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EINLEITUNG

Einleitung

1. Typ IV-Sekretionssysteme — adaptierte Konjugationssysteme

Bakterielle Krankheitserreger von Menschen, Tieren und Pflanzen haben eine grofle Anzahl
von Strategien entwickelt, um eukaryontische Zellen zu infizieren. Dabei hingt die
Kolonisation eines Wirts oftmals von der Sekretion von Enzymen, Toxinen und anderen
Virulenzfaktoren ab. Bei Gram-negativen Bakterien miissen diese Makromolekiile dabei
sowohl iiber die innere und &ullere Membran, als auch iiber die dazwischen liegende
Peptidoglykanschicht transportiert werden. Im Gegensatz zu dem Export iliber die
Zytoplasmamembran, der meist durch das Sec-System (general secretory pathway, GSP)
bewerkstelligt wird, haben sich fiir den Transfer durch die gesamte Zellhiille verschiedene
Sekretionsmaschinerien entwickelt. Einige der Sekretionssysteme bilden
Oberfldachenstrukturen aus, die Makromolekiile direkt in die Wirtszelle translozieren. Die gut
untersuchten Typ III-Sekretionssysteme injizieren in einem von Zellkontakt abhdngigen
Mechanismus bakterielle Effektorproteine direkt in das Zytosol eukaryontischer Zellen. Die
Substrate werden generell Sec-unabhingig direkt aus dem Zytoplasma sekretiert (Hueck,
1998). Im Gegensatz dazu konnen manche Typ IV-Sekretionssysteme (T4SS) Makromolekiile
auch in den extrazelluliren Raum freisetzten. Ferner konnen Typ IV-Substrate sowohl aus
dem Zytoplasma, der inneren Membran oder dem Periplasma transferiert werden (Nagai und

Roy, 2003).

Typ IV-Sekretionssysteme werden auch als adaptierte Konjugations-Systeme bezeichnet
(Winans ef al., 1996). Bakterielle Konjugation ermdglicht den Transfer von Plasmid-DNA
von einer Bakterienzelle zur anderen. Dieser horizontale Gentransfer ist ein natiirlicher
Prozess bei vielen Prokaryonten, der genetische Diversitit ermdglicht, was Mikroorganismen
die Adaption an verschiedene Umweltsituationen erleichtert und somit das Uberleben sichert.
In den Blickpunkt geriickt ist der Prozess der Konjugation besonders auf Grund seiner
Bedeutung bei der Verbreitung von Plasmiden, die Resistenzgene gegen Antibiotika tragen,
was in den letzten Jahrzehnten zu einem rasanten Anstieg mehrfach-resistenter pathogener
Organismen gefiihrt hat (Walsh, 2003). Die Ubertragung genetischen Materials erfordert

direkten Zell-Zell-Kontakt, was durch die Ausbildung eines konjugations-spezifischen
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Multiprotein-Komplexes ermoglicht wird, der beide Membranen des Bakteriums durchspannt
(Christie, 1997). Vergleiche des konjugativen Transfersystems (Tra) des IncN-Plasmids
pKM101 aus E. coli mit Komponenten makromolekularer Komplexe der pathogenen
Organismen Agrobacterium tumefaciens (VirB-System) und Bordetella pertussis (Ptl-System)
ergaben ein hohes MaB an Ahnlichkeiten der Sequenzen (Abb. 1). Basierend auf dieser
Entdeckung definiert man T4SS inzwischen als makromolekulare Transfersysteme, deren
Komponenten in der Sequenz und vermutlich auch in der Struktur Ahnlichkeiten zu denen

konjugativer Transfermaschinerien aufweisen (Weiss et al., 1993; Winans ef al., 1996).

; pKM101 L M A B c D NE ©O F G
E: col ra  —HHHH I HHE -
Agrobacterium pTiC58 B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B / VirD4
tumefaciens virB |:| n . - n D - - EJ-7 —c:—
Bordetella A B C D I E F G H
pertussis RH —HH — HHEEHEEHEEEH—

Abbildung 1: Vergleich des tra-operons von pKM101, des virB-Operons von Agrobacterium
tumefaciens und der ptl-Region von Bordetella pertussis. Alle drei Systeme gehoren zur Familie der
Typ IV-Transporter und sind in bakterielle Konjugation, Transfer von DNA bzw. die Sekretion von
Virulenzfaktoren involviert. Gene die &hnliche Proteine kodieren sind in der selben Schattierung
markiert.

In den letzten Jahren wurde in der Gruppe der Proteobakterien eine grole Anzahl Bakterien
identifiziert, die T4SS nutzen, um sich das Uberleben in den unterschiedlichsten &kologischen
Nischen zu sichern (siche auch Tabelle 1). Dabei ist sowohl die Variabilitit der sekretierten
Substrate als auch die Diversitit der Zielzellen (Bakterien, Pilze, Pflanzen, Tiere) immens.
Das gegenwirtige Modell von Struktur und Funktion der T4SS basiert groftenteils auf
Untersuchungen des pflanzenpathogenen Bakteriums 4. tumefaciens, dessen VirB/D4-

Komplex als Prototyp dieser Transporterfamilie gilt.
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2. Das Typ IV-Sekretionssystem des Modellorganismus Agrobacterium

tumefaciens

2.1. Der Gentransfer aus A. tumefaciens in Pflanzenzellen

A. tumefaciens ist ein Gram-negatives, fakultativ phytopathogenes Bodenbakterium. Es ist
in der Lage, eine Vielzahl von Dikotyledonen zu befallen, was in den infizierten Pflanzen zu
unkontrollierten Auswiichsen in Form von Tumoren und Gallen fiihrt (Wurzelhalsgallen-
Krankheit / crown gall disease). Im Zuge des Infektionsprozesses wird ein spezifisches DNA-
Fragment (T-DNA) in die Zellen verwundeten Pflanzengewebes transferiert (Zupan et al.,
2000). Das T4SS und andere Virulenzfaktoren kodieren auf vir-Genen auf dem 200 kb grof3en
Ti-(tumor inducing) Plasmid. Auf diesem befindet sich auch das 23 kb groBe T-DNA
Fragment, welches fiir mehrere Onkogene kodiert. Nach dem Transfer in die Pflanzenzelle
erfolgt die Integration der T-DNA in das Wirtsgenom, in dem eukaryontische Promotoren die
Expression der Onkogene antreiben. Die auf der Aktivitit der Onkogene beruhende
Uberproduktion von Pflanzenhormonen fiihrt zu einer unbegrenzten Proliferation der
Pflanzenzellen, was das typische Krankheitsbild bedingt. Dariiber hinaus erfolgt die
Biosynthese von Opinen, die Agrobacterium als préiferentiell von ihm genutzte Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle dienen (Kado, 1991).

Der Prozess des T-DNA-Transfers dhnelt stark dem des konjugativen Plasmidtransfers. Die
Endonuklease VirD2 setzt die T-DNA mittels Strangbruch aus dem Ti-Plasmid frei
(Pansegrau et al., 1993; Scheiffele et al., 1995) und bleibt anschlieBend kovalent mit dem
5’-Ende des einzelstringigen DNA-Fragmentes verbunden (T-Komplex). Wahrscheinlich ist
VirD2 auch das Substrat, welches durch das T4SS erkannt wird. Unabhéngig von der T-DNA
werden auch verschiedene Virulenzproteine, z.B. VirE2, VirE3 und VirF, in das Zytoplasma
der Pflanzenzelle transloziert (Dumas et al., 2001; Schrammeijer et al., 2001; Schrammeijer

et al.,2003).

2.2. Assemblierung und Struktur des T4SS von A. tumefaciens

Das groBte der sechs vir-Operonen des Ti-Plasmids ist das virB-Operon. Es kodiert fiir 11
Proteine, die in dem Transfer der T-DNA involviert sind. Sie assemblieren in einen Komplex,
der als Transportkanal die bakterielle Zellhiille durchspannt und einen dem
Konjugationsapparat dhnlichen Pilus ausbildet (T-Pilus). Basierend auf Vorhersagen der

Lokalisierung dieser Virulenzproteine in der Zelle und den Ergebnissen verschiedenster
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genetischer und biochemischer Studien wurde ein Arbeitsmodell der Struktur des T4SS
entwickelt (Christie, 2001; Zupan et al., 2000) (Abb. 2).

Mit Ausnahme von VirB1 sind alle VirB-Proteine (VirB2-VirB11) und zusétzlich VirD4
fiir den Transfer der T-DNA essentiell. Die Abwesenheit von VirB1 fiihrt allerdings zu einer
starken Reduktion der Virulenz um den Faktor 100 (Berger und Christie, 1994; Mushegian et
al., 1996). VirB1 wird Sec-abhingig ins Periplasma exportiert, wo ein Teil des C-Terminus,
VirB1*, proteolytisch prozessiert und iiber die dullere Membran freigesetzt wird. VirB1*
bleibt lose mit der Zelloberflache assoziiert (Baron et al., 1997a); seine Funktion ist weiterhin
unklar. VirB1 weist Ahnlichkeiten zu lytischen Transglykosylasen auf. Mdglicherweise
bewirkt das Protein eine lokale Lyse der Peptidoglykanschicht und erméglicht somit die
Assemblierung des T4SS (Koraimann, 2003).

OM

Abbildung 2: Modell des VirB/D4-Transmembrankomplexes in A. tumefaciens. Die Proteine mit
primdrer Lokalisierung in den inneren und &uBleren Membranen (VirB6-VirB10) interagieren
miteinander und bilden wahrscheinlich den die Membran durchspannenden Kernkomplex. Ob und wie
die Substrate durch diesen potentiellen Kanal transferiert werden bedarf weiterer Untersuchungen.
VirB2, VirB5 und VirB7 bilden vermutlich die auf der Oberfliche exponierte Pilusstruktur aus.
Unklar ist auch die Rolle der mit dem Transporter assoziierten Komponenten VirD4, VirB4 und
VirB11, die Nukleotid-bindende Walker A- und B-Motive enthalten.
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Die Komponenten des VirB/D4-Komplexes lassen sich in drei Klassen einteilen, welche
die Unterstrukturen des Transporters ausbilden. Die erste Klasse umfasst die NTPasen
VirD4, VirB4 und VirB11, denen energetisierende Funktionen fiir die Assemblierung
und/oder den Substrattransfer zugeschrieben werden. Im Fall der VirB11- und VirD4-
Homologen HP0525 von Helicobacter pylori bzw. TrwB des Plasmids R388, wurden die
Kristallstrukturen aufgekléart (Gomis-Ruth et al., 2001; Yeo et al., 2000). Beide Proteine
bilden vermutlich hexamere Ringe in der inneren Membran aus. VirD4/TrwB zéhlt zu den so
genannten coupling proteins, denen man wahrend des Plasmid- bzw. T-DNA Transfers eine
Schliisselrolle fiir die Bindung der Substrate an den Transporter zuschreibt (Atmakuri et al.,
2003; Llosa et al., 2003). Das Protein weist ein Walker A- und B-Motiv auf und kénnte durch
NTP-Hydrolyse den T-DNA-Transfer katalysieren. VirB11-dhnliche ATPasen bilden eine
grof3e Proteinfamilie, die in Transportern Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien weit
verbreitet ist (Cascales und Christie, 2003). HP0525 liegt als ein in seiner Struktur
dynamischer homohexamerer Ring vor, der, wie auch TrwB/VirD4, einen Kanal ausbilden
konnte. VirB4, das grofite der VirB-Proteine, liegt ebenfalls in der Zytoplasmamembran vor
und bildet Homooligomere aus. Im Fall von A. tumefaciens wurde gezeigt, dass die
enzymatische NTPase-Aktivitit des Proteins fiir den Substrat-Transfer benotigt wird (Dang et
al., 1999).

Die zweite Klasse umfasst die Proteine der inneren (VirB6, VirB8, VirB10) und der
duBeren Membran (VirB7, VirB9), die zum Teil auch in das Periplasma hineinragen. Thre
funktionale Bedeutung wird dadurch offenbar, dass Homologe in fast allen T4SS identifiziert
werden konnten. Dariiber hinaus ist die Stabilitdt vieler VirB-Proteine von der Anwesenheit
dieser Kernkomponenten abhéngig. In den letzten Jahren wurden besonders intensiv
potentielle Interaktionen zwischen den Virulenzproteinen VirB7-VirB10 untersucht. Die
Ergebnisse dieser Analysen unterstiitzen die Hypothese, dass durch diese Proteine ein die
Zellhiille durchspannender Kern gebildet wird (Baron et al., 1997b; Beaupré et al., 1997; Das
und Xie, 2000). Studien von Cascales und Christie (2004), in denen Kontakte des
transferierten Nukleoproteinkomplexes mit einigen dieser Komponenten nachgewiesen
wurden, zeigen, dass dieser Kernkomplex auch den Substratkanal darstellen konnte. VirB6 ist
ein stark hydrophobes Protein, welches in der inneren Membran lokalisiert und offensichtlich
am Anfang des Transfers durch den postulierten Kanal steht (Jakubowski et al., 2004).
Andererseits wird fiir VirB6 auch eine Funktion wihrend der Pilusassemblierung diskutiert

(Hapfelmeier et al., 2000; Jakubowski et al., 2003).
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Zur dritten Klasse der Virulenzproteine zéhlt man die Komponenten, die den potentiellen
T-Pilus ausbilden. Als Haupt-Pilusuntereinheit gilt VirB2, welches Sec-abhingig in das
Periplasma exportiert wird (Lai und Kado, 2000). AnschlieBend wird es einer weiteren
Prozessierung unterzogen, die zu einem zirkuldren VirB2-Pilin fiihrt (Eisenbrandt et al.,
1999). Es ist unklar wie diese Pilin-Untereinheiten iiber die duflere Membran gelangen. VirB5
und das Lipoprotein VirB7 werden als pilus-assoziierte Proteine bezeichnet. Fiir beide wurde
eine Ko-Fraktionierung mit VirB2 gezeigt (Krall ef al., 2002; Sagulenko et al., 2001). Die
Rolle des T-Pilus wihrend des Transportprozesses ist noch unbekannt - bisher existieren
beispielsweise keinerlei Hinweise fiir einen Transfer der T-DNA durch den T-Pilus. Kiirzlich
wurden Interaktionspartner von VirB2 mittels eines screens in einer c-DNA von Arabidopsis
thaliana identifiziert, was fiir eine Beteiligung dieser Oberfldchenstruktur an der Wirtszell-
Interaktion spricht (Hwang und Gelvin, 2004).

Der von Cascales und Christie postulierte Transferweg der T-DNA durch das T4SS stimmt
mit vorherigen Experimenten iiberein. Die Resultate machen deutlich, dass die drei
beschriebenen Unterstrukturen koordiniert arbeiten, um die Sekretion der Substrate zu
ermoglichen. Dieser Prozess beginnt mit deren Rekrutierung an den Transporter, und fiihrt

zum Transfer durch die Zellhiille.

3. Uberblick iiber Typ IV-Sekretionssysteme weiterer pathogener

Organismen

Die rasch wachsende Zahl sequenzierter bakterieller Genome fiihrte zur Entdeckung einer
Vielzahl von T4SS in Gram-negativen pathogenen Bakterien, wie z.B. H. pylori (Gastritis,
kann Magenkrebs auslosen), B. pertussis (Keuchhusten), Bartonella ssp. (Bartonellose),
Brucella ssp. (Brucellose) oder Legionella pneumophila (Legiondrs-Krankheit / atypische
Pneumonie). Dabei wurde auch die Vielseitigkeit der T4SS deutlich. Die Mitglieder der
Familie der T4SS werden mittlerweile in drei Gruppen eingeteilt (Cascales und Christie,
2003; Ding et al., 2003): (i) Konjugationssysteme, die den DNA-Transfer in die
Rezipientenzellen vermitteln; (ii) ,,Effektor Translokations-Systeme*, welche Molekiile
wihrend der Infektion in die eukaryontische Wirtszelle transferieren; (iii) ,,DNA-Aufnahme
oder Freisetzungs-Systeme®, die dem Austausch von DNA mit dem Milieu dienen. Tabelle 1
gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten Beispiele dieser Gruppen. Die essentielle

Bedeutung der identifizierten T4SS fiir die bakterielle Virulenz wurde in vielen Féllen bereits
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bestétigt, aber die genaue Rolle, die sie beim Infektionsprozess spielen, ist hdufig noch
unklar.

Tabelle 1: Ubersicht iiber verschiedene T4SS-abhingige Mechanismen
(modifiziert nach Cascales and Christie, 2003)

Bakterium Sekretions- Funktion / Substrat
system
Konjugation/DNA-Transfer  E. coli F-Plasmid (IncF) Tra konjugativer Transfer / DNA
E. coli R388 (IncW) Trw konjugativer Transfer / DNA
A. tumefaciens VirB onkogene Transformation von
Pflanzenzellen / T-DNA
Effektor-Translokation A. tumefaciens VirB onkogene Transformation von
Pflanzenzellen / VirD2, VirE2, etc
B. pertussis Ptl Interferenz mit Signal-
Transduktionsweg der Zielzelle /
Pertussis-Toxin
Brucella ssp. VirB intrazellulires Uberleben /
unbekannt
Helicobacter pylori Cag Interferenz mit Signal-
Transduktionsweg der Zielzelle /
CagA
Bartonella ssp. VirB, Trw  intrazelluliires Uberleben /
unbekannt
Legionella pneumophila Dot/Iecm intrazellulires Uberleben / DotA,
RalF
DNA Aufnahme/Freisetzung H. pylori ComB DNA-Aufnahme, Kompetenz
Neisseria gonorrhoeae Tra DNA-Freisetzung

Interessanterweise bestehen in vielen Fillen auffallende Ahnlichkeiten der Anzahl und
Anordnung der T4SS-kodierenden Regionen zu den Genen, die fiir das VirB/D4-System
kodieren (z.B. bei Brucella suis oder Bartonella tribocorum). In einigen Bakterien dagegen
scheinen nur einige der homologen Proteine des T4SS von A. tumefaciens vorzukommen
(Baron et al., 2002; Christie und Vogel, 2000). In H. pylori kodieren zum Beispiel nur
Homologe fiir VirB4, VirB7-11 und VirD4 in der cag- (cytotoxin associated gene) Region.
Unter den Organismen, die ein T4SS fiir ihre Virulenz benétigen, befinden sich Bakterien, die
unterschiedlichste 0kologische Nischen besiedeln. Viele von ihnen sind fakultativ oder
obligat intrazelluldre Pathogene, wie z.B. Brucella ssp., L. pneumophila oder Rickettsia ssp..
Im Fall der intrazelluldren Bakterien der Gattung Bartonella wurden sogar zwei funktionelle
T4SS identifiziert, das VirB- und das Trw- System (Schulein und Dehio, 2002; Seubert et al.,
2003). Beide Systeme werden fiir die Invasion und das Uberleben in humanen Epithelzellen

benotigt.
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In den letzten Jahren lag einer der Forschungsschwerpunkte auf der Identifizierung von
Effektoren, die mittels der T4SS sekretiert werden. Da inzwischen davon ausgegangen wird,
dass die Signale fiir den DNA-Transport nicht im DNA-Molekiil per se, sondern in den mit
der DNA assoziierten Proteinen vorliegen, handelt es sich bei den T4SS pathogener Bakterien
mit grofer Wahrscheinlichkeit um Proteintransporter. Momentan ist die Zahl der
identifizierten Effektorproteine aber noch begrenzt. Im Fall von B. pertussis beispielsweise
dient das gefundene Ptl-System (pertussis toxin liberation) der Freisetzung des Pertussis-
Toxins (Weiss et al., 1993). Ein weiteres intensiv untersuchtes T4SS ist das Cag-System von
H. pylori, welches den Transport des 145 kDa grolen CagA-Proteins ermdglicht (Odenbreit et
al., 2000). CagA wird direkt in die Wirtszelle injiziert und interferiert dort mit dem Signal-
Transduktionsweg der Zielzelle (Segal et al., 1999). Die Erkennungssequenzen konnten
prinzipiell innerhalb des C-terminalen Teils der Effektorproteine liegen (Vergunst et al.,

2003; Fischer, W. zitiert in Llosa and O’Callaghan, 2004).

Es wird immer offensichtlicher, wie vielfiltig die Rolle ist, die T4SS fiir das Uberleben
pathogener Bakterien in ihrem Habitat spielen. Der biotechnologische Nutzen dieser Systeme
konnte deshalb in Zukunft tiber die Anwendung des Agrobacterium Ti-Systems zur
Manipulation von eukaryontischen Zellen hinausgehen. T4SS pathogener Bakterien wéren
zum Beispiel als Ziele fiir die Entwicklung alternativer Antibiotika denkbar. Ein nicht-
funktionelles Sekretionssystem wiirde den Erreger ,,entwaffnen und ihn sensitiv gegeniiber
dem wirtseigenen Abwehrsystem machen. Das Unterbinden der Sekretion von
Virulenzfaktoren kdnnte an Stelle des Eingreifens in essentielle metabolische Prozesse der
Mikroorganismen eine neue Strategie zur Behandlung von Infektionskrankheiten sein und das

Problem der Resistenzbildung umgehen.

4. Tier- und humanpathogene Bakterien der Gattung Brucella ssp.

4.1. Vorkommen und Bedeutung als Krankheitserreger

Brucella ssp. sind Gram-negative, fakultativ intrazelluldre Bakterien und Verursacher der
Brucellose, einer weltweit verbreiteten Zoonose. Man unterscheidet sechs Spezies, von denen
vier auch humanpathogen sind (Winstead, 2002). Alle Brucella-Spezies sind aber primér
tierpathogen und werden nach ihrer Wirtspraferenz eingeteilt, z.B. B. abortus (Rinder),

B. melitensis (Ziegen) oder B. suis (Schweine). Der Haupterreger bei Menschen ist
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B. melitensis (Malta-Fieber), der 1887 von Sir David Bruce, einem Arzt der britischen Armee,
auf Malta entdeckt wurde. Brucella verursacht eine chronische Infektion mit verschiedensten
pathologischen Manifestationen (Grippe-dhnlichen Symptome zu Beginn der Infektion, in
Wellen verlaufendes Fieber, Gelenkentziindungen, Endocarditis). Als Hauptinfektionsquellen
gelten kontaminierte Tierprodukte wie Milch und Fleisch, eine Ubertragung ist aber auch
durch Aerosole mdglich. In domestizierten Tieren, wie Rindern, Ziegen, Schafen und
Schweinen sind die charakteristischen Merkmale des Krankheitsverlaufes der Abort bei
trachtigen weiblichen und Sterilitdt bei ménnlichen Tieren (Corbel, 1997). Trotz des regional
begrenzten Auftretens von Brucellose z.B. in mediterranen Gebieten, Teilen Asiens, Afrikas
und Lateinamerikas, richtet diese Infektion nach wie vor groen 6konomischen Schaden an
(Corbel, 1997). Aufgrund seiner Eigenschaft, lang anhaltende und schwer zu behandelnde
Infektionen hervorzurufen, steht Brucella auf der Liste von Organismen, die als potentielle
Biowaffen / Bioterror-Agenzien eingesetzt werden konnen. B. suis wurde bereits in den 50er
Jahren vom US-Militér als Biologische Waffe entwickelt (Winstead, 2002). Inzwischen
wurden die Genome von B. suis (Paulsen et al., 2002) und B. melitensis (DelVecchio et al.,
2002) vollstindig sequenziert. Sie werden der Gruppe der a.-Proteobakterien zugeordnet und
sind mit anderen intrazelluldren Tier/Humanpathogenen wie z.B. Bartonella ssp. und mit

pflanzen-assoziierten Spezies der Rhizobium/Agrobacterium-Gruppe nahe verwandt.

4.2. Das Typ IV-Sekretionssystem von Brucella ssp.

In der Arbeitsgruppe um D. O’Callaghan wurde 1999 das virB-Operon von B. suis
identifiziert. Insertionen in Genen dieser Region hatten zu einer starken Reduktion der
Virulenz von Brucella und der Fahigkeit, intrazelluldr in Makrophagen zu iiberleben, gefiihrt
(O’Callaghan et al., 1999). Weitere Analysen zeigten, dass die Organisation der virB-Gene
eine hohe Ahnlichkeit zu der entsprechenden Region in 4. tumefaciens aufweist (Abbildung

3).
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Pilus-Komponenten Kern-Komplex
N N -
<« >
Agrobacterium pTiC58 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 BM / VirD4
tumefaciens VirB C HIHE - 7 S
B1 BY B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B0 BH B12BY
Brucellasuis  Vis —_1-Z-THE- =TS TS T gt -

Abbildung 3: Vergleich der virB-Region von B. suis und des virB-Operons von A. tumefaciens.
Die Gene von B. suis enthalten zusétzlich zwei repetitive Sequenzen (Bru), die charakteristisch fiir
intergenische Regionen in Brucella sind (Halling und Bricker, 1994). Gene, die dhnliche Proteine
kodieren sind in derselben Schattierung markiert.

Homologe aller 11 VirB-Proteine kodieren im B. suis virB-Operon. Das zusétzliche Protein
ORF12 / VirB12 dagegen kommt weder im VirB/D4-System, noch in den anderen bisher
identifizierten T4SS vor. Wihrend die genetische Organisation der virB-Region grolle
Ahnlichkeit zu der von A. tumefaciens aufweist, zeigten Vergleiche der
Aminoséduresequenzen, dass die engste Verwandtschaft zu den Ptl-Komponenten von
B. pertussis besteht (30 - 50% Identitit; 50 - 80% Ahnlichkeit). Eine Ausnahme stellt dabei
allerdings VirB6 dar, das nur 14,5% identische Aminosduren mit B. pertussis PtID teilt. Fiir
VirB6 wird postuliert, dass es durch Interaktion mit den Substraten den Transfer durch den
Kernkomplex einleitet (Cascales und Christie, 2004; Christie, 1997). Die geringe Ahnlichkeit
konnte durch die unterschiedlichen zu transportierenden Substrate und deren Erkennung zu
erkldren sein. Interessanterweise enthilt die virB-Region von Brucella ebenso wie die ptl-
Region von Bordetella kein Homolog des sogenannten coupling protein VirD4 (siehe auch
Abb.1). Fiir das Ptl-System ist inzwischen bekannt, dass die Untereinheiten des Pertussis-
Toxins T4SS-unabhingig mittels des general secretory pathway (GSP) iiber die
Zytoplasmamembran gelangen und somit die Rekrutierung durch VirD4 umgangen wird
(Burns, 2003). Ein dhnlicher Mechanismus fiir die Substraterkennung und Translokation
konnte auch im Brucella-System stattfinden.

Das VirB-System wurde aufler in B. suis auch in anderen Brucella-Spezies, wie z.B. in B.
abortus und B. melitensis nachgewiesen (O'Callaghan ef al., 1999; Sieira et al., 2000). In allen
Fillen wurde die essentielle Bedeutung des VirB-System fiir das intrazellulire Uberleben der
Bakterien gezeigt. Allerdings ist weder bekannt zu welchem Zeitpunkt der Infektion das T4SS
eine Rolle spielt ist, noch welche Virulenzfaktoren sekretiert werden. Brucella ssp. sind in der
Lage, sowohl in professionelle als auch in nicht-professionelle phagocytische Zellen
einzudringen, dort zu {iberleben und sich zu vermehren. Offensichtlich hat Brucella eine

Strategie entwickelt, um den Prozess der Phagosomen-Reifung zu verdndern (Boschiroli et
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al., 2002). Nach der Phagocytose der Bakterien fusioniert das entstandene Phagosom mit
Vesikeln des frithen endosomalen Weges, und es kommt zu einer starken Ansduerung, was in
B. suis zur Induktion der virB-Gene flihrt (Boschiroli et al., 2001; Rouot et al., 2003). Mittels
unbekannter Mechanismen werden die Vesikel mit den Bakterien ,,umgeleitet” und treten in
den autophagocytischen Weg ein (Dorn ef al., 2002). Der Eintritt von Brucella in
Kompartimente des autophagocytischen Weges und die Lokalisierung in Organellen, die dem
endoplasmatischen Retikulum #hneln, scheint fiir das weitere Uberleben und die Replikation
von Brucella entscheidend zu sein (Comerci et al., 2001; Pizarro-Cerda et al., 1998; Sieira et
al., 2000). Untersuchungen des obligat intrazelluldren Bakteriums L. pneumophila zeigten die
Wichtigkeit des Aufnahmemechanismus und des intrazelluldren Wegs des Organismus fiir
einen erfolgreichen Infektionsprozess. Diese Prozesse werden durch die Ausschleusung von
Virulenzfaktoren iiber das T4SS beeinflusst (Watarai et al., 2001; Watarai et al., 2002). Die
Effektormolekiile, die mittels des VirB-Systems von Brucella sekretiert werden, konnten
daran beteiligt sein, den Abbau im Phagosom zu vermeiden oder zur Ausbildung der

Replikations-Nische beitragen.

S. Die Piluskomponente VirBS der verschiedenen Typ IV-

Sekretionssysteme

Gegenwirtig liegen die Sequenzen von 15 VirB5-Proteinen in den Datenbanken vor. Die
Proteine haben eine charakteristische Linge von ungefihr 220 Aminosduren und sind sehr
hydrophil (Cao und Saier, 2001). Vergleiche der Aminosiure-Sequenzen zeigten, dass die in
den Datenbanken gefundenen VirB5-Proteine iiber die gesamte Lange hinweg eine recht hohe
Ahnlichkeit aufweisen (zwischen 45 - 65% Ahnlichkeit). Die N-terminale Signalpeptid-
Sequenz kennzeichnet sie als periplasmatische Proteine. VirB5 ist eine fiir die Virulenz
essentielle Komponente der T4SS und wurde sowohl in 4. tumefaciens, als auch im
Konjugationssystem des IncN-Plasmids pKM101 von E. coli (TraC) als Nebenkomponente
des Pilus identifiziert (Schmidt-Eisenlohr et al., 1999a; Schmidt-Eisenlohr et al., 1999b). Vor
kurzem wurde in 4. tumefaciens auch eine Ko-Fraktionierung des in der d&uleren Membran
lokalisierten Lipoproteins VirB7 mit VirB5 gezeigt (Krall et al., 2002; Sagulenko et al.,
2001). Moglicherweise bilden diese Komponenten gemeinsam den Pilus oder eine Pilus-
Assemblierungsplattform aus. Bisher wurde das Vorhandensein einer solchen T4SS-

abhingigen Oberfldchenstruktur aber nur in 4. tumefaciens und E. coli bestétigt (Chen et al.,
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2002; Fullner et al., 1996). Da VirB5 in unterschiedlichen Bereichen der Bakterienzelle
(Membran, Periplasma und Pilus) lokalisiert (Schandel et al., 1992; Schmidt-Eisenlohr et al.,
1999a), ist es nicht unwahrscheinlich, dass es im Gesamtprozess der Sekretion mehrere
Aufgaben erfiillen konnte. In diesem Zusammenhang wird beispielsweise eine Rolle wihrend
der Pilus-Assemblierung oder eine Aufgabe als Adhidsin diskutiert, welches die Anheftung
des Bakteriums an die Wirts- bzw. Rezipientenzelle vermittelt.

Die Verdffentlichung der Kristallstruktur des VirB5-Homologs TraC durch Yeo et. a/
(2003) lieferte eine Vielzahl neuer Informationen und gab Hinweise auf die Funktion dieses
Proteins. Es handelt sich um ein ,,Ein-Doménen‘-Protein mit einer hauptsichlich a-helikalen,
lang gestreckten Struktur, die einen globuldren Anhang aus kurzen Helices trigt (Yeo et al.,
2003). Besonders diesem Anhang wird eine groBle Bedeutung fiir Protein-Protein-
Interaktionen zugeschrieben. Auf Grund der Ahnlichkeiten der Aminosiuresequenzen der
verschiedenen VirB5-Proteine wird die TraC-Struktur als Prototyp dieser Proteinfamilie
angesehen.

Interessanterweise kommt sowohl im Ptl-System von B. pertussis als auch im Cag-System
von H. pylori kein VirB5-Homolog vor. VirB2 hingegen ist in beiden Organismen zu finden
(Burns, 1999; Covacci et al., 1999). Fiir H. pylori wurde kiirzlich ein vollig neuer Typ von
Oberflachenstruktur beschrieben, und die Beteiligung mdglicher VirB2-Homologer daran
wurde bislang nicht belegt (Rohde et al., 2003). Bei B. pertussis dagegen wurden bisher keine
pilus-dhnlichen Strukturen detektiert (Burns, 2003). Moglicherweise kann das Fehlen eines
Pilus im Ptl-System damit begriindet werden, dass fiir die Sekretion des Toxin-Effektors bei
B. pertussis ein Zell-Zell-Kontakt nicht notig ist. Uberraschend sind auch die Erkenntnisse,
die in jiingster Zeit iiber die VirB5-dhnlichen Proteine in den VirB- und Trw-T4SS von
Bartonella gewonnen wurden. Im VirB-System liegt an Stelle von virB5 ein Gen vor, welches
fiir ein immun-dominantes 17 kDa groes Antigen kodiert, und dieses ist auf der Oberfldche
des Bakteriums exponiert (Schmiederer et al., 2001). Die trw-Region von B. tribocorum
hingegen triagt mehrere Duplikate der Gene, deren Produkte Homologe von VirB2, VirB5,
VirB6 und VirB7 sind (Seubert et al., 2003). Moglicherweise dienen diese Proteine der
Produktion variabler Oberfldchenstrukturen, um eine Immunreaktion des Wirtes zu umgehen.
Wenige der Komponenten von T4SS zeigen eine solch hohe Variabilitit wie die Proteine der
VirB5-Familie. In Zukunft wird eine weitere Analyse der Lokalisierung und Funktion dieser
Proteine notig sein. Besonders in den T4SS der intrazelluldren Bakterien, die VirB2 und

VirB5-Homologe besitzen, ist nicht klar, ob Pili ausgebildet werden.
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6. Aufgabenstellung

In einer grofBen Anzahl pathogener Bakterien wurden T4SS identifiziert, die fiir den
Infektionsprozess eine entscheidende Rolle spielen. Um die Pathogenitdtsmechanismen
genauer verstehen zu konnen, ist die Analyse der Proteinsekretion daher von groflem
Interesse. Hierbei ist es wichtig, ein detailliertes Verstindnis iiber die Struktur des
Transportkanals und den Mechanismus der Komplex-Assemblierung zu erlangen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit einer Kombination von in vitro- und in vivo-
Experimenten die Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Komponenten des T4SS von
B. suis untersucht werden. Ein Vergleich zwischen den dabei gewonnenen Ergebnissen und
den Informationen {iiber Interaktionen in A. tumefaciens, sollte Einsichten in den
Mechanismus, die Struktur und die Assemblierung von T4SS erbringen. Der Schwerpunkt der

in vitro-Analysen lag auf Interaktionen der potentiellen Piluskomponente VirB5 von B. suis.

Bisher ist sowohl iiber den Mechanismus des Eintritts von Brucella in die Wirtszelle, als auch
iiber den weiteren Verlauf der intrazelluldren Infektion nicht viel bekannt. Interaktionen mit
Proteinen der Wirtszelle spielen fiir die Funktion des T4SS und somit das intrazellulére
Uberleben vermutlich eine groBe Rolle. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, mogliche

zellulédre Interaktionspartner von VirB5 zu identifizieren.
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Material und Methoden

1. Verwendete Organismen und Plasmide

1.1. Bakterienstimme

Der Genotyp und die Herkunft der verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 2

aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstimme

Stamm

Agrobacterium
tumefaciens UIA143
Escherichia coli

DH5a

E. coli IM109

E. coli GJ1158

1.2. Hefestaimme

Genotyp

A348 mit Erythromycin-Resistenzgen im
Chromosom

F, (¢80dlacZAM15), recAl, endAl,gyrA96, thi-1,
hsdR17 (rg my ), supE44, relA, deoR, A(lacZYA-
argF)U169

F’, [traD36, proA”B", lacl’, A(lacZ) M15],
recaAl, endAl, gyrA96, thi-1, supE44, reldl,
deoR, A(lac-proAB)A

T7-RNA-Polymerasegen im Chromosom unter

transkriptioneller Kontrolle des proU-Promotors

Referenz

(Bohne et al., 1998)

(Woodcock et al., 1989)

(Yanisch-Perron et al.,

1985)

(Bhandari und
Gowrishankar, 1997)

Die verwendeten Hefestimme wurden von BD Bioscience/Clontech (Heidelberg) bezogen.

Tabelle 3: Verwendete Hefestimme

Stamm

Saccharomyces

cerevisiae AH109

S. cerevisiae Y187

Genotyp

MATa, trp1-901, leu2-3, ura3-52, his3-200,
galdA, gal80A, LYS2::GAL1yas-GALl1ata-
HIS3, GAL2yas-GAL2141A-ADE2,
URA3::MEL1yas-MELltata-lacZ

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp-1-901,
leu2-3, 112, gal4A, met-, gal80A,
URA3::GAL1yas-GALltata-lacZ
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1.3. Plasmide

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Plasmid
pTrc200

pTrc300

pTrc-virB3-B12

pTrc-virB2-B12

pTrc-virB1-B12

pTre-
virB1+B3-B12

pUCvirB

pT7-7Ncol

pT7-7-Strepll

pT7-7-Strepll-

virB5suis

pT7-7-Strepll-
virB5suis [R69A]
pT7-7-Strepll-
virB3suis [D73A]
pT7-Strepll-
virB5suis [P85A]
pT7-7-Strepll-
virB5suis [D142A]

Genotyp
Str', Spc’, pVS1-Replikon, lacl?,

trc-Promotor

pTrc200 nach Deletion der Ncol-
Schnittstelle

pTrc300 mit dem virB3-virB12 Gen des
virB-Operons von B. suis

pTrc300 mit dem virB2-virB12 Gen des
virB-Operons von B. suis

pTrc300 mit dem virBI-virB12 Gen des
virB-Operons von B. suis

pTrc300 mit dem virBI und virB3-12 Gen
des virB-Operons von B. suis; 56 bp Insert
nach virB1

Amp', pUC18 mit 12211 bp Fragment der
virB-Region von B. suis

Carb', Expressionssystem unter der
Kontrolle des T7-Promotors; Ndel-
Schnittstelle des T7-7 Ursprungsvektor
durch Ncol ersetzt

Carb', pT7-7Ncol mit Ncol kloniertem
Strepll-Tag und Schnittstelle fiir Faktor Xa
pT7-Strepll mit 666bp virB5-Fragment von
B. suis (221 As periplasmatische Domaéne);
Acc651/Pstl kloniert
pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von
Arg69 zu Ala

pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von
Asp73 zu Ala

pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von Pro85
zu Ala

pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von
Aspl42 zu Ala
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Q. Yuan
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(Balsiger et al., 2004)
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pT7-7-Strepll- pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von diese Arbeit
virB5suis [L163A] Leul63 zu Ala
pT7-7-Strepll- pT7-Strepll-virB5suis; Austausch von diese Arbeit
virB5suis [D172A] Aspl72 zu Ala

pT7-7-Strepll- pT7-Strepll mit 429 bp virBS-Fragment von ~ N. Domke
virB8suis B. suis (163 As periplasmatische Doméne);

Acc651/Pstl kloniert
pT7-7-Strepll- pT7-Strepll mit 813 bp virB9-Fragment von ~ N. Domke
virB9suis B. suis (271 As periplasmatische Doméne);

Acc651/Pstl kloniert
pT7-7-Strepll- pT7-Strepll mit 1020 bp virB10-Fragment N. Domke
virB10suis von B. suis (339 As periplasmatische

Doméne); Acc651/Pstl kloniert

pT7-H¢TrxFus Carb', Hexa-Histidin-Thioredoxin- (Kromayer et al., 1996)
Fusionsplasmid unter Kontrolle des T7-
Promotors

pT7-HeTrx-virB5suis ~ pT7-He¢TrxFus mit 666 bp virB5-Fragment N. Domke
von B. suis (221 As periplasmatische
Doméne); Acc651/Pstl kloniert

pT7-HeTrx-virB7suis ~ pT7-He¢TrxFus mit 126 bp virB7-Fragment diese Arbeit
von B. suis (codiert fiir 41 As des Proteins);
Xbal/Pst] kloniert

pT7-HeTrx-virBSsuis ~ pT7-He¢TrxFus mit 492 bp virB8-Fragment N. Domke
von B. suis (163 As periplasmatische
Doméne);
Acc651/Pstl kloniert

pT7-HeTrx-virB9suis  pT7-He¢TrxFus mit 813 bp virB9-Fragment N. Domke
von B. suis (271 As periplasmatische
Doméne);
Acc651/Pstl kloniert

pT7-HeTrx-virB10suis pT7-H¢TrxFus mit 1020 bp virB10- N. Domke
Fragment von B. suis (339 As
periplasmatische Doméne); Acc651/Pstl
kloniert
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pT7-HeTrx-virB12suis

pT7-HeTrx-
virB10agro
pGADT7

pGADT7-Rec

pGADT7-T

pGBKT7

pGBKT7-53

pGADT7-virB5

pGADT7-virBS

pGBKT7-virB5

pGBKT7-virB8

pGBKT7-virB9

pT7-HeTrxFus mit 471 bp virB12-Fragment
von B. suis (kodiert fiir 156 As des Proteins)
Acc651/Pstl kloniert

pT7-HeTrxFus mit virB10-Fragment von

A. tumefaciens

Amp', GAL4 AD-Fusionsvektor; LEU2-
Marker fiir Selektion in Hefe

Amp', GAL4 AD-Fusionsvektor zur
Konstruktion von cDNA-Bibliotheken;
LEU?2 fiir Selektion in Hefe
pGADT7-Konstrukt; codiert fiir Fusion
zwischen GAL4 AD und SV40 T-Antigen;
positiver Kontrollvektor

Kan', GAL4 DNA-BD-Fusionsvektor; TRP1
fiir Selektion in Hefe

pGBKT7-Konstrukt; kodiert fiir Fusion
zwischen GAL4 DNA-BD und p53 der
Maus; positiver Kontrollvektor

pGADT7 mit 657 bp virB5-Fragment von B.
suis (218 As periplasmatische Doméne);
Ndel/BamHI kloniert

pGADT7 mit 510 bp virB8-Fragment von B.
suis (170 As periplasmatische Doméne);
Ndel/BamHI kloniert

pGBKT7 mit 657 bp virB5-Fragment von B.
suis (218 As periplasmatische Doméne);
Ndel/BamHI kloniert

pGBKT7 mit virB8-Fragment von B. suis
(170 As periplasmatische Doméne);
EcoRI1/Pstl kloniert

pGBKT7 mit 816 bp virB9-Fragment von B.
suis (272 As periplasmatische Doméne);

Ncol/Pstl kloniert
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pGBKT7-virB10 pGBKT7 mit 1020 bp virB10-Fragment von  diese Arbeit
B. suis (339 As periplasmatische Doméne);

EcoR1/Pstl kloniert

2. Puffer, Nahrmedien und Supplemente

2.1. Puffer

Na-K-Phosphat-Puffer 0,5 M KH;PO4 und 0,5 M Na,HPO4 auf pH 5,5 titriert

PBS pro Liter: 8g NaCl, 0,2g KCl, 1,44g Na,HPOy, 0,24g KH,POy,,
pH 6 oder pH 7,2

StreplI-Puffer 0,3 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA, pH 8§
(als Dialysepuffer und zum Aufbrechen der Zellen wurden
zusitzlich 2 mM DTT zugefiigt)

His-tag-Puffer 0,3 M NaCl, 0,05 M Tris-HCI, pH 8

2.2. Nihrmedien

LB-Medium 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

LBON-Medium 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt

YEB-Medium 0,5% Rinderextrakt, 1% Hefeextrakt, 0,5% Pepton,
0,5% Saccharose, 2mM MgSO4

AB-Medium 1% Glukose, 0,39% MES, ImM Na-K-POy; 1x

AB-Salze, pH5,5
(20 x AB-Salze: 2% NH4CI, 0,6% MgSO4 x 7 H»0, 0,3%
KCl, 0,02% CacCl,, 0,005% FeSO4 x 7 H,0, pH 5,5)
YPD-Medium 2% Pepton, 1% Hefeextrakt
SD-Minimalmedium 0,67 % yeast nitrogen base without aminoacids,
2% Glukose, 1x Dropout-Aminosdure-Losung
(abhédngig von den bendtigten Selektionsbedingungen)
(10 x Aminosdure-Losung: nach Angaben des

Matchmaker Yeast Protocol Handbook von Clontech)

Zur Herstellung von Platten wurde den Medien 1,5 bis 2% Agar zugesetzt.
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2.3. Supplemente und Antibiotika

Je nach Bedarf wurden den Medien zur Anzucht folgende Supplemente zugesetzt:

Tabelle 5: Verwendete Supplemente
Antibiotikum Endkonzentration

bzw. Supplement

Acetosyringon 200 uM

IPTG 0,5 mM

Carbenicillin 100 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

Spectinomycin 50 pg/ml (E. coli) bzw. 100 pg/ml (4. tumefaciens)
Streptomycin 50 pg/ml (E. coli) bzw. 300 pg/ml (4. tumefaciens)
Erythromycin 150 ng/ml

3. Anzucht von Organismen

3.1. Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte von Bakterienkulturen wurde durch Messung bei 600 nm (ODggp) an

einem Hitachi-Spektralphotometer (Modell U-1500) bestimmt.

3.2. Anzucht und Induktion von A. tumefaciens

Die Anzucht und Induktion von A. tumefaciens C58-Zellen erfolgte wie von Schmidt-
Eisenlohr et al. beschrieben (1999a).

Fiir die Anzucht der pTrc-virBsuis-tragenden A. tumefaciens UIA143-Zellen wurde YEB
(Str100/Spesoo/Erm;sp)-Medium beimpft und unter aeroben Bedingungen bei 26°C iiber Nacht
inkubiert. Die Anzucht der Tageskulturen erfolgte in AB-Minimalmedium bei 20°C im
Wasserbadschiittler (New Brunswick, Modell G76) fiir 3-5 Stunden. Zur Induktion der
Expression des virB-Operons von B. suis wurde 1 ml Tageskultur auf AB-Agarplatten (J 15
cm) plattiert, die mit 0,5 mM IPTG versetzt waren, und fiir 3-4 Tage bei 20°C inkubiert. Die
Induktion in fliissigem Medium erfolgte durch Zugabe von 0,5 mM IPTG zur Tageskultur,

welche dann fiir weitere 20-24 Stunden inkubiert wurde.

3.3. Anzucht von E. coli

Ubernachtkulturen von E. coli wurden in Reagenzglisern aerob bei 37°C in einem

Laborschiittler (180 — 200 upm) kultiviert. Je nach Stamm erfolgte die Anzucht in LB-
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(E. coli DH5a) oder LBON-Medium (E. coli GJ1158), gegebenenfalls unter Zusatz von
Antibiotika. Die Anzucht von Tageskulturen erfolgte in Erlenmeyerkolben, die mit 10-20%

des Nennvolumens mit entsprechendem Medium befiillt waren.

3.4. Anzucht von S. cerevisiae

S. cerevisiae wurde in YPD oder YPDA-Medium aerob bei 30°C in einem Laborschiittler
kultiviert. Die Inkubation erfolgte dabei in Reagenzglidsern oder Erlenmeyerkolben, die zu 10-
20% des Nennvolumens mit Medium gefiillt waren. Zur Selektion von Transformanden und
Reportergen-Expression wurden die Hefestimme auf SD-Minimalmedium-Platten kultiviert,
denen die zur Selektion ndtigen Aminosduren nicht zugesetzt waren. Die Anzucht der
Transformanden fiir den quantitativen /acZ-Nachweis oder fiir die Isolierung von Plasmiden

erfolgte in Fliissigkulturen mit SD-Minimalmedium.

4. Physiologische Methoden

4.1. Test auf B-Galaktosidaseaktivitit

Zum Nachweis der p-Galaktosidaseaktivitit in den im Rahmen der Hefe-Zwei-Hybrid-
Analyse erhaltenen Transformanden wurde ein X-Gal-Kolonie-Filtertest nach einem
Standardprotokoll von Clontech (Matchmaker Yeast Protocol Handbook) durchgefiihrt. Der
quantitative Nachweis erfolgte mit ONPG als Substrat. Eingesetzt wurden plasmid-tragende
Hefezellen einer bis zu ODgop = 0,5 gewachsenen Tageskultur. Die Zellen aus Fliissigkulturen
wurden nach einem Protokoll von Clontech (Matchmaker Yeast Protocol Handbook)
behandelt. Abweichend vom Protokoll wurden dabei die Hefezellen durch Zugabe von einem
Volumen Glasperlen (acid-washed, 425-600 pm; Sigma) und anschlieBender starker
Durchmischung mittels eines Vortex (8-10x fiir je 1 Minute; dazwischen auf Eis)
aufgeschlossen. Die Qualitdt der Aufschlussrate wurde im Mikroskop iiberpriift. Die
ermittelten Werte sind in Miller units angeben. Eine Einheit 3-Galaktosidase ist definiert als

die Menge, die 1 pumol ONPG pro Minute und Zelle hydrolysiert (Miller, 1972).
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S. Molekularbiologische Methoden

5.1. Liste der Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-
BiotechAG (Ebersberg) bezogen und sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Die wihrend der PCR-
Amplifikation eingefiligten Restriktions-Schnittstellen sind durch Fettdruck hervorgehoben.
Die Stellen der Aminosdureaustausche im pT7-7-Strepll-virB5—Expressionsvektor sind

unterstrichen.

Tabelle 6: Verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung / Sequenz

Restriktions-Stelle

Konstruktion von Plasmiden zur Uberexpression

B7suis_bp59-5'/Xbal  5'-GGGCCTCTAGAGTGCACTACAACGGGGCCG-3’
B7suis-3" / Pstl 5-CCGGCTGCAGTTAGTCCTCGTAAGTGTCAACGG-3
T7orfl12suis-5"/Acc651 5'-CAGGGTACCCTCCAGCCCGCCGAAGCC-3’
T7orf12suis-3"/Pstl 5"-GAGCTGCAGTTACTTGCGTAAAATTTCGATATCCAC-3’

Konstruktion von Plasmiden fiir das Two-Hybrid-System

pGBKT7-B5s 5'/Ndel 5'-CGCGCGCATATGCAGCTCCCGGTGACAGATG-3’
pGBKT7-BS5s 3° 5-GCGCGCGGATCCATAGGCGGCTTCCAGTGCTTT-3’
BamHI

Oligonukleotide pGBKT7-B5s 5°/3" wurden auch zur Herstellung von PCR-Fragmenten zur
Konstruktion des Plasmids pGADT7-virB5 verwendet

pGBKT7-B8s 5° 5-GCGCGCGAATTCCAACATGTGCCCTACCTGGTG-3’
EcoRI

pGBKT7-B8s 3'/Pstl1  5'-CGCGCGCTGCAGTTGCACCACTCCCATTTCTGGATG-3’
pGBKT7-B9s 5'/Ncol 5'-CGCGCGCCATGGACCAAAATCCCGTCCGGCTCA-3’
pGBKT7-B9s 3/Pst1  5'-CGCGCGCTGCAGTTGCAGTTGCAGGTTCTCCCCGGGC-3’
pGBKT7-B10s 5’ 5-GCGCGCGAATTCCACATGAGGGGCAATGCAGAG-3’
EcoRI

pGBKT7-B10s 3'/Pstl 5'-CGCGCGCTGCAGCTTCGGTTGGACATCATACACACT-3’
pGADT7-B8s 5'/Ndel 5'-CGCGCGCATATGCAACATGTGCCCTACCTGGTG-3"
pGADT7-B8s 3’ 5-GCGCGCGGATCCTTGCACCACTCCCATTTCTGGATG-3’
BamHI
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pGADT7-B10s 3’ 5'-GCGCGCGGATCCCTTCGGTTGGACATCATACACACT-3’
BamHI1

pGADT7-B10s 5’ 5'-CGCGCGCATATGCACATGAGGGGCAATGCAGAG-3”
Ndel

Aminosiuresubstitutionen im pT7-StrepvirB5 Expressionsvektor

R69A inv 57 5"-GATGCCCTGACCGGCTACGCCGGCCTTGGCGAT-3
R69A inv 3’ 5’-GCCGGTCAGGGCATCGAACTGCATTTTCTG-3"
P85A inv 5’ 5’-ACGCTGCGTAGCTATCTGGCCCATAACTGGCGA-3’
P85A inv 3’ 5'-ATAGCTACGCAGCGTAGGGTCGCGGAGATT-3’
D142A inv 5’ 5"-GTGGTGAAGCCGGTCCAGGCCAAGGTCATGACG-3
D142A inv 3’ 5'-GACCGGCTTCACCACTTTAGCCTCACATGC-3’
L163A inv 5’ 5'-CTACAAGAGATCGAGAGCGCTATGCAGGAG-3
L163A inv 3’ 5-CTCGATCTCTTGTAGGCGTTTGTCAGTGGC-3’
D172A inv 5’ 5'-GAGATCAACAAGACGGGAGCTCCGAAGGCGATT-3’
D172A inv 3’ 5-CGTCTTGTTGATCTCCTGCATCAAGCTCTC-3"
Sequenzierungen

T7-term-rev 5’-CCCCAAGGGGTTATGCTAGTTA-3’

AD-seq 3’ 5'-AGATGGTGCACGATGCACAG-3’

pT7-75 5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGA-3

pT7-73" 5-AATTCTCATGTTTGACAGGTTATC-3’

5.2. Isolierung von Nukleinsiuren

5.2.1.  Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli wurde aus 1,5-2 ml Ubernachtkulturen mittels des JETQUICK
Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die
Isolierung von Plasmiden aus Hefe erfolgte mittels eines QIAprep®Spin Miniprep Kit der
Firma Qiagen (Hilden). Dafiir wurden zuvor die Zellen aus 3 ml einer Ubernachtkultur in
250 pl Puffer P1 (QIAprep®Spin Miniprep Kit) suspendiert und mit 200 pl Glasperlen
versetzt. Der Aufschluss der Hefezellen erfolgte durch starke Durchmischung mittels eines
Vortex (5 Minuten). Nach Abtrennung der Glasperlen wurde die Isolierung der Plasmide aus

den Zelllysaten nach Anleitung des Herstellers zu Ende gefiihrt.
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5.2.2. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegeln

Nach Auftrennung der DNA in Agarosegelen wurden die gewiinschten Fragmente
ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe des Jet Quick Extraction spin Kit (Genomed) nach

Angaben des Herstellers aus der Agarose extrahiert.

5.3. Enzymatische Modifikation von DNA

Modifikationen von DNA wie Restriktionen, Ligationen und Dephosphorylierung erfolgte
nach Angaben der Hersteller. Die verwendeten Enzyme wurden von der Firma MBI

Fermentas (St.Leon Roth) oder New England Biolabs (Frankfurt/Main) bezogen.
5.4. Polymerase-Kettenreaktion

5.4.1. Direkte PCR

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion nach
Standardverfahren eingesetzt. Hierzu wurden zum einen im Labor gereinigte Taq-Polymerase
(N. Domke) mit kommerziellem Tag-Puffer (MBI, Fermentas) oder alternativ Pfu-Polymerase
(MBI, Fermentas) vewendet. Der PCR-Ansatz enthielt 2 mM jedes Desoxynukleotids,
10 pmol der verwendeten Oligonukleotide sowie MgCl, in Konzentrationen zwischen 1 mM
und 1,75 mM. Plasmid-DNA (z.B. pUCvirB) diente als Matrize und wurde in Verdiinnungen
1:100 bzw. 1:1000 von Plasmid-Miniisolierungen eingesetzt. Die PCR wurde in einem
Gradient Thermocycler (Biometra) nach folgendem Standardprogramm durchgefiihrt:
Denaturierung bei 94°C fiir 30 sek, Anlagerung der Oligonukleotide zwischen 45-55°C fiir 2
min und Kettenverldngerung bei 72°C fiir 2-4 min (25-30 Zyklen).

5.4.2.  Gerichtete Mutagenese durch inverse PCR

Fiir den gezielten Austausch einzelner Aminosduren in VirBS wurden mittels inverser PCR
mit iiberlappenden Oligonukleotiden (sieche Tabelle 5) die erwiinschten Basenpaare in dem
pT7-7-Strepll-virB5-Vektor ausgetauscht (Ansaldi et al., 1996). Hierbei wurde die Bio-X-
ACT DNA-Polymerase (Bioline) unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen
eingesetzt. Das resultierende Fragment wurde anschlieBend mit Dpnl behandelt, um
methylierte DNA mit Wildtyp-Sequenz abzubauen, gereinigt und direkt in E. coli DH5a
transferiert. Um die Identifizierung richtiger Klone zu vereinfachen wurde versucht, parallel
zum Aminosdureaustausch eine neue Schnittstelle in den entsprechenden Abschnitt
einzubringen. Die Klone mit verdnderter Sequenz konnten somit mittels Restriktionsanalyse

untersucht werden.
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5.5. Transformation

5.5.1. Transformation von Bakterienstimmen

Die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA erfolgte durch Elektroporation bei 200V,
800 Q und 25 pF (Fiedler und and Wirth, 1988).

5.5.2. Transformation von Hefe

Die Herstellung kompetenter S. cerevisiae AH109-Zellen, sowie die Transformation mit
Plasmid-DNA erfolgte nach einem Protokoll von Clontech (Matchmaker Libraries User
Manuel).

5.6. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Sanger mit fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotiden (Sanger et al., 1977). Die Proben wurden nach Angaben des Herstellers
(AmpliTaq®-Protokoll der Firma Applied Biosystems GmbH) vorbereitet und mit einem ABI
PRISM 377 DNA Sequenzierapparat (Applied Biosystems GmbH) analysiert.

6. Elektrophoretische Methoden

6.1. Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA erfolgte in 1-2%-igen Agarosegelen denen 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt wurde mit TAE als Laufpuffer (40 mM Tris/HCI, 20 mM
Essigsdure, | mM EDTA, pH 7,8). Zur Beschwerung der Proben wurde die DNA mit 1/10
Vol Auftragspuffer (50% Glycerin, 0,05% Bromphenolblau) versetzt. Parallel wurde ein
Lingenstandard (Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder oder Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder, MBI

Fermentas) separiert.
6.2. Elektrophorese von Proteinen

6.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurden zwei
verschiedene Methoden der SDS-PAGE herangezogen. Proteine mit einer molekularen Masse
unter 14 kDa wurden durch Tricin-SDS-PAGE (12,5% Polyacrylamid) nach Schéigger und
Jagow (Schégger und von Jagow, 1987) aufgetrennt. Die Separation von Proteinen mit hoher

molekularer Masse erfolgte nach Laemmli (Laemmli, 1970) durch eine Glycin-SDS-PAGE
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(10-12,5% Polyacrylamid). Zellsedimente wurden dafiir entsprechend ihrer ODgoo-Werte in
Probenauftragspuffer (SB-Puffer: 125 mM Tris/HCL, 20% Glycerin, 10% p-Mercaptoethanol,
4,6% SDS, 0,01% Bromthymolblau, pH 6,8) fiir 5 Minuten auf 100°C erhitzt. Die SDS-Gele
wurden nach der Separation entweder in einer Coomassie-Losung angefirbt oder fiir Western

Blot-Analysen verwendet.

6.2.2.  Blaue native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die Auftrennung solubilisierter Membranproteine erfolgte mittels BN-PAGE nach
Schéigger und Jagow (Schégger und von Jagow, 1991). Zu diesem Zweck wurden entweder
16 cm lange Gradientengele (7-20% Polyacrylamid) oder 8 cm lange Gele ohne Gradient
(15% Polyacrylamid) verwendet. In Abwandlung vom Ursprungsprotokoll wurden Kathoden-
und Anodenpuffer in doppelter Konzentration verwendet und dem Kathodenpuffer wurde
kein Coomassie-Farbstoff zugesetzt. Um den Proteinen eine negative Ladung zu verleihen,
wurden die Proben mit BN-Auftragspuffer (5% Coomassie Brilliant Blau G-250, 500 mM e-
Amino-n-capronsdure) in einem Verhiltnis Detergenz:Coomassie von 4:1 versetzt. Als
Referenz zur Bestimmung der molekularen Massen diente der HMW-Calibration Kit for
native electrophoresis von Amersham Pharmacia Biotech, fiir die langen BN-Gele wurde der
HMW-Calibration Kit verwendet, dem aber zusidtzlich Ribonuklease A (13 kDa),
Chymotrysinogen A (25 kDa) und Ovalbumin (43 kDa) zugesetzt wurden. Zur Verwendung
in Western Blot-Analysen wurden die Gele mittels Semidry Blot auf PDVF-Membranen

iibertragen.

7. Praparative Methoden

7.1. Isolierung von exponierten Strukturen auf der Zelloberfliche

Oberflachenstrukturen wurden von den Zellen durch Scherung isoliert. Zu diesem Zweck
wurde 4. tumefaciens wie unter 3.2. beschrieben auf 2-4 AB-Agarplatten kultiviert. Die
Zellen wurden mit je 10 ml Na-K-Phosphat-Puffer von den Platten abgespiilt, sedimentiert
und in 1/10 Volumen Na-K-Phosphat-Puffer resuspendiert. Um Oberfldchenstrukturen zu
scheren wurde die Bakterien-Suspension 10 mal durch die Kaniile einer Spritze (0 26 Gauge)
gezogen. Die Zellen wurden durch anschlieBende Zentrifugation (1 Stunde, 13.000 Upm,
4°C) abgetrennt. Die im Uberstand vorhandenen Strukturen hoher molekularer Masse (z.B.

Flagellen und Pili) wurden mittels Ultrazentrifugation (Beckman Ti70.1.-Rotor, Sorvall OTD-
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50B Ultrazentrifuge) bei 40.000 Upm und 4°C fiir 2 h sedimentiert und anschlieend in 20 pul
SB-Puffer suspendiert.

7.2. Isolierung von Membranen

Fiir die Isolierung von Membranen wurde A. tumefaciens wie unter 3.2. beschrieben auf 10-
12 AB-Agarplatten kultiviert. Die Zellen wurden mit je 10 ml Na-K-Phosphat-Puffer von den
Platten abgespiilt, sedimentiert (1h, 13.000 Upm) und in 10 ml Puffer resuspendiert. Nach der
Zugabe von 0,5 mM PMSF und 0,2 mM DTT wurden die Zellen mittels dreimaliger Passage
durch eine French-Press-Zelle (20.000 psi) aufgebrochen. Zelltrimmer wurden durch
Zentrifugation (1h, 13.000 Upm) entfernt. Der Uberstand wurde sodann einer 2-stiindigen
Ultrazentrifugation (Ti50.2-Rotor, Sorvall OTD-50B Ultrazentrifuge) bei 40.000 Upm
unterzogen und somit wurden die 16slichen Proteine (Periplasma und Zytoplasma) von den

Membranen getrennt.

7.3. Solubilisierung von Membranproteinen

Die Solubilisierung von Membranproteinen erfolgte nach Schiagger und Jagow (Schigger
und von Jagow, 1991). Die sedimentierten Membranen (s. 7.2.) wurden dafiir in 1 ml ACA-
Puffer (750 mM e-Amino-n-capronséure, 50 mM BisTris, pH 7) aufgenommen und mittels
Ultraschall (Branson Sonifier Cell Disrupter) suspendiert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte die Solubilisierung von je 10 mg/ml Membranproteinen in 1 ml
Ansitzen (in ACA-Puffer) mit 0-2% des nicht-ionischen Detergenz n-Dodecyl-f-D-maltosid
(Calbiochem; Stammlosung: 10% in ACA-Puffer). Um die Proteine in Losung zu bringen
wurden die Proben fiir 2 Stunden bei 4°C leicht geschwenkt. Die anschliefende Trennung der
solubilisierten Proteine von der Fraktion der unldslichen Proteine erfolgte mittels

Ultrazentrifugation (Beckman Ti70.1-Rotor) bei 40.000 Upm und 4°C.

8. Proteinbiochemische und proteinanalytische Methoden

8.1. Uberproduktion und Aufreinigung von Fusionsproteinen

Die Uberproduktion der Hisg- bzw. Strepll-markierten Fusionsproteine erfolgte in E. coli
GJ1158 (Bhandari und Gowrishankar, 1997). Die fiir die Hiss-Fusionen verwendeten
Expressionsvektoren fiihrten zusitzlich zu einer Thioredoxin (t7xA4)-Genfusion. Durch die
Uberproduktion als Thioredoxin-Fusionsprotein sollte die Anhiufung unldslicher Aggregate

verhindert werden (LaVallie ef al., 1993). Die Anzucht der Tageskulturen erfolgte wie unter
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3.3. beschrieben in mit Carbenicillin versetztem LBON-Medium bei 37°C bis zu einer ODgg
von 0,5 - 0,6. Zur Induktion der des T7-Promotors wurden 0,3 M NaCl zugesetzt. Die weitere
Inkubation erfolgte entweder fiir 4 Stunden bei 37°C, oder, zur optimalen Ausbeute 16slicher
Fusionsproteine, fiir 18 - 20 Stunden bei 26°C. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei
13.000 Upm fiir 20 Minuten (4°C) sedimentiert, mit PBS (pH 7,2) gewaschen und
anschlieBend in ,,Strepll-Puffer” bzw. ,His-tag-Puffer” resuspendiert. Nach Zugabe von 0,5
mM PMSF wurden die Zellen durch dreimalige Passage in einer French-Press-Zelle (20.000
psi) aufgebrochen. Zellbruchstiicke und unlosliche Proteine wurden durch Zentrifugation
abgetrennt (30 Minuten, 13.000 Upm, 4°C) und die weitere Aufreinigung erfolgte mittels
Affinitdts- Chromatographie und anschlieBender Gelfiltrations- oder Anionenaustausch-
Chromatographie (siche Abschnitt 9). AnschlieBend wurden alle Fraktionen vereint und fiir

12 Stunden in StrepII-Puffer mit 50% Glycerin dialysiert. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

8.2. Konzentrierung und Dialyse gereinigter Proteine

Die Konzentrierung gereinigter Proteine erfolgte mit Amicon Ultra-15 centrifugal filter
devices der Firma Millipore.

Zur Entsalzung, zum Pufferwechsel oder zum Einengen von Proteinlosungen wurden diese
iiber Nacht in entsprechendem Puffer dialysiert. Hierzu wurden Dialysemembranen der Firma

Roth (Visking Typ 27/32) verwendet.

8.3. Fillung von Proteinen

Die Féllung von Proteinen erfolgte durch Zugabe von 3 Vol Aceton oder 5% TCA und
Inkubation liber Nacht auf Eis. Die prézipitierten Proteine wurden mittels Zentrifugation
sedimentiert, mit auf —20°C gekiihlten 80% Ethanol gewaschen und zur weiteren Analyse in

SB-Puffer suspendiert.

8.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationen von Proteinlésungen wurden nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976) unter Verwendung eines Firbekonzentrats der Firma Bio-Rad (Protein
Assay Dye Reagent Concentrate) bestimmt. 1-10 ug BSA dienten als Referenz und die
Absorption wurde bei einer Wellenldnge von 595 nm mit einem Hitachi-Spektralphotometer

bestimmt.
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8.5. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

8.5.1.  Quervernetzungsversuche (crosslinking)

Fiir die Quervernetzungsversuche wurde 4. tumefaciens wie unter 3.2. beschrieben in
Fliissigkultur kultiviert. Kulturen mit einer ODgop von 1 wurden abzentrifugiert und dreimal
mit PBS (pH 6) gewaschen. Die Quervernetzungsreaktion erfolgte durch Zugabe von 1 mM
des Quervernetzungs-Reagenz BS® (Bis(sulfosuccinimidyl)suberat) in PBS zu einem
Gesamtvolumen von 1 ml fiir 30 min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 200 ul 1 M Tris/HCI (pH 6) beendet, die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend in 50 pl SB-Puffer fiir 5 min bei 100°C inkubiert.

Fiir die Quervernetzung von gereinigten Proteinen wurden jeweils 2 pg der Proteine
eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in 40 pl PBS (pH 7,2) durch Zugabe von Formaldehyd fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur. Da die durch Formaldehyd ausgebildeten Quervernetzungen
hitzelabil sind, wurden die Proben nach Zugabe von 1 Vol SB-Puffer zur Denaturierung der
Proteine fiir 30 min bei nur 37°C erwérmt. Alternativ wurde ein weiterer Ansatz fiir die
Quervernetzung von Proteingemischen durchgefiihrt. Hierbei wurden je 50 pmol der Proteine
mit ,,DSS-Reaktionspuffer (50 mM MES-KOH, pH 6,5; 150 mM NaCl; 0,1 mM EDTA) ad
100 pl versetzt und fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Quervernetzung der
Proteine durch Zugabe des Quervernetzungs-Reagenz DSS (Disuccinimidylsuberat). Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 60 Minuten wurde die Reaktion der Proben durch 5
miniitige Inkubation in 1 Volumen SB-Puffer bei 100°C beendet. Quervernetzte Proteine oder

Zelllysate wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot analysiert.

8.5.2.  Ko-Elution mittels Gelfiltrations-Chromatographie

Als moglicher Nachweis einer Interaktion wurden die Proteine gemischt, mittels
Gelfiltration fraktioniert und auf Ko-Elution getestet. Dafiir wurden je 50 pg Protein in
StreplI-Puffer gemischt und das Proteingemisch wurde zuerst fiir ungefahr 30 Minuten bei RT
inkubiert. Die Separation der Proben erfolgte sodann iiber eine XK 16/70 Superdex™ 75-
Gelfiltrationssdule (Amersham Pharmacia Biotech; Auftrennungsbereich von 3 bis 70 kDa).
Der Lauf erfolgte in Strepll-Puffer bei einer Flussrate von 1 ml pro min. Die eluierten
Proteine wurden in 1 ml-Fraktionen gesammelt, je 40 pl Probe wurde mit 40 pul SB-Puffer
versetzt, 5 Minuten bei 100°C inkubiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Western

Blot-Analyse unterzogen.
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8.5.3. Ko-Adsorption mit StrepTactin-Sepharose

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels Ko-Adsorption erfolgte unter
Verwendung von StrepTactin (Streptavidin) Sepharose (IBA, Gdéttingen). Die beiden auf
Interaktion zu testenden Proteine wurden so eingesetzt, dass eines der Proteine als Strepll-,
das andere als His¢-Fusionsprotein vorlag. Je 50 pmol der Proteine wurden in insgesamt 100
ul Reaktionspuffer (Strepll-Puffer mit 150 — 300 mM NaCl) gemischt und fiir 30 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz zu 20 pl in Reaktionspuffer dquilibrierter
Sepharose gegeben und fiir weitere 15 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des
Sepharose-Ansatzes mit 200 pl Reaktionspuffer, wobei die Proben mit einem Vortex
durchmischt wurden, wurde das Strepll-Fusionsprotein mit 50 pl Elutionspuffer (Strepll-
Puffer mit 1 mM Biotin) eluiert (zur Sedimentation der Sepharose wurde das Reaktionsgefal3
fiir einige Minuten bei 13.000 Upm zentrifugiert). Der Ansatz wurde mit 1 Volumen SB-
Puffer versetzt, die Proben wurden mittels SDS-PAGE separiert und die mdégliche Ko-

Adsorption wurde unter der Verwendung spezifischer Antiseren analysiert.

8.5.4. Uberlagerung von Peptidmembranen

Die zur detaillierten Analyse der VirB5-Interaktionen verwendeten Peptidmembranen
wurden von der Firma Jerini (Berlin) hergestellt (SPOT-Syntheseverfahren). Die 70 Peptide
waren 13 Aminosduren lang und waren um je 3 Positionen verschoben, so dass die gesamte
Sequenz von VirB5 abgedeckt wurde. Alle Peptide waren am N-Terminus acetyliert und iiber
den C-Terminus kovalent an eine Cellulose-PEG-Membran gebunden. Zur Absittigung der
Membranen wurde die /0x conc. blocking solution for Western blots von Roche (Penzberg)
verwendet, die zuvor in TBS-T (50 mM Tris, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,05% Tween, pH
8) verdiinnt wurde. Nach Absittigung der Membran erfolgte die Uberlagerung mit 2 - 4 g
Protein in blocking solution (2 Stunden, RT). Nach dreimaligem Waschen der Membran fiir je
10 Minuten mit TBS-T erfolgte der Transfer der an die Membran gebundenen Proteine mittels
Semidry Blot auf PDVF-Membranen. Die Regenerierung der Peptidmembranen fiir weitere

Experimente erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

8.5.5. Kompetitiver Peptid-Bindetest

Um zu untersuchen, welche Aminoséurebereiche des VirB5-Proteins fiir eine Bindung mit
dem Interaktionspartner notwendig sind, wurde ein kompetitiver Peptid-Bindetest
durchgefiihrt. Als Grundlage des Kompetitionsexperiments diente der unter 8.5.1.

beschriebene Quervernetzungsversuch von Proteingemischen mit DSS. Hierzu wurde der
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Interaktionspartner VirB8 mit VirB5-Peptiden verschiedener Konzentration fiir 30 Minuten in
100 pl DSS-Reaktionspuffer vor-inkubiert. AnschlieBend wurde VirB5 zu dem Ansatz
gegeben. Im Weiteren wurde wie unter 8.5.1. beschrieben verfahren und der Einfluss der
Peptide auf die Effizienz der Quervernetzung untersucht. Die im kompetitiven Bindetest
eingesetzten Peptide wurden von der Firma Jerini (Berlin) synthetisiert. Alle Peptide wiesen
einen Reinheitsgrad von 90 - 95% auf. Um die Peptide in Losung zu bringen wurde 1% des
Endvolumens an DMSO vorgelegt und die Losung wurde dann langsam mit StreplI-Puffer

aufgefiillt.

8.5.6. Hefe Zwei-Hybrid-System

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Hefe Zwei-Hybrid-System erfolgte
mit Plasmiden und Hefestimmen der Firma BD Bioscience Clontech (Heidelberg). Dabei
wurde ein auf dem Transkriptionsfaktor GAL4 basierendes Zwei-Hybrid-System
(Matchmaker System 3) verwendet. Die kodierenden Gene der zu untersuchenden Proteine
wurden dafiir in die entsprechenden Vektoren (pGADT7 bzw. pGBKT?7) kloniert. Die
Plasmide wurden in verschiedenen Kombinationen in S. cerevisiae AH109 mittels der LiAc-
Methode transformiert. Die Selektion plasmid-tragender Transformanden erfolgte iiber deren
Wachstum auf SD-Minimalmedium ohne Leucin und Tryptophan (SD/-Leu/-Trp). Zur
Selektion der Transformaden, bei denen die Fusionsproteine interagierten, wurde zusétzlich
Wachstum auf Medium ohne Histidin und Adenin untersucht (SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade).

Positive Kolonien wurden zusétzlich auf die Produktion von S-Galaktosidase tiberpriift.

Zum screening einer Hela c-DNA Bibliothek wurde das Matchmaker GAL4 Zwei-Hybrid-
System mit einer transformierten c-DNA Bibliothek der Firma BD Bioscience Clontech

verwendet. Der screen erfolgte dabei nach Angaben des Herstellers.

9. Chromatographische Methoden

9.1. Affinitiats-Chromatographie

Die Aufreinigung von Fusionsproteinen mit dem Strepavidin-bindenden Peptid Strepll
(Aminosduresequenz: WSHPQFEK) erfolgte unter Einsatz des Strep-Tactin-Purification
System der Firma IBA. Die Sdulen wurden dafiir mit 2 ml 50% Strep-Tactin-Sepharose
gefiillt. Die Reinigung erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit StreplI-Puffer, dem je nach
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Reinigungsschritt 2,5 mM Desthiobiotin (Elutionspuffer) bzw. 1| mM HABA (2-[4’-hydroxy-
benzeneazo] benzoic acid) zugesetzt wurde (Regenerierungspuffer).

Fiir die Aufreinigung Hiss-markierter Proteine wurde der Zellextrakt auf eine Talon
Superflow Metal Affinity —Séule der Firma BD Bioscience Clontech aufgetragen. Die
Reinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit His-Tag-Puffer bzw. His-Tag-Puffer mit
250 mM Imidazol.

9.2. Anionenaustausch-Chromatographie

Zur weiteren Aufreinigung des Strepll-VirB5-Proteins und seiner Varianten wurde ein
Anionenaustauscher (Q Sepharose HP von Amersham Pharmacia Biosciences, Freiburg
genutzt. Daflir wurden die affinitdts-chromatographisch gewonnenen Proteinlosungen iiber
Nacht zum Pufferaustausch in den Laufpuffer des Anionenaustauschers (20 mM Tris/HCI pH
6,8) dialysiert. Der Sdulenlauf wurde nach Anleitung des Herstellers bei einer Flussrate von 1
ml pro Minute durchgefiihrt. Die Elution des Fusionsproteins erfolgte durch Anlegen eines
linearen Gradienten von 0 — 100% Elutionspuffer (Laufpuffer mit 1 M NaCl) iiber das
dreifache Sdulenvolumen. Zum Entgasen und Entfernen von Schwebteilchen wurden alle

Puffer durch Nitrocellulosefilter mit einer Porengrof3e von 0,45 pm filtriert.

9.3. Gelfiltrations-Chromatographie

Zur Bestimmung des Laufverhaltens und der Grofle von Proteinen bzw. zur weiteren
Aufreinigung der Fusionsproteine wurden die Proben auf einer XK 16/70 Superdex™ 75-
Sdule oder XK 16/100 Superdex™ 200-Sdule (beide von Amersham Pharmacia Biotech)
gelfiltrations-chromatographisch bei einer Flussrate von 1 ml pro Minute in StreplI-Puffer
separiert. Zur Kalibrierung der Liufe wurden Eichproteine nach Angaben des Herstellers
(Gelfiltrations Calibration Kit, High Molecular Weight bzw. Low Molecular Weight von
Amersham) genutzt. Zur Analyse der Oligomerbildung wurden je 100 pg des zu
untersuchenden Proteins aufgetragen.

DDM-(1,5%)-solubilisierte Membranproteine wurden unter Verwendung der XK 16/70
Superdex™ 75 —Sdule mit ACA-Puffer (mit 0,03% DDM) als Laufpuffer separiert. Die
eluierten Proteine wurden in 1 ml-Fraktionen gesammelt, mit TCA ad 5% prézipitiert und in
100 ul SB-Puffer suspendiert. Zum Entgasen und Entfernen von Schwebteilchen wurden alle

Puffer durch Nitrocellulosefilter mit einer Porengrof3e von 0,45 pm filtriert.
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10. Immunologische Methoden

10.1. Herstellung polyklonaler Antiseren

Zur Herstellung von Antiseren fiir die Detektion von VirB7 und VirB12 wurden die
Proteine als His¢Trx-Fusionsproteine wie oben beschrieben aufgereinigt. Die Gewinnung der
polyklonalen Antiseren erfolgte durch die Firma BioGenes (Berlin). Da eine Uberexpression
von pT7-His¢Trx-VirB2 nicht mdglich war, erfolgte die Herstellung eines Peptid-Antiserums

unter Verwendung eines 15 Aminosdure langen VirB2-Peptids (NGGLDKVNTSMQKVC).

10.2. Immunoblot-Analysen (Western Blot)

Proteine wurden zunichst mittels SDS-PAGE aufgetrennt und in vertikalen Puffertanks
(Trans Blot Cell; Biorad) in Blot-Puffer (192 mM Glycin, 25 mM Tris, 20% Methanol) auf
PDVF-Membranen (,,Jmmobilon P* von Millipore) transferiert. Die Detektion der Proteine
erfolgte nach etablierten Methoden (Harlow und Lane, 1988) mit Hilfe des Goat Anti-Rabbit
IgG-HPR Conjugate (BioRad) und einem Chemolumineszenz-Detektionssystem (Perkin

Elmer Life Science Inc.).

11. Daten- und Bildverarbeitung

Polyacrylamidgele und Chemoluminogramme wurden mit einem UMAX UTC6400
Scanner digitalisiert (Auflosung von 300 dpi) und mit den Bildbearbeitungs-Programmen
Adobe Photoshop 7.0 und Canvas 9™ graphisch bearbeitet. Fiir multiple Sequenzvergliche
wurden ClustalW (Version 1.8.2.)-Algorithmen erstellt (Thompson et al., 1994). Um aus den
verglichenen Sequenzen die konservierten Bereiche darzustellen, wurden diese unter
Verwendung von Standardparametern in den AMAS-Server (Livingstone und Barton, 1993)
transferiert. Strukturdarstellungen wurden mittels DINO 0.9.0. (Philippsen, 2002) erstellt und
Sequenzvergleiche wurden mit dem blastn-Programm (NCBI) durchgefiihrt.
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Ergebnisse

1. Analyse der Interaktionen von VirBS in vitro

VirB5-Proteine sind Pilus-assoziierte T4SS-Komponenten. Sie sind fiir die Typ IV-
Sekretion essentiell und spielen eine wichtige Rolle in der T-Pilus-Biogenese. Welche
Funktion sie dabei iibernehmen ist bis dato ungekldrt. Mdglich ist eine Beteiligung an der
spezifischen Adhédsion an die Wirts- bzw. Rezipientenzelle. Alternativ wird in Anlehnung an
den chaperon/usher-pathway eine Funktion als chaperon (=Faltungshelfer) fiir die
Piluskomponente VirB2 oder als usher diskutiert. Usher-Proteine erleichtern die Freisetzung
der Pilin-Untercinheiten iiber die duBlere Membran (Sauer et al., 2000). VirB5 ist ein
hydrophiles Protein, welches aber primér mit der Membran assoziiert (Cao und Saier, 2001).
VirB5 konnte somit auch die Basis des Pilus mit dem Periplasma verbinden, wobei
Interaktionen mit den Komponenten des Kernkomplexes eine bedeutende Rolle spielen
konnten. Zu den VirB-Proteinen des Kernkomplexes zdhlt man VirB6 bis VirB10. Es gibt
inzwischen viele Hinweise, dass diese Proteine miteinander interagieren und dabei als Kern
der Transfermaschinerie sowohl die innere als auch die dulere Membran durchspannen
(Beaupré et al., 1997; Das und Xie, 2000; Jakubowski et al., 2003; Krall et al., 2002; Spudich
et al., 1996).

Um der Frage nachzugehen, welche Protein-Interaktionen von VirB5 im Verlauf der
Pilusbiogenese eine Rolle spielen, oder ob VirB5 die oberflichen-exponierten
Virulenzproteine mit dem Kernkomplex verankert, sollten mogliche Interaktionen von VirB5
in vitro analysiert werden. Das Vorhandensein solcher Interaktionen wiirde neue Einblicke in

den Assemblierungs-Mechanismus der T4SS-Komplexe ergeben.

1.1. Aufreinigung der Virulenzproteine

Bisher wurden viele Untersuchungen der Struktur des VirB/D4-Sekretionssystems in
A. tumefaciens durchgefiihrt, aber detaillierte biochemische Analysen einzelner Komponenten
liegen nicht vor. Ein Grund dafiir ist die Tatsache, dass die VirB-Proteine in
membrangebundene Komplexe assemblieren. Es handelt sich dabei groftenteils um integrale

Membranproteine oder membran-assoziierte Proteine, die eine oder mehrere hydrophobe
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Doménen aufweisen. Basierend auf in silico-Vorhersagen der hydrophoben Bereiche wurden
im Rahmen dieser Arbeit nur periplasmatische Regionen der Proteine fiir die biochemischen
Analysen aufgereinigt. Dabei muss natiirlich beriicksichtigt werden, dass Interaktionen, die
durch membrangebundene Anteile eingegangen werden, auf diesem Weg nicht identifiziert
werden konnen. Untersuchungen in anderen Laboren mit genetischen Methoden zeigten
allerdings, dass wahrscheinlich die periplasmatischen Doménen die fiir die Interaktionen
relevanten Bereiche enthalten (Das und Xie, 2000; Kumar und Das, 2001).

Vergleichende Analysen der Loslichkeit rekombinant produzierter VirB-Proteine von
A. tumefaciens und B. suis zeigten, dass die Virulenzproteine von B. suis nach
Uberproduktion in E. coli eine hdhere Loslichkeit aufwiesen und in groBeren Mengen
aufgereinigt werden konnten. Die in vitro-Analysen der VirB5-Interaktionen wurden deshalb

mit VirB-Proteinen von B. suis durchgefiihrt.

1.1.1.  Aufreinigung als StreplI-Fusionsproteine

Fiir die Interaktionsstudien wurden sdamtliche Proteine als N-terminal Strepll-markierte
Fusionsproteine aufgereinigt. Es handelt sich bei Strepll um ein acht Aminosduren langes,
Streptavidin-bindendes Peptid (WSHPQFEK). Der Vorteil des Strep-tagll als Fusionspartner
rekombinanter Proteine liegt in der Kiirze des Peptids und in seiner Aminoséiure-
Zusammensetzung. Das nur etwa 1050 Da grofle Peptid sollte, wenn der N-Termius des
Proteins an der Oberfliche exponiert ist, keinen Effekt auf die Proteinstruktur und damit auf
die biologische Aktivitit ausiiben. Zudem bindet es mit hoher Affinitdt an Strep-Tactin (ein
Streptavidin-Derivat) und ldsst sich somit effizient mittels Affinitdts-Chromatographie
aufreinigen. Zur Expression der Virulenzgene wurden pT7-7-Strepll-Plasmid-tragende
E. coli-Staimme (GJ1158) in LBON-Medium kultiviert, mittels NaCl induziert und fiir 20
Stunden bei 26°C inkubiert. Eine Ausnahme bildeten pT7-7-Strepll-virB8-tragende Zellen.
Eine Expression von 4 Stunden bei 37°C erwies sich in diesem Fall als ausreichend, um grofe
Mengen 16slichen Proteins zu erhalten. Die Zellen wurden mittels Passage durch eine French-
Press-Zelle aufgebrochen, Zelltrimmer wurden sedimentiert und die Fusionsproteine aus dem
Rohextrakt unter Verwendung des Strep-tag Purification System der Firma IBA (Gottingen)
aufgereinigt. Um sauberes Strepll-VirB8 zu erhalten war diese Affinitéts-Chromatographie
ausreichend. Im Fall von StreplI-VirB9 und Strepll-VirB10 wurden die mittels Affinitéts-
Chromatographie gewonnenen Proteinldsungen in einem zweiten Schritt gelfiltrations-
chromatographisch aufgetrennt, um die Verunreinigungen durch andere Proteine zu

minimieren. Bei der Aufreinigung von Strepll-VirB5 stellte sich eine weitere Auftrennung
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mittels Anionenaustausch-Chromatographie als die effektivste Methode heraus (siche Abb.
6). Abbildung 4 zeigt exemplarisch den Verlauf der Reinigung des Strepll-VirB8-
Fusionsproteins. Proben aller durchgefiihrten Reinigungsschritte wurden gelelektrophoretisch

aufgetrennt und anschlieBend einer Coomassie-Farbung zur Priifung der Reinheit unterzogen.
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Abbildung 4: Uberproduktion und Reinigung des StrepIl-VirB8-Fusionsproteins. Proben von
Zelllysaten und Séulenfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel wurde
anschlieBend mit Coomassie angeférbt. (1) Zelllysat vor und (2) nach der 4-stiindigen Induktion, (3)
Fraktion nach Elution von der Strep-Tactin-Séule, (4) 1 pg des Strepll-VirB8-Proteins nach Dialyse in
50% Glyzerinpuffer.

1.1.2.  Aufreinigung als HissTrx-Fusionsprotein

Da fiir die geplanten Ko-Adsorptionsversuche Strep-Tactin-Sepharose als Affinitdtsmatrix
verwendet werden sollte, durfte einer der zu testenden Interaktionspartner keine Strepll-
Fusion aufweisen. Aus diesem Grund wurden sdmtliche Proteine zusidtzlich als HisgTrx-
Fusionen aufgereinigt (VirB5, VirB7 — VirB10). Die Expression erfolgte dabei unter
Verwendung des Plasmids pT7-HeTrxFus, in das das entsprechende Virulenzgen-Fragment
kloniert worden war (die Klonierungen wurden von N. Domke durchgefiihrt). Die Fusion an
das 12 kDa grofle Protein Thioredoxin von E. coli diente dabei einer Erhohung der
Loslichkeit des rekombinanten Proteins (LaVallie et al., 1993). Auf Grund der N-terminalen
Histidin-Reste konnten die Proteine unter Verwendung einer Talon Superflow Metal Affinity-
Sdule affinitdts-chromatographisch aufgereinigt werden. Auch hier erfolgte wie unter 1.1.1.
beschrieben ein weiterer Reinigungsschritt unter Verwendung einer Gelfiltrationsséule (VirB7
- VirB10) oder einer Anionenaustausch-Chromatographie-Sdule (VirB5). Der Verlauf der
Reinigung von HiseTrx-VirB8 ist in Abbildung 5 exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 5: Uberproduktion und Reinigung des His¢Trx-VirB8-Fusionsproteins. Proben von
Zelllysaten und Sdulenfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele anschlieBend
mit Coomassie angefarbt. (1) Zelllysat vor und (2) nach der 4-stiindigen Induktion, (3) Fraktion nach
Elution von der Talon-Superflow-Sdule, (4) 1 pg des HisgTrx-VirB8-Proteins nach Dialyse in 50%
Glyzerinpuffer.

Die Konzentrationen der gereinigten Proteine wurden nach Bradford bestimmt (Bradford,
1976). Abbildung 6 zeigt gereinigte Strepll- bzw. His¢Trx- Fusionsproteine nach Auftrennung
mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung.
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Abbildung 6: SDS-PAGE der gereinigten Virulenzproteine von B. suis. Jeweils 1 pg der Proteine
wurde aufgetragen und das Gel nach gelelektrophoretischer Separation mit Coomassie gefarbt. (A)
StreplI-Fusionsproteine; (B) His¢Trx-Fusionsproteine

1.2. Analyse der Ausbildung von Oligomeren

Vor der Durchfithrung verschiedener Interaktionsstudien sollte eine biochemische
Charakterisierung der Virulenzproteine von B. suis erfolgen. Dazu gehdrte sowohl eine
Uberpriifung der Multimerbildung mittels Quervernetzung der einzelnen Proteine, als auch

die Bestimmung des Molekulargewichtes durch Gelfiltrations-Chromatographie.
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1.2.1.  Quervernetzung von VirB-Proteinen mit Formaldehyd

Um die Multimerbildung der Virulenzproteine zu charakterisieren, wurde Formaldehyd
(FA) als Vernetzungsreagenz verwendet. FA ist ein kleines, reaktives und wasserldsliches
Molekiil, das zur Vernetzung von Proteinen sowohl in vivo als auch in vitro eingesetzt wird.
Durch FA werden primir auf der Oberflache liegende Lysin-, Cystein- und Tyrosin-Reste der
Proteine verkniipft. Zur Quervernetzung wurden je 2 pg der gereinigten Proteine mit StreplI-
Fusion (im Fall von VirB7 und VirB12 mit His¢Trx-Fusion) fiir eine halbe Stunde mit
steigenden Konzentrationen FA inkubiert und anschlieBend mit 1 Volumen SB-Puffer
versetzt. Da die durch FA verkniipften Verbriickungen hitzelabil sind, wurden die Proben
nach der Zugabe des SB-Puffers zur Denaturierung nur auf 37°C erwérmt. Nach Auftrennung
mittels SDS-PAGE erfolgte eine Detektion der hohermolekularen Komplexe durch Western
Blot mit spezifischen Antiseren (Abb. 7).
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Abbildung 7: Quervernetzung einzelner Virulenzproteine aus B. suis mit Formaldehyd. Je 2 pg
der gereinigten Proteine wurden mit 0-1% Formaldehyd (FA) versetzt. Die Proben wurden
anschliefend mittels SDS-PAGE separiert und die Detektion erfolgte mit VirB-Protein-spezifischen
Antiseren. Die schwarzen Pfeilspitzen markieren die nicht-vernetzten Vir-Proteine, weile Pfeilspitzen
mogliche Homodimere, schwarze Pfeile hohermolekulare Homooligomere.

Mit Ausnahme von VirB12 wurden bei allen untersuchten Virulenzproteinen nach
Quervernetzung Signale im Bereich hoherer molekularer Massen nachgewiesen. Deutlich war
zu erkennen, dass der Einsatz steigender Konzentrationen von FA zu stufenweise
ansteigenden Mengen der Homo-Multimere fiihrte. Im Fall von VirB5 wurden bereits ab einer
FA-Konzentration von 0,1% neben dem Monomer Signale auf einer Hohe von ungefiahr 55
kDa detektiert, was einem Dimer entsprechen konnte. Sehr &dhnliche Vernetzungsmuster

wurden im Fall von VirB7 (Vernetzungsprodukt ungefihr 33 kDa) und VirB8
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(Vernetzungsprodukt ungefihr 40 kDa) beobachtet. Im Versuchsansatz mit VirB8 wurden
aber ab einer Konzentration von 1% FA zusitzliche Signale im hohermolekularen Bereich
ausgemacht, die einem Trimer entsprechen konnten (ungefdahr 65 kDa). Im Fall von VirB9
und VirB10 wiesen die Quervernetzungsprodukte ab einer FA-Konzentration von 0,5% auf
eine Dimerisierung (ungefiahr 65 kDa bei B9, bzw. 110 kDa bei VirB10) hin. Offensichtlich
bilden diese beiden Proteine aber in Losung auch hohermolekulare Homo-Multimere aus
(Trimere oder Tetramere).

Die Multimere der verschiedenen Virulenzproteine wurden beim Einsatz verschiedener FA-
Konzentrationen detektiert. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die Quervernetzung liber
das Strepll-Peptid erfolgte, da sich ansonsten ein einheitlicheres Vernetzungsprofil ergeben
sollte. Gleiches gilt auch fiir HisgTrx als Fusionspartner. Falls die Vernetzung durch
Thioredoxin erfolgte, wiirde man auch im Fall von His¢Trx-VirB12 Quervernetzungsprodukte
erwarten, so wie sie bei HisgTrx-VirB7 detektiert wurden. Vergleichbare Untersuchungen der
Virulenzproteine von A. tumefaciens ergaben im Fall von VirB5 und VirBS8 - VirB10 &hnliche
Resultate (unverdffentlichte Daten), was als ein weiterer Beleg fiir die Spezifitit der

gebildeten Komplexe herangezogen werden kann.

1.2.2.  Analyse mittels Gelfiltrations-Chromatographie

Zur weiteren Analyse der Ausbildung von Oligomeren wurden die Virulenzproteine mittels
Gelfiltrations-Chromatographie untersucht. Zur gelfiltrations-chromatographischen
Auftrennung wurde eine Superdex-200 Sdule mit einem Auftrennungsbereich von 10 - 600
kDa genutzt. Je 100 pg der gereinigten Proteine wurden iiber die mit Strepll-Puffer
dquilibrierte Sdule mit einer Flussrate von 1 ml/min aufgetrennt. Um den Gehalt von
Proteinen in den eluierten Fraktionen zu untersuchen, wurden die Proben mit TCA gefillt, in
SB-Puffer denaturiert, mittels SDS-PAGE separiert und einer Western Blot-Analyse
unterzogen (Daten nicht gezeigt). Referenzproteine bekannter molekularer Masse wurden
unter denselben Bedingungen aufgetrennt. An Hand der resultierenden Kalibrierungskurve
wurde dem Elutionsvolumen der VirB-Proteine eine molekulare Masse zugeordnet. Eine
Ubersicht iiber die Fraktionierung der Virulenzproteine ist in Tabelle 7 gegeben.

Alle Proteine bildeten neben Monomeren und Dimeren noch Aggregate, deren molekulare
Massen oberhalb des Auftrennungsbereiches der Gelfiltrationssdule lagen. Diese
Aggregatbildung konnte auch durch Zugabe von DTT oder Verdnderungen der

Zusammensetzung des Puffers (z.B. Erhohung der Salzkonzentration) nicht verringert
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werden. Ob es sich hierbei um unspezifische Aggregate oder multimere Komplexe der

Proteine handelt, konnte mit dem eingesetzten analytischen System nicht festgestellt werden.

Tabelle 7: Oligomer-Bildung der Virulenzproteine von B. suis. Die molekularen Massen der
einzelnen Proteine wurden nach Auftrennung mittels einer Superdex-200 Gelfiltrationsséule an
Hand einer Kalibrierungskurve errechnet.

Protein kalkulierte M errechnet mittels Oligomerer
molekulare Masse  Gelfiltrationsanalyse Zustand
des Monomers

StreplI-VirB5 27 kDa 59 kDa Dimer
His¢Trx-VirB7 16,5 kDa 15 kDa Monomer
StreplI-VirB8 22 kDa 26 kDa Monomer
StreplI-VirB9 33 kDa 41 kDa Monomer

StreplI-VirB10 43 kDa 92 kDa Dimer
His¢Trx -VirB12 29 kDa 32 kDa Monomer

Die Ergebnisse der Gelfiltrations-Chromatographie unterschieden sich besonders im Fall
von StreplI-VirB8 und Strepll-VirB9 von den Resultaten der Quervernetzungsversuche. Nach
Auftrennung mittels einer Gelfiltrationssdule wurde keine Bildung von Homomultimeren
nachgewiesen, obwohl eine Vernetzung zu Dimeren (Strepll-VirB8 und Strepll-VirB9) oder
Komplexen hoherer molekularer Massen mittels FA erfolgte (Abb. 7). Dies konnte darauf
beruhen, dass durch den Einsatz von Vernetzungs-Reagenzien auch schwache/transiente
Interaktionen fixiert wurden. Somit konnten auch Proteine verkniipft werden, die in der Lage
sind, eine zumindest voriibergehende Bindung einzugehen. Solche schwachen Bindungen
wiirden bei einer Analyse mittels Gelfiltration, bei der die molekulare Masse der Hauptform

des Proteins bestimmt wird, nicht zu detektieren sein.

1.3. Analyse von Interaktionen mittels Gelfiltrations-Chromatographie

Ausgehend von der Annahme, dass die ausgewéhlten Virulenzproteine innerhalb eines
funktionalen T4SS in einen multimeren Komplex assemblieren, sollten die sich dabei
ausbildenden Interaktionen genauer untersucht werden. Nachdem das Elutionsvolumen der
einzelnen Virulenzproteine bekannt war, sollte versucht werden auch Proteingemische
gelfiltrations-chromatographisch aufzutrennen. Falls Proteine nach Mischung eine Interaktion
ausbilden, sollte sich das in einem verdnderten Elutionsvolumen niederschlagen. Je 50 pg der
Strepll-Fusionsproteine (Strepll-VirB5, StreplI-VirB8 - 10) wurden paarweise gemischt und
fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschlieend erfolgte die Auftrennung der Gemische unter

Verwendung einer Superdex-75-Gelfiltrationssdule in Strepll-Puffer und der Proteingehalt der
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eluierten Fraktionen wurde mittels Western Blot-Analyse untersucht. Gemische aus nur zwei
Proteinen und Kombinationen mehrerer Proteine wurden aufgetrennt, jedoch ergab sich in
keinem der Ansitze ein signifikant von den Analysen der einzelnen Proteine abweichendes
Elutionsvolumen (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise sind die Interaktionen nicht stabil
genug, um auch wéhrend einer gelfiltrations-chromatographischen Auftrennung bestehen zu
bleiben. Im Folgenden wurden deshalb weitere Ansédtze zum Nachweis von Protein-Protein-

Interaktionen durchgefiihrt.

1.4. Analyse von Interaktionen durch Ko-Adsorption

Eine wichtige Voraussetzung fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Ko-
Adsorptionsversuche war die hohe Affinitét der Strepll-Fusionsproteine zur StrepTactin-
Sepharose von IBA (Géttingen). Strepll-Proteine wurden mit HisgTrx-fusionierten Proteinen
gemischt, mittels Bindung an StrepTactin-Sepharose sedimentiert und gewaschen. Das an die
Sepharosematrix gebundene Strepll-Protein wurde anschlieBend zusammen mit dem
interagierenden Protein eluiert. Zur Elution wurde hierbei nicht das von IBA empfohlene
Desthiobiotin sondern Biotin verwendet. Damit wurde eine schnellere und effektivere
Trennung des Strepll-Fusionsproteins von der Matrix erreicht. Fiir die Ko-
Adsorptionsversuche wurden die Virulenzproteine von B. suis sowohl als Strepll-
Fusionsproteine, als auch als HisgTrx-Proteine gereinigt. Zur Analyse wurden je 50 pmol der
beiden zu untersuchenden Proteine gemischt und nach Inkubation von 30 Minuten zu 20 pl
StrepTactin Sepharose—Suspension gegeben. Nach dreimaligem Waschen der Sepharose
wurde das an die Matrix gebundene Strepll-Fusionsprotein mit Biotin eluiert. Um
festzustellen, ob zusammen mit dem Strepll-Protein ein interagierendes Protein eluierte,
wurde die Probe mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer Western Blot-Analyse mit

spezifischen Antiseren unterzogen.

Zundchst wurden die Interaktionen der Virulenzproteine His¢Trx-VirB7 - VirB10 mit
Strepll-VirB5 analysiert (Abb. 8). Um die Spezifitit einer Interaktion zu belegen, wurde bei
jedem Versuch parallel ein Ansatz mitgefiihrt, der nur StrepTactin-Sepharose und das zu
analysierende His¢Trx-VirB-Protein enthielt (Abb. 8 A-E, zweite Spuren). Somit konnten
unspezifische Bindungen an die Sepharosematrix detektiert werden. Als zusdtzliche Negativ-
Kontrolle diente der Ansatz, in dem His¢Trx-VirB10 von 4. tumefaciens mit Strepll-VirB5
von B. suis gemischt wurde (Abb. 8 E).
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Abbildung 8: Ko-Elution von His¢Trx-VirB-Proteinen mit StreplI-VirBS nach Bindung an
StrepTactin-Sepharose. Die durch Zugabe von Biotin von der Sepharose eluierten Proteine wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mittels spezifischer Antiseren
(o) detektiert. (A) Strepll-VirB5 + His¢Trx-VirB7; (B) Strepll-VirB5 + HisgTrx-VirB8; (C) Strepll-
VirB5 + HisgTrx-VirB9; (D) Strepll-VirB5 + His¢Trx-VirB10; (E) Strepll-VirB5 + His¢Trx-VirB10
aus A. tumefaciens (Kontrolle). Ko-eluierte Proteine sind mit einem schwarzen Pfeil markiert.

HisgTrx-VirB7 (Abb. 8 A), His¢Trx-VirB8 (Abb. 8 B) und His¢Trx-VirB10 (Abb. 8 D)
fraktionierten zusammen mit Strepll-VirB5 und wurden gemeinsam von der Matrix eluiert.
Im Gegensatz dazu wurde keine Interaktion zwischen Strepll-VirB5 und HissTrx-VirB9
detektiert. Die unspezifische Bindung von HiseTrx-VirB5 an die Matrix verhinderte den
Einsatz dieser Methode zur Analyse der Interaktion mit StrepII-VirB5. Auch eine Erhhung
der Salzkonzentration auf 500 mM NaCl oder die Zugabe von Detergenzien (Triton X-100,
Thesit) verhinderten die unspezifische Bindung nicht (Daten nicht gezeigt). Somit konnte
auch die Bindung von His¢Trx-VirB5 an StreplIl-VirB8 und StreplI-VirB10 zur Bestitigung
obiger Interaktionen nicht untersucht werden. Dennoch zeigten diese Ergebnisse zum ersten
Mal, dass VirB5 mit Proteinen des Kernkomplexes interagieren konnte. Die Interaktion
zwischen VirB5 und dem Lipoprotein VirB7 unterstiitzt die Annahme, dass diese beiden
Proteine sich gegenseitig stabilisieren und gemeinsam an der Verankerung des T-Pilus mit
dem Periplasma beteiligt sein konnten (Krall ef al., 2002).

Im Folgenden wurden die Interaktionen der Kernkomponenten VirB8, VirB9 und VirB10
genauer analysiert (Abb. 9 und 10). Die inzwischen in verschiedenen Experimenten belegten
Interaktionen zwischen VirB8, VirB9 und VirB10 in A. tumefaciens (Beaupré et al., 1997;
Das und Xie, 2000; Ward et al., 2002) wurden in dieser Arbeit auch im Fall der Homologen
aus B. suis nachgewiesen. HissTrx-VirB8 fraktionierte mit StreplI-VirB8 und StrepII-VirB10
(Abb. 9 A und 9 C). Eine Interaktion von HisgTrx-VirB9 mit Strepll-VirB8 wurde im
Gegensatz zu den Resultaten mit den Agrobacterium-Proteinen allerdings nicht beobachtet

(Abb. 9 B). Moglicherweise interagieren diese Proteine in B. suis nicht, aber auch die
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Bindung des Strepll-VirB8 Proteins an die Matrix bzw. die Fusion von His¢Trx an VirB9

konnten die Interaktion in vitro verhindern.
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Abbildung 9: Ko-Elution von His¢Trx-VirB-Proteinen mit StreplI-VirB8 nach Bindung an
StrepTactin-Sepharose. Die durch Zugabe von Biotin von der Sepharose eluierten Proteine wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mittels spezifischer Antiseren
(o) detektiert. (A) Strepll-VirB8 + HissTrx-VirB8; (B) Strepll-VirB8 + HissTrx-VirB9; (C) Strepll-
VirB8 + His¢Trx-VirB10; (D) Strepll-VirB8 + His¢Trx-VirB10 aus A. tumefaciens (Kontrolle). Ko-
eluierte Proteine sind mit einem schwarzen Pfeil markiert.

Der Ansatz mit Strepll-VirB10 als an die Affinitdtsmatrix gebundenem Protein zeigte Ko-

Fraktionierung mit His¢Trx-VirB8, His¢Trx-VirB9 sowie mit His¢Trx-VirB10 (Abb. 10 A-C).
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Abbildung 10: Ko-Elution von His¢Trx-VirB-Proteinen mit StreplI-VirB10 nach Bindung an
StrepTactin-Sepharose. Die durch Zugabe von Biotin von der Sepharose eluierten Proteine wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mittels spezifischer Antiseren
detektiert (a). (A) Strepll-VirB10 + His¢Trx-VirB10; (B) Strepll-VirB10 + His¢Trx-VirB8; (C)
Strepll-VirB10 + His¢Trx-VirB9; (D) Strepll-VirB10 + His¢Trx-VirB10 aus A. tumefaciens
(Kontrolle). Ko-eluierte Proteine sind mit einem schwarzen Pfeil markiert.
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1.5. Analyse von Interaktionen mittels des Zwei-Hybrid-Systems

Neben den biochemischen Ansétzen zur Analyse der VirB5-Interaktionen wurde das Hefe
Zwei-Hybrid-System eingesetzt (Fields und Song, 1989). In dieser Arbeit wurden
Hefestimme und Vektoren des Matchmaker Two-Hybrid-Systems 3 (BD Bioscience
Clontech) verwendet. Es handelt sich hierbei um ein auf dem Transkriptionsaktivator GAL4
basierendes System und umfasst zwei Fusionsproteine: den ,,Koder (bait), bei dem 147
Aminosduren einer GAL4 DNA-Bindedomine (DNA-BD) an das zu untersuchende Protein
fusioniert werden und zum anderen die ,,Beute “ (prey), bei dem 113 Aminosduren einer
GAL4-Aktivierungsdoméne (AD) an einen potentiellen Interaktionspartner fusioniert sind
(Abb.11). Wenn das Kdder- und das Beute-Fusionsprotein interagieren, gelangen DNA-BD
und AD so nah aneinander, dass der Aktivator die Transkription von Reportergenen aktiviert,
was zu einem leicht selektierbaren Phinotyp fiihrt. Der im Matchmaker-System eingesetzte
Hefestamm AH109 nutzt drei Reportergene (ADE2, HIS3 und lacZ), die unter der Kontrolle
nicht identischer GAL4 upstream activating sequences (UASs) und TATA-
Erkennungssequenzen stehen (James et al., 1996) (s. Abb. 11). Durch den Einsatz mehrerer

Selektionsschritte konnen Klone identifiziert werden, deren Wachstum auf Artefakten beruht.

AD
Koder Transkription

|—>

Reportergene |——

GAL UAS [B Promotor

| GAL1 UAS RGAL1 TATA HIS3 |
AL2 TATA ADE2 |
VEL1 TAT. lacZ |

Abbildung 11: Das Prinzip des Hefe Zwei-Hybrid-Systems und die Reportergen-Konstrukte im
Hefestamm AH109. Der Transkriptionsaktivator GAL4 bindet an UAS (upstream activating
sequence) der von ihm kontrollierten Gene und aktiviert deren Transkription. In Stamm AH109
wurden die Gene HIS3, ADE2 und lacZ mit der GAL4-UAS verbunden und das Wildtyp ga/4-Gen
wurde eliminiert. Die Reportergene stehen unter der Kontrolle von drei verschiedenen GAL4-
abhéngigen UAS und Promotor-Regionen (GAL1, GAL2 und MEL1). Interagiert ein an die GAL4
DNA-Bindedomine (DNA-BD) fusioniertes Protein mit einem an die Aktivierungsdoméne (AD)
fusionierten Protein, wird GAL4 aktiviert und die Transkription der Reportergene erfolgt. Dies hat
einen detektierbaren Wechsel im Phianotyp von AH109 zur Folge.
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1.5.1.  Konstruktion der Expressionsvektoren

Fiir die Durchfiihrung der Analysen wurden die fiir die Virulenzproteine kodierenden Gene
in die Zwei-Hybrid-Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT?7 kloniert. Neben einem
T7-Promotor fiir die Expression der Gene in E. coli besitzen beide Vektoren einen
konstitutiven ADH1-Promotor, der die Expression in Hefe ermdglicht. Die im Zwei-Hybrid-

System eingesetzten Vektoren sind schematisch in Abbildung 12 dargestellt.

cl\nyc-tag1 rAA 21 AA 2381
BD-VirB5 [[GAL&:ED | VirB5 A
NLS HA-tag ) rAA 21 AL 23,:31
AD-VirB5 [ GALEAD ] VirE5 | e
BD-VirB8 [[GALEED | Vir88 ]
AA 70 AR 239
AD-ViB8 [GAGAD] . viBs ] " AR 259,
=i GAL4-BD i
rAA a5 AR 3911 BD-VirB9 | L VirB9 |
AD-VirB10 [[GALaaD |7 VirB10 | AA 53 AA 3911
BD-VirB10 [[GALZ-BD || Vir10 /1

Abbildung 12: Uberblick der im Zwei-Hybrid-System eingesetzten Fusionen aus VirB-Proteinen
und GAL4-Doménen. Fiir die Konstruktion der VirB-Fusionsproteine wurden die periplasmatischen
Bereiche der jeweiligen Proteine eingebracht. (A) Die Fusion mit GAL4 AD fiihrt zusétzlich zu einer
Hamagglutinin-Peptid-Markierung. (B) Die GAL4 BD-VirB-Fusionsproteine sind zusétzlich an das
cMyc-Peptid fusioniert. NLS: nuclear localization signal; HA-tag: Himagglutinin-Markierung

Unter der Verwendung spezifischer Oligonukleotide (Tab. 6) wurden die verschiedenen
Genfragmente amplifiziert, mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und in die
Vektoren pGADT7 und pGBKT?7 eingebracht. Alle konstruierten Plasmide wurden mittels
Sequenzanalyse tlberpriift. Die Selektion auf plasmid-tragende Zellen erfolgte in E. coli
anhand der Ampicillin-(pGADT7) bzw. Kanamycin-Resistenz (pGBKT7). In Hefe wurden als
Selektionsfaktoren die Synthese von Leucin (pGADT?7, LEU2) und Tryptophan (pGBKT7,
TRP1) genutzt.

Vor der Durchfiihrung der Analyse wurden die konstruierten Plasmide in Vorversuchen auf
folgende Kriterien hin iiberpriift:
1) Die Genprodukte diirfen fiir Hefe nicht toxisch sein. Alle plasmid-tragenden Hefestimme
wuchsen sowohl in Minimalmedium als auch in Vollmedium wie der plasmid-freie Stamm
AH109.
2) Die plasmid-kodierten Gene miissen in der Hefe stabil exprimiert werden. Hierfiir wurden

die einzelnen Plasmide in Hefe transformiert. Die resultierenden Klone wurden als
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Tageskulturen in Vollmedium kultiviert und Zelllysate hergestellt. Die Uberpriifung der
Produktion der VirB-Fusionsproteine erfolgte mittels Western Blot-Analyse und spezifischen
Antiseren. Alle Fusionsproteine wurden in AH109 detektiert (Daten nicht gezeigt).

3) VirB-Genfragmente enthaltende Plasmide diirfen nicht von sich aus die Transkription der
Reportergene aktivieren. Plasmid-tragende Hefestimme wurden zur Kontrolle auf
Minimalmedium ohne Adenin und Histidin (SD -Ade/-His/-Leu bzw. Trp) ausgestrichen und
das Wachstum tberpriift. Nur im Fall der Vektoren pGBKT7-virB8 und pGADT7-virBS8
wurde eine Aktivierung des HIS3-Reportergenes beobachtet. Diese konnte aber durch Zugabe
von 7,5 mM 3-AT (3-Amino-1, 2 ,4-Triazol) zum SD-Medium unterbunden werden. Bei
3-AT handelt es sich um einen kompetitiven Inhibitor des HIS3-Proteins der Hefe und es wird

eingesetzt, um ,,Hintergrundwachstum* auf SD-Medium ohne Histidin zu unterdriicken.

1.5.2.  Detektion von Interaktionen mittels GAL4-abhingiger Reportergene

Die Expressionsvektoren wurden in unterschiedlichen Kombinationen (z.B. pGADT7-
virB5 zusammen mit pGBKT7-virB8) mittels einer ,,Ein-Schritt“-Transformation in den
Hefestamm AH109 eingebracht. Als Kontrollvektoren zur Identifizierung einer Interaktion
dienten die Plasmide pGADT7-T (Fusion des T-Antigens des Virus SV40 an AD) und
pGBKT7-53 (Fusion des p53-Proteins der Maus an DNA-BD), die fiir interagierende
Fusionsproteine kodieren. Als Kontrolle wurde bei jeder Transformation ein Ansatz
mitgefiihrt, bei der der Virulenzgen-enthaltende Vektor zusammen mit dem entsprechenden
,Gegenplasmid® ohne Insertion transferiert wurde (z.B. pGADT7-virB5 zusammen mit
pGBKT7 ohne Insertion). Die hier untersuchten Kombinationen von Plasmiden sind in
Abbildung 13 gezeigt. Die Selektion plasmid-tragender Stimme erfolgte auf Minimalmedium
(SD -Leu/-Trp), pro Ansatz wurden drei voneinander unabhidngige Transformationen
durchgefiihrt, bei denen jeweils sechs Klone iiberpriift wurden. Die Analyse der moglichen
Interaktionen erfolgte zum einen iiber das Wachstum auf Selektionsmedium (SD -Leu/-Trp/-
Ade und SD -Leuw/-Trp/-His), zum anderen durch Uberpriifung der lacZ-Aktivitit mittels eines
X-Gal Kolonie-Filter-Tests (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Hefe Zwei-Hybrid-System.
Aktivierung der Reportergene ADE2 (Wachstum auf Minimalmedium ohne Adenin), HIS3 (Wachstum
auf Minimalmedium ohne Histidin) und lacZ (X-Gal-Kolonie-Filter-Test) nach der Transformation
des Hefestammes AH109 mit den links angegebenen Vektoren.

Bei der Versuchsdurchfiihrung mit VirB5 als Beute-Protein (AD-Fusion) wurden
Interaktionen mit VirB5 und VirB8 (BD-Fusion) detektiert und alle drei Reportergene wurden
aktiviert (Abb. 13). Dass VirB5 moglicherweise mit sich selbst interagiert, hatte sich schon in
den Ergebnissen der Gelfiltrationsanalyse und der Quervernetzungsexperimente angedeutet.
Dartiber hinaus wurde die Interaktion von VirB5 und VirB8, die bereits in den Ko-
Adsorptionsversuchen beobachtet wurde, bestétigt. Der reverse Versuch unter Verwendung
von VirB8§ als Beute-Protein (AD-Fusion) ergab allerdings keinen Hinweis auf eine VirB5-
VirB8-Interaktion. Wie auch in der vorausgegangenen biochemischen Analyse wurde keine
Interaktion zwischen VirB5 und VirB9 festgestellt und die im Ko-Adsorptionsversuch
beobachtete Interaktion zwischen VirB5 und VirB10 konnte ebenfalls nicht untermauert
werden. Ein moglicher Grund fiir die Diskrepanz zwischen den Resultaten dieser und denen
der biochemischen Analyse konnten die Fusionen an die GAL4-Dominen sein, die die
Bindestellen blockieren oder zu Konformationsédnderungen fithren konnten. Dadurch kdnnten

mogliche Bindestellen verdndert vorliegen und somit eine Interaktion verhindern. Alternativ
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konnten die Bedingungen im Hefe-Zellkern (z.B. Ionen-Zusammensetzung, reduzierendes
Milieu) die Interaktionen behindern. Bei Verwendung von VirB§ als Beute-Protein wurden
Interaktionen mit VirB8 und VirB10 festgestellt (Abb. 13). Bereits im Ko-Elutionsexperiment
zeigte sich, dass VirB8 und VirB9 zumindest nicht paarweise interagieren, und dies stimmt

mit dem Resultat der entsprechenden Zwei-Hybrid-Analyse iiberein.

1.5.3.  Quantitative S-Galaktosidase-Messung

Die unter 1.5.2. identifizierten Interaktionen wurden weitergehend mit einer quantitativen
Bestimmung der S-Galaktosidaseaktivititen untersucht. Dies ermdglichte eine Beurteilung der

Starke der Interaktionen.

PGAD-B8 + pCBK-B10| [ 0,30
pPGAD-B8 + pGBK-BS8| | »—‘—< 051
pGAD-BS + pGRK-B8| [ 027
PGAD-BS + pGBEK-BS| [JllH 031
0GBK + pGAD-B8| b 0,04

PGAD + pGBK-B10| | 0,03
0GAD + pGBK-B8| [k 0.10
0GAD + pGBK-BS | [Jit 0.14
0GBK + pGAD-BS | [ii 0,00

Negativ-Kontrollen

Positiv-Kontrolle } { 3,14

1 [ | 1 [ 1 |
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45

Miller units

Abbildung 14: Quantifizierung der Protein-Protein-Interaktionen unter Verwendung von
ONPG als Substrat. Die 3-Galaktosidase-Aktivititen wurden in Ko-Transformanden der
Expressionsvektoren pGADT7-virB5 / pGBKT7-virB5 bzw. pGBKT7-virB8 und Ko-Transformanden
der Plasmide pGADT7-virB8 / pGBKT7-virB8 bzw. pGBKT7-virBI0 quantifiziert. Die
pB-Galaktosidase-Einheiten (Miller units) sind als Mittelwerte von zwei unabhingigen Messungen, in
denen je 6 Transformanden getestet wurden, angegeben. Als Positiv-Kontrolle wurde die Interaktion
zwischen den Fusionsproteinen BD-p53 und AD-S40 T-Antigen (Clontech / Matchmaker-System)
verwendet. Als Negativ-Kontrollen dienten die virB-Fusionsvektoren mit dem entsprechenden
,,Gegenplasmid ohne Insertion.

Alle unter 1.5.2. identifizierten Interaktionen (VirB5/VirB5, VirB5/VirB8, VirB8/VirB§
und VirB8/VirB10) wurden mittels der p-Galaktosidase-Messung bestdtigt. Bei
Kombinationen der VirB-Produktion determinierenden Vektoren wurden in AH109 /acZ-
Aktivititen von ungefdhr 0,3 Miller units ermittelt (Abb. 14). Die Stirken der Interaktionen

der verschiedenen Fusionsproteine unterscheiden sich somit in den meisten Féllen nicht. Im
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Fall der Fusionsproteine AD-VirB8 und BD-VirB8 wurde allerdings eine Enzymaktivitét
ermittelt, die eine stirkere Bindung der Interaktionspartner vermuten lasst (0,51 Miller units).
Die Werte der p-Galaktosidase-Aktivititen waren relativ niedrig aber reproduzierbar und die

Unterschiede zu den Resultaten der Kontrollexperimente waren signifikant.

1.6. Struktur-Funktionsanalyse von StreplI-VirBS

In mehreren der oben beschriebenen Experimente wurde eine Interaktion zwischen VirB5
und VirB8 belegt und moglicherweise interagiert VirB5 auch mit VirB10. Durch gerichtete
Mutagenese des Gens zur Verdnderung einzelner Aminosiuren in VirB5 sollten im Folgenden
Bindestellen fiir VirB8 und VirB10 identifiziert werden. Zur Auswahl der Aminosduren (As),
die ausgetauscht werden sollten, wurde die erst kiirzlich aufgekldrte Struktur von TraC
genutzt (Yeo et al., 2003) (Abb. 15 B). TraC gehort zur Familie der VirB5-Proteine und wird
durch das IncN-Plasmid pKMI101 von E. coli kodiert. Ein Vergleich der
Aminosiuresequenzen von TraC mit weiteren VirB5-Homologen unter Beriicksichtigung der
ermittelten TraC-Struktur ergab, dass die meisten der konservierten Aminoséure-Reste von
VirB5-Proteinen verschiedener T4SS in einem hydrophoben ,,Kern* des Proteins lokalisieren
(Abb. 15 A). Dies legt strukturelle Gemeinsamkeiten nahe. Auch die an Hand der VirB5-
Sequenzen getroffenen in silico Vorhersagen der Proteinstrukturen wiesen sehr hohe
Ahnlichkeiten zur TraC-Struktur auf. Yeo et al. (2003) postulierten daher, dass es sich bei
TraC um den Prototyp der VirB5-Proteine handelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden strikt
konservierte und oberflachen-exponierte Aminosduren, wie z.B. D73, P85, L163 und D172
verdndert, da diese an konservierten Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sein konnten
(Abb. 15). Zum anderen wurden aber auch Aminosiuren ausgewéhlt, deren Austausch bei den
funktionellen Studien zur TraC-Struktur Effekte auf die biologischen Aktivititen gezeigt
hatten, wie R69 und D142 (Yeo et al., 2003).
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Abbildung 15: Gerichtete Mutagenese konservierter Aminosiuren von VirB5 aus Brucella suis.
(A) Sequenzvergleich verschiedener VirB5-Proteine und Zuordnung der Sekundirstruktur von TraC.
Der Vergleich zeigt die Aminosduresequenzen von TraC des IncN-Plasmids pKM101 (TraC pKM),
VirB5 von B. suis (VirB5 Bs), Trw] des IncW-Plasmids R388 (TrwJ R388) und AvhB5 des Plasmids
pAtC58 von A. tumefaciens (AvhBS5 At). As mit dhnlichen Seitenketten sind durch einen Punkt
markiert, As mit sehr dhnlichen durch einen Doppelpunkt und strikt konservierte As durch einen Stern.
Mit grauem Balken unterlegte As sind strikt konserviert und an der Oberfliche exponiert. Die
N-terminalen Signalsequenzen sind mittels einer schwarzen Umrandung hervorgehoben. Die
Strukturelemente von TraC sind ebenfalls angegeben, wobei die a-Helices in tiirkis und die 3;p-Helix
in blau dargestellt sind. Die Farben beziehen sich auf die in (B) abgebildete Struktur. Die fiir die
gerichtete Mutagenese im VirB5-Protein von B. suis ausgewihlten As sind rot unterlegt. (B) Stereo
Ribbon Diagram der Struktur des TraC-Monomers. (Abbildung A und B modifiziert nach Yeo et al.,
2003)
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1.6.1.  Konstruktion der Expressionsvektoren und Reinigung der VirB5-Varianten

Mittels inverser PCR (Oligonukleotide in Tabelle 6) wurden in den Expressionsvektor pT7-
7-Strepll-virB5suis Mutationen eingebracht, die einen Austausch der jeweiligen Aminoséure
zu Alanin bewirkte. Die mutagenisierten und PCR-amplifizierten Plasmide wurden
anschlieBend mit Dpnl behandelt und in E. coli transformiert. Alle Mutationen im virB5-Gen
wurden durch Restriktions- und Sequenzanalysen bestétigt. Die verdnderten Proteine wurden
iiberproduziert und mittels der StreplI-Fusion aufgereinigt, wie unter 1.1.1. fiir das Wildtyp-
Protein beschrieben. Proben der gereinigten VirB5-Varianten wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie angeférbt (Abb. 16).
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Abbildung 16: SDS-PAGE der angereicherten VirB5-Varianten. Jeweils 1 ug der Strepll-
Fusionsproteine wurde aufgetragen und nach gelelektrophoretischer Separation mit Coomassie
angefarbt. Wildtyp (Wt): VirB5 aus B. suis .

Vergleichende Analysen der Uberexpression und Reinigung der verschiedenen VirB5-
Varianten zeigten deutliche Unterschiede. Das virB5/D73A-Gen wurde als einziges in mit
dem Wildtyp vergleichbaren Mengen exprimiert (Daten nicht gezeigt). Besonders auffillig
war die reduzierte Uberproduktion und Ausbeute bei VirB5/L163A. Ein Grund fiir dieses
Resultat konnte die Lage des Austauschs in der a2-Helix sein. Die Verdnderung einer dort
liegenden As konnte sich moglicherweise auf die Stabilitdt des Proteins auswirken, da die drei
a-Helices den Kern des Proteins bilden. Im Fall von VirB5/R69A wurden Abbauprodukte
beobachtet, was auf eine Verringerung der Stabilitit des Proteins hinweist. Dariiber hinaus
konnte VirB5/D142A nicht in vergleichbarer Reinheit wie die anderen Proteine gewonnen
werden, da die Menge der Uberproduktion relativ niedrig war. Alle Fusionsproteine konnten
allerdings in den fiir die nachfolgenden Analysen bendtigten Mengen tiberproduziert und auf

das erforderliche MaB3 gereinigt werden.
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1.6.2.  Analyse der VirB5-Varianten mittels Ko-Adsorption

Mittels der unter 1.4. beschriebenen Ko-Adsorptionsmethode wurden die Auswirkungen
des Austausches einzelner Aminosduren auf die Interaktionen zwischen VirB5 und VirB8
bzw. VirB5 und VirB10 untersucht. Je 50 pmol der Strepll-VirB5-Varianten wurden mit 50
pmol His¢Trx-VirB8 oder His¢Trx-VirB10 gemischt, mit StrepTactin-Sepharose inkubiert und
anschlieBend wurde die Bindung und gemeinsame Elution untersucht. Die eluierten Proteine
wurden mit SB-Puffer versetzt, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western Blot-

Analyse untersucht.
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Abbildung 17: Fihigkeit von StreplI-VirB5-Varianten zur Interaktion mit His¢Trx-VirB8 und
His¢Trx-VirB10. Die durch Zugabe von Biotin von der Sepharose eluierten Proteine wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und mittels spezifischer Antiseren (o)
detektiert. Als Positiv-Kontrolle diente Strepll-VirB5 ohne As-Austausch (Wt), als Negativ-Kontrolle
das alleine mit der Strep-Tactin-Sepharose inkubierte His¢Trx-Protein. (A) Ko-Elutionsversuche der
VirB5-Varianten mit VirB8. (B) Ko-Elutionsversuche der VirB5-Varianten mit VirB10. Das Fehlen
einer Ko-Adsorption der Hiss Trx-Proteine ist durch eine schwarze Pfeilspitze markiert.

Wie in Abbildung 17 A zu sehen, binden StreplI-VirB5/R69A und Strepll-VirB5/D142A in
mit dem Wt-Protein vergleichbaren Mengen an die StrepTactin-Sepharose. Die Bindung von
HisgTrx-VirB8 an die R69A-Variante war jedoch sehr stark, im Fall der D142A-Variante
stark verringert. Die Interaktion mit His¢Trx-VirB10 war nur im Fall der R69A-Variante
merklich verringert (Abb. 17 B). Die Interaktionen der anderen Strepll-VirB5-Varianten mit
HisgTrx-VirB8 und His¢Trx-VirB10 waren von der des Wildtyp-Proteins nicht zu

unterscheiden.

1.6.3.  Analyse der verdnderten VirB5-Proteine mittels Quervernetzung

Zur weiteren Uberpriifung dieser Ergebnisse wurden die VirB5-Varianten mit Strepll-

VirB8 bzw. Strepll-VirB10 unter Verwendung des Crosslink-Reagenz DSS quervernetzt.
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DSS ist ein wasserunldsliches homo-bifunktionelles Vernetzungs-Reagenz, das mit priméren
Aminen reagiert und somit Proteine verkniipft, die interagieren und deren funktionelle
Gruppen im geeigneten Abstand voreinander vorliegen. Bei der Bildung stabiler
Quervernetzungsprodukte spielen hauptsédchlich die e-Amine von Lysinen eine Rolle.

Je 50 pmol der verschiedenen Strepll-VirB5-Proteine wurden mit der gleichen Menge
StreplI-VirB8 oder Strepll-VirB10 gemischt, mit Reaktionspuffer versetzt und fiir 30
Minuten inkubiert. Die Quervernetzung erfolgte durch Zugabe von DSS, wobei
unterschiedliche Konzentrationen eingesetzt wurden (0, 50 und 100 pM). Nach 60-miniitiger
Inkubation wurden die Proben in SB-Puffer fiir 5 Minuten bei 100°C inkubiert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Quervernetzungsprodukte erfolgte durch
Western Blot-Analyse mit spezifischen Antiseren. In Abbildung 18 sind die Resultate der
Quervernetzungs-Experimente mit Strepll-VirB5-Varianten und Strepll-VirB8 dargestellt.
Alle Proben wurden sowohl mit VirB8-spezifischem (Abb. 18), als auch mit VirB5-
spezifischem Antiserum (Daten nicht gezeigt) untersucht. Um die Spezifitit der
Quervernetzung zwischen VirB5 und VirB8 zu iiberpriifen wurden folgende Kontrollen
mitgefiihrt: Quervernetzung des Strepll-VirB8-Proteins alleine und Quervernetzung der
jeweiligen Strepll-VirB5-Variante alleine. Somit konnte klar unterschieden werden, welche
der detektierten Signale auf Quervernetzung von VirB8 mit VirB8, auf unspezifischer
Reaktion des VirB8-Serums mit den VirB5-Proteinen oder aber auf einer tatsdchlichen

Verkniipfung von VirB5 und VirB8§ beruhte.

Die Zugabe von DSS fiihrte im Fall von StreplI-VirB8 zur Bildung von Homomultimeren
(Abb. 18 A-G jeweils zweite und dritte Spur). Es wurden sowohl Dimere identifiziert (ca. 36
kDa), als auch ein Komplex hoherer molekularer Masse (ca. 58 kDa). In den Ansitzen, in
denen das Strepll-VirB5-Protein (Wt) gemeinsam mit Strepll-VirB8 vorlag, verdnderte sich
das Quervernetzungs-Muster (Abb. 18 A). Ein neuer Komplex wurde detektiert, der eine
molekulare Masse von ungefdhr 45 kDa aufwies. Dies weist auf eine Quervernetzung
zwischen Strepll-VirB5 und Strepll-VirB8 hin. Auch die Proteine VirB5/D73A, VirB5/P85A,
VirB5/L163A und VirB5/D172A wurden nach Zugabe von DSS mit Strepll-VirB8 verkniipft
(Abb. 18 C, D, F, G), und die Muster unterschieden sich nicht deutlich von denen des Wt-
Proteins. Wie auch in den Ko-Adsorptionsversuchen (1.6.2.) beobachtet, war die Interaktion
von VirB8 mit den Varianten VirB5/R69A und VirB5/D142A gestort und es wurden keine

Quervernetzungsprodukte zwischen diesen Proteinen identifiziert (Abb. 18 B, E).
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Abbildung 18: Quervernetzung von Strepll-VirB5-Varianten und StreplI-VirB8 mit DSS.
Proteine wurden einzeln oder im Gemisch mit 0, 50 und 100 puM DSS quervernetzt und anschlieend
per SDS-PAGE aufgetrennt. Mogliche Quervernetzungsprodukte aus VirB5 und VirB8 wurden mit
VirB8-spezifischem Antiserum detektiert. (A) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5 (Wt); Positiv-
Kontrolle, (B) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5/R69A, (C) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5/D73A,
(D) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5/P85A, (E) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5/D142A, (F) Strepll-
VirB8 und Strepll-VirB5/L163A, (G) Strepll-VirB8 und Strepll-VirB5/D172A. VirB§-Monomere
sind mit schwarzen Pfeilspitzen, Quervernetzungsprodukte zwischen VirB5 und VirB8 mit weilen
Pfeilspitzen gekennzeichnet.

Als nichstes wurden die Auswirkungen der Aminosdure-Austausche auf die Interaktion
von VirB5 mit VirB10 untersucht. Die Resultate der Quervernetzungs-Experimente der
Strepll-VirB5-Varianten mit StreplI-VirB10 sind in Abbildung 19 dargestellt. Wie auch im
Fall von Strepll-VirB8 wurde das Strepll-VirB10-Protein durch die Zugabe von DSS zu
Dimeren (ca. 90 kDa) und Komplexen héherer molekularer Masse (> 98 kDa) quervernetzt
(Abb. 19 A-G jeweils zweite und dritte Spur). Eine Quervernetzung nach Ko-Inkubation von

Strepll-VirB5 und Strepll-VirB10 resultierte in einem zusétzlichen Komplex (ca. 75 kDa),
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der offensichtlich auf einer Verkniipfung zwischen den beiden Proteinen beruhte (Abb. 19 A).
Auch die Strepll-VirB5-Varianten wurden mit dem Strepll-VirB10-Protein zu diesem
75 kDa- Komplex verkniipft (Abb. 19 B — G). Im Gegensatz zu den Resultaten der Ko-
Priazpitations-Experimente wurde bei den Quervernetzungs-Experimenten keine
Beeintrachtigung der Interaktion zwischen Strepll-VirB10 und der Strepll-VirBS/R69A-
Variante beobachtet (Abb. 19 B). Moglicherweise sind die Quervernetzungs-Experimente
nicht empfindlich genug, um Verénderungen in der VirB10-Bindestelle von VirB5 zu

detektieren.
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Abbildung 19: Quervernetzung von Strepll-VirB5S-Varianten und StreplI-VirB10 mit DSS.
Proteine wurden einzeln oder im Gemisch mit 0, 50 und 100 pM DSS quervernetzt und anschlieend
per SDS-PAGE aufgetrennt. Mogliche Quervernetzungsprodukte aus VirB5 und VirB10 wurden mit
VirB10-spezifischem Antiserum detektiert. (A) Strepll-VirB10 + Strepll-VirB5 (Wt); Positiv-
Kontrolle, (B) Strepll-VirB10 + Strepll-VirB5/R69A, (C) Strepll-VirB10 + Strepll-VirB5/D73A,
(D) Strepll-VirB10 + Strepll-VirB5/P85A, (E) Strepll-VirB10 + Strepll-VirB5/D142A, (F) Strepll-
VirB10 + StreplI-VirB5/L163A, (G) Strepll-VirB10 + StreplI-VirB5/D172A. VirB10-Monomere sind
mit schwarzen Pfeilspitzen, Quervernetzungsprodukte zwischen VirB5 und VirB10 mit weilen
Pfeilspitzen gekennzeichnet.
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Die gestorten Interaktionen zwischen einigen der VirB5-Varianten und StreplI-VirB8 bzw.
StreplI-VirB10 konnen darauf zuriickzufiihren sein, dass die Binderegionen fiir VirB§ und
VirB10 in den entsprechenden VirB5-Varianten nicht mehr vollstdndig vorhanden sind.
Allerdings konnte der Austausch von Aminosduren auch Verdanderungen der Konformationen
der Proteine zur Folge haben, so dass keine Interaktion mehr moglich ist. Mit den hier
durchgefiihrten Experimenten konnte nicht unterschieden werden, welche dieser beiden
Moglichkeiten zutrifft. Verédnderungen der Dimerisierung der VirB5-Varianten nach
Quervernetzung mit DSS wurden allerdings nicht detektiert. Wie das Wt-Protein wurden alle
VirB5-Varianten zu einem Dimer (molekulare Masse von ungefahr 55 kDa) verkniipft (Abb.
20), was gegen umfangreiche Konformationsdnderungen spricht. Eine Kldrung dieser
Fragestellung wiirde weiterfithrende Analysen, z.B. durch CD-Spektroskopie des Wt-Proteins

und der VirB5-Varianten, erfordern.
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Abbildung 20: Untersuchung der Dimerisierung der StreplI-VirB5-Varianten nach
Quervernetzung mit DSS. Die verschiedenen VirB5-Proteine wurden mit steigenden
Konzentrationen von DSS inkubiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Quervernetzungsprodukte
wurden mittels Western Blot mit VirB5-spezifischem Antiserum untersucht. (A) Strepll-VirB5 (Wt),
(B) Strepll-VirB5/R69A, (C) Strepll-VirB5/D73A, (D) Strepll-VirB5/P85A, (E) Strepll-
VirB5/D142A, (F) Strepll-VirB5/L163A, (G) Strepll-VirB5/D172A. VirB5-Monomere sind mit
schwarzen Pfeilspitzen, Dimere mit weiflen Pfeilspitzen gekennzeichnet.

-55-



ERGEBNISSE

1.7. Identifizierung der VirB5-Interaktionen mit Peptidmembranen

Mit Hilfe von Cellulosemembranen, an die mittels der SPOT-Synthese Technik (Frank,
1992) synthetische VirB5-Peptide kovalent gebunden wurden (Jerini; Berlin), sollten
spezifische Bindestellen fiir VirB8 und VirB10 identifiziert werden. Die Peptide umfassten
die gesamte Aminosduresequenz von VirB5 (ohne Signalpeptid) und wurden so gewéhlt, dass
sie 13 Aminosduren lang und um je 3 Positionen verschoben waren. Es ergaben sich somit
Membranen mit 70 gebundenen Peptiden, die im Folgenden mit 2 - 4 pg Strepll-VirBS§,
Strepll-VirB9 oder Strepll-VirB10 iiberlagert wurden. Um unspezifische Bindung der
Proteine an die Cellulosemembranen zu vermeiden, wurden diese vor der Zugabe der Proteine
in einem Absittigungs-Reagenz fiir Western Blots (Roche, Penzberg) inkubiert. Auch die
Uberlagerung mit den Virulenzproteinen erfolgte in dem Absittigungs-Reagenz. Um nur
biologisch relevante Bindungen zu detektieren, wurden die Strepll-Proteine in niedrigen
Konzentrationen eingesetzt und die Uberlagerungszeit wurde auf eine Stunde bei RT
beschriankt. Nach dreimaligem Waschen wurden die an die Peptide gebundenen Proteine
mittels Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran transferiert, wobei die Peptide aufgrund ihrer
kovalenten Bindung auf der Cellulosemembran haften blieben. Die Detektion erfolgte
anschliefend mittels Western Blot-Analyse und spezifischen Antiseren. Um die
Versuchsbedingungen konstant zu halten, wurden drei Peptidmembranen in parallelen
Ansédtzen mit den Virulenzproteinen Strepll-VirB8, Strepll-VirB9 bzw. Strepll-VirB10
iiberlagert und zeitgleich auf die PVDF-Membranen transferiert. Proteine, die auch nach dem
Transfer an den Peptiden hafteten, wurden geméf des Regenerierungsprotokolls (Jerini,
Berlin) von der Peptidmembran geldst. Zur Identifizierung der gebundenen Bereiche wurden
die fiir jedes der drei VirB-Proteine erhaltenen Chemoluminogramme mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogramms ,,Canvas 9% iiberlagert. Somit wurden die gebundenen Peptide
aller Versuche in der Auswertung erfasst. Die Bindung der Proteine an die Peptide wurde
anhand der Signalstidrke in den Chemoluminogrammen in drei Intensititen eingeteilt. Die

Beurteilung der Bindungsstarke ist exemplarisch in Abbildung 21 dargestellt.
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Feptide 12 15 starke Bindung (+++)

36

Abbildung 21: Einteilung der Bindungsintensititen der Proteine an VirBS-Peptide. Die
Detektion der von Strepll-VirB8, Strepll-VirB9 bzw. StreplI-VirB10 gebundenen Peptide erfolgte
nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran mit VirB-spezifischen Antiseren. Die
Bindung der Proteine an die Peptide wurde anhand der beobachteten Signalstirke in den
Chemoluminogrammen in ,,starke®, , mittelstarke und ,,schwache* Bindungen eingeteilt.

Die Abbildungen 22 bis 24 zeigen die Resultate der Uberlagerungsversuche mit StrepllI-
VirB8, Strepll-VirB9 bzw. Strepll-VirB10.
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A Peptid 1 5 10 15 20
1 ' . - {" 1. .
21 b g ‘h‘“’ ‘ 40
M " » o 60
61 -
70
E3 Signal- Peptid Peptidsequenz aa VirB5
stdrke
++ 14 MQFDALTGYRGLG aa 60-72
+++ 16 TGYRGLGDILRDP aa 66-78
+++ 18 GDILRDPTLRSYL aa 72-
+ 19 LRDPTLRSYLPHN
+ 20 PTLRSYLPHNWRD
+++ 21 RSYLPHNWRDLYE
+++ 22 LPHNWRDLYEAVM
+++ 23 NWRDLYEAVMSGG aa -89
++ 29 GETTNLLRKSOQVY aa 105-
++ 30 TNLLRKSQVYDPC
++ 31 LRKSQVYDPCAST aa -123
+ 36 KDQRIACEAKVVK aa 126-
+ 37 RIACEAKVVKPVQ aa -141
+ 39 KVVKPVQDKVMTS aa 135-
+ 40 KPVQDKVMTSKAY aa -150
+ 58 NEDTRLHLYQOMA aa 192-
+ 59 TRLHLYQQOMAEAQ aa -207
+ 67 DAKDNARRGYPQP aa 219-
+ 68 DNARRGYPOPKAL
+ 69 RRGYPOQPKALEAA
+ 70 YPQPKALEAAY aa -238
(: MKKITILSFAFALTVTSTAHAQLPVTDAGSIAQNLANHLEQMVKEFAQQOT
EQLEKQOQFEEQKMOFDALTGYRGLGDILRDPTLI PHNWRDLYEAVM
SGGYLAAAGETTNLLE WYDPCASISDKDQ PVQDEV
KAYDATDKRLOETIESLMOQEINKTGDPKATAELQGRIESENAMTQON
ED EAQDKLLDERQHELDAKDNARRG KALEAAY

+++ starke. Binduhg

Abbildung 22: Bindung von StreplI-VirB8 an VirB5-Peptide. (A) Die Detektion der von Strepll-
VirB8 gebundenen Peptide erfolgte nach dem Transfer des Proteins auf eine PVDF-Membran mit
VirB§-spezifischem Antiserum. Die Nummerierung des Chemoluminogramms entspricht der
Anordnung der verschiedenen Peptide auf der Cellulosemembran. (B) Zuordnung der von Strepll-
VirB8 gebundenen Peptide zur VirB5-Sequenz. Die Stirke der Bindung wurde wie folgt eingestuft:
+ (schwache Bindung), ++ (mittelstarke Bindung) und +++ (starke Bindung). Hinter den Nummern
sind die entsprechenden Peptidsequenzen aufgelistet und ihre Abfolge unter Beriicksichtigung der
Uberlappungsbereiche angegeben. Rechts sind die den Peptiden entsprechenden Positionen in der
VirB5-Aminosduresequenz aufgelistet. (C) Aminosduresequenz von VirB5 aus B. suis. Die mit
Strepll-VirB8 interagierenden Bereiche sind farbig dargestellt.

Wie auf dem Chemoluminogramm in Abbildung 22 A zu erkennen band StreplI-VirB8 an
mehrere Peptide von VirB5, wobei sich besonders starke Signale im Bereich der Peptide 16,
18 und 21 bis 23 ergaben. Mittelstarke Signale wurden im Fall der Peptide 14 und 29 bis 31
detektiert. An insgesamt 12 weiteren Peptiden wurde eine schwichere Bindung von StreplI-

VirB8 beobachtet. Die den gebundenen Peptiden entsprechenden Sequenzen sind unterhalb
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des Chemoluminogrammes angegeben (Abb. 22 B). Fiir eine iibersichtlichere Darstellung der
Ergebnisse wurden die Aminosduren der gebundenen VirB5-Peptide in der Gesamt-
Aminoséduresequenz des Proteins farblich hervorgehoben. In dem Fall, dass mehrere
aufeinanderfolgende Peptide gebunden worden waren (z.B. Peptide 21 bis 23), wurden nur
die Aminosduren markiert, die all diesen Peptiden gemeinsam waren. Dadurch wird deutlich,
dass besonders der Bereich der Aminosduren 66 bis 90 in VirB5 stark von StreplI-VirB8
erkannt wird (Abb. 22 C). Mittelstarke und schwéchere Signale traten im Bereich der
Aminosduren 111 bis 117, 129 bis 138 und 195 bis 204 auf. Auch die C-terminalen
Aminosduren 228 bis 231 interagierten schwach mit Strepll-VirB8.

Parallel zum Strepll-VirB8-Ansatz wurden weitere VirB5-Peptidmembranen mit Strepll-

VirB9 bzw. Strepll-VirB10 iiberlagert und die Ergebnisse wurden wie oben beschrieben
ausgewertet (Abb. 23 und 24).
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Peptid 1

15

20

B Signal- Peptid Peptidsequenz aa VirB5
stirke
++ 14 MOFDALTGYRGLG aa 60-
+ 15 DALTGYRGLGDIL
++ 16 TGYRGLGDILRDP aa -78
+ 18 GDILRDPTLRSYL aa 72-84
+++ 21 RSYLPHNWRDLYE aa B8l-
+++ 22 LPHNWRDLYEAVM
+++ 23 NWRDLYEAVMSGG aa -99
++ 28 AAAGETTNLLERKS aa 102-
+ 29 GETTNLLRKSQVY aa
+ 30 TNLLRKSQVYDPC
++ 31 LRKSQVYDPCAST aa -123
++ 36 KDQRIACEAKVVK aa 126-
+ 37 RIACEAKVVKEVQ aa -141
++ 39 KVVKPVQDKVMTS aa 135-
+ 40 KPVQDKVMTSKAY aa -150
++ 59 TRLHLYQOMAEAQ aa 195-207
+ 66 HELDAKDNARRGY aa 216-
+ 67 DAKDNARRGYPQP
+ 68 DNARRGYPQPKAL
+ 69 RRGYPQPKALEARA
+ 70 YPOPKALEAAY aa -238

GDILRDFTLR

MKKITLSFAFALTVTSTAHAQLPVTDAGSIAQNLANHLEOMVKFAQQOT

EQLKQQFEEQKMQFDAL PHNWRDLYEAVM

SGGYLAAAGETTNLLRKSQVYDPCASISDRKDQRTACEAKVVKPVQDREV
MI'SKAYDATDKRLOETESIMOQETINKTGDPRATAELQGRIESENAMION

EDTRLHLYQOMAEAQDKLLDERQHELDAKDNARR

o

mittelstarke Bindung
+++ starke Bindung

KALEAAY

Abbildung 23: Bindung von StreplI-VirB10 an VirB5-Peptide. (A) Die Detektion der von Strepll-
VirB10 gebundenen Peptide erfolgte nach dem Transfer des Proteins auf eine PVDF-Membran mit
VirB10-spezifischem Antiserum. Die Nummerierung des Chemoluminogramms entspricht der
Anordnung der verschiedenen Peptide auf der Cellulosemembran. (B) Zuordnung der von Strepll-
VirB10 gebundenen Peptide zur VirB5-Sequenz. Die Stirke der Bindung wurde wie folgt eingestuft:
+ (schwache Bindung), ++ (mittelstarke Bindung) und +++ (starke Bindung). Hinter den Nummern
sind die entsprechenden Peptidsequenzen aufgelistet und ihre Abfolge unter Beriicksichtigung der
Uberlappungsbereiche angegeben. Rechts sind die den Peptiden entsprechenden Positionen in der
VirB5-Aminoséduresequenz aufgelistet. (C) Aminosduresequenz von VirB5 aus B. suis. Die mit
Strepll-VirB10 interagierenden Bereiche sind farbig dargestellt.
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A Peptid 1 5 10 15 20
1
ral 40
1M 60
61
70
Signal- Peptid Peptidsequenz aa VirB5
stdrke
+ 16 TGYRGLGDILRDP aa 66-78
+++ 21 RSYLPHNWRDLYE aa 81-93
++ 34 CASISDKDQRIAC aa 120-
+ 35 ISDKDQRIACEAK
++ 36 KDQRIACEAKVVK aa -138
(: MEKKIILSFAFALTVTSTAHAQLPVTDAGSITAQNLANHLEQMVKFAQQT
EQLKQOQFEEQKMOQFDAL TLRSYLPHNWRDLYEAVM
SGGYLAAAGETTNLLRKSQVYDFCASISD RIACEAKVVKPVQDKV

MTSKAYDATDKRLQEIESLMOE INKTGDPKATAELQGRIESENAMI ON
EDTRLHLYQOMARAQDKLLDERQHELDAKDNARRGYPOPKATEAAY

+++ starke Bindung

Abbildung 24: Bindung von StreplI-VirB9 an VirB5-Peptide. (A) Die Detektion der von Strepll-
VirB9 gebundenen Peptide erfolgte nach dem Transfer des Proteins auf eine PVDF-Membran mit
VirB9-spezifischem Antiserum. Die Nummerierung des Chemoluminogramms entspricht der
Anordnung der verschiedenen Peptide auf der Cellulosemembran. (B) Zuordnung der von Strepll-
VirB9 gebundenen Peptide zur VirB5-Sequenz. Die Stdrke der Bindung wurde wie folgt eingestuft:
+ (schwache Bindung), ++ (mittelstarke Bindung) und +++ (starke Bindung). Hinter den Nummern
sind die entsprechenden Peptidsequenzen aufgelistet und ihre Abfolge unter Beriicksichtigung der
Uberlappungsbereiche angegeben. Rechts sind die den Peptiden entsprechenden Positionen in der
VirB5-Aminosduresequenz aufgelistet. (C) Aminosduresequenz von VirB5 aus B. suis. Die mit
Strepll-VirB9 interagierenden Bereiche sind farbig dargestellt.

Wie in dem Chemoluminogramm in Abbildung 23 A zu erkennen, wurden nach der
Uberlagerung mit StreplI-VirB10 besonders starke Signale im Bereich der Peptide 21 bis 23
detektiert. Eine schwache bis mittlere Bindung wurde im Bereich der Peptide 14 bis 18, 28 bis
31, 36 bis 40 und 66 bis 70 beobachtet. In Abbildung 23 C sind die fiir diese Interaktionen
relevanten Aminoséuren in der VirB5-Sequenz hervorgehoben. Strepll-VirB10 band offenbar
stark an die Region der Aminoséduren 87 bis 94. Die Regionen der Aminoséduren 66 bis 71,
129 bis 138, 195 bis 207 und 227 bis 231 wurden von Strepll-VirB10 mit mittlerer bis
schwacher Stirke gebunden. Ein Vergleich der Regionen, die von StreplI-VirB8 und StreplI-
VirB10 gebunden wurden, zeigte, dass sehr @hnliche Bereiche von VirB5 fiir die

Interaktionen mit den beiden Proteinen eine Rolle spielen.
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Im Fall von StreplI-VirB9 wurden nur wenige Peptide gebunden. Auffallend war die starke
Bindung an Peptid 21 (Abb. 24 A) und dariiber hinaus wurden Signale mittlerer Stirke im
Bereich der Peptide 34 und 36 und eine sehr schwache Bindung an Peptid 16 detektiert (Abb.
24 C). Eine Bindung an diese Peptide wurde auch bei der Uberlagerung mit Strepll-VirB8
und Strepll-VirB10 beobachtet, und besonders das starke Signal im Fall von Peptid 21 fillt
auf. Im Gegensatz zu Strepll-VirB9 wurden im Fall der anderen beiden Proteine in diesem
Bereich der VirB5-Membranen aber mehrere aufeinander folgende Peptide gebunden, was fiir
eine hohere Spezifitit der Bindungen sprechen kénnte. Die vier bei der Uberlagerung mit
Strepll-VirB9 detektierten Peptide liegen im globuldren Anhang von VirB5, dem eine grof3e
Bedeutung fiir Protein-Protein-Interaktionen zugeschrieben wird und der viele hydrophobe
Aminosduren enthélt. Es ist deshalb mdglich, dass einige dieser Peptide in einem artifiziellen
System wie den Peptidmembranenen nicht spezifische Interaktionen eingehen. Da in keinem
der vorangegangenen Versuche eine Interaktion zwischen VirB5 und VirB9 detektiert wurde,
ist es ist fraglich, ob die Bindung dieser Aminosdurebereiche durch Strepll-VirB9 signifikant
ist.

Insgesamt war es moglich die Bindung von VirB8 und VirB10 relativ definierten Bereichen
in der VirB5-Sequenz zu zuordnen, und die Relevanz dieser Bindestellen wurde in der Folge

untersucht.

1.8. Kompetition der Interaktionen mit Peptiden

Durch den Einsatz der Peptidmembranen wurden Informationen iiber die Regionen von
VirB5 gewonnen, die an den Interaktionen mit VirB8 und VirB10 beteiligt sein konnten. Die
Ergebnisse dieser Versuche sollten durch einen kompetitiven Interaktionstest weitergehend
untersucht werden. Da die Interaktion zwischen VirB5 und VirB8 besonders gut belegt
worden war, wurde diese fiir die nachfolgenden Untersuchungen gewihlt. Im Rahmen dieser
Experimente sollten die fiir die Interaktion mit VirB5 bendtigen Bindestellen von VirB8
durch die Pri-Inkubation mit VirB5-Peptiden besetzt werden, und somit eine Interaktion mit
dem vollstdndigen VirB5-Protein unterbinden. Dieser kompetitive Ansatz sollte die VirB5-
VirB8-Interaktion bestitigen und die Bindestelle weiter eingrenzen. Vier der Peptide des
VirB5-Proteins, die durch die Uberlagerung der PepSpot-Membran mit VirB8 identifiziert
worden waren, wurden ausgewihlt und als Peptide einer Lange von 15 - 16 Aminosduren

synthetisiert (Jerini, Berlin):
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Peptid I: TGYRGLGDILRDPTL (As 66-80 in der VirB5-Gesamtsequenz)
Peptid II: YLPHNWRDLYEAVMS  (As 83-97 in der VirB5- Gesamtsequenz)
Peptid I1I: EAKVVKPVQDKVMTS  (As 133-146 in der VirB5-Gesamtsequenz)
Peptid IV: ARRGYPQPKALEAAY  (As 224-237 in der VirB5-Gesamtsequenz)

50 pmol StreplI-VirB8 wurden mit verschiedenen Konzentrationen der einzelnen Peptide
30 Minuten bei RT pri-inkubiert. Dabei wurde Strepll-VirB8 mit den Peptiden in einem
Verhiltnis von 1:1, 1:10, 1:100 und 1:500 gemischt. Nach Zugabe von Strepll-VirB5 wurde
den Ansidtzen nach einer weiteren 30-miniitigen Inkubation DSS zur Quervernetzung von
VirB5 und VirB8 zugesetzt. Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 1.6.2.
beschrieben, die Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und einer Western Blot-
Analyse unter Verwendung des VirB8-spezifischen Antiserums unterzogen.

Wie in den vorangegangenen Quervernetzungs-Experimenten mit DSS (s. 1.6.3) wurde
Strepll-VirB8 sowohl zu einem Dimer (ca. 36 kDa), als auch zu einem Trimer (ca. 54 kDa)
verkniipft (Abb. 25 A — D, jeweils zweite Spur). Die Zugabe von DSS zu einem StreplI-
VirB5/Strepll-VirB8-Gemisch resultierte neben den VirB8-Homomultimeren in dem
ungefihr 45 kDa groBen Quervernetzungsprodukt, welches vermutlich auf die Verkniipfung
der beiden Proteine zuriickzufiihren ist. Als zusitzliche Kontrolle diente quervernetztes
Strepll-VirB5, womit ausgeschlossen wurde, dass die beobachteten Signale auf einer
Kreuzreaktion des VirB8-Antiserums mit VirB5 beruhten. Nach Pra-Inkubation von Strepll-
VirB8 mit Peptid I oder Peptid II war keine Quervernetzung des Proteins mit StreplI-VirB5
durch DSS mehr moglich (Abb. 25 A und 25 B). Dazu musste in beiden Fillen mindestens 5
nmol Peptid in der Prd-Inkubation eingesetzt werden, was einem 100-fachen molaren
Uberschuss iiber die Proteine entsprach. Da Peptide III und IV auch in 100-oder 500-fachem
Uberschuss die Quervernetzung nicht behinderten, kann dieser Effekt nicht auf einem
unspezifischen Reaktion von DSS mit den Peptiden beruhen. Dariiber hinaus kann
ausgeschlossen werden, dass das Ausbleiben der Quervernetzung zwischen Strepll-VirB5 und
Strepll-VirB8 durch Absittigung der reaktiven Gruppen des Quervernetzungs-Reagenz DSS
verursacht wurde, da Peptide I und II im Gegensatz zu den Peptiden III und IV keine
reaktiven Lysine enthalten. Die Préa-Inkubation von Strepll-VirB8 mit Peptid III und Peptid
IV dagegen hatte keine Auswirkungen auf die Quervernetzung zwischen Strepll-VirB5 und

StreplI-VirB8 (Abb. 25 C und D).
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Abbildung 25: Quervernetzung von StreplI-VirB5 und StreplI-VirB8 nach Préa-Inkubation mit
Peptiden. Nach Pri-Inkubation von Strepll-VirB8 mit steigender Menge eines Peptids (0,05 / 0,5/ 5
und 25 nmol) wurden dem Ansatz Strepll-VirB5S und 0,1 mM DSS zugesetzt. Die
Quervernetzungsprodukte wurden mit VirB8-spezifischem Antiserum detektiert. Folgende Kontrollen
wurden in jedem Ansatz mitgefiihrt: nur Strepll-VirB8, mit und ohne DSS-Behandlung; nicht
quervernetztes Strepll-VirB5/Strepll-VirB8-Gemisch; DSS-behandeltes Strepll-VirB5/Strepll-VirB§-
Gemisch; DSS-behandeltes Strepll-VirB5 (A) Pré-Inkubation mit Peptid I, (B) Pri-Inkubation mit
Peptid 11, (C) Pri-Inkubation mit Peptid III, (D) Pré-Inkubation mit Peptid IV. Graue Pfeilspitzen
kennzeichnen das Strepll-VirB8-Monomer, weille Pfeilspitzen das Quervernetzungsprodukt von
Strepll-VirB5 und Strepll-VirB8. Die schwarze Pfeilspitze markiert Ansitze, in denen keine
Quervernetzung mehr beobachtet wurde.

In einem weiteren Experiment wurde die Prd-Inkubation von Strepll-VirB8 mit
Peptidgemischen durchgefiihrt, um festzustellen, ob damit eine Verstiarkung des beobachteten
Effektes erwirkt werden kann. Sowohl Peptide I und II, als auch Peptide III und IV wurden in
gleichem Verhéltnis gemischt und verschiedene Mengen der Peptidgemische (0,05 /0,5 /5
und 25 nmol) wurden mit StreplI-VirB8 vor der Quervernetzung pra-inkubiert (Abb. 26).
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Abbildung 26: Quervernetzung von StreplI-VirB5 und StreplI-VirB8 nach Préa-Inkubation mit
Peptid-Gemischen. Nach Préd-Inkubation von Strepll-VirB8 mit steigender Menge der
Peptidgemische I+1I bzw. IHI+IV (0,05 / 0,5 / 5 und 25 nmol) wurde dem Ansatz Strepll-VirB5 und
0,1 mM DSS zugesetzt. Die Quervernetzungsprodukte wurden mit VirB8-spezifischem Antiserum
detektiert. (A) Pra-Inkubation mit einem Gemisch aus Peptid I+1I, (B) Préd-Inkubation mit einem
Gemisch aus Peptid III+IV. Graue Pfeilspitzen kennzeichnen das Strepll-VirB8-Monomer, weille
Pfeilspitzen das Quervernetzungsprodukt von Strepll-VirB5 und Strepll-VirB8. Die schwarze
Pfeilspitze markiert Ansétze, in denen keine Quervernetzung mehr beobachtet wurde.

Wie im vorherigen Experiment mit einzeln eingesetzten Peptiden, waren Peptid 1 und
Peptid II auch im Gemisch in der Lage, die Interaktion zwischen Strepll-VirB5 und StreplI-
VirB8 zu behindern (Abb. 26 A). Der kompetitive Effekt wurde allerdings durch einen
gemeinsamen Einsatz der Peptide nicht verstirkt. Peptide III und IV waren auch als Gemisch
nicht in der Lage, die Quervernetzung zwischen Strepll-VirB5 und Strepll-VirB8 zu
reduzieren (Abb. 26 B). Im Zusammenhang mit den vorherigen Experimenten hétte man auch
bei diesen beiden Peptiden prinzipiell eine Verhinderung der Interaktion erwarten konnen.
Peptid III beispielsweise enthdlt die Aminosdure D142, deren Austausch eine Stérung der
Quervernetzung bewirkt hatte (Abb. 18 E). Peptid IV umfasst den C-terminalen Teil des
VirB5-Proteins und Aminosduren dieses Bereiches wurden sowohl von Strepll-VirB8 als
auch von StreplI-VirB10 bei der Uberlagerung der VirB5-Peptidmembranen gebunden. In
beiden Féllen handelte es sich allerdings um eher schwache Bindungen. Der C-Terminus von
VirB5 befindet sich innerhalb der Proteinstruktur in rdumlicher Ndhe zu dem globuldren
Anhang, der aus den vier kleinen Helices gebildet wird (Abb. 15 B) und konnte an der
Interaktion ,,indirekt* beteiligt sein. Offensichtlich ist die Bindung an Peptide aus diesem
Bereich aber nicht stark genug, um in dem hier durchgefiihrten kompetitiven Interaktionstest

die Quervernetzung von Strepll-VirB5 und StreplI-VirB8 zu reduzieren.
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1.9. Lokalisierung der VirB8/VirB10-Bindestellen in VirBS mit Hilfe der Struktur des

dhnlichen Proteins TraC

In den Abbildungen 22 und 23 der PepSpot-Versuche kann man erkennen, dass es sich bei
den Dominen von VirB5, die in die Interaktion mit VirB8 und VirB10 involviert sind, um
diskontinuierliche Epitope handelt. Um festzustellen, ob diese in VirB5 eine
zusammenhédngende Kontaktstelle bilden, wurden die Bindestellen unter Verwendung der
Struktur des dhnlichen Proteins TraC in der Raumstruktur lokalisiert. Um die
Primirsequenzen zu vergleichen und die Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen von VirB5
aus B. suis und TraC des pKM101-Plasmids zu ermitteln, wurden ClustalW-Algorithmen
erstellt (Thompson et al., 1994) und die Daten in den AMAS-Server (Livingstone und Barton,
1993) transferiert (Abb. 27 A). Mittels des Programms DINO 0.9.0 wurden anschlieend die
unterschiedlich stark konservierten Bereiche in der TraC-Struktur dargestellt (Abb. 27 C).
Das AMAS-Programm kategorisierte die Aminosduren von VirB5 nach Vergleich mit den
entsprechenden Aminosduren von TraC in identische Aminoséduren (,,A“) und nicht identische
Aminoséuren verschiedener Ahnlichkeiten (Ziffern 7-9). Hierbei werden die Eigenschaften
,Ladung®, ,,GroBe®, ,,Polaritdat” und ,,Natur der Seitenkette* beriicksichtigt. Die eingesetzten
Algorithmen zur Definition der Konservierung der Aminosduren sind im Informationsteil des
AMAS-Servers (http://www.compbio.dundee.ac.uk/Software/Amas/amas.html) und in einer

Publikation von Livingstone und Barton (1993) beschrieben.
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Abbildung 27: Ubersicht der konservierten Aminosiiuren von VirB5 aus B. suis und TraC des
pKM101-Plasmids von E. coli. (A) Daten eines ClustalW-Vergleichs zwischen VirB5 und TraC
wurden in den AMAS-Server iibertragen und eine Ubersicht iiber den Grad der Ahnlichkeit der
einzelnen Aminosiduren (As) erstellt. Der Grad an Ubereinstimmung ist mit den Ziffern ,,7-9
gekennzeichnet. Identische As sind mit ,,A* bezeichnet und in der Sequenz grau unterlegt. Ebenfalls
angegeben sind die Strukturelemente von TraC. (B) Stereo Ribbon Diagram der Struktur des TraC-
Monomers (Yeo, et al., 2003). (C) As-Reste auf der Oberflache von TraC, die in VirB5 von B. suis
konserviert sind. Identische As sind dunkelgriin markiert. Die unterschiedlichen Ahnlichkeitsgrade
sind mittels gelb (,,7°), hellgriin (,,8) und griin (,,9°) dargestellt.

Ein groBer Teil der konservierten Reste ist in den Bereichen der drei langen Helices zu
finden, die das ,,Riickgrat* des Proteins bilden (Abb. 27 A und B). Dies trifft auch fiir andere
Homologe der VirB5-Familie zu und lédsst auf eine vergleichbare Struktur dieser Proteine
schlieen (Yeo et al., 2003). Da sie sich besonders im Inneren der Proteinstruktur befinden,

spielen diese As bei moglichen Protein-Protein-Interaktionen wahrscheinlich keine Rolle. In
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Abbildung 27 C ist allerdings zu erkennen, dass viele der identischen (dunkelgriine Bereiche)
bzw. dhnlichen Aminosduren (griin / hellgriin / gelb) auf der Oberfliche des Proteins
lokalisieren. Interessanterweise liegen viele davon in dem globuldren Anhang der Struktur,
der durch vier kurze Helices gebildet wird. Vieles spricht dafiir, dass ein hoher Grad an
Konservierung eine Bedeutung fiir die Funktion von Proteinen hat, was diesen Bereich von
VirB5 besonders interessant macht. Fiir Teile dieses Anhangs der TraC-Struktur wurde von
Yeo et al. ein so genanntes crystal packing interface postuliert, welche héufig in

Zusammenhang mit Protein-Protein-Interaktionen gebracht werden (Janin und Rodier, 1995).

Die durch Bindung an VirB5-Peptidmembranen identifizierten VirB§- und VirB10-
Bindestellen wurden auf die TraC-Struktur libertragen (Abb. 28). Mit Rot wurden die
Bereiche von TraC gekennzeichnet, die den im homologen VirB5 von VirB8 und VirB10
gebundenen Regionen entsprechen. Orange und Gelb markieren die schwécher gebundenen

Bereiche (s. auch Abb. 22 und 23).

Abbildung 28: Lokalisierung der Bindestellen von VirB8 und VirB10 an VirB5 unter
Verwendung der TraC-Struktur. Auf der Oberfliche der TraC-Struktur wurden die Bindestellen
von VirB8 (A) bzw. VirB10 (B) dargestellt. Die Stirke der Bindung ist durch unterschiedliche Farben
gekennzeichnet (rot = stark; orange = mittel, gelb = schwach). Zusétzlich sind die As angegeben, nach
deren Austausch in VirB5 keine Interaktion mit VirB8 oder VirB10 mehr nachgewiesen werden
konnte.

Aminosduren von VirB5, die basierend auf den in dieser Arbeit erzielten Resultaten an
einer Interaktion mit VirB8 bzw. VirB10 beteiligt sind, wurden eindeutig dem helicalen
Anhang von Beginn der 3;o-Helix bis zum Anfang der aa-Helix der TraC-Struktur
zugeordnet. Zu den durch VirB8 stark gebundenen Aminosiuren von VirB5 gehoren die As
66 bis 78 (rot markiert, Abb. 28 A; rechte Darstellung) und As 87 bis 90 (rot markiert, Abb.
28 A; linke Darstellung). Die starke Bindung durch VirB10 innerhalb dieses helicalen
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Anhangs findet im Bereich der As 87 bis 94 statt (rot markiert, Abb. 28 B; linke Darstellung).
Mit reduzierter Starke wurde in den PepSpot-Versuchen die Region vom Ende der ab-Helix
bis zum Ende der ad-Helix von VirB8 gebunden. Diese Bereiche von VirB5 umfassen die As
111 bis 117 (orange markiert, Abb. 28 A; rechte und linke Darstellung) und As 134 bis 138
(gelb markiert, Abb. 28 A; rechte Darstellung). Im Fall von VirB10 wurden dhnliche
Bindestellen identifiziert (Abb. 28 B). Die Annahme, dass es sich hierbei um eine spezifische
Interaktion handelt, wird durch die Ergebnisse der kompetitiven Peptid-Inhibitionsversuche
unterstiitzt (Abb. 25). Die Lokalisierung der Peptide I und II in der TraC-Struktur ist in
Abbildung 29 dargestellt. Die Bindung von VirB8 und VirB10 an PepSpot-Membran-
gebundene Peptide im C-terminalen Bereich von VirB5 (gelb markiert; Abb. 28 A und B
linke Darstellungen) konnte in den kompetitiven Peptid-Inhibitionsversuchen nicht bestétigt

werden (Peptid IV).

Abbildung 29: Lokalisierung der Peptide I und II unter Verwendung der TraC-Struktur. Die
Bereiche, welche die im kompetitiven Inhibitionsversuch eingesetzten Peptide I (As 66-82) und II (As
85-99) an der Oberfliche von TraC einnehmen wiirden sind in Tiirkis bzw. Magenta dargestellt.

Im Rahmen dieser in vitro-Studien wurden VirB8 und VirB10 als mdgliche
Interaktionspartner identifiziert. Mit Hilfe der Struktur des Proteins TraC war es moglich die

Bindung von VirB8 und VirB10 definierten Bereichen in VirB5 zu zuordnen.
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2. Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusétzlich zu den in vitro-Analysen auch in vivo Protein-
Protein-Interaktionen zwischen den Komponenten des VirB-Systems von B. suis untersucht.
Fiir die Durchfiihrung von biochemischen in vivo-Studien, die bereits mit dem A. tumefaciens
T4SS durchgefiihrt wurden (Krall et al., 2002), sind grole Mengen an Zellmaterial des zu
untersuchenden Organismus ndtig. Da es sich bei B. suis um einen pathogenen Organismus
handelt, der in Laboren der biologischen Sicherheitsstufe 3 untersucht wird, wéren Anzuchten
und die Fraktionierung der Zellen in diesem MafBstab nicht moglich. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde aus diesem Grund A. tumefaciens als Modellorganismus fiir die Analyse des T4SS von
B. suis etabliert. Das virB-Operon von B. suis weist eine hohe Ahnlichkeit zu dem des Ti-
Plasmids von A. tumefaciens auf, sowohl was die Aminoséuresequenzen der von den Genen
dieses Operons kodierten Proteine (45 bis 65% Ahnlichkeit zwischen einzelnen
Virulenzproteinen), als auch die Organisation der virB-Region betrifft. Zudem gehoren beide
Organismen zur Gruppe der a2-Proteobakterien, so dass die fiir eine vollstindige
Assemblierung des Sekretionssystems von B. suis bendtigte Faktoren in Agrobacterium
vorhanden sein konnten. Die heterologe Expression des virB-Operons von Brucella in
Agrobacterium sollte eine Untersuchung der Virulenzproteine in vivo ermoglichen und

dariiber hinaus Aussagen iiber funktionelle Ahnlichkeiten der beiden Systeme erlauben.

2.1. Heterologe Expression des B. suis virB-Operons in A. tumefaciens

Das 12 kb lange virB-Operon von B. suis wurde in das Plasmid pTrc300 kloniert, das ein
breites Wirtsspektrum innerhalb der Gruppe der Proteobakterien hat. Es enthilt einen trc-
Promoter, der die Induktion der Virulenzgen-Expression mittels IPTG ermoglicht (Schmidt-
Eisenlohr ef al., 1999b). Die in dieser Arbeit eingesetzten Plasmide wurden von C. Hoppner
(2004) konstruiert und sind in Abbildung 30 dargestellt. Zur heterologen Expression des virB-
Operons von B. suis diente A. tumefaciens UIA143. Dieser Stamm hat das Chromosom von
A. tumefaciens A348 und ist resistent gegen Erythromycin. Im Gegensatz zu A348 enthalt
UIA143 jedoch kein Ti-Plasmid (Bohne ef al., 1998). Die in Abbildung 30 dargestellten
Plasmide wurden in 4. tumefaciens UIA143 transferiert und die Selektion plasmid-tragender
Zellen erfolgte mittels der plasmid-kodierten Resistenzen fiir Spectinomycin und

Streptomycin und der chromosomal kodierten Erythromycin-Resistenz.
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Abbildung 30: Ubersicht der Plasmide fiir die heterologe Expression des B. suis virB-Operons.
Als Ausgangsvektor fiir die unterschiedlichen Klonierungen diente das Plasmid pTrc300. Alle
Operonen standen unter der Kontrolle eines ¢rc-Promotors. In das Plasmid wurde zum einen das
gesamte virB-Operon mit den Genen virBI bis virB12 kloniert (virB1-B12). Ein weiterer Vektor
enthielt kein virBI-Gen (virB2-B12). Durch eine Mutation im Startcodon des virB2-Gens entstand der
Vektor pTrc-virB3-B12, bei dem keine Produktion von VirB2 stattfindet. Aus dem Plasmid pTrc-
virB3-B12 entstand durch Klonierung des Gens fiir virB/ der Vektor pTrc-virBI+B3-B12.

Als erster Schritt der Analyse sollte liberpriift werden, ob die Expression der verschiedenen
virB-Operonen zur Produktion vergleichbarer Mengen der Virulenzproteine fiihrte. Dafiir
wurden die Stdmme in AB-Minimalmedium kultiviert und die virB-Expression mittels IPTG
induziert. Proben der Kulturen wurden in SB-Puffer lysiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt
und einer Western Blot-Analyse unterzogen (Abb. 31 B). Um sicher zu gehen, dass die
verschiedenen Proben vergleichbare Proteinmengen aufwiesen, wurde zusitzlich ein SDS-Gel
mit Coomassie angefarbt (Abb. 31 A).

In allen Stimmen fand eine IPTG-induzierte Expression der Virulenzgene statt, aber die
Mengen der VirB-Proteine unterscheiden sich stark (Abb. 31). Die Stimme, die die Plasmide
pTrc-virB2-B12, pTrc-virB3-B12 und pTrc-virB1+B3-B12 trugen, produzierten die VirB-
Proteine in detektierbaren Mengen, allerdings waren diese nur im Fall von VirB11 und
VirB12 vergleichbar. In pTrc-virB3-B12 und pTrc-virBl+B3-B12-tragenden Staimmen
wurden VirB9 und VirB10 in héheren Mengen nachgewiesen, als in UIA143 pTrc-virB2-B12.
In pTrc-virB2-B12-tragenden Zellen dagegen wurde im Vergleich zu UIA143 pTrc-virB3-B12
und UIA143 pTrc-virB1+B3-B12 eine hohe Menge von VirB5 detektiert. Einzig die Proteine
VirB11 und VirB12 wurden in allen drei Stdimmen in vergleichbaren Mengen produziert.

Am stirksten war aber der Unterschied zwischen dem Stamm, der das gesamte
Komplement der virB-Gene trug (virB-virB12) und den restlichen drei Stdimmen. In den

pTrc-virBI-B12-tragenden Zellen wurden VirB5, VirB8 und VirB12 detektiert, wogegen die
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Proteine VirB1, VirB2 und VirB9 bis VirB11 nur in sehr niedrigen Mengen vorlagen.
Offensichtlich bewirkte die Produktion von VirB1 eine Verringerung der Menge von VirB2
im Vergleich mit pTrc-virB2-B12—tragenden Zellen. VirBl alleine hatte aber keinen
negativen Einfluss auf die Mengen der Virulenzproteine VirB5 und VirB8 bis VirB12, wie
man an den Resultaten der Analysen von Lysaten der pTrc-virB1+B3-B12-tragenden Zellen
erkennen kann. Die Mengen dieser Proteine unterschieden sich nicht von denen des Stammes
UIA143 pTrc-virB3-B12. Wenn VirB1 und VirB2 zusammen produziert wurden, dann wirkte
sich dies offensichtlich negativ auf die Mengen der restlichen Virulenzproteine in der Zelle
aus. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklirt werden, ob die starken Unterschiede auf

dem Abbau der Proteine in der Zelle oder Unterschieden der Transkript-Stabilitdten beruhten.
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Abbildung 31: Vergleich der Anhiufung der heterolog produzierten Virulenzproteine von
B. suis in A. tumefaciens. pTrc-virBsuis-tragende UIA143-Stimme (UIA143-pTrc, -pTrc-virB3-B12
(3-12), -pTrc-virBI+B3-B12 (1+3-12), -pTrc-virB2-B12 (2-12) und —pTrc-virB1-B12 (1-12).) wurden
unter Virulenzgen-induzierenden Bedingungen kultiviert, Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mit VirB-spezifischen Antiseren analysiert. (A) Zum Vergleich der Beladung der
einzelnen Spuren wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie
gefarbt. (B) Detektion der Virulenzproteine VirB1, VirB2, VirB5 und VirB8-VirB12 mit spezifischen
Antiseren.

Auf Grund der Resultate dieser vergleichenden Studien der VirB-Protein-Mengen in den
Zellen wurde beschlossen in allen folgenden Versuchen nur die Plasmide pTrc-virB2-B12,
pTrc-virB3-B12 und pTrc-virBI+B3-B12 einzusetzen. Die niedrigen Mengen von VirB-

Proteinen im Stamm UIA143 pTrc-virB1-B12 erlaubten keine weiterfiihrenden Analysen.
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2.2. Identifizierung oberflichen-exponierter Proteine in pTrc-virBsuis—tragenden

A. tumefaciens

B. suis weist im Gegensatz zu einigen anderen T4SS humanpathogener Organismen beide
Gene fiir die potentiellen Piluskomponenten VirB2 und VirB5 auf. Es gibt allerdings keine
Hinweise darauf, dass extrazelluldre Pilus-Strukturen in Brucella tatsdchlich ausgebildet
werden. Nachdem gezeigt worden war, dass nach heterologer Expression des virB-Operons
eine Detektion der Proteine VirB2 und VirB5 in Zelllysaten moglich war (Abb. 31 B), sollte
im Folgenden untersucht werden, ob diese beiden Proteine auch in extrazelluldren Pilus-
Fraktionen nachgewiesen werden konnen. Zu diesem Zweck wurden die pTrc-virBsuis-
tragenden UIA143-Stdmme in Anwesenheit von IPTG auf AB-Minimalmedium-Platten zur
Induktion der Virulenzgene kultiviert. Um multimere Strukturen von der Zelloberflache zu
16sen, erfolgte eine mehrfache Passage der Zellen durch eine Kaniile. Nach Abtrennung der
Zellen wurden die Uberstiinde einer Ultrazentrifugation unterzogen, um ldsliche Bestandteile
von Strukturen hoher molekularer Masse (Pili und/oder Flagellen) zu trennen. Die Proben
wurden anschliefend mittels SDS-PAGE und Western Blot-Analyse mit spezifischen
Antiseren untersucht (Abb. 32). Als Kontrolle wurde ein mittels Acetosyringon induzierter
Wt-Stamm von A. tumefaciens C58 analysiert, und die Piluskomponenten VirB2 und VirB5
wurden in den extrazelluldren Fraktionen nachgewiesen (Abb. 32 A).

Wie in Abbildung 32 B zu erkennen, konnte in keinem der drei Stimme die potentielle
Haupt-Piluskomponente VirB2 in den Sedimenten der Ultrazentrifugation nachgewiesen
werden. Offensichtlich wird dieses Virulenzprotein nicht auf die Zelloberfliche von
A. tumefaciens transportiert und in eine Oberflachenstruktur eingebaut. Interessanterweise
wurde aber in UIA143 pTrc-virB2-B12 und UIA143 pTrc-virBl1+B3-B12 extrazelluldar
vorliegendes VirB5 detektiert. Hierbei muss allerdings beriicksichtigt werden, dass in den
Proben von UIA143 pTrc-virB1+B3-B12 auch VirB10 extrazelluldr in Sedimenten der
Ultrazentrifugation nachgewiesen wurde. Da VirB10 in der inneren Membran lokalisiert,
sollte es in den Proben der Oberflichen-exponierten Proteine nicht zu detektieren sein.
Offensichtlich lysierte dieser Stamm im Rahmen der Pilus-Isolierungsprozedur teilweise, so
dass Proteine der Zellhiille mit in die Probe gelangten und dies konnte auch die Detektion von
VirB5 erkldren. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass sich VirB5 tatsdchlich auf
der Zelloberfliche befand, da es in geringen Mengen auch in den Pilus-Fraktionen von
UIA143 pTrc-virB2-B12 nachgewiesen wurde. Dies konnte auf eine Pilus-dhnliche Struktur
in pTrc-virB2-B12-tragenden Zellen hindeuten.
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a-VirB2 a-VirB5 a-VirB10

Abbildung 32: Detektion der Piluskomponenten VirB2 und VirB5 in Pilus-Fraktionen. (A)
Isolierung der T-Pili von der Oberfliche des Stammes A. tumefaciens C58. Zellen wurden unter
Virulenzgen-induzierenden (+) und nicht-induzierenden (-) Bedingungen kultiviert und Pili wurden
isoliert. Die daraus resultierenden Proben wurden mittels spezifischer Antiseren auf die Anwesenheit
der A. tumefaciens-Proteine VirB2 und VirB5 hin untersucht. (B) Isolierung der Oberflachenstrukturen
von pTrc-virBsuis-tragenden UIA143-Zellen. Die Virulenzgen-Expression der Stimme mit den
Plasmiden pTrc300, pTrc-virB2-B12 (2-12), pTrc-virB1+B3-B12 (1+3-12) und pTrc-virB3-B12 (3-12)
wurde mittels IPTG induziert, und anschlieBend wurden oberflaichen-exponierte Strukturen hoher
molekularer Masse isoliert. Die Proben wurden mittels spezifischer Antiseren fiir B. suis VirB2, VirB5
und VirB10 untersucht.

2.3. Analyse von B. suis VirB-Protein-Interaktionen in A. tumefaciens mittels

Quervernetzung

Wie unter 2.1. ausgefiihrt, konnen die Virulenzproteine des T4SS von B. suis in
A. tumefaciens heterolog produziert werden. In der Folge wurde der Frage nachgegangen, ob
diese Komponenten in einem in der Membran lokalisierten Protein-Komplex assemblieren.
Um die Protein-Protein-Interaktionen der Membrankomponenten so zu erfassen, wie sie in
der Zelle vorliegen, wurde als erster Ansatz in-vivo-Quervernetzung mit BS® durchgefiihrt.
BS’ ist das wasserlosliche Analog des in Versuch 1.6.2. eingesetzten Reagenz DSS und
reagiert ebenfalls mit primidren Aminen. Auf Grund einer nur begrenzten
Membranpermeabilitit (nur die duBere Membran) ist BS® dazu geeignet, Proteine in der
inneren Membran und aulerhalb der Zytoplasmamembran querzuvernetzen.

IPTG-induzierte UIA143-Zellen, die die Plasmide pTrc300, pTrc-virB2-B12,
pTrc-virB3-B12 oder pTrc-virB1+B3-B12 trugen, wurden in PBS (pH 6) suspendiert, auf eine
ODgoo von 1,0 verdiinnt und mit 1 mM BS? versetzt. Die Proben wurden zur Beendigung der
Quervernetzung fiir fiinf Minuten in SB-Puffer bei 100°C inkubiert, per SDS-PAGE

aufgetrennt und unter Verwendung spezifischer Antiseren untersucht (Abb. 33). Um
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auszuschlieBen, dass es sich bei den detektierten Quervernetzungsprodukten um unspezifische
Signale handelt, wurden auch Lysate von nicht BS’-behandelten Zellen analysiert.

Die Resultate der Quervernetzungsversuche zeigten, dass fast alle der Virulenzproteine
quervernetzt wurden. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Proteine in Komplexe assemblierten,
aber die Vernetzungsmuster unterschieden sich deutlich. Quervernetzungs-Produkte von
VirB5 wurden nur in UIA143 pTrc-virB2-B12 nachgewiesen. Alle anderen VirB-Proteine
(VirB8, VirB9, VirB10 und VirB11) wurden hingegen nur in den Stammen UIA143 pTrc-
virB1+B3-B12 und UIA143 pTrc-virB3-B12 zu hohermolekularen Produkten verkniipft.

Die Identifikation der gebildeten Proteinkomplexe erfolgte an Hand ihrer molekularen
Massen und es wurde in der Folge versucht, die Vernetzungsprodukte mdglichen Komplexen
der Virulenzproteine zu zuordnen. Wie in Abbildung 33 dargestellt, wurden fiir alle VirB-
Proteine Quervernetzungsprodukte nachgewiesen. Eine Ausnahme bildete VirB12, von dem
nur die monomere Form detektiert wurde. Auf Grund der Sequenzvorhersagen geht man
davon aus, dass es sich bei VirB12 um ein Lipoprotein in der dufleren Membran handeln
konnte (O’Callaghan et al., 1999). Das Resultat der Quervernetzung wirft allerdings die Frage
auf, ob VirB12 ein Bestandteil des VirB-Membrankomplexes ist.
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Abbildung 33: Detektion der VirB-Proteine von B. suis nach in-vivo-Quervernetzung von pTrc-
virBsuis-tragenden UIA143 mit BS’. Virulenzgen-induzierte Zellen wurden mit 1 mM BS® versetzt,
die Lysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und per Western Blot analysiert. Als Kontrolle
wurden nur pTrc300-tragende, mit BS® behandelte Zellen analysiert (pTrc, erste Spur). Lysate der
Stamme UIA143 pTrc-virB2-B12 (2-12;), -pTrc-virB1+B3-B12 (1+3-12;) und -pTrc-virB3-B12 (3-12)
wurden sowohl aus quervernetzten (1 mM BS?), als auch aus unbehandelten (0 mM BS®) Proben
analysiert. Schwarze Pfeilspitzen zeigen Monomere der Virulenzproteine an, weille Pfeilspitzen die
hoéhermolekularen Quervernetzungsprodukte.
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Im Fall von VirB2 und VirB5 wurde nur in UIA143 pTrc-virB2-B12 mit beiden Antiseren
ein Produkt von ca. 35 kDa nachgewiesen. Eventuell konnte es sich dabei um ein
Vernetzungsprodukt der beiden Proteine handeln. Dariiber hinaus wurde mit VirB5-
spezifischem Antiserum ein Quervernetzungsprodukt von 55 kDa identifiziert. Wie bereits in
den gelfiltrations-chromatographischen Analysen und Quervernetzungsversuchen der
gereinigten Proteine mit FA gezeigt wurde (Abb. 7), bildet VirB5 von B. suis Dimere, so dass
es sich bei diesem Vernetzungsprodukt vermutlich um ein VirB5-Dimer handelte.

Analyse mit VirB8-spezifischem Antiserum zeigte zwei Vernetzungsprodukte (55 kDa und
60 kDa). Es konnte sich hierbei zum einen um ein VirB8-Dimer handeln (ca. 54 kDa), zum
anderen um eine Vernetzung zwischen VirB8 und VirB9 (ca. 60 kDa). Auch mit VirB9-
spezifischem Antiserum wurde ein Signal im Bereich von ca. 60 kDa detektiert. Ein drittes
mit VirB8-Serum nachgewiesenes Produkt hatte ungefdahr die GroB3e von 80 kDa, was einer
Verkniipfung von VirB8 und VirB10 entsprechen konnte (82 kDa).

Neben dem moglichen VirB8-VirB9 Komplex (60 kDa) wurde mit VirB9-spezifischem
Antiserum ein Vernetzungsprodukt von ungefiahr 90 kDa identifiziert. Hierbei konnte es sich
um einen VirB9-VirB10-Komplex handeln.

Die beiden potentiellen VirB10-Verkniipfungsprodukte (mit VirB8 und VirB9) wurden
auch mit VirB10-spezifischem Antiserum identifiziert. Zudem wurde ein Signal grofer als

100 kDa detektiert, was einem VirB10-Dimer entsprechen konnte (ca. 110 kDa).

Bei diesen Interpretationen muss beriicksichtigt werden, dass auch nicht interagierende,
aber in enger Nachbarschaft liegende Proteine vernetzt werden kdnnen. Die Zuordnung der
Quervernetzungsprodukte zu moglichen Bindungen zwischen Virulenzproteinen kann daher
nur als ein Hinweis auf Protein-Protein-Interaktionen gewertet werden. Um die detektierten
Vernetzungsprodukte besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurden zusitzlich
hochauflosende SDS-Gele und Western Blot-Analysen durchgefiihrt, in denen eine bessere
Auftrennung der quervernetzten Proteine erfolgte und die die Zuordnung der molekularen

Massen ermoglichten (Daten nicht gezeigt).

2.4. Lokalisierung der Virulenzproteine von B. suis in A. tumefaciens

Um die in Agrobacterium heterolog produzierten VirB-Proteine von B. suis zu lokalisieren,
wurden subzelluldre Fraktionen der UIA143-Stdmme mit den verschiedenen B. suis virB

Operon-Plasmiden analysiert. Hierfiir wurden die pTrc-virBsuis-tragenden UIA143-Stdamme
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in Anwesenheit von IPTG auf AB-Minimalmedium-Platten zur Induktion der Virulenzgene
kultiviert. Die Zellen wurden lysiert und das resultierende Totalzelllysat (,,T*) mittels
Ultrazentrifugation in die Membranbestandteile (,,M“) und 16sliche Proteine (,,S1%)
aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen wurden gelelektrophoretisch separiert und die
Detektion der VirB-Proteine erfolgte in einer Western Blot-Analyse mit spezifischen

Antiseren (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Analyse der Lokalisierung von B. suis VirB-Proteinen in UIA143-Zellen. UIA143
mit Plasmiden pTrc-virB2-B12, pTrc-virB1+B3-B12 und pTrc-virB3-B12 wurden unter Virulenzgen-
induzierenden Bedingungen kultiviert und anschlieBend wurden subzelluldre Fraktionen isoliert. Nach
Separation der Proben mittels SDS-PAGE wurden die Fraktionen auf Vorhandensein der VirB-
Proteine analysiert. T = Totalzelllysat; M = Membranfraktion; S1 = 16sliche Proteine.

Alle untersuchten Virulenzproteine wurden in der Membranfraktion nachgewiesen.

Unterschiede der Lokalisierung der verschiedenen VirB-Proteine von B. suis wurden nur in
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wenigen Féllen beobachtet. Im Unterschied zu den VirB-Proteinen von A. tumefaciens, die
fast ausschlieBlich in der Membranfraktion detektiert wurden (Krall et al., 2002; Thorstenson
et al., 1993), lagen die heterolog produzierten Proteine von B. suis auch in der ,,S1“-Fraktion
16slicher Proteine vor (Zytoplasma und Periplasma). VirB2, VirB5 und VirB11 wurden
sowohl in der 16slichen, als auch in der Membranfraktion in etwa gleichen Mengen detektiert.
VirB1, VirB9, VirB10 und VirB12 dagegen lagen zum gréBten Teil in den Membranen vor
und nur geringe Mengen wurden in der ,,S1“-Fraktion nachgewiesen. Einen ,,Sonderfall*
bildet allerdings VirB8. Das Protein wurde im Stamm UIA143 pTrc-virB2-B12 in dhnlichen
Mengen in den ,,S1“- und ,,M“-Fraktionen detektiert. In den anderen beiden Stimmen
dagegen war der Anteil des Proteins in der Membranfraktion deutlich hoher. Insgesamt lagen
die VirB-Proteine des Kernkomplexes (VirB8, VirB9 und VirB10) in den Zellen des Stammes
UIA143 pTrc-virB3-B12 in einem grofleren Anteil in den Membranen vor, als bei UIA143
pTrc-virB2-B12 und UIA143 pTrc-virBI1+B3-B12.

2.5. Solubilisierung der B. suis-VirB-Proteine aus A. tumefaciens mit n-Dodecyl-p-D-

maltosid (DDM)

Die unter 2.3. und 2.4. dargestellten Resultate lieBen den Schluss zu, dass ein Teil der
heterolog produzierten Virulenzproteine von B. suis einen Proteinkomplex in den Membranen
ausbilden konnte. Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Fragen zu kldren, wie stabil
dieser ist, welche Proteine daran beteiligt sind und welche Protein-Protein-Interaktionen
ausgebildet werden. Dazu wurde ein biochemischer Ansatz verfolgt, der bereits erfolgreich
zur Isolierung der Subkomplexe des VirB/D4-Transmembrankomplexes von A4. tumefaciens
eingesetzt worden war (Krall ez al., 2002). Unter Verwendung des milden und nicht-ionischen
Detergenz n-Dodecyl--D-maltosid (DDM) (Schiagger und von Jagow, 1991) wurde versucht,
den VirB-Proteinkomplex von B. suis aus den Membranen von A. tumefaciens zu isolieren

und seine Stabilitdt und Protein-Protein-Interaktionen zu analysieren.

Membranproteine konnen unterschiedlich stark in biologischen Membranen verankert sein.
Dies ist abhingig von der Struktur und Lénge der hydrophoben und in die Membran
eingelagerten Doménen. Die Analyse von Membranproteinen ausserhalb des natiirlichen
biologischen Kontexts ist deshalb nur nach einer effizienten Solubilisierung der Proteine
moglich. Die Effizienz hingt sowohl von dem Protein selbst, als auch von der Konzentration

des gewihlten Detergenz und von dessen Eigenschaften ab. Dabei ist entscheidend, dass die
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eingesetzte Menge des Detergenz hoher sein muss als die kritische micellare Konzentration
(CMC), bei der Detergenzien noch Micellen bilden. Andererseits darf die Detergenz-
Konzentration nicht zu hoch sein, damit der solubilisierte Komplex nicht aufgeldst oder seine
Aktivitdt gehemmt wird (Lottspeich und Zorbas, 1998). In Vorversuchen wurde deshalb die
optimale DDM-Konzentration ermittelt, die fiir die Extraktion der VirB-Proteine von B. suis
ndtig ist. Dazu wurden Membranen der pTrc-virBsuis-tragenden UIA143-Stamme wie unter
2.4. beschrieben isoliert, in ACA-Puffer suspendiert und anschlieBend auf eine
Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt. Durch Inkubation der Membranen mit
unterschiedlichen Konzentrationen DDM (0 bis 2%) wurden die Proteine aus den Membranen
herausgelost, und mittels Ultrazentrifugation in DDM-unldsliche Membranproteine (,,P*) und
16sliche Membranproteine (,,S2°) separiert. Zur Beurteilung der Effizienz der Solubilisierung
mit DDM wurden die unterschiedlichen ,,P“- und ,,S2“-Fraktionen mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und einer Immunoblot-Analyse mit
spezifischen Antiseren unterzogen.

Wie aus Abbildung 35 ersichtlich wurden alle Virulenzproteine bereits ohne die Zugabe
von DDM teilweise solubilisiert (,,S2%, 0% ). Moglicherweise fiihrte die heterologe
Produktion der VirB-Proteine von B. suis in Agrobacterium zu einer im Vergleich zu dem
nativen VirB/D4-System unvollstaindigen und schwécheren Verankerung der Proteine in den
Membranen. Zudem ist bekannt, dass die im ACA-Puffer vorliegende e-Amino-n-capronsiure
die Solubilisierung von Membranproteinen unterstiitzt (Schigger und von Jagow, 1991). Die
Steigerung der DDM-Konzentrationen bewirkte bei VirB1, VirB2, VirB11 und VirB12 keine
Steigerung der Solubilisierungs-Effizienz. Im Fall von VirB5, VirB8, VirB9 und VirB10
hingegen fiihrte die Zugabe von 0,5% DDM zu einer Erh6hung der Menge solubilisierten
Proteins. Wie schon bei der Analyse subzelluldrer Fraktionen zu beobachten (2.4.), waren die
VirB-Proteine in UIA143 pTrc-virB3-B12 offensichtlich am stirksten in den Membranen
verankert. In Extrakten aus diesem Stamm wurde im Fall von VirB5, VirB8, VirB9 und
VirB10 eine weitere Steigerung der Solubilisierung bei Zugabe von 1,5% DDM beobachtet.
Fiir alle weiteren Experimente wurden deshalb die VirB-Proteine mit 1,5% DDM

solubilisiert, um ecine maximale Effizienz der Extraktion zu erreichen.
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Abbildung 35: Effizienz der Solubilisierung der VirB-Proteine von B. suis. Aus virulenzgen-
induzierten UIA143-Zellen, die die Plasmide pTrc-virB2-B12, pTrc-virB1+B3-B12 bzw. pTrc-virB3-
B12 trugen, wurden Membranen isoliert und mit 0 / 0,5 / 1,5 und 2% n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM)
extrahiert. AnschlieBend erfolgte eine Trennung in solubilisierbare (,,S2) und nicht-solubilisierbare
(,,P*) Membranproteine per SDS-PAGE und Analyse mit spezifischen Antiseren.

2.6. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels blauer nativer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Protein-Protein-Interaktionen in den solubilisierten Proteinkomplexen zu
iiberpriifen, wurden sie in der Folge unter nativen Bedingungen aufgetrennt. Die Separation
erfolgte mit der von Schidgger und Jagow speziell fiir Membranprotein-Komplexe
entwickelten blauen nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) (Schigger und
von Jagow, 1991; Schigger et al., 1994). Hierbei wird der anionische Farbstoff Coomassie-
Brilliant-Blau als SDS-Ersatz genutzt. Den extrahierten Proteinen wird somit eine fiir die
Elektrophorese bendtigte negative Ladung verliehen, die native Konformation bleibt aber
weitgehend erhalten. Die Proteine wandern wihrend der BN-PAGE entlang eines
Polyacrylamid-Gradienten bis zu dem Punkt, an dem sie die Poren des Gels nicht mehr

durchdringen kénnen und werden so gemif3 ihrer molekularen Masse separiert.
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Mit 1,5% DDM solubilisierte Proteine wurden mit Coomassie-Blau G-250 versetzt und
unter Verwendung eines nativen Polyacrylamid-Gradientengels (7 bis 20%) aufgetrennt. Die
Elektrophorese erfolgte fiir 48 Stunden (5 mA bei 4°C). AnschlieBend wurden die Proteine
auf PVDF-Membranen transferiert und diese mit spezifischen Antiseren analysiert (Abb. 36).

Zur Bestimmung der molekularen Massen wurden Referenzproteine in parallelen Spuren

separiert.
VirB8 VirB9
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Abbildung 36: BN-PAGE-Analyse DDM-solubilisierter Membranproteine in Polyacrylamid-
Gradientengelen (7 bis 20%). Membranen Virulenzgen-induzierter UIA143-Zellen, die die Plasmide
pTrc300 (pTrc), pTre-virB2-B12 (2-12), pTre-virBI+B3-B12 (1+3-12) bzw. pTrc-virB3-B12 (3-12)
trugen, wurden mit 1,5% DDM inkubiert und die solubilisierten Proteine anschlieBend mit Coomassie-
Blau versetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels BN-PAGE in einem nativen Gradientengel.
Die VirB-Proteine wurden unter Verwendung spezifischer Antiseren detektiert.

-82-



ERGEBNISSE

VirB8, VirB9, VirB10 und VirB11 wurden in den Extrakten aus allen drei Stimmen in
Komplexen unterschiedlicher molekularer Massen nachgewiesen (Abb. 36). Die Detektion
mit VirB8-, VirB9- und VirB10-spezifischen Antiseren zeigte, dass diese Proteine in einem
oder mehreren hochmolekularen Komplexen der molekularen Massen zwischen 232 und 669
kDa ko-fraktionierten. Dies spricht fiir eine Assemblierung dieser Kernkomponenten zu
einem Multiproteinkomplex in den Membranen, die auch bei 4. tumefaciens beobachtet
wurde (Krall et al., 2002). Dariiber hinaus wurden kleine Mengen dieser drei Proteine auch
im Bereich der molekularen Masse von 67 kDa detektiert. Hierbei konnte es sich um nicht
vollstindig assemblierte Teilkomplexe handeln. Analysen mit VirB11-spezifischem
Antiserum identifizierten dieses Protein in einem Komplex der molekularen Masse von ca.
232 kDa. VirB11-Homologe sind eine der ATPasen der T4SS und wurden als Homohexamere
identifiziert (Yeo et al., 2000). Bei dem detektierten Komplex kdnnte es sich um dieses

Homo-Oligomer handeln.

Die Detektionen mit VirB2-, VirB5- und VirB12-spezifischen Antiseren ergaben in keinem
Fall Signale (nicht gezeigt). Mdglicherweise liegen diese Proteine nicht in hochmolekularen
Komplexen vor, so dass sie mit der eingesetzten Methode nicht nachgewiesen werden
konnten. Aus diesem Grund wurden Proben mittels einer BN-PAGE in einem kurzen Gel
ohne Gradienten aufgetrennt, das die Detektion Proteine niedrigerer molekularer Massen

ermOglichen sollte (Abb. 37).
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Abbildung 37: BN-PAGE Analyse DDM-solubilisierter Membranproteine in kurzen nativen
Polyacrylamidgelen. Membranen Virulenzgen-induzierte UIA143-Zellen, die die Plasmide pTrc300
(pTre), pTrc-virB2-B12 (2-12), pTrc-virB1+B3-B12 (1+3-12) bzw. pTrc-virB3-B12 (3-12) trugen,
wurden mit 1,5% DDM inkubiert und die solubilisierten Proteine anschliefend mit Coomassie-Blau
versetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels BN-PAGE in einem nativen Polyacrylamidgel
ohne Gradient. VirB2, VirB5 und VirB12 wurden unter Verwendung spezifischer Antiseren detektiert.
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Nach Verwendung dieses Gelsystems wurde VirB5 als Protein der molekularen Masse von
ungefdhr 55 kDa detektiert was der GroB3e eines VirB5-Dimers entspricht (Abb. 37). Dieses
Signal wurde allerdings nur in den Zellen nachgewiesen, die Virulenzgene von dem Plasmid
pTrc-virB2-B12 exprimierten, was mit den Resultaten der Quervernetzungsexperimente mit
BS® in Einklang steht (Abb. 33). Auch in diesem Ansatz wurden nur in diesem Stamm
hohermolekulare Quervernetzungsprodukte von VirBS5 identifiziert. VirB2 und VirB12
dagegen wurden nach Separierung im kurzen BN-Gel weder in Proben aus UIA143 pTrc-
virB1+B3-B12 noch UIA143 pTrc-virB3-B12 nachgewiesen (Abb. 37). Da VirB12 auch
schon in den in vivo-Experimenten mit BS® nicht quervernetzt worden war, liegt die

Vermutung nahe, dass VirB12 nicht in den VirB-Membrankomplex integriert ist.

2.7. Auftrennung der DDM-solubilisierten Proteine mittels Gelfiltrations-

Chromatographie

VirB2 wurde sowohl nach Separierung in den Gradientengelen, als auch in der kurzen BN-
PAGE nicht nachgewiesen. Moglicherweise scheiterte die Separation und Identifikation
dieses Proteins daran, dass trotz Zugabe von Coomassie zu den Proben das Protein oder seine
Komplexe eine neutrale oder positive Nettoladung behielten, so dass eine Auftrennung mittels
Elektrophorese nicht mdglich war. Daher wurde ein alternativer Ansatz gewéhlt, um den
pTrc-virB2-B12-tragenden Stamm zu analysieren. Proben der mit 1,5% DDM solubilisierten
Membranproteine wurden mittels einer Superdex-75-Séule gelfiltrations-chromatographisch
aufgetrennt. Der Auftrennungsbereich dieser Sdule liegt zwischen 3 kDa und 70 kDa, was
eine Identifizierung des VirB2-Proteins auch im Bereich niedriger molekularer Massen

ermoglichen sollte.

Die Eluate der Gelfiltrations-Chromatographie wurden durch TCA gefillt, mit SB-Puffer
versetzt und per SDS-Page aufgetrennt. Die Detektion von VirB2 und VirB5 erfolgte mittels
Western Blot-Analyse. Die Zuordnung der Proteine in den eluierten Fraktionen zu einer
molekularen Masse erfolgte durch Vergleich mit unter identischen Bedingungen
aufgetrennten Referenzproteinen. Als Kontrolle wurden Solubilisate der Membranen von

UIA143 pTrc300-Zellen analysiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 38: Gelfiltrations-Chromatographische Auftrennung DDM-solubilisierter
Membranproteine unter Verwendung einer Superdex75-Sdule. Membranen Virulenzgen-
induzierter UIA143-Zellen, die das Plasmid pTrc-virB2-B12 trugen, wurden mit 1,5% DDM inkubiert
und die solubilisierten Proteine anschlieBend auf eine Superdex75-Séule aufgetragen. Die eluierten
Proteine (Fraktionen in ml angegeben) wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und die blots einer
Analyse mit VirB2- und VirB5-spezifischen Antiseren unterzogen. Die molekularen Massen der in der
Gelfiltration zur Kalibrierung eingesetzten Proteine sind unterhalb der Chemoluminogramme
angegeben.

14
6

kDa

In Abbildung 38 sind die Resultate der Gelfiltrations-Chromatographie mit Solubilisaten
von UIA143 pTrc-virB2-B12 dargestellt. Wie bereits nach der Separation mit der kurzen
BN-PAGE wurde VirB5 in einem Proteinkomplex der Masse von ca. 65 kDa identifiziert,

aber auch diese Methode erlaubte nicht die Detektion von VirB2 in den Eluaten.

Insgesamt war es mit den hier eingesetzten Methoden moglich zu zeigen, dass in pTrc-
virB1+B3-B12- und pTrc-virB3-B12-tragenden Zellen die Komponenten des Kernkomplexes
(VirB8 bis VirB10 und VirB11) in den Membranen von A. tumefaciens zu einem Teilkomplex

assemblieren.
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3. Identifizierung moglicher zelluldrer Interaktionspartner von VirBS aus

B. suis mittels ,,screening* einer HeLa cDNA-Bibliothek

Bakterien der Gattung Brucella sind in der Lage, wihrend des Infektionsprozesses in
Wirtszellen einzudringen, dem lytischen System der Zelle zu entkommen und in einer
speziellen intrazelluldren Nische zu iiberleben und sich zu vermehren (Boschiroli et al.,
2001). Die Mechanismen, die dieses Uberleben erméglichen, sind noch nicht bekannt.
Inzwischen wurde nachgewiesen, dass das in verschiedenen Brucella-Spezies identifizierte
virB-Operon fiir den Infektionsprozess und das intrazellulire Uberleben essentiell ist
(Comerci et al., 2001; O’Callaghan ef al., 1999). Moglicherweise spielen Komponenten des
VirB-Transmembrankomplexes bei Interaktionen mit der Wirtszelle im Rahmen der
Pathogenese eine Rolle. In den letzten Jahren wurden in vielen Féllen Oberflachenproteine
von pathogenen Mikroorganismen identifiziert, die an Interaktionen mit Proteinen der
Wirtszellen beteiligt sind. Interaktionen kdnnen zum einen mit Rezeptoren auf der
Zelloberfliche eingegangen werden und damit die Adhédsion des Bakteriums an den Wirt
initiieren, wie z.B. das IncG-Protein von Chlamydia trachomatis (Scidmore und Hackstadt,
2001). Dariiber hinaus wurden kiirzlich mittels eines Zwei-Hybrid-Screens Membranproteine
von Arabidopsis thaliana identifiziert, die mit der Piluskomponente VirB2 von 4. tumefaciens
interagieren (Hwang und Gelvin, 2004). Im Fall des Brucella VirB-Systems sind derartige
Interaktionen nicht bekannt, aber es gibt Hinweise darauf, dass diese nach Aufnahme in die
eukaryotische Zelle eine Rolle spielen konnten (Sieira et al., 2000). Bakterielle
Oberfldchenproteine konnten an Interaktionen mit intrazelluliren Komponenten der
Wirtszelle beteiligt sein und damit einen entscheidenden Beitrag zum Uberleben des
Organismus in der Zelle liefern, z.B. durch Interaktionen mit Enzymen des
Primirmetabolismus, wie es fliir OpaP von Neisseria gonorrhoeae beschrieben wurde
(Williams et al., 1998).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, zelluldre Interaktionspartner der potentiellen
Piluskomponente VirB5 des T4SS von B. suis zu identifizieren. Dazu sollten aus einer HeLa
cDNA-Bibliothek mittels eines Hefe Zwei-Hybrid-screens mogliche Bindungspartner isoliert

werden.
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3.1. Verwendung einer HeLa cDNA-Bibliothek zur Identifizierung von Protein-

Protein-Interaktionen

Zur Identifizierung von HeLa-cDNA-kodierten Polypeptiden, die mit VirB5 interagieren,
wurde das Matchmaker Hefe Zwei-Hybrid-System unter Verwendung einer bereits in Hefe
transformierten cDNA-Bibliothek eingesetzt. Das Prinzip des Matchmaker-Systems wurde
unter Punkt 1.5. ausfiihrlich erldutert (s. auch Abb. 11). Als Kéder wurde das mit der DNA-
Bindedoméne (DNA-BD) fusionierte VirB5 von B. suis eingesetzt. Die Konstruktion des
dafiir bendtigten Expressionsvektors pGBKT7-virB5 und die durchgefiihrten Vorversuche
sind im Abschnitt 1.5.1. beschrieben. Als Quelle fiir mit dem Kdder interagierende Proteine
diente eine cDNA-Bibliothek, bei der die Proteine der Wirtszelle als Fusion mit der
Aktivierungsdoméine (AD) des GAL4-Transkriptionsaktivators produziert wurden (HeLa
cDNA-Bibliothek, BD Bioscience Clontech). Als Expressionsvektor diente pPGADT7-Rec, in
den die doppelstringige ¢cDNA aus Hela-Zellen mittels homologer Rekombination
eingebracht worden war (BD Matchmaker Library Construction Kit User Manual). Die
Bibliothek wurde in dem Hefestamm S. cerevisiae Y187 konstruiert und die Anzahl der

unabhingigen Klone betrug 1,3 x 107,

3.2. Selektion der Interaktionspartner exprimierenden Hefestimme

Die Durchfiihrung des Screening erfolgte mittels Paarung von Hefezellen des Stamms
AHI109 (mating typ MATa, produzierte Koder) und des HeLa-cDNA-tragenden Stammes
Y187 (MATa). Die Paarung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit einer 50 ml
Ubernachtkultur von AH109 pGBKT7-virB5 und 1 ml Y187-Kultur, die die cDNA-
Bibliothek enthielt. Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Zellen sedimentiert und in 10 ml
Medium suspendiert. AnschlieBend wurde das gesamte Volumen auf 120 Minimalmedium-
Platten (100-150 pl pro Platte) aufgebracht. Die Selektion auf Klone, die nach der Paarung
HeLa-cDNA-kodierte Polypeptide produzierten und in der Lage waren mit VirB5 zu
interagieren, erfolgte in drei Schritten. Eine Ubersicht iiber den Ablauf des Zwei-Hybrid-
screens ist in Abbildung 39 gegeben.
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Abbildung 39: Ablauf des screening einer HeLa-cDNA-Bibliothek

Der erste Selektionsschritt erfolgte durch Wachstum auf Minimalmedium SD-Leu/-Trp/-
His. Dabei wurden zum einen die Hefezellen isoliert, die beide Expressionsvektoren des
Zwei-Hybrid-Systems enthielten, zum anderen wurde aber bereits die durch Interaktionen
aktivierte Transkription des Reportergens HIS3 untersucht. Nach 6-8 tdgiger Inkubation
wurden die 450 gewachsenen Kolonien von den Selektionsplatten abgenommen und auf SD-
Leu/-Trp/-His/-Ade-Medium iibertragen. Somit erfolgte eine weitere Selektion, die auf der
Aktivierung des Gens ADE2 beruhte. Dies reduzierte die Zahl auf 200 Kolonien in denen die
Transkription des HIS3-Gens und des ADE2-Gens aktiviert war. Um die Stringenz der
Selektion weiter zu erhohen, wurden alle Transformanden auf die Aktivitdt der
-Galaktosidase mittels eines X-Gal Kolonie-Filter-Tests tliberpriift. In 130 der Kolonien
wurde pB-Galaktosidase-Aktivitdt gemessen. Um ausschlieBen zu konnen, dass der positive
Phénotyp auf Auto-Induktionsaktivitdt der c-DNA-kodierten Polypeptide bzw. Mutationen im
Reportergen oder dessen regulatorischen Elementen beruhte, wurden die Plasmide in der
Folge weiterfithrend analysiert. Dazu wurden alle Genbank-Plasmide aus den selektierten
Hefeklonen isoliert. Da die Plasmidisolierung aus Hefe allerdings zu einem Gemisch aus
Genbank-Plasmiden und pGBKT7-virB5 fiihrte, wurden die Plasmide anschlieBend in E. coli
DH5atransformiert. Mittels Selektion der Transformanden auf Carbenicillin-enthaltendem
LB-Medium wurden in den darauf folgenden Plasmidisolierungen ausschlieBlich die
pGADT7-Rec-Plasmide mit den cDNA-Insertionen isoliert. Die zu untersuchenden Plasmide

wurden in AH109 transformiert und eine Analyse der pGBKT7-virB5-unabhingigen
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Aktivierung der Reportergene HIS3 und ADE2 wurde durchgefiihrt. Alle Stimme, die in der
Lage waren auf dem Minimalmedium SD-Leu/-Trp/-His/-Ade zu wachsen, wurden
verworfen, da das Wachstum offenbar nicht auf einer Interaktion der cDNA-Genprodukte mit
VirB5 beruhte. Dariiber hinaus wurde iiberpriift, ob einzelne Plasmide mehrfach vorkamen.
Dafiir wurden alle isolierten Plasmide einer PCR-Amplifikation unter Verwendung der
Oligonukleotide pT7-7 5" und ADsequ 3" unterzogen, die die enthaltene c-DNA amplifizierte.
Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mit dem Restriktionsenzym BsuRI (= Haelll)
geschnitten und die Restriktionsmuster wurden verglichen. Plasmide, deren PCR-Produkte
identische Restriktionsmuster aufwiesen, waren offenbar Replikate und wurden aussortiert. In
Abbildung 40 sind die amplifizierten cDNA-Fragmente und Restriktionen der 23 Plasmide
dargestellt, die mit dem Hefe Zwei-Hybrid-Screen nach Durchfiihrung aller Selektionsschritte

1soliert wurden.

e T NP TP,
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Abbildung 40: PCR-Produkte und Restriktion der Genbank-Plasmide. Aus den im Zwei-Hybrid-
System selektierten Hefestimmen wurden die pGADT7-Rac-Plasmide isoliert und die cDNA-
Insertion mittels PCR amplifiziert (A). Die resultierenden PCR-Produkte wurden mit dem Enzym
BsuRI geschnitten (B). Die Proben wurden in einem 1,5% Agarosegel aufgetrennt. Die GroBen von
Referenz-DNA-Fragmenten sind rechts neben den Gelen angegeben.

3.3. Analyse der isolierten Klone durch Sequenzierung der entsprechenden cDNA

Die Genbank-Plasmide aus 23 Hefestimmen, die offenbar VirB5-Interaktionspartner
exprimierten, wurden mit den Oligonukleotiden pT7-7 5" und ADsequ 3" sequenziert. Diese
hybridisieren im Bereich des T7-Promotors bzw. in der Terminationssequenz, so dass

Sequenzen von beiden Enden der jeweiligen c-DNA-Fragmente identifiziert wurden. Die
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resultierenden Sequenzen wurden mit Hilfe des blastn-Programmes (NCBI) mit Datenbank-
Eintrdgen verglichen, um die kodierten Proteine zu identifizieren. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Im Zwei-Hybrid-Screen isolierte Genbank-Plasmide und die Ergebnisse der
Sequenzvergleiche

Klon

#1 CAPNI1; Calpain 1 (mu/I), gro3e Untereinheit
#2 PCYT2; Phosphat-Cytidylyltransferase 2, Ethanolamin

Ergebnisse des Sequenzvergleiches Gen-ID (PubMed)

Homo sapiens 823

Homo sapiens 5833

# 24 Ahnlichleit zu ¢SH-PTP2; Protein-Tyrosin-Phosphatase mit Homo sapiens 441868
SH2-Doméine

#41 keine Sequenz erhalten

# 74 PCBPI; poly- (rC) Bindeprotein Homo sapiens 5093

# 88 NQO2; NAD(P)H-Dehydrogenase, Quinon 2 Homo sapiens 4835

# 98 RNH; Ribonuklease / Angiogenin-Inhibitor Homo sapiens 6050
#103  PCBPI; poly- (rC) Bindeprotein, identisch mit # 74 Homo sapiens 5093
#111  RNF2; ring finger Protein 2 Homo sapiens 6045
#130 EPM2A,; Laforin-interagierendes Protein 1 Homo sapiens 9852
#136  ARPC4; actin related protein, Untereinheit 4 des Arp2/3- Homo sapiens 10093

Komplex

#164 PHGDHLI; dhnlich zu Phosphoglycerate-Dehydrogenase Homo sapiens 337867
#217  Klon RP11-627J17 Homo sapiens Chromosom 3 -—--

#243  TMX2; Thioredoxin-verwandtes Transmembranprotein 2 Homo sapiens 51075
#244 NQO2; NAD(P)H-Dehydrogenase, identisch mit # 88 und #314  Homo sapiens 4835
#307  ATP5J; ATP-Synthase, mitochondrialer FO-Komplex, UE F6 Homo sapiens 522
#313  RNH; Ribonuklease / Angiogenin-Inhibitor, identisch mit #98 Homo sapiens 6050
#314 NQO2; NAD(P)H-Dehydrogenase, identisch mit # 88 und #244  Homo sapiens 4835
# 342 ALP1; Alkalische Phosphatase, intestinal Homo sapiens 248
#347  ALPI; Alkalische Phosphatase, intestinal, identisch mit # 342 Homo sapiens 248
#402  THOPI; Thimet-Oligopeptidase 1 Homo sapiens 7064
# 420 PSMDS; Proteasom, 26S-UE Homo sapiens 5714

Einigen der Proteine, die als potentielle Interaktionspartner von VirB5 identifiziert wurden,
wurde bislang keine Funktion zugeordnet (Klone 130, 164 und 217). Ein groBer Teil der
isolierten Genbank-Plasmide enthielt dagegen cDNA-Fragmente, deren Produkte an
Prozessen der Genexpression oder des RNA-Metabolismus und Katabolismus beteiligt sind.

Dazu gehorten RNH (Klone 98 und 313) aus der Familie der Ribonuklease-Inhibitoren
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(Zneimer et al., 1990), und RNF2 (Klon 111), das innerhalb eines Proteinkomplexes als
Transkriptionsfaktor dient (Tuckfield et al., 2002). Die cDNA-Fragmente der Klone 74 und
103 stimmten mit der Gensequenz eines RNA-bindenden Proteins liberein (PCBP1), welches
an der mRNA-Prozessierung wihrend der Genexpression beteiligt ist (Chkheidze und
Liebhaber, 2003).

Eine weitere Gruppe konnte Proteinen zugeordnet werden, die am Elektronentransfer in
Mitochondrien beteiligt sind. Mehrere Klone enthielten ¢cDNA-Fragmente, die mit
verschiedenen Abschnitten des Gens der NAD(P)H-Dehydrogenase iibereinstimmten (Klone
88, 244, 314). Dariliber hinaus wurde die cDNA eines Thioredoxin-verwandten Proteins
identifiziert, das beim Elektronentransport eine Rolle spielt (Meng et al., 2003).

Zwei der isolierten Genbank-Plasmide enthielten cDNAs, deren Sequenz mit Genen
iibereinstimmten, die fiir Proteine mit proteolytischen Eigenschaften kodierten. Dazu gehorte
eine Thimet-Oligopeptidase (Klon 402), die zu den Metallopeptidasen gezéhlt wird, (Saric et
al., 2004) und die 26S Untereinheit eines Proteasoms (Klon 420).

Die Alkalische Phosphatase (Klon 342) und die Phosphat-Cytidyltransferase (Klon 2) sind
an Phospholipid-Biosynthesen, z.B. wihrend des Glycerolipid-Metabolismus, beteiligt. Die
Phosphat-Cytidylyltransferase weist eine Ethanolamin-Phosphat-Cytidylyltransferase-
Aktivitdt auf und spielt eine Rolle bei der Biosynthese von Phosphatidylethanolamin. Dieses
weit verbreitete Membranlipid wird auch in den Membranen wachsender Autophagosom-
Vorldufer angehduft (Dorn et al., 2002; Melchior, 2003). Interessanterweise fusionieren
Brucella-enthaltende Vesikel mit frithen Autophagosomen, so dass eine Bindung von VirB5
an derartige Enzyme biologische Relevanz haben konnte.

Auch ein weiteres Polypeptid konnte wiahrend des Infektionsprozesses von Brucella eine
Rolle spielen. Das aus Klon 24 isolierte Plasmid enthielt cDNA, dessen kodiertes Produkt
Ahnlichkeit zu Protein-Tyrosin-Phosphatasen mit SH2 (Src homology 2)-Dominen aufweist.
Diese Proteine katalysieren die Dephosphorylierung von Phospho-Tyrosin-Proteinen und
spielen in vielen Signaltransduktionswegen eine Rolle. Im Fall des H. pylori-Virulenzfaktors
CagA wurde nachgewiesen, dass eine SH2-Tyrosin-Phosphatase das Zielprotein darstellt
(Higashi et al., 2002). Auch im Fall dieses Proteins konnte somit eine Bindung von VirB5
biologische Relevanz haben.

Zwei weitere der insgesamt 23 Genbank-Plasmide kodierten Polypeptide, denen im
Zusammenhang mit der Infektion durch Brucella ssp. eine Funktion zukommen konnte. Die
c-DNA von Klon 1 war identisch mit der fiir das Protein Calpain 1 kodierenden Sequenz.

Hierbei handelt es sich um eine intrazelluldre Calcium-aktivierte neutrale Cystein-Protease.
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Das in Sédugerzellen ubiquitir vorkommende Protein ist aus einer groflen katalytischen und
einer kleinen regulatorischen Untereinheit aufgebaut. Das im Rahmen des screens
identifizierte cDNA-Fragment wurde dem fiir die grole Untereinheit kodierenden Abschnitt
zugeordnet. Das Protein liegt an verschiedensten Stellen in der Zelle vor und ist in eine
Vielzahl von Aktivititen involviert, wie z.B. Signaltransduktion, Mobilitdt und Apoptose
(Goll et al., 2003). Der an der Bildung und Erhaltung des zelluldren Zytoskeletts beteiligte
Arp2/3-Komplex (kodiert von Plasmid 136) ist offensichtlich an der Phagocytose von
Pathogenen beteiligt und stellt einen besonders interessanten Kandidaten fiir einen VirB5-
Interaktionspartner dar. Im Abschnitt 2 der Diskussion werden diese beiden Proteine genauer

diskutiert.
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Diskussion

1. Analyse der VirBS-Interaktionen

In den letzten Jahren haben viele Arbeitsgruppen versucht, die einzelnen Komponenten
verschiedener bakterieller T4SS detailliert zu charakterisieren. Einigen Proteinen wurden
mogliche Funktionen zugewiesen oder ihre Kristall-Strukturen wurden aufgekliart. Um aber
eine Vorstellung iiber den Vorgang der Assemblierung der T4SS und des
Translokationsprozesses zu bekommen ist es von entscheidender Bedeutung, das
Zusammenspiel dieser Komponenten im Detail zu analysieren. Zu den Proteinen, deren Rolle
wihrend der Typ IV-Sekretion noch weitgehend unklar ist, gehort auch VirBS5. Ein Ziel dieser
Arbeit war es deshalb, mogliche Interaktionen der potentiellen Piluskomponente VirB5 von

B. suis mit den Kernkomponenten VirB8, VirB9 und VirB10 in vitro zu untersuchen.

1.1. Bestitigung der Interaktion von VirBS mit VirB8 und VirB10

Fiir die geplanten biochemischen Analysen wurden die Virulenzproteine von B. suis als
Strepll- und His¢Trx-Fusionsproteine in E. coli iiberproduziert und in der Folge gereinigt.
Mittels Gelfiltrations-Chromatographie und Quervernetzungsversuchen wurde die Fahigkeit
von VirB5, VirB8, VirB9 und VirB10 iiberprift, in vitro Oligomere auszubilden.
Interessanterweise wurde in beiden Versuchsansitzen eine Dimerisierung von VirB5
nachgewiesen, was mit den gelfiltrations-chromatographischen Analysen der homologen
Proteine von A. tumefaciens (VirB5) und pKM101 (TraC) tibereinstimmt (Schmidt-Eisenlohr
et al., 1999a; Schmidt-Eisenlohr et al., 1999b). Neuere Untersuchungen von TraC mittels
analytischer Ultrazentrifugation lassen dagegen den Schluss zu, dass VirB5-Proteine in
Losung primér als Monomere vorliegen (Yeo ef al., 2003). Allerdings wurde in dieser Arbeit
im Hefe Zwei-Hybrid-System eine Interaktion von VirB5 mit sich selbst nachgewiesen. Es
kann also nicht ausgeschlossen werden, dass diese moglicherweise transiente Interaktion in
vivo eine Rolle spielt.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden mehrere
Interaktionen der B. suis VirB-Virulenzproteine nachgewiesen, die den so genannten

Kernkomplex bilden. Demnach kann VirB8 sowohl mit sich selbst, als auch mit VirB10
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interagieren. VirB10 interagiert zusatzlich mit VirB9 und sich selbst. Da diese Interaktionen
bereits fiir die homologen Proteine des Ti-Plasmids gezeigt wurden (Das und Xie, 2000;
Finberg et al., 1995; Ward et al., 2002) und man sie auch im Fall einiger
Konjugationssysteme postuliert (Harris ef al., 2001), erfiillen diese Komponenten in den
verschiedenen T4SS vermutlich dhnliche Funktionen. Man nimmt an, dass sie einen T4SS-
Kanal zwischen der inneren und &duleren Membran ausbilden. Zusdtzlich wurden im Rahmen
dieser Arbeit fiir einige dieser Kernkomponenten zum ersten Mal Interaktionen mit VirB5
nachgewiesen. Die Ko-Adsorptionsversuche und die Zwei-Hybrid-Analysen zeigten mogliche
Interaktionen von VirB8 bzw. VirB10 mit VirB5, die durch die Bindung an VirB5-
Peptidmembranen und die Analyse von VirB5-Varianten bestétigt wurden. Im Fall von VirB5
war bisher nur die Ko-Fraktionierung mit der Piluskomponente VirB2 und dem Lipoprotein
VirB7 gezeigt worden (Krall et al., 2002). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen zum ersten
Mal frithere Vermutungen, dass VirB5 nicht nur eine Nebenkomponente des Pilus darstellt,
sondern eine zusétzliche Rolle in der Struktur des Transporters oder wihrend der
Assemblierung des Pilus spielen konnte (Hapfelmeier ef al., 2000; Schmidt-Eisenlohr et al.,
1999a) .

1.2. Lokalisierung der VirB8/VirB10-Bindestellen in VirB5

Basierend auf der bekannten Struktur des dhnlichen Proteins TraC wurden die moglichen
Bindestellen von VirB8 und VirB10 in VirB5 lokalisiert. Dazu wurde zuerst der Grad der
Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen von VirB5 aus B. suis und TraC des pKM101-
Plasmids ermittelt und anschlieBend wurden die unterschiedlich stark konservierten Bereiche
in der TraC-Struktur dargestellt. Die meisten der konservierten Aminosduren von VirB5 und
TraC liegen in dem hydrophoben ,,Kern* des Proteins, was strukturelle Gemeinsamkeiten
nahe legt. Weiterhin lokalisieren viele der identischen bzw. dhnlichen Aminoséuren in dem
globulidren Anhang des Proteins, dem eine besondere Rolle im Zusammenhang mit Protein-
Protein-Interaktionen zugeschrieben wurde (Yeo et al., 2003). Unter den identifizierten
konservierten Aminosduren befinden sich zahlreiche oberflichen-exponierte hydrophobe
Aminosduren. Inzwischen gibt es viele Hinweise darauf, dass an der Oberfliche von Protein-
Interaktionsstellen in vielen Fillen hydrophobe Aminosduren, wie z.B. L, I oder V, eine hohe
Prasenz aufweisen (Jones und Thoronton, 1996; Zhou und Shan, 2001). Somit sprach schon
vom theoretischen Standpunkt vieles dafiir, dass die globuldre Region eine Rolle bei den

Protein-Protein-Interaktionen spielen konnte. Mittels der Ubertragung der identifizierten
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VirB8- und VirB10-Bindestellen auf die TraC-Struktur wurde eben dies deutlich. Die an der
Interaktion beteiligten Aminoséuren von VirB5 lokalisieren hauptséchlich in dem kleinen und
helicalen Anhang der TraC-Struktur, von Beginn der 3,o-Helix bis zum Anfang der aia-Helix.
Dieses Bild ergab sich sowohl aus den Resultaten der Peptidmembran-Experimente, als auch
aus denen des kompetitiven Interaktionstests. Einen weiteren Hinweis darauf, dass die in der
310-Helix liegenden Aminoséduren eine Rolle bei der Bindung von VirB5 mit VirB8 spielen,
lieferte die Struktur/Funktionsanalyse. Eine VirB5-Variante mit Aminosédure-Austausch in
dieser Region (,,R69A*) war nicht mehr in der Lage, VirB8 zu binden. Yeo et al. (2003)
zeigten, dass ein Aminosédure-Tausch von T69 im TraC-Protein ebenfalls einen gravierenden
Effekt aufwies. In E. coli fiihrte dieser Austausch zu einer Reduktion der in den Pilus
eingebauten Menge von TraC, was eine reduzierte Konjugationsrate zur Folge hatte.
Offensichtlich ist dieser Bereich der VirB5-Proteine fiir eine vollstindige Pilusbiogenese
notwendig. Basierend auf diesen Daten kann im Moment nur spekuliert werden, ob die
Interaktion mit VirB8 ebenfalls zum Prozess der Pilus-Assemblierung beitrigt.

Ein weiterer Bereich, der in den Pep Spot-Versuchen von VirB8 und VirB10 gebunden
wurde, war die C-terminale Region des VirB5-Proteins. Diese Interaktionen wurden in den
kompetitiven Peptid-Inhibitionsversuchen allerdings nicht bestitigt. Auch weiterfithrende
Analysen mit VirB5-Varianten, die Verdnderungen im C-Terminus trugen, lassen nicht den
Schluss zu, dass dieser Bereich fiir die Interaktionen mit VirB8 oder VirB10 eine Rolle spielt
(D. Sivanesan, personliche Mitteilung). Auch der Effekt des As-Austauschs D142A in VirB5
kann nicht eindeutig bewertet werden. Diese VirB5-Variante interagierte weder mit VirB8
noch mit VirB10, aber Peptid I1I, welches diese Aminosdure beinhaltete, zeigte keinen Effekt
im kompetitiven Peptidtest. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Aminosdure-
Austausch die Konformation des Proteins stort, und dass dies die Bindung der anderen
Domaénen beeinflusst. Dennoch muss beriicksichtigt werden, dass eine Verdnderung dieser
Aminosdure in TraC starke Auswirkungen auf die biologische Aktivitét hatte. Obwohl TraC-
D142E normal in den Pilus eingebaut wurde, wies dieser E. coli-Stamm eine stark reduzierte
Konjugationsrate auf und war nicht mehr in der Lage, eine Pilus-vermittelte Phageninfektion
zu unterstiitzen. Dies legt den Schluss nahe, dass TraC/VirB5 neben einer moglichen Rolle
bei der Pilusbiogenese auch eine Funktion als Adhisin einnehmen konnte (Yeo und
Waksman, 2004).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde klar, dass es sich bei der VirB5-VirB8-Interaktion,
verglichen mit der VirB10-Interaktion, offensichtlich um die stabilere und stérkere Bindung

handelte. Dennoch zeigte die Darstellung der Bindestellen der beiden Proteine mittels der
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TraC-Struktur, dass vermutlich fast identische Bereiche von VirB5 fiir die Interaktionen mit
VirB8 und VirB10 eine Rolle spielen. Innerhalb des im Periplasma gebildeten Kanals
interagieren VirB8 und VirB10 miteinander, was sowohl in dieser Arbeit fiir die
Virulenzproteine von B. suis gezeigt werden konnte, als auch fiir das T4SS von
A. tumefaciens (Das und Xie, 2000). Somit wire moglich, dass es sich bei der Interaktion
zwischen VirB5 und VirB10 um eine ,,indirekte” Bindung handelt, die nur durch die Nidhe zu
VirB8 vermittelt wird. Allerdings kénnte die Ahnlichkeit der Bindestellen auch auf eine
sukzessive Interaktion von VirB5 mit den beiden Proteinen zuriickzufiihren sein; VirB5

konnte erst mit VirB8 interagieren und dann an VirB10 ,,weitergeleitet* werden.

In jedem Fall muss beriicksichtigt werden, dass fiir die Interpretationen der Daten, die tiber
die Interaktionen von VirB5 von B. suis gewonnen wurden, die Struktur von TraC aus E. coli
herangezogen wurde. Die Lokalisierung der Bindestellen kann deshalb nicht ohne Vorbehalte
auf VirB5 tibertragen werden. Dennoch ist deutlich geworden, dass der globuldre Anhang der
Struktur einen entscheidenden Beitrag zu den Interaktionen der VirB5-Proteine leistet. Der
Frage in welchen Phasen der Typ IV-Sekretion diese Interaktionen von Bedeutung sind, muss
allerdings weiterhin nachgegangen werden. Die hier dargestellten Ergebnisse liefern aber zum
ersten Mal konkrete Hinweise auf mit VirB5 interagierende Proteine des Kernkomplexes und
darauf, wie diese Interaktion ablaufen konnte. Ein weiteres Ziel konnte nun die
Identifizierung der an der Interaktion beteiligten Bereiche von VirB8 sein. Es sind bereits
VirB8-Varianten bekannt, die nicht mehr in der Lage sind, eine Interaktion mit VirB9 und
VirB10 auszubilden (Kumar und Das, 2001). Detaillierte Struktur-Funktionsanalysen der
einzelnen Untereinheiten des Komplexes werden auch in Zukunft nétig sein, um die Rolle der

Virulenzproteine wihrend des Sekretionsprozesses zu kléren.

1.3. Uberlegungen zu den VirB5-Interaktionen

Die nachgewiesenen Interaktionen von VirB5 mit zwei der Kern-Komponenten werfen die
Frage auf, welche Rolle diese fiir die Funktion des Transportapparates haben konnten. Zum
einen konnte VirB5 eine strukturelle Aufgabe zukommen, indem es den Kernkomplex mit
dem extrazelluldren Pilus verbindet und somit stabilisiert. Unter Beriicksichtigung der Daten,
die in den letzten Jahren im Rahmen von Analysen von A. tumefaciens VirB5 veroffentlicht
wurden, wire allerdings auch eine Funktion fiir die Assemblierung des Pilus denkbar. Schon

mehrfach wurde die Hypothese aufgestellt, dass VirB5 als Chaperon oder usher-Protein fiir
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die Haupt-Piluskomponente VirB2 fungieren konnte (Lai et al., 2000; Sauer et al., 2000).
Beide Proteine gelangen unter Abspaltung des Signalpeptids mittels eines Sec-abhdngigen
Transports iiber die innere Membran. Die beiden Komponenten kdnnten bereits im
Periplasma zusammentreffen und anschlieBend konnte mit VirB5 als Triagerprotein der
VirB2-Pilin-Transfer zur duBleren Membran stattfinden. Wie aber passen die
Strukturkomponenten VirB8 und VirB10 in das Bild? Beide Proteine lokalisieren in der
inneren Membran. Strukturvorhersagen im Fall von VirB8 ergaben, dass der N-Terminus
wahrscheinlich im Zytoplasma liegt, dass das Protein die innere Membran mit einem
Transmembranbereich durchspannt und dass der C-terminale Bereich im Periplasma
lokalisiert. Besonders diese C-terminale Region weist eine starke Konservierung bei VirB§-
Homologen verschiedener T4SS auf und konnte deshalb fiir Interaktionen im
periplasmatischen Raum von Bedeutung sein. Im Fall von VirB10 wird postuliert, dass es
zusammen mit VirB9 die innere Membran mit der duBBeren verbindet und gemeinsam mit
VirB8 eine heterooligomere Struktur im Periplasma ausbildet (Cao und Saier, 2001; Kumar
und Das, 2001). Neuere Daten schreiben VirB8 allerdings noch eine weitere Rolle zu. In
verschiedenen Experimenten wurde eine Interaktion mit der moglichen Transglykosylase
VirB1 nachgewiesen (Hoppner, 2004; Ward ef al., 2002). VirB8 konnte also als
Nukleationspunkt dienen, VirB1 ,rekrutieren® und somit eine lokalisierte Lyse der
Mureinschicht bewirken, an deren Position dann die weitere Assemblierung des Komplexes
stattfindet. Dafiir spricht ferner, dass VirB8 auch fiir eine korrekte Lokalisation von VirB9
und VirB10 in der Zelle bendtigt wird (Kumar et al., 2000). Zu diesen frithen Schritten der
Biogenese der Transportmaschinerie z&hlt aber vermutlich auch die Pilus-Assemblierung. Da
die Kernstruktur moglicherweise auch als Translokationskanal fungiert (Cao und Saier, 2001;
Cascales und Christie, 2003, 2004), konnten die Piluskomponenten VirB5 und VirB2 durch
den Transportkanal aus dem Periplasma an die duBere Membran gelangen. Neuere
Untersuchungen lassen vermuten, dass der erste Kontakt von VirB5-VirB2 mit dem
Transporter durch das Membranprotein VirB4 vermittelt wird (Yuan und Baron, personliche
Mitteilung). Sobald dieser Komplex mit dem Transportkomplex verbunden ist, konnte dann
durch die Interaktion von VirB5 mit VirB8 und die anschlieBende Bindung an VirB10 der
Transfer durch den Transportkanal erfolgen. Diese Theorie wird durch die Tatsachen
unterstiitzt, dass VirB4 mit VirB8 interagiert und dass VirB8 in einer virB4-Deletionsmutante
nur in stark erniedrigter Menge detektiert wurde (Yuan und Baron, personliche Mitteilung).
Untersuchungen von Cascales und Christie ergaben, dass VirB8 und VirB6 friithe Schritte des

Substrat-Transports durch den T4SS-Kanal katalysieren (Cascales und Christie, 2004). Es ist
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aber denkbar, dass dieser Weg liber VirB6 und VirB8 vor dem Substrattransport auch fiir die
Assemblierung des Gesamtkomplexes inklusive der Pilus-Biogenese genutzt wird. Eine
direkte Interaktion zwischen VirB5 und VirB6 konnte allerdings noch nicht gezeigt werden.
Friihere genetische Studien belegen aber die Bedeutung von VirB6 fiir die Ausbildung eines
Pilus (Fullner et al., 1996; Fullner, 1998), und in einer virB6-Deletionsmutante war die
Menge von VirB5 in der Zelle reduziert (Hapfelmeier et al., 2000).

In den Untersuchungen von Krall et al. (2002) wurde VirB5 bereits zusammen mit einigen
anderen Komponenten des VirB-Transmembrankomplexes ko-lokalisiert, und Hinweise flir
eine Interaktion mit VirB11 wurden auch erhalten (unveroffentlichte Daten). In dieser Arbeit
wurden aber zum ersten Mal Interaktion von VirB5 mit Komponenten des Kernkomplexes
direkt nachgewiesen. Um zu zeigen, dass die Interaktionen mit VirB8 und VirB10 wéhrend
der Biogenese des Pilus eine Rolle spielen, sind allerdings weitere Untersuchungen
notwendig. Die Interaktion mit VirB8 konnte auch nach der Pilus-Assemblierung bestehen
bleiben, um das Geriist des T4SS zu stabilisieren und den Pilus dauerhaft mit dem Periplasma

zu verbinden.

2. Heterologe Expression des virB-Operons von B. suis in A. tumefaciens

Neben den beschriebenen in vitro-Analysen wurde ein weiterer Ansatz zur Untersuchung von
Interaktionen zwischen den Virulenzproteinen von B. suis durchgefiihrt. Um biochemische
Studien in vivo durchfiihren zu kénnen, wurde A. tumefaciens als Modellorganismus fiir die
Expression der Virulenzgene von Brucella etabliert. Die Assemblierung der Proteine zu
einem Transportkomplex wiirde in 4. tumefaciens zwar nicht in ihrem eigentlichen Umfeld
erfolgen, aber die Analysen wiren weniger artifiziell als die der gereinigten Proteine in vitro.
Ein Vergleich mit den Informationen, die iiber das T4SS von A. tumefaciens gewonnen
wurden, wiirde zusidtzlich eine Beurteilung genereller Mechanismen und Strukturen

verschiedener T4SS ermoglichen.

2.1. Expression der virB-Gene in A. tumefaciens

Wihrend der Testexpressionen der unterschiedlichen pTrc300-Derivate in 4. tumefaciens

UIA143 zeigte sich, dass die Mengen der meisten VirB-Proteine sich abhéingig von der
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Organisation der virB-Operonen signifikant unterschieden. Erstaunlicherweise waren die
Mengen der VirB-Proteine in UIA143 pTrc-virB1-B12 verglichen mit den anderen Stimmen
(UIA143 pTrc-virB2-B12, UIA143 pTrc-virBI1+B3-B12 und UIA143 pTrc-virB3-B12) stark
reduziert. Bei heterologer Expression des virB-Operons beeinflussten sich VirB1 und VirB2
offensichtlich gegenseitig negativ. Die Expression von virBl zusammen mit virB2 libte
dariiber hinaus einen negativen Effekt auf die Mengen aller anderen B. suis VirB-Proteine in
A. tumefaciens aus. Im Gegensatz dazu hatten virB1 bzw. virB2 alleine keinen Einfluss auf
die Mengen der anderen VirB-Proteine (in UIA143 pTrc-virBI+B3-B12 und UIA143 pTrc-
virB2-B12). Es konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden, warum die Mengen der
Proteine in den verschiedenen Stimmen so stark voneinander abwichen, obwohl die
Unterschiede der Sequenzen der Plasmide relativ gering sind. Eine Analyse mittels RT-PCR
konnte helfen zu beurteilen, ob bereits wihrend der Transkription der virB-Gene Unterschiede

der mRNA-Stabilitit auftreten.

2.2. Lokalisierung und Solubilisierung der VirB-Proteine

Alle in UIA143 heterolog produzierten B. suis-Virulenzproteine unterschieden sich
hinsichtlich ihrer Lokalisierung von denen eines 4. tumefaciens Wt-Stammes, in dem die
Proteine fast ausschlieBlich in der Membranfraktion detektiert wurden (Krall et al., 2002;
Shirasu und Kado, 1993). Im heterologen System wurden die meisten der Proteine auch in der
,»S1“-Fraktion nachgewiesen, welche die l9slichen Proteine enthielt.

Um die Virulenzproteine von B. suis aus der Membran von A. tumefaciens UIA143 zu
extrahieren, wurde das milde und nicht-ionische Detergenz n-Dodecyl-f-D-maltosid (DDM)
eingesetzt. Dies ermoglichte es, die Membran-Verankerung der verschiedenen heterolog
produzierten VirB-Komponenten zu beurteilen. Die Proteine wurden zum grofBten Teil sogar
ohne Zugabe von DDM und in allen Fillen durch niedrige Konzentrationen des Detergenz
solubilisiert. Moglicherweise ist dies auf die im eingesetzten Puffer vorliegende e-Amino-n-
capronsdure zurlickzufithren, die eine unterstiitzende Wirkung bei der Solubilisierung von
Membranproteinen aufweist (Schigger und von Jagow, 1991). Bei vergleichbaren
Solubilisierungsversuchen mit den T4SS-Komponenten von 4. tumefaciens wurden ebenfalls
einige der Proteine bereits bei 0% DDM aus der Membran herausgelost (Krall ez al., 2002).
Ein weiterer Grund fiir die verringerte Membran-Affinitdt der Virulenzproteine von B. suis
konnte in der heterologen Produktion liegen. Eventuell bilden sich nicht alle notwendigen

Interaktionen der beteiligten Komponenten so aus, wie es im nativen System der Fall wire,
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weil Brucella-spezifische Assemblierungsfaktoren fehlen. Dariliber hinaus konnten auch
Unterschiede in der Membran-Zusammensetzung zwischen Agrobacterium und Brucella dazu

fithren, dass die Membranverankerung der heterolog produzierten Proteine herabgesetzt ist.

2.3. Identifizierung von T4SS-Subkomplexen von B. suis in den Membranen von

A. tumefaciens

Im Zuge der Quervernetzungsversuche mit BS® und der BN-PAGE-Analysen wurde
deutlich, dass zumindest ein Teil der heterolog produzierten Virulenzproteine von B. suis
Komplexe in den Membranen von A. tumefaciens ausbildet . Hierbei scheint es sich um einen
Subkomplex aus den Kernkomponenten VirB8 - VirB10 und eventuell auch mit VirB11 zu
handeln. Nach Separation der solubilisierten Membranproteine unter nativen Bedingungen
wurden in den drei untersuchten Stdimmen (UIA143 mit pTrc-virB2-B12, pTrc-virB1+B3-B12
bzw. pTrc-virB3-B12) VirB8, VirB9 und VirB10 gemeinsam in einem Komplex hoher
molekularer Masse identifiziert. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass die
Proteine in den Membranen nahe nebeneinander vorliegen und Interaktionen ausbilden, was
durch Quervernetzungs-Experimente bekréftigt wurde. Nach Separation mittels BN-PAGE
wurde VirB11 in einem kleineren Komplex von ungefdhr 232 kDa detektiert. Dieses Protein
war somit nicht oder nur schwach mit den Kernkomponenten VirB8, VirB9 und VirB10
verbunden. Fiir diese Interpretation spricht auch, dass VirB11 leichter aus den Membranen
extrahiert wurde, und somit nicht stark an den T4SS-Komplex bindet. An Hand der Daten der
Kristallstruktur des Homologen HP0525 aus H. pylori postulierten Yeo et al. (2000), dass
VirB11 in seiner funktionellen Form als Hexamer vorliegt und eine Pore ausbilden konnte.
Vor diesem Hintergrund ist es besonders interessant, dass das mittels BN-PAGE separierte
VirB11 ungefdhr die molekularen Masse eines Homohexameres hatte. Dies konnte als ein
Hinweis auf die mogliche Funktionalitit des Proteins in dem ausgebildeten Teilkomplex
gewertet werden.

VirB12 konnte in keinem Komplex detektiert werden. Das 19 kDa grof3e Protein enthélt
sowohl eine Signal- als auch eine Lipoprotein-Modifizierungssequenz. Es ist nicht bekannt,
welche Funktion VirB12 in Brucella hat, und ob es Teil des assemblierten Sekretionssystems
ist, aber es scheint nicht essentiell fiir das intrazelluldre Uberleben in Makrophagen zu sein
(O'Callaghan et al., 1999). In den Analysen, die der heterologen Expression der Virulenzgene
folgten, wurde VirB12 fast ausschlielich in der Membranfraktion detektiert. Dennoch

bestand offensichtlich keine starke Affinitdt zu den Membranen, da das Protein auch ohne die
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Zugabe von DDM extrahiert wurde. Dariiber hinaus wurden weder VirB12-spezifische
Quervernetzungsprodukte in den Zelllysaten detektiert, noch wurde das Protein in den mittels
BN-PAGE separierten Komplexen identifiziert. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen
fiihren zu der Annahme, dass VirB12 moglicherweise keine Komponente des
Transportkomplexes ist. Es kdnnte als Lipoprotein in der dufleren Membran eine Rolle bei der
Interaktion mit Oberflachenproteinen der Wirtszelle spielen. Diese Annahme wird durch
einen von O’Callaghan et al. (1999) durchgefiihrten Sequenzvergleich bestérkt, der
Ahnlichkeiten mit dem Protein F von Pseudomonas syringae feststellte. Dieser
pflanzenpathogene Organismus nutzt OprF als Adhésin und dies konnte auch die Rolle von
VirB12 sein.

In keinem der Versuchsansidtze wurde ein Komplex niedriger molekularer Masse
identifiziert, der in Analogie zu A. tumefaciens die potentiellen Piluskomponenten VirB5 und
VirB2 enthielt (Krall ef al., 2002). Dariiber hinaus wurde weder in UIA143 pTrc-virBI-B12,
noch in UIA143 pTrc-virB2-B12 VirB2 an der Oberfliche der Zellen detektiert.
Interessanterweise war es jedoch moglich, VirB5 in abgescherten und der Oberfliche
exponierten Strukturen nachzuweisen, was auf eine Pilus-dhnliche Struktur hindeuten konnte.
Nach Separation solubilisierter Membranproteine mittels BN-PAGE und Gelfiltrations-
Chromatographie von Proben des Stamms UIA143 pTrc-virB2-B12 wurde VirB5 in einem
Komplex von ungefihr 65 kDa identifiziert, aber ein Nachweis von VirB2 war nicht mdglich.
Dies konnte mit einer nicht vollstindigen Prozessierung des Proteins zusammenhéngen. Im
Fall von A. tumefaciens VirB2 ist bekannt, dass nach Abspaltung der Signalsequenz, eine
Zyklisierung des verbleibenden Peptides erfolgt (Lai ef al., 2000). Bislang wurde nicht
geklirt, ob diese Prozessierung parallel zur Reaktion der Signalpeptidase stattfindet oder ob
sie in einem zusdtzlichen Schritt ablduft, bei dem ein weiteres Enzym bendtigt wird. Diese
Prozessierung des T-Pilins von A. tumefaciens erfolgt jedoch nicht in E. coli (Lai et al., 2002).
Ein Sequenzvergleich mit dem VirB2-Homolog TrbC des IncP-Plasmids lieferte Hinweise
dafiir, dass auch das VirB2-Protein von B. suis als zirkuldres Peptid vorliegen konnte
(Eisenbrandt et al., 2000). Andere post-translationale Modifikationen sind ebenfalls denkbar,
wie z.B. die Acetylierung von TraA des F-Plasmids (Moore et al., 1993). Moglicherweise
sind fiir die Pilus-Assemblierung von VirB2 von B. suis nach der Abspaltung des

Signalpeptides weitere Modifikationen notwendig, die in A. tumefaciens nicht erfolgen.
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2.4. Funktionalitit des T4SS von B. suis in A. tumefaciens

Parallel zu den in dieser Arbeit beschriebenen biochemischen Analysen wurden Studien zur
Funktionalitédt der gebildeten Proteinkomplexe durchgefiihrt (Hoppner, 2004). Dabei wurde
mittels eines Konjugationstest untersucht, ob die Agrobacterium-Stimme, die das T4SS von
B. suis produzieren, als Rezipienten fiir den Transfer eines IncQ-Plamides dienen konnen.
Diese Untersuchungen zeigten, dass der Stamm UIA143 pTrc-virB1+B3-B12 die hochste
Rezipientenaktivitit aufwies. Die Transfereffizienz erreichte 40% verglichen mit einem
Agrobacterium-Stamm mit nativem T4SS. UIA143 pTrc-virB3-B12 hatte ungefiahr 10% der
Transfereffizienz. Die Stamme UIA143 pTrc-virBI-B12 und UIA143 pTrc-virB2-BI12
stimulierten den konjugativen Plasmidtransfer nicht. Eine auf den ersten Blick {iberraschende
aber sehr interessante Beobachtung ist, dass nur die Stimme als Rezipienten fungierten, denen
das virB2-Gen fehlte. Dies ist mit den Resultaten der Quervernetzungsversuche der
entsprechenden Stdmme konsistent. Quervernetzungsprodukte hoher molekularer Massen
wurden nur in den Membranen der Stimme detektiert, die Plasmid pTrc-virBI+B3-B12 oder
pTrc-virB3-B12 trugen. Offensichtlich waren nur hier die einzelnen Komponenten des
Komplexes so zueinander lokalisiert, dass Protein-Protein-Interaktionen ausgebildet werden
konnten, woraus ein funktionaler Kanal resultierte. Eine Ursache fiir die fehlende
Rezipientenaktivitit von UIA143 pTrc-virB2-B12 konnte die moglicherweise fehlende
Modifikation des VirB2-Proteins sein, die zu einer Akkumulation nicht prozessierten Proteins
im Periplasma fiihren konnte. Eine Assemblierung des Proteinkomplexes zwischen innerer
und duBerer Membran und funktionale Protein-Protein-Interaktionen koénnten dadurch
verhindert werden. Die biochemischen Daten legen zwar nahe, dass auch in den Stammen
UIA143 pTrc-virBI1+B3-B12 und UIA143 pTrc-virB3-B12 kein vollstindiges T4SS
assembliert wird, aber eine wahrscheinlich auf die Komponenten VirB8, VirB9, VirB10 und
VirB11 zuriickzufiihrende Teilfunktion war dennoch nachweisbar. Eine &dhnliche
Beobachtung wurde bereits in Konjugationsversuchen mit A. tumefaciens gemacht. In der
Donorzelle waren alle VirB-Proteine mit Ausnahme von VirB1 essentiell. Um als Rezipient
fungieren zu koénnen waren allerdings nur VirB7-VirB10 notwendig (Liu und Binns, 2003).
Offensichtlich bilden diese Komponenten bereits eine Struktur aus, die ausreicht, um DNA
iiber die Zellhiille hinweg aufzunehmen. Dies scheint mit den Kernkomponenten von B. suis
ebenfalls moglich. Eine deutliche Steigerung der Aufnahmeeffizienz wurde in dem Stamm
beobachtet, der zusitzlich virBI trug. VirB1 {ibt seine Funktion wahrscheinlich wéhrend der

Assemblierung des Transmembran-Komplexes aus (Koraimann, 2003). Die Mureinschicht
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stellt bei der Assemblierung von Strukturen innerhalb der Zellhiille eine Barriere dar (Dijkstra

und Keck, 1996), die mit Hilfe von VirB1 wahrscheinlich zum Teil aufgelost wird.

Die Daten in dieser Arbeit zeigen Gemeinsamkeiten in der Struktur und der Assemblierung
der T4SS von A. tumefaciens und B. suis auf. Wie bei Agrobacterium bilden VirB8 bis
VirB11 offensichtlich den Kernkomplex zwischen den Membranen aus, der fiir den T4SS-
Apparat sowohl eine strukturelle, als auch eine funktionelle Bedeutung hat. Die Funktionen
von VirB2 und VirB5 fiir das T4SS von B. suis bleiben allerdings weiterhin unklar. Beide
Proteine spielen fiir die Funktionalitit des Kernkomplexes keine Rolle, aber
interessanterweise liegt VirB5 auch ausserhalb der Zelle vor. Weitere Untersuchungen sind
notwendig, um zu kliren, ob dies auch in Brucella der Fall ist. Das Fehlen einer pilus-
dhnlichen Struktur im heterologen System erlaubt allerdings keine Aussage iiber die
tatsdchliche Situation in B. suis. Da in den letzten Jahren gezeigt wurde, dass die T4SS
verschiedener Organismen eine Vielfalt von Oberflachenstrukturen ausbilden, konnte eine
derartige Struktur in Brucella in ihrer Morphologie und Zusammensetzung von der in

A. tumefaciens verschieden sein.

3. Isolierung zellulirer Interaktionspartner des VirBS-Proteins und ihre

Bedeutung fiir den Infektionsprozess von B. suis

Das in B. suis identifizierte virB-Operon ist fiir den Infektionsprozess und das intrazelluldre
Uberleben des Organismus essentiell. Komponenten des Transmembrankomplexes konnten
moglicherweise durch Interaktionen mit Proteinen der Wirtszelle in der Pathogenese eine
Rolle spielen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mit VirB5 von B. suis
interagierende Proteine in HeLa-Zellen zu identifizieren. Nach Fertigstellung der Genbank-
Analysen konnten allerdings im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Analysen der
potentiellen Interaktionspartner mehr durchgefiihrt werden. Weitere Untersuchungen zur
Bestétigung der Interaktionen sind deshalb vonndten. Im Folgenden wird die mogliche Rolle

der im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen identifizierten humanen Proteine diskutiert.
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3.1. Die Rolle des VirB-Systems fiir das intrazellulire Uberleben von Brucella ssp.

Die Wege der Bindung und Aufnahme von Brucella ssp. an Wirtszellen sind nicht
vollstindig bekannt, aber verschiedene Beobachtungen legen nahe, dass die Bakterien von
nicht-professionellen Phagocyten aktiv internalisiert werden (Comerci ef al., 2001). Mutation
in Genen des regulatorischen Zwei-Komponentensystem BvrS / BvrR aus Brucella fithrten
allerdings zu einer stark reduzierten Aufnahme in Makrophagen und HeLa-Zellen, was eine
aktive Forderung der Aufnahme durch das Bakterium vermuten ldsst (Sola-Landa et al.,
1998). Widerspriichlich sind auch die Daten iiber die Erforderlichkeit des VirB-Systems von
Brucella ssp. wihrend der Infektion. Comerci et al. (2001) zeigten, dass ein funktionales
T4SS fiir die Aufnahme in die Zelle und die ersten Schritte der Biogenese Brucella-
enthaltender Vakuolen nicht entscheidend ist. Andere Untersuchungen dagegen legen einen
VirB-abhédngigen Aufnahme-Mechanismus und eine Funktion des VirB-Systems bereits in
den ersten Minuten der Infektion nahe (Watarai et al., 2002; Watarai et al., 2003). Dagegen
spricht allerdings, dass nur ein geringer Anteil der Bakterien die ersten Stunden nach Eintritt
in die Wirtszelle iliberlebt. Dies konnte bedeuten, dass das Vermdgen intrazelluldr zu
iiberleben nicht von Beginn an programmiert ist (Celli und Gorvel, 2004). Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass die virB-Gene von B. suis erst intrazelluldr exprimiert werden und dafiir
war die starke Ansduerung des Phagosomen-Milieus entscheidend (Boschiroli ef al., 2002).
Fiir die Persistenz von Brucella und das Ausbilden der Replikations-Nische ist das VirB-
System aber in jedem Fall essentiell (Comerci et al., 2001; Sieira et al., 2000) und man geht
davon aus, dass mehrere Virulenzfaktoren iliber dieses T4SS in das Zytosol der Wirtszelle
gelangen. Hierbei konnte entscheidend sein, dass die Effektoren zur richtigen Zeit und am
richtigen Ort die Vakuole verlassen. Die potentiellen Piluskomponenten VirB2 und VirB5
konnten vor und wéhrend der Sekretion eine Bindung mit dem Phagosom oder auch mit dem
Zielprotein eines Virulenzfaktors eingehen und somit bewirken, dass die sekretierte

Komponente direkt wirken kann.

3.2. Mogliche Interaktionspartner von VirBS in der Zelle und ihre Bedeutung fiir den

Infektionsprozess

3.2.1.  Der Arp2/3-Komplex

Eines der Proteine, das im Two-Hybrid-Screen als potentieller Interaktionspartner von

VirB5 identifiziert wurde, war die Untereinheit 4 des Arp2/3-Komplexes. Dieser
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Multiproteinkomplex ist an der Bildung und Erhaltung des zelluldren Cytoskeletts beteiligt
und stellt einen besonders interessanten Kandidaten fiir einen VirB5-Interaktionspartner dar.
Die mogliche Bedeutung einer solchen Interaktion fiir den Infektionsprozess von B. suis wird

im folgenden Abschnitt diskutiert.

Gegenwirtig sind neben Brucella ssp. zahlreiche intrazelluldre Pathogene bekannt, welche
den Weg und/oder die Reifung ihres membrangebundenen Kompartimentes innerhalb der
Wirtszelle verdndern (Dorn et al., 2002). Bislang ist es unklar, was diese Vesikel-Umleitung
bewirkt, da der Prozess der Phagosom-Biogenese selbst noch nicht ausreichend verstanden
ist. Es ist schon linger bekannt, dass Proteine des Zytoskelettes bei der Ausbildung der
Phagosomen wihrend der Phagocytose mitwirken. Einige pathogene Organismen nutzen dies
und stimulieren die Aktin-Polymerisation fiir eine effiziente Auftnahme (Alrutz et al., 2001;
Cossart und Sansonetti, 2004). Fiir einen langen Zeitraum wurde die Meinung vertreten, dass
die Aktin-Filamente, die die neu internalisierten Phagosomen umbhiillen, rasch
depolymerisieren, um die Fusionen mit Endosomen und Lysosomen zu ermdoglichen.
Inzwischen wurde aber von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt dass es im Gegensatz zur
friheren Annahme sogar zu einer Anreicherung von Aktin an Phagosomen kommt
(Desjardins et al., 1994; May und Machesky, 2001). Dariiber hinaus nimmt man an, dass die
Bewegung der Vesikel innerhalb der Zelle von Aktin-Polymerisierungsprozessen abhingig
ist, und dass die Interaktion mit Aktin-Filamenten eine entscheidende Rolle in der
Phagosomen-Biogenese spielt (Gotthardt et al., 2002; Southwick et al., 2003; Zhang et al.,
2002). Das Aktin-Netzwerk kann durch verschiedene Proteine umstrukturiert werden, von
denen einige auch zu Phagosomen rekrutiert werden. Als einer der potentiellen
Nukleationsfaktoren fiir die Reorganisation von Aktin gilt der aus sieben Untereinheiten
bestehende Arp2/3-Komplex (Machesky und Gould, 1999). Wie dieser Komplex rekrutiert
und aktiviert wird ist unklar. Die ersten Beweise fiir eine Aktivitit des Arp2/3-Komplexes als
Nukleationsfaktor fiir Aktin waren Beobachtungen, dass er die Aktin-Polymerisation an der
Oberflache von Listeria monocytogenes induzieren konnte (Welch et al., 1997). Inzwischen
wurde auch im Fall von Shigella und Rickettsia gezeigt , dass mittels des Arp2/3-Komplexes
das Aktin-Netzwerk des Wirtes umorganisiert und ein so genannter ,,Aktinschweif™
ausgebildet wird, welcher der intrazelluldren Fortbewegung dient (Cossart, 2000). Weitere
genetische und zellbiologische Daten belegen aber, dass eine Stimulation des Aktin-
Netzwerkes auch von intravakuoldren Organismen genutzt wird, um mit der Phagosom-

Reifung zu interferieren. Im Fall von Vakuolen mit dem intrazelluldren Bakterium Sa/monella
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typhimurium in Makrophagen beobachtete man eine Akkumulation von Aktin um die
Vakuole, was vermutlich deren Stabilisierung dient. Fiir diese Rekrutierung von Aktin-
Filamenten ist ein Virulenzfaktor notig (SifA), der mittels eines Typ III-Sekretionssystems
aus dem Bakterium in das Zytosol der Wirtszelle geschleust wird (Meresse et al., 2001). Im
Fall des eukaryontischen Krankheitserregers Leishmania donovani wurde gezeigt, dass F-
Aktin um das Leishmania-enthaltende Vesikel akkumuliert und dadurch moglicherweise die
Bewegung zu Phagosomen physikalisch blockiert wird (Amer und Swanson, 2002).

Uber den weiteren Verlauf der Reifung der Brucella-enthaltenden Vakuolen ist bekannt,
dass sie mit Vesikeln des frithen endosomalen Weges fusionieren. Diese weichen dann aber

von ihrem {iiblichen Reifungsprozess ab, der zur Ausbildung eines Phagolysosoms fiihren
wiirde  (Abb. 41).

frithes

utophagosom
rER friihes
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Abbildung 41: Modell des intrazelluliren Weges von Brucella ssp. in Hela-Zellen. Nach der
Aufnahme gelangen die Bakterien in frithe Vesikel des endosomalen Weges und fusionieren dann mit
frithen Autophagosomen. Diese reifen zu spiaten Autophagosomen heran, deren Fusion mit Lysosomen
verhindert wird. Nach einem retrograden Transport erreichen die Brucella-enthaltenden Vesikel das
rauhe endoplasmatische Retikulum (rER) und dort findet die Replikation statt. Die schwarzen Pfeile
geben den Weg der Vakuolen in Zellen an, welche virulente Brucella-Stimme enthalten. Die
gestrichelten Pfeile zeigen den Weg, den die einzelnen Vesikel in ihrem Reifungsprozess
normalerweise durchleben (modifiziert nach Dorn ef al., 2002).

An Stelle der Fusion mit Lysosomen bewirkt Brucella den Eintritt des endosomalen
Vesikels in den autophagocytischen Weg und eine Fusion mit einem frithen Autophagosom,

welches aus dem rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER) hervorgeht (Dorn et al., 2002).
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Die Vesikel entfernen sich anschlieBend vom ER und durchlaufen den normalen
Reifungsprozess hin zum spdten Autophagosom, was mit der Verdnderung von
Oberflachenmolekiilen der Vakuolen einhergeht. Die Fusion dieser spiten Autophagosomen
mit Lysosomen wird verhindert und das Brucella-enthaltende Autophagosom wird zum ER
»zuriickgeleitet, wo der Organismus persistiert und sich vermehrt (Pizarro-Cerda et al.,
1998).

Die Umleitung von Vesikeln und die Verhinderung der Fusion mit Lysosomen stellt eine
verbreitete Uberlebensstrategie intravakuolidrer Bakterien dar. Es gibt mehrere Hinweise
darauf, dass eine aktive Verdnderung des Zytoskelettes der Wirtszelle daran beteiligt sein
konnte. Auch Brucella ssp. konnte diese Mechanismen nutzen, um sich das intrazellulére
Uberleben zu sichern. Es ist deshalb denkbar, dass eine Interaktion von Komponenten des

T4SS mit dem Arp2/3-Komplex biologisch relevant sein konnte.

3.2.2. Die Protease Calpain 1

Ein weiterer im Two-Hybrid-Screen identifizierter potentieller Interaktionspartner von
VirB5 war das Protein Calpain. Es gehort zu den Cystein-Proteasen, ist Calcium-abhéngig
und ubiquitér in Sdugerzellen verbreitet. Die physiologische Funktion und die Substrate von
Calpain sind nur zum Teil bekannt. Zu den Prozessen, in die das Protein involviert ist,
gehoren die Regulation des Zellzyklus, die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und die
Apoptose. Seine Rolle wihrend der Apoptose ist Gegenstand aktiver Forschung und wird
kontrovers diskutiert (Goll et al., 2003). Calpain ist an der Spaltung einiger Caspasen
beteiligt, und diese Proteasen spielen eine Hauptrolle in den Signalketten der Apoptose.
Allerdings wurden im Rahmen der Untersuchungen der Funktionen von Calpain sowohl die
Inaktivierung pro-apoptotischer Caspasen (Caspase-7 und -9) (Chua et al., 2000), als auch
eine Aktivierung (Caspase-3 und -12) (Altznauer ef al., 2004; Nakgawa und Yuan, 2000)
beschrieben. Dariiber hinaus wurde ein Einfluss von Calpain auf die Aktivierung von pro-
apoptotischen Proteinen wie Bax und Bid beschrieben (Altznauer et al., 2004; Wood et al.,
1998). Calpain scheint somit unter manchen Bedingungen durch Inaktivierung von Caspasen
als negativer Regulator der Apoptose, in anderen Féllen aber auch als positiver Regulator zu
fungieren. Die entsprechende Rolle scheint vom Zelltyp und von verschiedenen Signalen
abhéngig zu sein (Goll ef al., 2003).

Der Zelltod durch Apoptose ist eine allgemeine Antwort von Wirtszellen auf
verschiedenste bakterielle Infektionen, aber viele Pathogene konnen im Verlauf einer

Infektion die Apoptose-Maschinerie der Zelle zu ihren Gunsten manipulieren. Organismen
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wie Yersinia ssp., Salmonella ssp. oder L. monocytogenes sind in der Lage, Apoptoseprozesse
zu induzieren (Weinrauch und Zyklinsky, 1999). Im Gegensatz dazu stellt die Induktion des
Zelltods durch Apoptose eine Gefahr fiir obligat intrazelluldre Bakterien dar, da diese
Bakteriengruppe zum Wachstum und Uberleben die zellulire Umgebung benétigt. Es
iiberrascht daher nicht, dass in den letzten Jahren fiir einige intrazellulére Organismen gezeigt
wurde, dass sie den Zelltod ihrer Wirtszelle verhindern. Die dafiir notwendigen Faktoren sind
nur zum Teil bekannt. Im Fall von Mycobacterium bovis beispielsweise vermutet man, dass
die Produktion des Cytokins TNFa (tumor necrosis factor) eine Rolle spielt (Kremer et al.,
1997). Auch im Fall von B. suis wurde eine Verhinderung des programmierten Zelltods in
humanen Monocyten belegt. Dieser Prozess ist TNFa-unabhingig und bendtigt
moglicherweise einen sekretierten Virulenzfaktor (Gross et al.,, 2000). In den Bakterien
Chlamydia ssp. und Bartonella henselae wurde eine Veranderung in der Signalkette der
Apoptose nachgewiesen. Dies stellte einen vollig neuen Weg dar, wie Mikroorganismen mit
der Apoptose-Maschinerie des Wirtes interferieren konnen. Chlamydien verhindern
wahrscheinlich durch den Abbau pro-apoptotischer BH3-only-Proteine (Bim / Bod) eine
Induktion der Apoptose (Fischer et al., 2004). Fiir B. henselae konnte eine Unterdriickung der
Aktivitdten von Caspase-3 und Caspase-8 durch unbekannte Faktoren gezeigt werden (Kirby
und Nekorchuk, 2002). Beide Caspasen spielen eine entscheidende Rolle in der
Signalkaskade, die letztendlich zum Zelltod fiihrt. Es ist durchaus moglich, dass auch
Brucella durch die Interaktion von VirB5 mit Calpain auf dhnliche Weise in die Apoptose-
Prozesse der Zelle eingreift. Interessanterweise wurde Calpain 1 unter anderem in den
Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) mit Ausrichtung zur zytosolischen Seite
lokalisiert (Hood et al., 2004). Wie oben ausgefiihrt werden Brucella-enthaltende
Autophagosomen in einem retrograden Transport zum rER zuriickgeleitet (Abb. 41). Dort
wird die Replikations-Nische ausgebildet, und die Vakuolen akkumulieren
Oberflachenproteine, die typisch fiir die Membranen des ER sind. Pizarro-Cerda et al. (1998)
schlugen vor, dass B. abortus das Autophagosom sogar verldsst und zur Replikation in das
rER des Wirtes eindringt. Dort kdonnte mdglicherweise eine Interaktion von VirB5 mit

Calpain erfolgen und somit zu einer gezielten Sekretion von Virulenzfaktoren fithren.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Komponenten
des Typ IV Sekretionssystems des pathogenen Organismus B. suis analysiert werden. Mittels
einer Kombination aus in vitro- und in vivo-Experimenten sollten weitere Einblicke in das
Zusammenspiel der Komponenten des Komplexes und den Mechanismus der Assemblierung

des Transporters gewonnen werden.

Fiir die Durchfiihrung biochemischer Studien waren Anzuchten des zu untersuchenden
Organismus im groflen Malistab notig. Da dies mit B. suis aufgrund seiner Pathogentitét nicht
moglich war, wurde A. tumefaciens als Modellsystem fiir die Expression der Virulenzgene
von B. suis etabliert. Heterolog produzierte Virulenzproteine von B. suis wurden in den
Membranfraktionen des Agrobacterium-Stammes UIA143 nachgewiesen. Solubilisierungs-
Experimente zeigten allerdings, dass die Membranverankerung im Vergleich zu den nativen
T4SS-Komponenten von A. tumefaciens erniedrigt war. Mittels BN-PAGE und
Quervernetzungsversuchen wurde gezeigt, dass in Agrobakterien, die die Virulenzproteine
VirB3-VirB12 und VirB1+3-12 von B. suis produzierten, einige dieser Komponenten
interagieren. Die Proteine VirB8 - VirB10 und VirB11 assemblierten in der Membran zu
einem Teilkomplex, dessen Funktionalitidt nachgewiesen wurde. Zusammen mit Daten aus
vorausgegangenen Untersuchungen des VirB/D4-Systems von A. tumefaciens legen die
Resultate dieser Arbeit den Schluss nahe, dass diesen Kernkomponenten in allen Systemen
sowohl eine strukturelle als auch funktionelle Bedeutung zukommt.

Mittels heterologer Expression war es allerdings nicht moglich, Informationen iiber die

Lokalisation oder Funktion der potentiellen Piluskomponenten VirB2 und VirB5 zu erhalten.

In in vitro Experimenten wurden Interaktionen des VirB5-Proteins aus B. suis mit weiteren
Komponenten des T4SS analysiert. Dabei wurden mittels Zwei-Hybrid-Analysen und Ko-
Adsorptionsversuchen die Kernkomponenten VirB8 und VirB10 als potentielle
Bindungspartner identifiziert. Weitere Untersuchungen von VirB5-Varianten und durch
Kompetition der Bindung mit VirB5-Peptiden bestétigten diese Interaktionen. Durch
Vergleiche mit der Struktur des Homologen TraC von pKM101 wurden die moglichen VirB8-
und VirB10-Bindestellen lokalisiert. Damit wurde zum ersten Mal ein biochemischer

Nachweis dafiir erbracht, dass VirB5 mit Komponenten des Kernkomplexes interagiert.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, mogliche zelluldre Interaktionspartner aus
menschlichen Zellen zu identifizieren, die mit VirB5 aus dem obligat intrazelluldren B. suis
interagieren. Dazu wurde die cDNA-Bibliothek aus HeLa-Zellen mittels eines Hefe Zwei-
Hybrid-Screens durchsucht und 23 potentielle Interaktionspartner wurden identifiziert. Nach
Sequenzvergleichen der cDNA-Fragmente mit Sequenzen des humanen Genomes fielen drei
der potentiellen Partner durch eine Funktion auf, die wéihrend des Infektionsprozesses von
Brucella eine Rolle spielen konnten:

() Die Untereinheit 4 des Arp2/3-Komplexes: Dieser Komplex dient als Nukleationsfaktor
der Aktin-Polymerisierung bei der Umformung des Zytoskelettes, und spielt vermutlich eine
Rolle bei der Biogenese von Phagosomen und ihrer Wanderung durch die Zelle.

(IT) Die Protease Calpain: Diesem ubiquitdren Protein werden mehrere physiologische
Funktionen zugeschrieben, unter anderem auch eine Rolle in Signalkaskaden der Apoptose.
Es ist allerdings noch unklar, ob Calpain als negativer oder positiver Regulator der Apoptose
dient.

(IIT) Ein Protein, das Ahnlichkeiten zu Protein-Tyrosin-Phosphatasen mit SH2-Domiinen
aufweist: Phospho-Tyrosin-Proteine spielen in vielen Signaltransduktionswegen eine Rolle
und wurden bereits in anderen pathogenen Organismen als Zielproteine von Virulenzfaktoren
nachgewiesen.

B. suis ist in der Lage, sich das intrazellulire Uberleben durch verschiedene und zum
groBten Teil noch unbekannte Mechanismen zu sichern. Die in dieser Arbeit identifizierten
humanen Proteine konnten als Interaktionspartner der T4SS-Komponente VirB5 biologische
Relevanz fiir die Pathogenese des Organismus haben. Zur Bestitigung dieser moglichen

Interaktionen sind weiterfiihrende Analysen notwendig.
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