
verbunden und tragt vermutlich die fur den Transfer der T-DNA in die pflanzliche Zelle
benotigten Signale. VirD2 weist keine ausgepragten hydrophoben Sequenzen auf, wurde bei
der subzelluldren Analyse aber ebenso wie die membran-gebundenen Komponenten des
VirB/D4-Transmembrankomplexes ausschlieBlich in der Fraktion der sedimentierten
Membranen detektiert. Interaktionen von VirD2 mit anderen Vir-Proteinen sind nicht
bekannt. Lanka et al. postulierten aber eine Interaktion zwischen TraG und Tral, den VirD4-
bzw. VirD2-Homologen des RP4-Plasmids (zitiert in Baron ef al. 2002), so dass auch analog
eine VirD2-VirD4 Interaktion im agrobakteriellen VirB/D4-System existieren konnte. Den
Resultaten der Lokalisierung zufolge konnte ein Grof3teil des zellularen VirD2-Proteins in

assoziierter Form mit dem VirB/D4-Transmembrankomplex vorliegen.

4.2.2. Solubilisierungs-Effizienz der Vir-Proteine

Die Vir-Proteine wiesen eine unterschiedliche Solubilisierungs-Effizienz bei Inkubation der
Membranen mit O - 2 % n-Dodecyl-B-D-maltosid auf (Abbildung 6). VirB11 lief sich selbst
mit 2 % DDM nicht bzw. nur in sehr geringen Mengen in Losung bringen. Die geringe
Solubilisierbarkeit von VirB11 mit nicht-ionischen Detergenzien wurde bereits von Rashkova
et al. (1997) beobachtet. Der Grund fur dieses Phianomen ist unbekannt. VirB11 konnte durch
besonders starke Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-Transmembrankomplex verankert
sein, oder aber bei Herauslosung aus dem Gesamtverbund seine strukturelle Integritét
verlieren, denaturieren und in hochmolekularen Aggregaten prazipitieren.

Die Vir-Proteine VirB1, VirB2, VirB4, VirB5, VirE2 und VirD2 hingegen konnten
bereits bei 0 % DDM solubilisiert werden. Die Solubilisierung beruhte vermutlich auf der
Detergenzwirkung der ebenfalls im Reaktionsansatz vorhandenen €-Amino-n-capronsaure.
Die leichte Solubilisierbarkeit dieser Vir-Proteine spricht fur eine geringe Membranaffinitat,
sowie vermutlich nur schwach ausgepragte Interaktionen mit den restlichen Komponenten des
VirB/D4-Transmembrankomplexes. Das hydrophile Protein VirB1l nimmt nur eine

akzessorische Funktion wahrend der Assemblierung des VirB/D4-Transmembrankomplexes
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ein und ist daher vermutlich nur locker mit diesem verbunden. Selbiges gilt vermutlich auch
fur das hydrophile Protein VirB5, dass uiber Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Vir-
Proteinen in der Membran verankert wird. VirE2 und VirD2 werden als Virulenzfaktoren in
die pflanzliche Zelle transferiert. Sie sind keine integralen Bestandteile des VirB/D4-
Transmembrankomplexe und interagieren vermutlich vorrangig uber Protein-Protein-
Interaktionen mit Komponenten desselben. Es wiare moglich, dass durch die hohe
Konzentration an e-Amino-n-capronsaure (750 mM) schwache Protein-Protein-Interaktionen
aufgehoben wurden. VirB2 und VirB4 hingegen sind uiber Transmembransegmente in der
inneren Membran verankert. Es wire aber denkbar, dass diese Proteine nur geringe
Wechselwirkungen mit anderen Komponenten des VirB/D4-Transporters eingehen und
deshalb besonders leicht solubilisiert werden konnten.

Die Vir-Proteine VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9, VirB10 und VirD4 benotigten
eine DDM-Konzentration von 0,5 % DDM um effizient solubilisiert zu werden. Dies konnte
auf eine hohere Membranaffinitit oder eine engere Verbindung mit dem VirB/D4-
Transmembrankomplex hinweisen, als es fur VirB1, VirB2, VirB4, VirB5, VirE2 und VirD2
der Fall ist. VirB7, VirB8, VirB9 und VirB10 sind die postulierten Kernkomponenten des
VirB/D4-Transmembrankomplexes. Sie bilden vermutlich eine die innere und #dulere
Membran durchspannende Pore. Ausgeprigte Protein-Protein-Interaktionen und die
Oligomerisierung zu einem hochmolekularen Komplex konnten die Solubilisierung erschwert
haben. VirD4 konnte uber Interaktion mit VirB10 ein Teil dieses Komplexes sein. Die
Solubilisierung von VirB6 bei einer DDM-Konzentration von 0,5 % lag vermutlich vorrangig
an der hohen Hydrophobizitiat des Proteins. VirB3 hingegen konnte aufgrund seiner
Lokalisierung in der dueren Membran teilweise vor einer Solubilisierung durch DDM
geschutzt gewesen sein. Es besteht die Moglichkeit, dass die dulere Membran Gram-
negativer Bakterien einer Solubilisierung durch nicht-ionische Detergenzien weniger

zugénglich ist als die innere Membran (Rashkova et al. 1997).

4.2.3. Analyse der DDM-solubilisierten Vir-Proteine

DDM-(2%)-solubilisierte Membranproteine wurden mittels BN-PAGE und Gelfiltrations-
Chromatographie entsprechend ihrer Groflen separiert und mit spezifischen Antiseren

detektiert. Beide Separationsverfahren zeichnen sich dadurch aus, dass die Auftrennung unter

nativen Bedingungen erfolgt und das Protein-Protein-Interaktionen dabei erhalten bleiben
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konnen (Schéigger und v. Jagow 1991, Schigger ef al. 1994). Proteine, die bei diesem
Analyseverfahren eine Kofraktionierung aufweisen, interagieren aller Wahrscheinlichkeit

nach.

Die Analyse der mittels BN-PAGE separierten DDM-(2%)-Solubilisate ergab, dass die Vir-
Proteine VirB8, VirB9 und VirB10 in einem Proteinkomplex hoher molekularer Masse (> 669
kDa — 440 kDa) kofraktionierten (Abbildung 7). Im Gegensatz dazu wurde VirB2 zusammen
mit VirB5 und VirB7 in einem Proteinkomplex von ca. 100 kDa gefunden, wobei VirB7
zusatzlich auch in Komplexen hoherer und niedrigerer molekularer Massen auftrat
(Abbildung 8). Bei Separation unter denaturierenden Bedingungen in der 2. Dimension zeigte
sich, dass VirB7 in den hohermolekularen Komplexen als VirB7-VirB9-Heterodimer und
VirB7-VirB7-Homodimer, vorlag, wihrend im ca. 100 kDa groen Proteinkomplex das
VirB7-VirB7-Homodimer und das VirB7-Monomer detektiert wurde (Abbildung 9). VirB2,
VirB5 und VirB7 sind die Komponenten des T-Pilus (Lai und Kado 1998, Schmidt-Eisenlohr
et al. 1999 b, Sagulenko er al. 2001 a). Die fragile Pilus-Struktur wird im Verlauf der
Membranpréiparation (2-fache Passage durch eine French-Press-Zelle, 20.000 psi) und
Membransolubilisierung (Ultraschallbehandlung) jedoch mit ziemlicher Sicherheit zerstort, so
dass es sich es sich bei dem detektierten ca. 100 kDa grofen Proteinkomplex um eine
Assemblierungsvorstufe des T-Pilus handeln konnte. Das VirB7-VirB7-Homodimer, welches
auch in Komplexen hoherer molekularer Masse detektiert wurde, konnte dabei als Anker
fungieren, der den T-Pilus nach seiner Assemblierung mit dem VirB/D4-Transmembran-
komplex verbindet.

Vergleichende Analysen der DDM-(2%)-Solubilisate von A. tumefaciens C58 (wt),
CB1005 (AvirB5) und CB1006 (AvirB6) zeigten, dass in CB1006 sowohl die Assemblierung
von VirB5, als auch die von VirB7 in membran-assoziierte Proteinkomplexe gestort war
(Abbildung 8). Bereits frithere Studien berichteten von einer Reduktion der VirB5-Menge und
der fehlenden Bildung von VirB7-VirB7-Homodimeren bei Deletion von virB6 (Hapfelmeier
et al. 2000). VirB6 konnte daher eine entscheidende Rolle bei der Assemblierung der T-Pili

spielen.
Bei Analyse der DDM-(2%)-Solubilisate mittels Gelfiltrations-Chromatographie wurde

ebenso wie bei Separation mittels BN-PAGE eine Auftrennung der Vir-Proteine in zwei

Fraktionen unterschiedlicher molekularer Masse beobachtet (Abbildung 10). VirB8, VirB9
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und VirB10 kofraktionierten mit den restlichen VirB-Proteinen (mit Ausnahme von VirB2),
sowie mit VirE2, VirD2 und VirD4 in einem Proteinkomplex hoher molekularer Masse
(> 669 - 440 kDa). Es ware moglich, dass es sich dabei, ebenso wie bei dem mittels BN-
PAGE detektierten VirB8-VirB9-VirB10 Komplex, um den als Ganzes solubilisierten
VirB/D4-Transporter handelte. Eine unterschiedliche Beladung der Proteine mit DDM und
Lipidmolekiulen konnte fur die Elution in Fraktionen unterschiedlicher molekularer Masse
verantwortlich gewesen sein. Einige der assoziierten Proteine (VirB3, VirB5, VirB6, VirB8
und in geringeren Mengen VirB9) schienen eine schwichere Bindung zum VirB/D4-
Transmembrankomplex aufzuweisen. Sie konnten zusammen mit VirB2 auch in Protein-
komplexen niedrigerer molekularer Masse (ca. 100 kDa) detektiert werden. Unspezifische
Kreuzreaktionen des verwendeten VirB7-Antiserums verhinderten Aussagen bezuiglich der
Fraktionierung von VirB7-VirB7 und VirB7. Aufgrund der Resultate der fruher
durchgefuhrten BN-PAGE Analysen, die mit einem spezifischeren VirB7-Antiserum
detektiert wurden, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass VirB7-VirB7 und VirB7
ebenfalls Bestandteile des 100 kDa- Proteinkomplexes waren. Aufgrund der Kofraktionierung
der T-Pilus Komponenten VirB2, VirBS und VirB7, konnte es sich bei dem isolierten ca. 100
kDa groBen Proteinkomplex um eine Assemblierungsvorstufe des T-Pilus handeln. Die
gleichzeitige Detektion von VirB3, VirB6 und VirB8 konnte fur eine Beteiligung dieser
Proteine an der Assemblierung des T-Pilus sprechen.

Fur VirE2 wurden ebenfalls Proteinkomplexe niedrigerer molekularer Masse
detektiert. Da diese mit ca. 60 kDa jedoch deutlich unter denen fur VirB2, VirB3, VirB5,
VirB6, VirB8 und VirB9 detektierten Komplexen lagen, handelte es sich hierbei vermutlich

um monomeres VirE2.

4.3. Modell der T-Pilus Assemblierung

In Zusammenfassung der oben aufgefuhrten Resultate, und unter Einbeziehung der
Ergebnisse anderer Arbeiten, wurde ein Modell fur die Assemblierung des T-Pilus aufgestellt

(siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Modell der T-Pilus Assemblierung in A. tumefaciens. Signalpeptide werden durch
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SPI, SPII = Signalpeptidase I und II.
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VirB2, VirB5 und VirB7 werden unter Abspaltung von Signalpeptiden durch Signalpeptidase
I (VirB2, VirB5) bzw. Signalpeptidase II (VirB7) uber die innere Membran hinweg
transferiert. Das Lipoprotein VirB7 wird anschlieBend uber eine Lipidmodifikation in der
Membran verankert, wiahrend VirB2 in zyklisierter Form in der inneren Membran
akkumuliert (Shirasu und Kado 1993). VirB2 interagiert mit VirB7 (Sagulenko et al. 2001 a)
und bei Quervernetzung isolierter T-Pili wurden Hinweise auf eine Interaktion von VirB5 mit
VirB2 gefunden (Abbildung 14).

VirB5 konnte aufgrund seiner Hydrophilitat als Chaperon oder Tragerprotein
fungieren, das den Transfer von VirB2 und eventuell VirB7 von der inneren zur dufleren
Membran katalysiert. Alternativ konnte es eine integrale Piluskomponente darstellen und als
solche moglicherweise im fertig assemblierten Pilus auch die Rolle eines Adhiésins
ubernehmen. VirB6 ist vermutlich ebenfalls an der Assemblierung der T-Pili beteiligt, da die

Deletion von virB6 zu einer reduzierten VirB5 Menge und einer fehlenden Bildung von
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VirB7-VirB7-Homodimeren fuhrte (Hapfelmeier et al. 2000). Das Fehlen von VirB7-VirB7
konnte fur die in CB1006 beobachtete Destabilisierung von VirB5 verantwortlich sein. VirB7
dient vermutlich der Verankerung des T-Pilus im VirB/D4-Transmembrankomplex. Da VirB6
jedoch an der Bildung der VirB7-VirB7-Homodimere beteiligt ist, ware es moglich, dass
VirB7 zumindest zeitweilig in Assoziation mit der inneren Membran vorliegt und dort
zusammen mit VirB2 und VirB5 einen Komplex bildet. VirB7 konnte jedoch auch
unabhéngig zur duleren Membran transferiert werden und dort als Rezeptor fur VirB2 -VirB5
dienen.

Interaktionen von VirB5 mit Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes
konnten den Transfer von VirB2 zur dufleren Membran unterstutzen. Tatsachlich wurde bei
gelfiltrations-chromatographischer Separation DDM-(2%)-solubilisierter Membranproteine
eine Kofraktionierung von VirB8 und VirB9 mit VirB2, VirB5 und VirB7 in einem 100 kDa
groflen Proteinkomplex beobachtet. Die Quervernetzung intakter A. tumefaciens Zellen mit
Formaldehyd ergab sowohl fur VirB5, wie auch VirB8, VirB9 und VirB10 dhnlich grof3e
Quervernetzungsprodukte, was ebenfalls als Hinweis fur eine Interaktion von VirB5 mit
einem oder mehreren dieser Proteine gewertet werden kann. Im Rahmen der Diplomarbeit
(Krall 1999) wurde eine Interaktion von VirB5 mit VirB11 detektiert.

Die ATPase VirB11 konnte eine sukzessive Freisetzung von VirB2 aus der inneren
Membran katalysieren (Sagulenko ef al. 2001 b), oder mittels Membranfusionierung den
Transfer von VirB2 von der inneren zur aufleren Membran erleichtern (Machon et al. 2002).
Eine Beteiligung von VirB11 an dem Transfer von VirB7 und VirB7-VirB7-Homodimeren
zur auleren Membran wurde ebenfalls postuliert (Sagulenko et al. 2001 b).

VirB3 ist vermutlich ebenfalls an der Assemblierung des T-Pilus beteiligt. Es
kofraktionierte mit VirB2, VirB5 und VirB7 bei gelfiltrations-chromatographischer
Separation DDM-(2%)-solubilisierter Membranproteine. Die zellularen Mengen von VirB3
sind bei Deletion von virB6 reduziert (Hapfelmeier et al. 2000).

VirB3 zeigte als einziges Vir-Protein auch eine leichte Reduktion bei Deletion von
virB5 (Abbildung 28). Da VirB3 in der dufleren Membran lokalisiert, konnte es als Akzeptor
oder Nukleationspunkt fur die Assemblierung von VirB2, VirB5 und VirB7 zum T-Pilus

dienen.
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4.4. Detektion von VirB1 in isolierten T-Pili

Bei Analyse FA-quervernetzter T-Pili wurden deutliche Mengen an VirB1 detektiert
(Abbildung 14). Eine unspezifische Detektion von VirB1 aufgrund von Verunreinigung der
T-Pilus Fraktion mit Zellmaterial kann ausgeschlossen werden, da die Detektion mit dem
hochsensitiven VirB8-spezifischen Antiserum keine Signale lieferte. Die Analyse mit VirB2-
spezifischem Antiserum ergab zwei prominente VirB2-Vernetzungsprodukte von ca. 30 kDa
und 34 kDa, bei denen es sich um vernetztes VirB2-VirB5 (4,5 kDa + 26 kDa = 30,5 kDa)
und vernetztes VirB2-VirB1 (4,5 kDa + 28 kDa = 32,5 kDa) handeln konnte. Signale im
Bereich von Proteinen gleicher molekularer Massen wurden bei Detektion mit VirB1- bzw.
VirB5-spezifischen Antiseren beobachtet.

Nach dem heutigem Kenntnisstand ist nicht auszuschlieBen, dass es sich bei dem
T-Pilus um eine Struktur handelt, die sowohl in der inneren wie dufleren Membran verankert
ist und den periplasmatischen Raum durchspannt. In diesem Fall ware die Interaktion einer
der Pilus-Komponenten mit VirB1 insofern von Vorteil, als dass dadurch die Assemblierung
oder auch die Integritit der bereits assemblierten T-Pili durch eine raumlich begrenzte Lyse

der Peptidoglykanschicht gewihrleistet werden konnte.

4.5. Analyse eines mit VirB5 interagierenden Proteins (Tzs)

Im Rahmen der Analyse von Protein-Protein-Interaktionen unter Verwendung des
Geluberschichtungstests wurde ein 27 kDa grofes, unter virulenzgen-induzierenden
Bedingungen produziertes Protein detektiert, das mit VirB5 interagierte. Das VirB5-
interagierende Protein wurde aus A. tumefaciens C58 aufgereinigt und mittels N-terminaler
Sequenzierung als ,,frans-Zeatin produzierendes Protein* (Tzs) identifiziert (Beaty et al.
1986). Tzs kommt nur auf Ti-Plasmiden des Nopalin-Typs vor. Es liegt dort auflerhalb der
T-DNA in der Vir-Region und wird durch VirA/VirG kontrolliert. A. tumefaciens Stamme,
die Ti-Plasmide des Nopalin-Typs tragen, sekretieren Zeatinribosid (ZR) und trans-Zeatin (Z)
ins umgebende Medium (Beaty et al. 1986, Powell et al. 1988). Die Funktion von Tzs im
Verlauf des Infektionsprozesses ist unklar, da auch Ti-Plasmide, die dieses Gen nicht tragen,
uber alle fur den Gentransfer notigen Informationen verfugen (Akiyoshi et al. 1987).

Zu tzs existiert ein Homolog, ipt, das als Onkogen auf der T-DNA aller Ti-Plasmide zu

finden ist. Ipt zeigt auf Ebene der Aminosauresequenz 47,1 % Identitit zu Tzs und katalysiert
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ebenso wie dieses uber eine Isopentenyltransferaseaktivitat die Umsetzung von AMP mit
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) zu iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat (iPMP)
(Powell et al. 1988). iPMP ist ein Cytokinin und stellt die Vorstufe fur die Synthese von
Cytokininen des Zeatin-Typs dar. Eine Erhohung der Cytokinin-Konzentration fuhrt in
pflanzlichen Zellen zu einer erhohten Zellteilung und verzogert die Seneszenz. Die
Transkription von ipt in der Pflanzenzelle wird durch eukaryontische Signalsequenzen

ermoglicht und hat die Ausbildung der charakteristischen Wurzelhalsgallen zur Folge.

4.5.1. Analyse der von Tzs katalysierten enzymatischen Reaktion

(in Zusammenarbeit mit Ag. Prof. Dr. M. H. Zenk, Biozentrum, Universitdt Halle)

Die virulenzgen-induzierte Expression von Tzs in A. tumefaciens geht mit der Synthese und
Sekretion von Zeatinribosid (ZR) und trans-Zeatin (Z) statt des zu erwarteten
Reaktionsproduktes iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat (iPMP) einher. Fur die Bildung
von Zeatinribosid-5"-monophosphat (ZMP), ZR und Z aus iPMP und dessen Folgeprodukten
iso-Pentenyladenosin (iPA) und iso-Pentenyladenin (iP) wurden urspriinglich unspezifische
Hydroxylierungsreaktionen verantwortlich gemacht (Akiyoshi et al. 1984, Powell et al.
1988). Untersuchungen von Astot et al. (2000) legten allerdings die Vermutung nahe, dass
ZMP nicht uber unspezifische Hydroxylierung aus iPMP, sondern durch die direkte
Verknupfung von AMP mit einer bereits hydroxylierten Seitenkettenvorstufe isoprenoiden
Ursprungs gebildet wird. 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldiphosphat (HMBPP), ein
Zwischenprodukt des vor kurzem entdeckten alternativen Isoprenoid-Biosynthese-Weges
(DXP-Weg), kam als das betreffende Substrat in Frage. Es verfugt uber die erforderliche
Hydroxylierung, um bei Umsetzung mit AMP in direkter Folge ZMP zu ergeben. Der
Deoxyxylulose-Phosphat-(DXP)-Weg tritt in Gram-negativen Bakterien und Chloroplasten
auf (Eisenreich et al. 1998, Rohdich et al. 2001), wahrend die Isoprenoid-Biosynthese in
Gram-postiven Bakterien und Eukaryonten nach dem klassischen Mevalonat-Weg erfolgt. Die
Analyse des Gesamtgenoms zeigte, dass A. tumefaciens als Gram-negativer Organismus uber
die Enzyme des DXP-Weges, nicht jedoch die des Mevalonat-Weges verfugt (Wood et al.
2001).

Tzs wurde zum Zweck der Durchfuhrung enzymatischer Tests in nativer Form
aufgereinigt. Bei der Aufreinigung wurde auch ein ca. 28 kDa grofles, vermutlich E. coli-
spezifisches Protein mitisoliert, dass mit keiner der angewandten Methoden abgetrennt

werden konnte. Da E. coli kein trans-Zeatin bildet (Akiyoshi et al. 1984), konnte jedoch

R



Diskussion

davon ausgegangen werden, dass die Isopentenyltransferaseaktivitat auf Tzs und nicht auf
Verunreinigungen durch E. coli-spezifische Proteine zurickzufuhren war. Die Analyse der
Tzs-katalysierten Umsetzung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Zenk im Rahmen des SFB 369. Es wurde dabei gezeigt, dass Tzs radioaktiv markiertes
HMBPP mit AMP zu ZMP umsetzt (Krall ef al. 2002 b). Da A. tumefaciens vor allem die
hyxdroxlierten Produkte Zeatinribosid und frans-Zeatin seketiert, handelt es sich bei dem
primar von Tzs umgesetzten Substrat aller Wahrscheinlichkeit nach um HMBPP statt

DMAPP (sieche Abbildung 39).
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Abbildung 39: Tzs/Ipt katalysierte Reaktionen. HMBPP= 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldiphosphat,
DMAPP = Dimethylallylpyrophosphat, iPMP = iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat, ZMP =
Zeatinribosid-5"-monophosphat, ZR = Zeatinribosid.

Aufgrund der Ahnlichkeit zu Tzs setzt Ipt moglicherweise ebenfalls iberwiegend HMBPP
um. Da sich Ipt jedoch kaum in l6slicher Form aufreinigen lieB3, war eine Analyse der

enzymatischen Reaktion nicht moglich.
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4.5.2. Bestatigung der VirB5-Tzs Interaktion

Der VirB/D4-abhangige Transfer setzt eine Interaktion des zu transferierenden Proteins mit
Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes voraus, wie es zum Beispiel fur VirE2-
VirD4 belegt wurde (Atmakuri et al. 2003). Die mittels Gelubersichtungstest detektierte
VirB5-Tzs Interaktion konnte daher als Hinweis fur einen Transfer von Tzs in die pflanzliche
Zelle gewertet werden. Da aber auch die Moglichkeit einer unspezifischen Interaktion der
beiden Proteine unter den Bedingungen des Geluberschichtungstests bestand, musste die

VirB5-Tzs Interaktion durch zusiatzliche Analysen bestatigt werden.

Bei Analyse der subzellularen Lokalisierung wurde Tzs in nicht-induzierten C58-pPZP300
Zellen nur in l6slicher Form, in virulenzgen-induzierten C58-pPZP300 und CB1005-pPZP300
Zellen aber zusatzlich auch in membran-assoziierter Form vorgefunden (Abbildung 31). Die
Membranlokalisation des hydrophilen Tzs-Proteins konnte durch eine Interaktionen mit
Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes verursacht worden sein. Da Tzs jedoch
auch in CB1005 in Assoziation mit den Membranen vorlag, war VirB5 fur die
Membranassoziierung von Tzs nicht essentiell. VirB5 tuibte auch keinen stabilisierenden
Einfluss auf Tzs aus, da dieses sowohl in C58 wie auch in CB1005 in vergleichbaren
zellularen Mengen detektiert wurde (Abbildung 28). Weitere Analysen zeigten, dass Tzs nicht
mit dem T-Pilus assoziierte (Abbildung 30) und nicht ins extrazellulire Milieu sekretiert

wurde.

In Coimmunprézipitations-Analysen unter Verwendung von aufgereinigtem StreplI-VirB5
und Tzs sowie Hg-TrxA-VirB5S und Tzs konnte eine Interaktion der beiden Proteine
nachgewiesen werden (Abbildung 33 und 34). Die Spezifitat der Interaktion wurde dadurch
weiter belegt, dass eine Coimmunprazipitation von Tzs mit dem VirB5-homologen aus B. suis

nicht moglich war.

Eine VirB5-Tzs Interaktion wurde ebenfalls mit Hilfe des Hefe-2-Hybridsystems
nachgewiesen. Hefezellen, die eine Fusion von VirBS mit der DNA-bindenden Doméne von
GAL4 (pAS2-VirB5) und eine Fusion von Tzs mit der Transkriptions-aktivierenden Doméne
von GAL4 (pACTII-Tzs) trugen, zeigten eine deutliche Blaufarbung im X-Gal Kolonie-
Filter-Test. Die umgekehrte Kombination (pAS2-Tzs + pACTII-VirB5) lieferte keine

Blaufarbung. Die fehlende Transkriptionsaktivierung konnte hier auf Konformations-
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anderungen eines der beiden Proteine durch die Fusion mit GAL4-DBD bzw. GAL4-AD
zuriickzufuhren sein, die eine erfolgreiche Interaktion verhinderten. Eine Dimerisierung von
Tzs konnte mittels Hefe-2-Hybridsystem nicht festgestellt werden, dafur jedoch die
Dimerisierung von VirB5 und eine Interaktion von VirB5 mit VirE2. Eine Dimerisierung
wurde auch fur das VirB5-homologe TraC des IncN-Plasmids pKM101 postuliert (Schmidt-
Eisenlohr et al. 1999 a).

4.5.3. Analyse eines moglichen Transfers von Tzs in die pflanzliche Zelle
(in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P.J.J. Hooykaas,
durchgefiihrt von Dr. Annette C. Vergunst, Institut of Molecular Plant Sciences,

Universitdt Leiden, Niederlande)

Der Umstand, dass Tzs durch VirA/VirG kontrolliert und bei Induktion des agrobakteriellen
Virulenzsystems verstarkt exprimiert wird, lasst auf eine Beteiligung am Infektionsprozess
schlieBen. Genaueres uber diese Beteiligung war jedoch nicht bekannt. Es wurde bislang
angenommen, dass das sekretierte trans-Zeatin Pflanzenzellen zur Zellteilung anregen und
dadurch die Integration der T-DNA ins pflanzliche Genom erleichtern konnte, oder aber das
Wirtsspektrum von A. fumefaciens beeinflusst (Powell ef al. 1988). Aufgrund der detektierten
Tzs-VirB5-Interaktion wurde als dritte Alternative der Transfer von Tzs als Virulenzfaktor in

die pflanzliche Zelle in Erwéagung gezogen und diese Moglichkeit direkt untersucht.

Tzs wurde mit Hilfe des ,,Cre/Lox-Systems‘ auf Transfer in A. thaliana (nach Vergunst et al.
2000) bzw. auf Transfer in S. cerevisiae (nach Schrammeijer et al. 2003) untersucht. Fur die
Analyse wurden die 50 C-terminalen Aminosauren, sowie das komplette Tzs-Protein mit der
Cre-Rekombinase des Bakteriophagen P1 fusioniert. Als Donor diente A. tumefaciens
(Octopin-Typ) und A. tumefaciens (Nopalin-Typ). Wird Cre mit dem ,,Tragerprotein® in die
Rezipientenzelle transferiert, so entfernt es dort mittels spezifischer Rekombination einen von
zwel lox-Sequenzen flankierten DNA-Bereich. Rekombinanten konnen anschlieBend auf

geeignetem Medium selektiert werden.

Ein Transfer war auch bei dreimaliger Wiederholung des Tests weder mit den 50 C-
terminalen Aminosduren, noch mit dem vollstandigen Tzs-Protein nachweisbar. Tzs wird
daher hochst wahrscheinlich nicht in die Pflanzenzelle transferiert. Gegen einen Transfer von

Tzs spricht auch die atypische Lokalisation des fur einen Transfer benotigten C-terminalen
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RXR-Motivs. Dieses liegt bei den transferierten Vir-Proteinen VirD2, VirE2 und VirF ca. 10
Aminosauren vom C-Terminus entfernt, wahrend es bei Tzs auf den letzten drei Aminosauren
des Proteins zu finden ist. Das RXR-Motiv dient vermutlich der Erkennung der Substrate
durch Komponenten des VirB/D4-Transmembrankomplexes (Schrammeijer et al. 2003,

Vergunst et al. 2000).

Obwohl die Interaktion von Tzs mit VirB5 in unterschiedlichen Versuchsansitzen beobachtet
wurde, konnte die Hypothese eines Transfers von Tzs in die pflanzliche Zelle nicht bestatigt
werden. Es ist daher nicht auszuschlieflen, dass es sich bei der beobachteten VirB5-Tzs
Interaktion um ein Artefakt handelt. Alternativ wiare es moglich, dass der Transfer von Tzs

nur in Kombination mit anderen Substraten erfolgt.
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen im VirB/D4-
Transmembrankomplex von A. tfumefaciens C58. Die erhaltenen Resultate sollten einem

naheren Einblick in Aufbau und Assemblierung des T4SS-Transporters dienen.

Unter Verwendung des milden, nicht-ionischen Detergenz n-Dodecyl--D-maltosid gelang
die Solubilisierung eines hochmolekularen Proteinkomplexes, in dem alle Vir-Proteine auler
VirB2 nachgewiesen werden konnten. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelte es sich dabei
um den im Ganzen solubilisierten VirB/D4-Transmembrankomplex. Zusiatzlich wurde ein ca.
100 kDa groBler Proteinkomplex solubilisiert, in dem die Vir-Proteine VirB2, VirB3, VirB5,
VirB6, VirB7, VirB8 und in geringen Mengen VirB9 detektiert wurden. Da vor allem VirB2,
VirB5 und VirB7 auch bei Analyse mittels BN-PAGE und bei Separation unter
denaturierenden Bedingungen in der 2. Dimension eine auffallende Kofraktionierung
aufwiesen, konnte es sich bei dem isolierten 100 kDa Proteinkomplex um eine Vorstufe der
T-Pilus-Assemblierung handeln. Unter Beruicksichtigung bereits bekannter Fakten wurde ein

Modell der T-Pilus-Assemblierung erstellt.

Bei dem Versuch, eine Interaktion zwischen VirB5 und anderen Komponenten des VirB/D4-
Transmembrankomplexes mittels Geluberschichtungstest nachzuweisen, wurde ein 27 kDa
grofles, mit VirB5 interagierendes Protein entdeckt. Durch Aufreinigung und N-terminale
Sequenzierung wurde dieses Protein als ,frans-Zeatin produzierendes Protein* (Tzs)
identifiziert. Die Spezifitat der VirB5-Tzs Interaktion wurde im Hefe-2-Hybridsystem und

durch Affinitatsprazipitation der gereinigten Proteine bestatigt.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. M.H. Zenk (Universitit Halle) konnte gezeigt
werden, dass Tzs 4-Hydroxy-3-methyl-2-(E)-butenyldiphosphat (HMBPP) mit AMP zum
Zeatinribosid-5"-monophosphat (ZMP) umsetzt. HMBPP ist ein Zwischenprodukt des in
Gram-negativen Bakterien entdeckten, alternativen Isoprenoid-Biosynthese Weges (DXP-
Weg). Tzs katalysiert nach Literaturangaben auch die Umsetzung von Dimethylallyl-
pyrophosphat (DMAPP) mit AMP zu iso-Pentenyladenosin-5"-monophosphat (iPMP). Da
Tzs-exprimierende A. tumefaciens-Zellen jedoch vor allem die hydroxylierten Produkte

Zeatinribosid (ZR) und trans-Zeatin sekretieren und bis dato kein Nachweis einer
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Hydroxylierungsreaktionen erbracht werden konnte, handelt es sich bei dem primér von Tzs

umgesetzten Substrat aller Wahrscheinlichkeit nach um HMBPP.

Tzs zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu Ipt, einem mit der T-DNA transferierten onkogenen
Protein. Ipt verwendet vermutlich ebenfalls HMBPP als Substrat. Da dieses Protein jedoch
nicht in ausreichenden Mengen in loslicher Form aufgereinigt werden konnte, war eine

Analyse der enzymatischen Reaktion nicht moglich.

Untersuchungen mit dem Cre/Lox-System (Schrammeijer et al. 2003, Vergunst et al. 2000) in
Kooperation mit Dr. Annette C. Vergunst (Universitiat Leiden) konnten den Transfer von Tzs
in die pflanzliche Zelle nicht belegen. Tzs ist dementsprechend vermutlich kein transferierter
Virulenzfaktor und ubt seine Funktion in der bakteriellen Zelle aus. Die physiologische

Relevanz der VirB5-Tzs Interaktion ist unklar.

Zusiatzlich zur VirB5-Tzs Interaktion wurde auch eine Interaktion von VirB5 mit VirE2 und
eine VirB5-VirB5 Interaktion detektiert. Die Deletion von virB5 zeigte bis auf eine geringe
Reduktion von VirB3 keine Auswirkungen auf die zellularen Mengen und die Assemblierung
der restlichen Vir-Proteine zu hohermolekularen, membran-assoziierten Proteinkomplexen.
VirB5 ist daher vermutlich keine integrale Strukturkomponente des VirB/D4-

Transmembrankomplexes und konnte allein der Assemblierung des T-Pilus dienen.
Im Rahmen der Analysen wurde neben VirB2, VirB5 und VirB7 auch VirB1 in isolierten T-

Pili detektiert. Eine unspezifische Detektion von VirB1 aufgrund von Verunreinigungen der

praparierten Proben mit Zellmaterial konnte ausgeschlossen werden.
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