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1 Einleitung 

1.1 Horizontaler Gentransfer 

 

Horizontaler Gentransfer trägt zur Evolution bei 

Im Jahr 1928 veröffentlichte Griffith den ersten experimentellen Beweis dafür, dass Bakterien 

in der Lage sind, genetische Informationen untereinander auszutauschen. Er zeigte, dass ein 

Streptococcus pneumoniae-Stamm, der keine Schleimkapsel bildete, in der Lage war, die In-

formation für die Schleimkapselbildung aus einem abgetöteten S. pneumoniae-Stamm zu über-

nehmen. Dadurch wurde der zunächst nicht pathogene Stamm zu einem pathogenen Schleim-

kapselbildner. Somit war bewiesen, dass eine Transformation von vererbbaren Informationen 

stattgefunden hatte. Erst viel später entwickelte sich der Begriff horizontaler Gentransfer (HGT) 

für die Übertragung von DNA zwischen Organismen, die nicht direkt voneinander abstammen.  

HGT kann zwischen Organismen der gleichen Spezies, unterschiedlicher Arten oder sogar zwi-

schen Organismen verschiedener Domänen stattfinden (Brown 2003; Doolittle 1999; Koonin et 

al. 2001; Jain et al. 2002). Auf diese Weise trägt HGT zur Evolution bei, da er eine schnelle 

Anpassung an sich ändernde Umweltbedingungen erlaubt. Dies spielt insbesondere bei 

Prokaryoten eine Rolle, da sie sich nicht sexuell fortpflanzen, also nicht in jeder Generation 

genetisches Material rekombinieren. Die HGT-vermittelte Evolution von Mikroorganismen 

kann zu Problemen für den Menschen führen, da sich so auch Virulenzfaktoren und Antibiotika-

resistenzen schneller ausbreiten (Rasko et al. 2011; Davison 1999; Ochman et al. 2000). 

Interessanterweise scheint HGT zwischen verschiedenen Domänen insbesondere bei thermophi-

len Prokaryoten eine große Rolle zu spielen. So wurde z. B. für die hyperthermophilen Bakteri-

en Thermotoga maritima und Aquifex aeolicus beschrieben, dass 24 % bzw. 16 % der Protein-

codierenden Gene archaeellen Ursprungs sind, was deutlich über dem Durchschnitt (~ 3 %) 

mesophiler Bakterien liegt (Aravind et al. 1998; Nelson et al. 1999; Ochman et al. 2000; 

Koonin 1997). Thermus thermophilus HB27 ist ein thermophiles Modellbakterium für die Ana-

lyse der Aufnahme freier DNA (natürliche Transformation), dessen DNA-Translokator im 

Rahmen dieser Arbeit analysiert wurde. T. thermophilus ist ebenfalls in der Lage, DNA von 

Organismen anderer Spezies und Domänen effektiv aufzunehemen (Schwarzenlander und 

Averhoff 2006). Genomanalysen haben gezeigt, dass auch T. thermophilus HB27 viele Gene 

thermophiler Bakterien und Archaeen durch HGT erlangt hat, wobei dies vermutlich maßge-

bend zur Anpassung an extreme Umweltbedingungen beigetragen hat (Omelchenko et al. 2005). 

 

  

https://de.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
https://de.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
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1.2 Mechanismen des DNA-Transfers 

 

Klassisch wird bei Bakterien zwischen drei Arten der DNA-Übertragung unterschieden (Abb. 

1.1): 

 

 

Abb. 1.1. Drei Mechanismen des DNA-Transfers. Bei der Konjugation überträgt die Donor-

Zelle DNA (rot) durch einen Konjugationsapparat/T4SS (blau) in die Rezipienten-Zelle (A). Bei 

der DNA kann es sich um ein extrachromosomales Konjugationsplasmid handeln oder um ein in 

das Chromosom integriertes, mobiles genetisches Element, das zunächst mobilisiert wird. Bei 

der Transduktion gelangt DNA einer mit Phagen infizierten Zelle während des lytischen Zyklus 

in neu entstehende Phagen (blau) (B). Bei der Infektion einer weiteren (Rezipienten-)Zelle wird 

die DNA übertragen. Bei der natürlichen Transformation nimmt die Rezipienten-Zelle freie 

DNA durch einen DNA-Translokator (blau) auf (C). In allen drei Fällen kann die aufgenomme-

ne DNA (rot) unter bestimmten Voraussetzungen (z. B. homologe Sequenzen) in das Rezipien-

ten-Genom integriert werden. 

 

I. Konjugation (Abb. 1.1 A) 

Bei der Konjugation stehen die beiden Zellen, zwischen denen der DNA-Transfer stattfindet, im 

direkten Zell-Zell Kontakt. Dieser wird zunächst durch Konjugations-Pili aufgebaut (Bradley 

1980). Die Donor-Zelle überträgt dann durch ein Typ-IV-Sekretionssystem (T4SS) die DNA 

und oft auch Proteine in die Nachbarzelle (Suzuki und Griffiths 1976; Wallden et al. 2010). Bei 

der Konjugation wird häufig auch eine Relaxase benötigt, die einen Einzelstrangbruch in der zu 

übertragenden DNA einfügt (Llosa et al. 2002; Guglielmini et al. 2012). Oft liegt die DNA, die 

die genetische Information für das Konjugationssystem (T4SS, Relaxase usw.) trägt, in Form 

eines Plasmides vor, sie kann aber auch als mobiles Element im Chromosom integriert sein. In 

der Regel werden diese Konjugationsgene bei der Konjugation übertragen, daneben können 

auch weitere DNA-Bereiche der Donor-Zelle transferiert werden (Guglielmini et al. 2012; Frost 

et al. 2005). 
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II. Transduktion (Abb. 1.1 B) 

Bei der Transduktion sind Phagen an der Übertragung von DNA beteiligt. Während des 

lytischen Zyklus entstehen neue Phagen-Partikel, die in der Regel Phagen-DNA beinhalten. 

Allerdings kann es auch zum Einbau von Wirts-DNA kommen. Infiziert der Phage dann eine 

weitere Bakterienzelle, wird das DNA-Fragment des vorherigen Wirtes in den neuen Wirt über-

tragen (Zinder und Lederberg 1952). 

 

III. Transformation (Abb. 1.1 C) 

Die Transformation beschreibt die Aufnahme von freier DNA aus der Umgebung. Bakterien, 

die natürlicherweise zur Transformation in der Lage sind, nennt man natürlich kompetent. Dabei 

kann die natürliche Kompetenz konstitutiv vorliegen, wie für T. thermophilus und Helicobacter 

pylori nachgewiesen (Hidaka et al. 1994; Israel et al. 2000), oder sie wird Wachstumsphasen-

abhängig (Porstendörfer et al. 2000; Claverys und Håvarstein 2002; Hamoen et al. 2003) oder 

durch bestimmte Bedingungen induziert, wie z. B. Nährstoffmangel (Kahn und Smith 1984; 

Luke et al. 2004; Meibom et al. 2005), Antibiotikastress (Prudhomme et al. 2006; Charpentier 

et al. 2011) oder DNA-Schäden (Charpentier et al. 2011; Dorer et al. 2010). Natürlich kompe-

tente Bakterien bilden einen Membran-durchspannenden DNA-Translokator aus, durch den die 

DNA in das Cytoplasma der Zelle gelangt.  

 

Neben diesen Formen der DNA-Übertragung gibt es auch eine kürzlich für T. thermophilus 

beschriebene Mischform von Konjugation und Transformation, Transjugation genannt. Bei der 

Transjugation schleust die Donor-Zelle aktiv DNA aus und steht im direkten Zell-Zell-Kontakt 

mit der Rezipienten-Zelle (Blesa et al. 2015; Blesa et al. 2018). Letztere nimmt die DNA durch 

den DNA-Translokator auf, muss also natürlich kompetent sein. Im Gegensatz dazu benötigt die 

Donor-Zelle keinen DNA-Translokator, sondern eine TdtA ATPase zum Ausschleusen der 

DNA (Blesa et al. 2017). Alle Bereiche der chromosomalen und plasmidalen DNA von 

T. thermophilus können bei der Transjugation übertragen werden. 

 

Die Phasen der natürlichen Transformation 

Die natürliche Transformation kompetenter Bakterien lässt sich in drei Phasen einteilen: DNA-

Bindung, DNA-Prozessierung und -Aufnahme und Integration der aufgenommenen DNA in das 

Genom (Lorenz und Wackernagel 1994; Averhoff 2004; Dubnau 1999). 

Zunächst bindet freie DNA an bestimmte Stellen der kompetenten Zelle, wobei die Zahl der 

Bindestellen variieren kann (Singh 1972; Deich und Smith 1980). Diese DNA kann daraufhin 

nicht mehr abgewaschen werden, ist aber weiterhin DNase-sensitiv (Schwarzenlander et al. 

2009; Smith et al. 1981). Für einige Bakterien, wie Bacillus subtilis, Acinetobacter baylii und 

Haemophilus influenzae, wurde beschrieben, dass sie sowohl doppelsträngige (ds) als auch ein-
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zelsträngige (ss) DNA aufnehmen (Smith et al. 1985; Palmen et al. 1993; Postel und Goodgal 

1966). 

Der DNA-Transport in das Zellinnere und die Prozessierung der DNA sind eng verknüpft und 

finden z. T. zeitgleich statt. Wurde dsDNA gebunden, so wird ein Strang der DNA durch eine 

Nuklease, die sich auf der Zelloberfläche befindet, geschnitten (Chen und Dubnau 2004; 

Averhoff 2009). Bei dem in dieser Arbeit genutztem Modellorganismus T. thermophilus ist 

diese kompetenz-spezifische Nuklease bisher nicht bekannt. 

Bei Gram-negativen Bakterien, wie T. thermophilus, gelangt die DNA durch einen Sekretin-

komplex durch die äußere Membran in das Periplasma. Dieser Sekretinkomplex ist ein Kanal, 

der aus mehreren Untereinheiten aufgebaut ist (Chen und Dubnau 2004). In Gram-negativen, 

wie auch Gram-positiven Bakterien bindet die DNA an den DNA-Rezeptor ComEA, welcher 

ein C-terminales Helix-Turn-Helix-Motiv zur DNA-Bindung aufweist. Gut untersuchte 

ComEA-Orthologe aus B. subtilis und S. pneumoniae sind membrangebunden (Provvedi und 

Dubnau 1999; Pestova und Morrison 1998). Im Gegensatz dazu sind die ComEA-Orthologe aus 

Gram-negativen Bakterien wie Vibrio cholerae, Neisseria gonorrhoeae und Campylobacter 

jejuni periplasmatisch (Seitz et al. 2014; Chen und Gotschlich 2001; Jeon und Zhang 2007). 

Schließlich gelangt die DNA durch das polytopische Membranprotein ComEC in das 

Cytoplasma, wobei vermutet wird, dass ComEC einen Kanal bildet (Dubnau 1999). Neben die-

sen Komponenten sind noch weitere Proteine an der DNA-Aufnahme beteiligt und werden in 

Kapitel 1.3 anhand des DNA-Translokators aus T. thermophilus genauer beschrieben. 

Aufgenommene Plasmide können schließlich rekonstituiert werden (Chen und Dubnau 2004). 

Zudem kann aufgenommene ssDNA durch homologe Rekombination in das Bakteriengenom 

integriert werden. Allerdings müssen dafür homologe Sequenzen im Genom und der aufge-

nommenen DNA vorhanden sein. Das ssDNA bindende Protein DprA bzw. Smf ist an der Wei-

terleitung der DNA zu der Rekombinase RecA beteiligt (Friedrich et al. 2002; Mortier-Barrière 

et al. 2007). Wenn die freie DNA schließlich stabil in das Genom der kompetenten Zelle inte-

griert wurde, ist die Transformation abgeschlossen. 
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1.3 Der DNA-Translokator von T. thermophilus 

 

T. thermophilus als Modellorganismus für die Anaylse natürlicher 

Transformationssysteme 

T. thermophilus HB27 wurde erstmals 1971 aus heißen Quellen auf der japanischen Halbinsel 

Izu isoliert (Oshima und Imahori 1974). Es handelt sich um ein thermophiles, Gram-negatives, 

stäbchenförmiges Bakterium, dessen optimale Wachstumstemperatur bei 65 - 72 °C liegt. Phy-

logenetisch ist T. thermophilus im Phylum Deinococcus-Thermus einzuordnen, das thermophile 

und strahlungsresistente Bakterien beinhaltet. T. thermophilus bildet keine Flagellen, kann sich 

aber auf feuchten Oberflächen kriechend fortbewegen. Diese als „twitching motility“ bezeichne-

te Fortbewegung wird durch Assemblierung, Anhaftung und Deassemblierung von T4P erzeugt. 

Eine T. thermophilus HB27-Zelle weist typischerweise ca. sechs Pili an einem der Zellpole auf 

(Friedrich et al. 2002; Salzer et al. 2015) und hat ein außergewöhnlich großes Periplasma 

(~ 70 nm), das eine dünne Peptidoglycanschicht beinhaltet (Gold et al. 2015; Quintela et al. 

1995). Die Zelle wird von einer gleichmäßigen, kristallinen Schicht umgeben, die aus S-layer-

Proteinen aufgebaut ist. Die S-layer-Proteine sind in der Peptidoglycanschicht verankert (Caston 

et al. 1988; Caston et al. 1993; Castan et al. 2002; Quintela et al. 1995).  

T. thermophilus zeichnet sich durch eine hohe natürliche Transformationsfrequenz aus. So wur-

den für den Stamm T. thermophilus HB27 die höchsten bekannten Transformationsraten von bis 

zu 10
-1

 bis 10
-2

 Transformanden/Lebendzellzahl beschrieben (Koyama et al. 1986). Dabei wird 

DNA aus anderen Spezies und anderen Domänen mit etwa der gleichen Effizienz aufgenommen 

wie DNA aus T. thermophilus (Schwarzenlander und Averhoff 2006). Diese hohe 

Transformierbarkeit, sowie die Thermostabilität seiner Proteinkomplexe machen 

T. thermophilus zu einem guten Modellorganismus für die Analyse der Struktur und Funktion 

des Transformationssystems (Averhoff und Friedrich 2003; Averhoff 2004, 2009; Cava et al. 

2009). 

 

Das Modell des DNA-Translokators 

Mutantenstudien sowie Untersuchungen isolierter Kompetenzproteine des natürlichen Trans-

formationssystems führten zu dem in Abbildung 1.2 dargestellten Modell des DNA-

Translokators von T. thermophilus HB27: Während der natürlichen Transformation bindet DNA 

an den Sekretinkomplex, wobei das Sekretin PilQ einen Kanal durch die äußere Membran (ÄM) 

bildet (Burkhardt et al. 2011; Gold et al. 2015). Die Lokalisation von PilQ in der ÄM ist abhän-

gig vom Kompetenzprotein PilW. Die Präpilinpeptidase PilD prozessiert Präpiline zu reifen 

Pilinen, so auch das Hauptpilin PilA4 und die Nebenpiline PilA1 - 3. Diese Piline assemblieren 

zu einem Pseudopilus, der an der DNA-Aufnahme beteiligt ist (Friedrich et al. 2003). Das 

Membranprotein ComEA bindet die DNA im Periplasma und leitet sie weiter zu ComEC, wel-

ches den DNA-Transport durch die innere Membran (IM) vermittelt (Friedrich et al. 2001; 

Schwarzenlander et al. 2009; Salzer et al. 2016b). Die Energie für den DNA-Translokator wird 

durch die cytoplasmatische Assemblierungs-ATPase PilF bereitgestellt (Rose et al. 2011; Salzer 

et al. 2014b). Die IM-Proteine PilC, ComZ, PilN und PilO, sowie das IM-assoziierte Protein 
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PilM, sind ebenfalls essentiell für die Assemblierung bzw. die Funktion des DNA-Translokators 

(Friedrich et al. 2002).  

Viele dieser Proteine spielen auch eine Rolle bei der Bildung von T4P (Friedrich et al. 2002; 

Friedrich et al. 2003; Salzer et al. 2014b; Averhoff und Friedrich 2003). Es gibt Hinweise da-

rauf, dass T4P selbst an der DNA-Aufnahme in V. cholerae und N. gonorrhoeae beteiligt sind 

(Seitz et al. 2014; Lang et al. 2009). Im Gegensatz dazu deuten Untersuchungen unpilierter 

T. thermophilus-Mutanten darauf hin, dass in diesem Bakterium keine Oberflächen-exponierten 

T4P für die DNA-Aufnahme benötigt werden (Salzer et al. 2014a; Kruse et al. 2018). Neben 

Übereinstimmungen der Komponenten mit denen der T4P weist der DNA-Translokator auch 

Ähnlichkeiten zu Typ-II-Sekretionssystemen (T2SS) auf, die ebenfalls einen Pseudopilus nut-

zen um Makromoleküle durch die äußere Zellmembran zu transportieren (Peabody et al. 2003; 

Hobbs und Mattick 1993). 

 

 

 

Abb. 1.2. Modell des DNA-Translokators aus T. thermophilus HB27. Der DNA-Translokator 

durchspannt die innere Membran (IM), die periplasmatische Peptidoglycanschicht und die äuße-

re Membran (ÄM). Bekannte Komponenten dieses Proteinkomplexes sind die hexamere 

ATPase PilF, das cytoplasmatische Protein PilM, die IM Proteine PilN, PilO, PilC, ComEA und 

ComEC, die Präpilinpeptidase PilD, das Membranprotein PilW und der Sekretinkomplex PilQ. 

An letzteren bindet ein noch unbekanntes Protein, das eine „Kronen“ -Struktur ausbildet (Rau-

ten). Außerdem an der DNA-Aufnahme beteiligt sind die Piline PilA1-4, die vermutlich einen 

Pseudopilus bilden (dunkelgrün) und das weitestgehend unerforschte Protein ComZ. 
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Der Sekretinkomplex PilQ 

Sekretine bilden multimere Komplexe in der äußeren Membran von Gram-negativen Bakterien. 

Sie ermöglichen dadurch den Transport von Makromolekülen durch T2SS, Typ-III-

Sekretionssysteme (T3SS) und DNA-Translokatoren, sowie die Extrusion von T4P (Costa et al. 

2015; Korotkov et al. 2011a; Chen und Dubnau 2004; Wall et al. 1999; Bitter 2003). PilQ aus 

T. thermophilus HB27 assembliert zu einem tridecameren Komplex, der einen Kanal durch die 

äußere Membran und durch Teile des Periplasmas bildet (Burkhardt et al. 2011; D'Imprima et 

al. 2017; Gold et al. 2015). Mit einer Länge von 34 nm ist PilQ aus T. thermophilus ungewöhn-

lich lang im Vergleich zu anderen Sekretinkomplexen, wie z. B. PilQ aus Pseudomonas aerugi-

nosa, InvG aus Salmonella typhimurium oder GspD aus V. cholerae (Koo et al. 2016; Hu et al. 

2018; Yan et al. 2017). Elektronenmikroskopische (EM) Untersuchungen des gereinigten PilQ-

Komplexes aus T. thermophilus HB27 haben gezeigt, dass sich unterhalb der konservierten 

Sekretindomäne sechs Ringstrukturen (N0-N5) befinden, wobei die N1-Ringdomäne und die 

Sekretindomäne jeweils ein Tor beinhalten, dass den PilQ-Kanal verschließen kann (Burkhardt 

et al. 2011; Burkhardt et al. 2012; Salzer et al. 2016a). Diese Struktur von PilQ aus 

T. thermophilus unterscheidet sich stark von der aller anderen bekannten Sekretinkomplexe, die 

nur 2 – 4 Ringdomänen und ein Tor aufweisen (Korotkov et al. 2011a; Worrall et al. 2016; Koo 

et al. 2016).  

EM-Analysen haben außerdem eine weitere Struktur offenbart, die eine Art „Krone“ auf der 

Sekretindomäne von PilQ bildet (D'Imprima et al. 2017). Diese „Krone“ (Rauten in Abb. 1.2) 

besteht aus 13 Zacken, die nicht durch Aminosäuren von PilQ selbst gebildet werden. Es han-

delt sich also um ein bisher unbekanntes Protein. EMSA-Interaktionstudien haben gezeigt, dass 

der PilQ-Komplex (inklusive Krone) DNA bindet (Burkhardt et al. 2011). Punktmutationen in 

PilQ, die zu einer instabilen „Krone“ führten, hoben zudem die natürliche Transformierbarkeit 

auf, was darauf hindeutet, dass die „Kronen“-Struktur eine wichtige Rolle bei der DNA-

Aufnahme spielt (D'Imprima et al. 2017).  

Für die Assemblierung und die Lokalisation des PilQ-Komplexes in der äußeren Membran ist 

das Membranprotein PilW notwendig. PilW, welches sowohl in der äußeren als auch in der 

inneren Membran nachgewiesen werden konnte, hat keine Homologe in Organismen außerhalb 

des Deinococcus-Thermus-Phylums (Rumszauer et al. 2006). PilW, ebenso wie PilQ sind so-

wohl für die natürliche Transformation, als auch für die Assemblierung von T4P essentiell 

(Friedrich et al. 2002; Rumszauer et al. 2006). 

 

Piline 

Bei der natürlichen Transformation bindet die externe DNA zunächst an den PilQ-Komplex, 

dessen „Kronen“-Struktur aus der äußeren Membran herausragt (Gold et al. 2015; D'Imprima et 

al. 2017). Anschließend kann die DNA durch den PilQ-Kanal in das Periplasma gelangen, wo 

sie vor externen DNasen geschützt ist. An diesem Transport sind auch Piline beteiligt, die in 

Kapitel 1.6 genauer beschrieben werden. Dabei wird sowohl das Hauptpilin PilA4 benötigt, das 

auch der Hauptbestandteil der T4P ist, als auch die Kompetenz-spezifischen Nebenpiline PilA1, 

PilA2 und PilA3 (Friedrich et al. 2003). Vermutlich bilden diese Untereinheiten einen Pseudo-
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pilus, der die Tore im PilQ-Komplex öffnet und/oder die DNA bindet und in das Periplasma 

leitet. Piline werden zunächst als Präpiline gebildet. Diese werden durch die 

membrangebundene Präpilinpeptidase PilD prozessiert, bevor sie zu einen Pilus oder Pseudopi-

lus assembliert werden. PilD und PilA4 spielen duale Rollen bei der natürlichen Transformation 

und der T4P-Biogenese. Im Gegensatz dazu sind PilA1, 2 und 3 nur für die Transformation 

essentiell, spielen aber keine Rolle bei der T4P-Assemblierung (Friedrich et al. 2002; Friedrich 

et al. 2003). 

Neben den Genen des Hauptpilins PilA4 und der kompetenzspezifischen Nebenpiline PilA1, 2 

und 3, liegen im Genom von T. thermophilus HB27 acht weitere Gene vor, die für potentielle 

Präpiline codieren (Friedrich et al. 2003). Die Funktion dieser potentiellen Piline bei der Trans-

formation, der T4P-Assemblierung und der T4P-vermittelten Funktionen ist nicht vollständig 

geklärt und war Gegenstand dieser Arbeit. 

 

Der Assemblierungskomplex an der inneren Membran 

Weitere Proteine, die sowohl für die Assemblierung von T4P, als auch für die Assemblierung 

und/oder Funktion des DNA-Translokators essentiell sind, sind die inneren Membranproteine 

PilC, PilN, PilO und das cytoplasmatische, aber membranassoziierte Protein PilM (Friedrich et 

al. 2002; Rumszauer et al. 2006). Das membranintegrale PilC bildet Tetramere, wobei die N-

Termini (Aminosäuren 1 - 168) im Cytoplasma lokalisiert sind (Karuppiah et al. 2010). Cryo-

EM-Tomographien der T4P aus Myxococcus xanthus deuten darauf hin, dass der PilC-Komplex 

an der Basis des (Pseudo-)pilus lokalisiert ist (Chang et al. 2016). 

PilM ist ein ATP bindendes, cytoplasmatisches Protein, das durch Interaktion mit dem 

Membranprotein PilN an der inneren Membran lokalisiert ist (Karuppiah und Derrick 2011; 

Karuppiah et al. 2013; Rumszauer et al. 2006). Die N-terminalen acht Aminosäuren von PilN 

sind stark konserviert in allen PilN-Homologen und binden in einer Vertiefung in PilM. PilN 

und PilO weisen strukturelle Ähnlichkeiten zueinander auf. Sie bestehen aus einem kurzen, 

cytoplasmatischen N-Terminus, gefolgt von einer Transmembrandomäne, einer „coiled-coil“-

Domäne und einer Ferrodoxin-ähnlichen, C-terminalen Kern-Domäne im Periplasma 

(Sampaleanu et al. 2009; Karuppiah et al. 2013). PilN und PilO binden aneinander, wobei so-

wohl die Kern-Domäne, als auch die "coiled-coil" und die Transmembrandomäne an dieser 

Interaktion beteiligt sind (Sampaleanu et al. 2009; Leighton et al. 2016; Leighton et al. 2015). 

EM-Analysen von co-isoliertem PilM, PilN und PilO aus T. thermophilus haben gezeigt, dass 

diese drei Proteine Komplexe mit einer 2:2:2 Stöchiometrie bilden und dass diese Komplexe mit 

dem Hauptpilin PilA4 interagieren (Karuppiah et al. 2013). 

Die Proteine PilM, PilN, PilO, PilW und PilQ werden durch das pilMNOWQ-Operon codiert. In 

anderen Organismen, die DNA-Translokatoren bzw. T4P bilden, ist diese Genabfolge ebenfalls 

konserviert. Allerdings befindet sich dort pilP, welches für ein nicht in T. thermophilus vorhan-

denes Lipoprotein codiert, an der Position von pilW. 
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ComEA und ComEC 

ComEA von T. thermophilus bindet dsDNA im Periplasma und ist essentiell für die natürliche 

Transformation (Salzer et al. 2016b; Friedrich et al. 2001). DNA-Binde- und Aufnahmestudien 

an T. thermophilus-Zellen indizieren, dass ComEA am Transport der DNA durch die äußere 

Membran beteiligt ist, da eine comEA-Mutante signifikant erhöhte Mengen an DNase-sensitiver 

DNA gebunden hatte (Schwarzenlander et al. 2009). Im Gegensatz zu ComEA-Orthologen aus 

anderen Gram-negativen Bakterien beinhaltet ComEA aus T. thermophilus eine Transmem-

brandomäne und eine 196 Aminosäuren lange cytoplasmatische Domäne, deren Funktion noch 

nicht geklärt ist (Salzer et al. 2016b). Die Gesamtlänge von 298 Aminosäuren und die 

Membranverankerung gleichen eher ComEA-Proteinen aus Gram-positiven Bakterien (Inamine 

und Dubnau 1995). ComEC ist in T. thermophilus im gleichen Operon codiert wie ComEA und 

spielt eine Rolle beim Transport der DNA durch die IM (Salzer et al. 2016b; Schwarzenlander 

et al. 2009). ComEC gilt als Schlüsselprotein der natülichen Kompetenz, wird aber, wie auch 

ComEA, nicht für die T4P-Biogenese benötigt (Johnston et al. 2014; Salzer et al. 2016b). 

 

Das ungewöhnliche Protein ComZ 

Das Kompetenzgen comZ befindet sich im gleichen Lokus wie die Präpilingene pilA1, pilA2, 

pilA3 und pilA4. Über ComZ ist nur wenig bekannt, da außerhalb des Deinococcus-Thermus-

Phylums keine Homologe bekannt sind. Die Mutation von comZ in T. thermophilus führte zum 

Wegfall der natürlichen Transformierbarkeit, hatte aber keinen Einfluss auf die Pilierung 

(Friedrich et al. 2003). Im Rahmen dieser Arbeit sollte das ComZ-Protein gereinigt und seine 

potentielle Assemblierung zu homopolymeren Komplexen, sowie die subzelluläre Lokalisation 

von ComZ in T. thermophilus analysiert werden. 

 

Die ATPase PilF 

Die DNA-Aufnahme ist ein Energie-abhängiger Prozess, ebenso wie die Assemblierung von 

T4P. Die Motor-ATPase PilF stellt die Energie für diese Prozesse bereit und spielt somit eine 

duale Rolle bei der natürlichen Transformation und T4P-Biogenese (Rose et al. 2011; Salzer et 

al. 2014b). PilF bildet einen löslichen, hexameren Komplex, der Zinkionen bindet (Salzer et al. 

2013; Salzer et al. 2014a; Rose et al. 2011). Die Funktionen einzelner PilF-Domänen und die 

Interaktionen von PilF mit anderen Komponenten des DNA-Translokators standen im Fokus 

dieser Dissertation.  
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1.4 Motor-ATPasen: Antriebsmotoren von Transportprozessen 

 

1.4.1 Phylogenie der Motor-ATPasen 

 

PilF aus T. thermophilus ist eine Motor-ATPase. Motor-ATPasen treiben verschiedene Trans-

port- und Bewegungsprozesse an, wie z. B. die Sekretion von Proteinen durch T2SS und T4SS, 

die Bewegung archaeeller Flagellen oder die Assemblierung und Retraktion von T4P. Phyloge-

netisch sind die Motor-ATPasen in die Familie der ASCE-ATPasen einzuordnen (Erzberger und 

Berger 2006) (Abb. 1.3). 

ASCE-ATPasen tragen die von Walker und Kollegen beschriebenen konservierten Motive zur 

NTP-Bindung (Walker A-Motiv) und -Hydrolyse (Walker B-Motiv) (Walker et al. 1982) und 

gehören zur phylogenetisch sehr alten Gruppe der P-loop ATPasen (Leipe et al. 2003). Das 

Walker A-Motiv weist die Konsensussequenz GxxxxGK[S/T] (x steht für eine beliebige Ami-

nosäure) auf und das Walker B-Motiv die Konsensussequenz hhhhD (h steht für eine beliebige 

hydrophobe Aminosäure).  

Die ASCE-ATPasen zeichnen sich durch ein konserviertes Glutamat aus, dass auf das Aspartat 

des Walker B-Motivs folgt. Zudem beinhalten diese ATPasen einen zusätzlichen β-Strang zwi-

schen dem Walker A- und Walker B-Motiv. Deshalb erhielt diese ATPase-Familie den Namen 

ASCE für „additional strand, conserved E“ (Leipe et al. 2003). Die ASCE-Familie enthält zum 

einen STAND- („signal transduction ATPase with numerous domains“) und AAA
+
-(„ATPases 

associated with diverse cellular activities“) ATPasen, zum anderen ABC-ATPasen („ATP-

binding cassette“) und RecA-ähnliche ATPasen (Abb. 1.3) (Iyer et al. 2004; Erzberger und 

Berger 2006). Zu Letzteren zählen neben den RecA-ATPasen auch SF1/SF2-Helikasen, die 

DNA- oder RNA-Stränge entwinden, FtsK-ATPasen, die bei der Chromosomen-Segregation 

während der Zellteilung eine Rolle spielen und Motor-ATPasen, die am Transport von Makro-

molekülen durch Membranen beteiligt sind. 

Zu den Motor-ATPasen (PilT-Typ-ATPasen) gehören VirB11-Typ-, Retraktions- und Assem-

blierungs-ATPasen (Abb. 1.3). VirB11-ATPasen sind Teil von T4SS. Retraktions-ATPasen der 

PilT/PilU-Familie werden für die Retraktion von T4P benötigt. Die Assemblierungs-ATPasen 

unterscheiden sich von den Retraktions-ATPasen dadurch, dass sie ein Zinkionen bindendes 

Tetracystein-Motiv beinhalten und eine etwa 160 - 175 Aminosäuren lange N-terminale Region, 

die nicht in PilT/PilU-ATPasen vorhanden ist (Jakovljevic et al. 2008).  
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Abb. 1.3. Einordnung der PilB/PilF Motor-ATPasen in die Familie der ASCE-ATPasen. 
Das Diagramm beruht auf der Einteilung der ASCE-ATPasen nach (Erzberger und Berger 2006) 

und der Motor-ATPasen nach (Peabody et al. 2003).  

 

Bei den Assemblierungs-ATPasen lassen sich die GspE- und die PilB/PilF-Assemblierungs-

ATPasen unterscheiden. GspE-ATPasen stellen die Energie für T2SS bereit, PilB/PilF-

ATPasen, zu denen auch PilF aus T. thermophilus gehört, treiben die Assemblierung von T4P 

an. Chen et al. (2005) unterscheiden bei den Assemblierungs-ATPasen weiterhin zwischen einer 

XspE- und einer EpsE-Subklasse. Die XspE-ATPasen, zu denen u. A. die T2SS-ATPase XspE 

aus Xanthomonas campestris und PilB/PilF-T4P-Assemblierungs-ATPasen gehören, weisen 

eine ααββαβα Faltung in der N-terminalen Domäne auf. Im Gegensatz dazu haben EpsE-

ATPasen, zu denen u. A. die T2SS-ATPase EpsE aus V. cholerae zählt, einen kürzeren N-

Terminus mit einer alpha-Helix weniger (αββαβα) (Chen et al. 2005; Abendroth et al. 2005). 

Des Weiteren gehören zur Familie der Motor-ATPasen auch archaeelle ATPasen, die zur Fort-

bewegung mittels des archaeellen Flagellums benötigt werden, welches ähnlich aufgebaut ist 

wie bakterielle T4P (Jarrell und Albers 2012; Pohlschroder et al. 2011). 

Durch Mutantenstudien konnte gezeigt werden, dass T. thermophilus HB27 zwei Retraktions-

ATPasen bildet, PilT1 und PilT2, die beide für die Retraktion der T4P benötigt werden, aber 

nicht für die natürliche Transformation (Salzer et al. 2014b). Desweiteren wurde PilF als 

Assemblierungs-ATPase des PilB/PilF-Typs identifiziert. PilF ist sowohl essentiell für die na-

türliche Transformation als auch für die T4P-Assemblierung (Friedrich et al. 2002; Salzer et al. 

2014b) und wird im folgenden Kapitel genauer beschrieben.  
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1.4.2 Funktion und Struktur der Motor-ATPase PilF aus T. thermophilus 

 

PilF ist essentiell für die natürliche Transformation und T4P-Assemblierung 

Durch Mutantenstudien konnte gezeigt werden, dass in T. thermophilus die Assemblierungs-

ATPase PilF bei der natürlichen Transformation eine Rolle spielt und für diese essentiell ist 

(Friedrich et al. 2002). Weitere Analysen der pilF:km-Mutante zeigten, dass PilF am Transport 

der externen DNA durch die äußere Membran beteiligt ist (Schwarzenlander et al. 2009). Durch 

Deletion von pilF konnte zudem gezeigt werden, dass PilF auch für die Assemblierung von T4P 

notwendig ist und dass die ∆pilF::bleo-Deletionsmutante weder zur Adhäsion an Plastikober-

flächen, noch zur „twitching motility“ in der Lage ist (Salzer et al. 2014b; Salzer et al. 2014a). 

 

Der N-Terminus von PilF enthält drei GSPII- und MshEN-Domänen 

Mit einer Länge von 889 Aminosäuren ist PilF aus T. thermophilus ungewöhnlich groß im Ver-

gleich zu anderen Motor-ATPasen (Abb. 1.4). Sequenzabgleiche haben gezeigt, dass diese Län-

ge durch eine Verdreifachung der sogenannten GSPII-Domäne (steht für „general secretory 

pathway II“, Protein E, N-terminale Domäne) zustande kommt (Rose et al. 2011). Diese GSPII-

Domäne ist die bereits erwähnte Faltung ααββαβα in PilB/PilF- und XpsE-ATPasen (Chen et al. 

2005; Abendroth et al. 2005). Im N-Terminus von T. thermophilus-PilF taucht diese Faltung 

dreimal auf (Abb. 1.4, Abb. 1.5, Aminosäuren 44 - 147, 201 - 298 und 369 - 479) (Rose et al. 

2011), wohingegen andere Assemblierungs-ATPasen nur eine oder zwei GSPII-Domänen auf-

weisen (Abb. 1.4). 

 

 

Abb. 1.4. Vergleich der Domänenabfolge ausgewählter Assemblierungs-ATPasen. PilF aus 

T. thermophilus (T.th.) enthält drei N-terminale GSPII-Domänen und die C-terminale, katalyti-

sche ATPase-Domäne. Die Assemblierungs-ATPase Cth_1107 aus Hungateiclostridium 

thermocellum ATCC27405 (H.th.) weist zwei GSPII-Domänen auf. Die meisten Assemblie-

rungs-ATPase enthalten jedoch nur eine N-terminale GSPII-Domäne, wie MshE aus V. cholerae 

(V.ch.), GspE aus T. maritima (T.ma.), PilB aus P. aeruginosa (P.ae.) und M. xanthus (M.xa) 

oder GspE aus Moorella thermoacetica (M.th.). Die Länge der jeweiligen Proteine in Amino-

säuren ist angegeben. 
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Abb. 1.5. Primär- und Sekundärstruktur von PilF aus T. thermophilus. α-Helices sind rot 

dargestellt, β-Faltblätter grün. Die GSPII-Domänen sind fett hervorgehoben. Walker A- und 

Walker B-Motiv sind in roter Schrift, Asp- und His-Box in blau und die Cysteine des 

Tetracysteinmotivs sind in grüner Schrift dargestellt. Die Positionen der MshEN-Domänen sind 

durch Linien oberhalb der Sequenz dargestellt. Die Sekundärstrukturen wurden mit SABLE 

(sable.cchmc.org) vorhergesagt, die Abbildung wurde mit dem Programm POLYVIEW erstellt 

(Porollo et al. 2004). 

 

Die Deletion der drei GSPII-Domänen von PilF aus T. thermophilus führte zu einer veränderten 

Komplex-Assemblierung und/oder -Stabilität. Die ATPase-Aktivität wurde jedoch nicht beein-

flusst (Kruse et al. 2018). In vivo hatte die Deletion der ersten zwei GSPII-Domänen (GSPIIA 

und B) keinen Effekt auf die natürliche Transformation oder Pilus-Assemblierung von 

T. thermophilus. Erst die Deletion aller drei Domänen führte zum Verlust der T4P und natürli-

chen Transformierbarkeit. Interessanterweise hatte die Deletion der dritten GSPII-Domäne 

(GSPIIC) zur Folge, dass die Zellen kaum piliert waren, aber jede zweite Zelle natürlich 

transformierbar wurde. Das deutet darauf hin, dass T4P in T. thermophilus nicht direkt an der 

DNA-Aufnahme beteiligt sind.  

Kürzlich wurde die Kristallstruktur der N-terminalen Domäne der Assemblierungs-ATPase 

MshE aus V. cholerae aufgeklärt (Wang et al. 2016). MshE ist an der Assemblierung von 

Mannose-sensitiven Haemagglutinin-T4P und damit assoziierter Biofilmbildung beteiligt (Jones 

et al. 2015). Die N-terminale Domäne, MshEN, umfasst sowohl vier α-Helices als auch die 

darauf folgende GSPII-Domäne der ATPase. Interessanterweise wird in der MshEN-Domäne 

der Sekundärbotenstoff c-di-GMP gebunden, der als Regulator von bakterieller Motilität, Viru-
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lenz, Biofilmbildung und des Zell-Zyklus bekannt ist (Wang et al. 2016; Jenal et al. 2017; 

Hengge 2009).  

Analysen an T2SS und T4P Assemblierungs-ATPasen weiterer Bakterien ergaben, dass die 

c-di-GMP bindende MshEN-Domäne weit verbreitet ist (Roelofs et al. 2015; Jones et al. 2015; 

Wang et al. 2016; Hendrick et al. 2017). Der Abgleich mit der Primär- und Sekundärstruktur 

von PilF aus T. thermophilus zeigt, dass die MshEN-Faltung (αααααββαβα) dreimal auftritt 

(Abb. 1.5)(Wang et al. 2016). Ob diese drei Domänen c-di-GMP binden, ist jedoch nicht be-

kannt, weshalb die c-di-GMP-Bindung an PilF in dieser Arbeit analysiert wurde.  

 

Das Walker A- und Walker B-Motiv 

Der C-Terminus von PilF enthält das konservierte Walker A- (GxxxxGKS) und Walker B-

Motiv (hhhhGE, wobei h für eine hydrophobe Aminosäure steht) (Abb. 1.5). Das Walker B-

Motiv weicht vom klassischen hhhhD-Motiv (Walker et al. 1982) dadurch ab, dass das konser-

vierte Aspartat durch ein Glycin ausgetauscht ist. Dieses Glycin ist jedoch in der Familie der 

Motor-ATPasen konserviert, ebenso wie das darauf folgende katalytische Glutamat in den 

ASCE-ATPasen konserviert ist (Jakovljevic et al. 2008; Seitz und Blokesch 2013; Leipe et al. 

2003). Dieses Glutamat bildet mit einem Wassermolekül im aktiven Zentrum der ATPase eine 

Wasserstoffbrückenbindung aus. Das wiederum ermöglicht dem Wassermolekül eine 

nukleophile Attacke auf das γ-Phosphat des ATP, wodurch Orthophosphat und ADP entstehen. 

Das Glutamat ermöglicht also die ATP-Hydrolyse, was auch dadurch bestätigt wurde, dass die 

Mutation dieses katalytischen Glutamats bei zahlreichen ASCE-ATPasen zum Verlust der 

ATP-Hydrolyse führte (Wendler et al. 2012; Chiang et al. 2008; Jakovljevic et al. 2008).  

Während das Walker B-Motiv also die Hydrolyse des ATP katalysiert, ist das Walker A-Motiv 

für die ATP-Bindung essentiell. Das konservierte Lysin des Walker A-Motivs geht dabei polare 

Interaktionen mit dem γ- und β-Phosphat des ATP ein, weshalb die Mutation dieses Lysins in 

der Regel zum Verlust der ATP-Bindung führt (Turner et al. 1993; Hanson und Whiteheart 

2005). Zudem führt diese Mutation und der damit einhergehende Verlust der ATP-Bindung 

häufig zu einer Beeinträchtigung der Komplexbildung und/oder -stabilität der ATPasen 

(Wendler et al. 2012; Hanson und Whiteheart 2005). 

Die Rolle der Walker-Motive in T. thermophilus-PilF wurde bisher noch nicht analysiert. Aller-

dings führte die Zugabe des ATP-Analogons AMP-PNP zum isolierten PilF-Wildtyp-Komplex 

zu einer erhöhten Thermostabilität. Dies weist darauf hin, dass ATP-Bindung und/oder 

-Hydrolyse die Komplexstabilität von PilF beeinflussen könnte. 

 

Die Asp-Box, His-Box und des Tetracysteinmotivs 

Neben den Walker-Motiven enthält die C-terminale ATPase-Domäne von PilF auch eine 

Asp-Box und eine His-Box, die ebenfalls konserviert sind (Planet et al. 2001) (Abb. 1.5) Zur 

Rolle dieser Motive ist bisher nur wenig bekannt. Untersuchungen der T4P-ATPasen PilB, PilT 

und PilU aus P. aeruginosa deuten darauf hin, dass die sauren Aminosäuren der Asp-Box und 

die Histidine der His-Box die ATPase-Aktivität beeinflussen (Chiang et al. 2008). Mutationen 
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in den Motiven führten zu Einschränkungen der T4P-Funktionalität, wobei die Asp- und His-

Box eine untergeordnete Rolle gegenüber den Walker-Motiven spielten. 

Als Assemblierungs-ATPase enthält PilF aus T. thermophilus auch ein C-terminales 

Tetracysteinmotiv, wobei zwei CxxC-Motive durch 31 Aminosäuren voneinander getrennt sind 

(Abb. 1.5). Die vier Cysteine koordinieren zusammen ein Zinkion (Salzer et al. 2013; Salzer et 

al. 2014a). Durch Aminosäure-Austausche im Tetracysteinmotiv konnte gezeigt werden, dass 

Zinkionen-Bindung eine wichtige Rolle bei der Komplexstabilität von PilF spielt, aber die 

ATPase-Aktivität nicht beeinflusst (Salzer et al. 2014a). Des Weiteren ist Zinkionen-Bindung in 

PilF weder essentiell für die natürliche Transformation noch für die Pilus-Assemblierung. Al-

lerdings führten die Mutationen zu Einschränkungen bei der „twitching motility“. 

 

Die Struktur des PilF-Komplexes 

Viele Motor-ATPasen bilden hexamere Komplexe, wie z. B. GspE aus Archaeoglobus fulgidis, 

EpsE aus V. cholerae, PilT aus P. aeruginosa oder BfpD aus enteropathogenem E. coli (EPEC) 

(Yamagata und Tainer 2007; Lu et al. 2013; Misic et al. 2010; Crowther et al. 2005; Satyshur et 

al. 2007; Mancl et al. 2016). Auch PilF aus T. thermophilus bildet ein Hexamer, welches eine 

molekularen Masse von ca. 600 kDa aufweist (Rose et al. 2011; Collins et al. 2013). Einzelpar-

tikel-EM-Analysen des heterolog produzierten Komplexes zeigten, dass er eine Hantel-artige 

Struktur bildet, bei der zwei Ringe durch einen dünnen Stamm verbunden sind (Abb. 1.6).  

Einer der Ringe enthält die N-terminalen Domänen der PilF-Protomere, während der andere die 

C-terminalen ATPase-Domänen enthält. Der C-terminale Ring wurde auch durch Röntgenkris-

tallographie untersucht, wobei ein elongierter Ring mit einer Symmetrieachse deutlich wurde 

(Mancl et al. 2016; Collins et al. 2018). Eine solche Elongation wurde auch bei PilT-

Retraktions-ATPasen und T2SS-ATPasen beobachtet (Misic et al. 2010; Satyshur et al. 2007; 

Lu et al. 2013).  

 

 

Abb. 1.6. Struktur des PilF-Komplexes (modifiziert nach Collins et al. (2013)). Einzelparti-

kel-cryo-EM-Analysen führten zu diesem 3D-Modell des hexameren PilF-Komplexes. In der 

Seitenansicht des 150 Å × 130 Å großen Komplexes ist deutlich die Aufteilung in zwei Ring-

strukturen zu sehen, die durch einen dünnen Stamm verbunden sind. 
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Mancl et al. (2016) stellten für die Funktionsweise von PilF aus T. thermophilus einen Rota-

tionsmechanismus vor, bei dem durch die koordinierte Bindung und Hydrolyse von ATP eine 

Bewegung der ATPase-Untereinheiten relativ zueinander entsteht. Diese rotationsartige Bewe-

gung könnte dann an andere Komponenten des DNA-Translokators/T4P weitergegeben werden, 

was zur Assemblierung des (Pseudo-)Pilus führen könnte. Ein solcher Mechanismus wurde 

auch für die T4P-Assemblierungs-ATPase PilB aus Geobacter metallireducens beschrieben 

(McCallum et al. 2017). 

Ein neueres Modell von PilF aus T. thermophilus kombinierte EM- und Röntgenstrukturdaten 

und führte so zu einer hochauflösenden Struktur (bis zu 2,44 Å) der konservierten C-terminalen 

Domäne in Verbindung mit der ungewöhnlichen N-terminalen Domäne (Collins et al. 2018). 

Dieses Modell deutet an, dass eine durch ATP-Bindung und -Hydrolyse hervorgerufene Ver-

schiebung des N-Terminus relativ zum C-Terminus von PilF eine wichtigere Rolle spielen 

könnte als die Interaktion zwischen benachbarten Protomeren. Interessanterweise konnte in 

diesem Modell die Struktur der N-terminalen GSPIIA-Domäne nicht aufgelöst und in die PilF-

Struktur integriert werden, weshalb die Autoren vermuten, dass diese Domäne an andere Kom-

ponenten des DNA-Translokators/T4P bindet (Collins et al. 2018). 

 

Potentielle Interaktionspartner von PilF 

Die Frage, wie die durch ATP-Hydrolyse bereitgestellte Energie von PilF für die Pilus-

Assemblierung und DNA-Aufnahme genutzt wird, ist bisher ungeklärt. Mögliche „Kupplungs-

proteine“, die PilF mit den periplasmatischen Komponenten des DNA-Translokators/T4P ver-

binden, sind PilC und der PilMNO-Assemblierungskomplex. 

Die Interaktion von PilC-Homologen mit Assemblierungs-ATPasen wurde z. B. für Erwinia 

chrysanthemi, EPEC, P. aeruginosa und M. xanthus nachgewiesen (Py et al. 2001; Crowther et 

al. 2005; Takhar et al. 2013; Bischof et al. 2016). In anderen Studien konnte hingegen keine 

direkte Bindung nachgewiesen werden (McCallum et al. 2016; Georgiadou et al. 2012; Arts et 

al. 2007). Diese Interaktion scheint also nicht in allen Systemen vorhanden zu sein. 

Strukturelle Untersuchungen der T2SS-ATPasen aus V. cholerae und X. campestris haben ge-

zeigt, dass diese direkt an den cytoplasmatischen N-Terminus von EpsL bzw. XpsL, Struktur-

homologen von PilM, binden (Abendroth et al. 2005; Shiue et al. 2006). Diese Interaktion er-

folgte über die N-terminale Domäne der ATPase und führte jeweils zur Stimulation der 

ATPase-Aktivität. Auch wenn die Bindung von PilB/PilF-ATPasen an PilM für 

T4P-Assemblierungsapparate aus P. aeruginosa, M. xanthus und Neisseria meningitidis nach-

gewiesen wurde, so konnte in T4P- oder DNA-Translokator-Systemen bisher keine Stimulation 

der ATPase durch PilM gezeigt werden (McCallum et al. 2016; Bischof et al. 2016; Goosens et 

al. 2017). Die potentielle Interaktion von PilF mit PilM und weiteren Komponenten des DNA-

Translokators in T. thermophilus ist noch unerforscht und war Gegenstand dieser Arbeit. 
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1.5 Struktur und Funktionen von Typ-IV-Pili 

 

Komponenten der T4P  

T4P sind flexible, bis zu mehreren Mikrometer lange und sehr dünne (5 - 9 nm) filamentöse 

Zellorganellen von Prokayoten. Sie bestehen aus tausenden Untereinheiten, den Pilinen, die 

ausgehend von ihrer Basis helikal assembliert werden (Craig und Li 2008; Clausen et al. 2009). 

Der Assemblierungskomplex enthält die durch das pilMNOWQ-Operon codierten Proteine, so-

wie das Membranprotein PilC. Diese Proteine sind also sowohl für die natürliche Transformati-

on, als auch für die T4P-Biogenese essentiell. Weitere Proteine mit einer dualen Funktion in 

beiden Systemen sind die Assemblierungs-ATPase PilF, das Hauptpilin PilA4 und die 

Präpilinpeptidase PilD (Friedrich et al. 2002; Salzer et al. 2014b). T. thermophilus enthält wei-

tere potentielle Piline, deren Rolle bei der T4P-Assemblierung und den T4P-vermittelten Funk-

tionen noch unklar ist und die in dieser Arbeit analysiert werden sollen. Proteine, die keine Rol-

le bei der natürlichen Transformation spielen, aber bei der T4P-Dynamik, sind die Retraktions-

ATPasen PilT1 und PilT2 (Salzer et al. 2014b). Diese werden zwar nicht für die Bildung der 

Pili benötigt, aber für ihre Retraktion und damit auch für die durch T4P vermittelte kriechende 

Fortbewegung auf Oberflächen. 

 

Funktionen der T4P 

T4P vermitteln Funktionen wie Zell-Zell-Adhäsion, Adhäsion an abiotischen Oberflächen, Bio-

filmbildung, Fruchtkörperentwicklung und Fortbewegung auf Oberflächen (Merz und So 2000; 

Strom und Lory 1993; Tønjum und Koomey 1997; Burrows 2005). Letztere tritt als „social 

gliding“ oder „twitching motility“ auf (Wall und Kaiser 1999) und entsteht durch aufeinander-

folgende Assemblierung, Anhaftung und Deassemblierung der Pili. 

Die Assemblierung bzw. Deassemblierung findet jeweils an der Basis des T4P statt, wo Piline 

zur Pilusstruktur hinzugefügt, bzw. daraus entfernt werden (Wall und Kaiser 1999; Proft und 

Baker 2009). Bei der „twitching motility“ von T. thermophilus wird die T4P-Assemblierung 

durch PilF vermittelt. Die Energie für die Deassemblierung wird durch Retraktions-ATPasen 

der PilT/PilU-Familie bereitgestellt (Planet et al. 2001). T4P können während der Retraktion 

und der damit verknüpften Fortbewegung der Zelle Kräfte von bis zu 149 pN aushalten. Die 

Retraktions-ATPasen, die diese Kräfte aufbauen, sind somit die stärksten bekannten Moleku-

larmotoren (Maier et al. 2002; Clausen et al. 2009). In T. thermophilus HB27 gibt es zwei Gene, 

die für Retraktions-ATPasen codieren, pilT1 und pilT2. Durch Mutantenstudien konnte gezeigt 

werden, dass beide ATPasen essentiell für die T4P-Deassemblierung und „twitching motility“ 

von T. thermophilus sind (Salzer et al. 2014b). 

Für einige pilierte Bakterien, wie N. meningitidis, V. cholerae und S. pneumoniae, wurde be-

schrieben, dass T4P extrazellulär DNA binden und direkt an der natürlichen Transformation 

beteiligt sind (Cehovin et al. 2013; Seitz und Blokesch 2013; Laurenceau et al. 2013). Bei 

T. thermophilus, sowie Pseudomonas stutzeri und N. gonorrhoeae, gibt es allerdings Hinweise 

darauf, dass keine Oberflächen-exponierten, langen Pilusstrukturen für die natürliche Transfor-
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mation benötigt werden (Salzer et al. 2014a; Kruse et al. 2018; Graupner et al. 2001; Aas et al. 

2002b). In T. thermophilus führten bestimmte Deletionen in pilQ (pilQ∆N1, pilQ∆N2, pilQ∆N3, 

pilQ∆N4, pilQ∆N5) oder pilF (pilF∆GSPIIC) zu einer Reduktion der Pilierung (Burkhardt et al. 

2012; Salzer et al. 2016a; Kruse et al. 2018). Mutationen im Tetracysteinmotiv von pilF 

(pilFC819A, pilF2CysA, pilF3CysA, pilF4CysA) führten sogar zu einem unpilierten Phänotyp. Dennoch 

wiesen alle diese Mutanten Wildtyp-artige oder sogar stark erhöhte Transformationsraten auf. 

Dies zeigt, dass die natürliche Transformation in T. thermophilus unabhängig von Oberflächen-

exponierten T4P funktioniert. 
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1.6 Piline: Bausteine des T4P 

 

T4P werden in zwei Gruppen unterteilt, T4aP und T4bP. Für die Assemblierung der T4bP wer-

den 10 - 12 Proteine benötigt, die in nur einem gut konservierten Gencluster codiert sind, wäh-

rend die Anordnung der T4aP-Gene variabler und die Zahl der T4aP-Gencluster höher (5 - 7) ist 

(Pelicic 2008). Die Untereinheiten der T4aP und T4bP, die Piline, unterscheiden sich durch die 

Länge ihrer Leitsequenz: Leitsequenzen der T4bP-Piline sind 15 - 30 Aminosäuren lang, wäh-

rend die der T4aP-Piline weniger als 10 Aminosäuren aufweisen. T4bP wurden bisher nur für 

E. coli-Stämme, Salmonellen und die Toxin-korregulierten Pili von V. cholerae beschrieben 

(Craig und Li 2008). Die T4bP-Strukturen bilden dabei häufig Bündel, was zur Aggregation 

mehrerer Zellen führen kann (Craig et al. 2004; Strom und Lory 1993). T. thermophilus bildet 

die weiter verbreiteten T4aP, weshalb im Folgenden die Untereinheiten dieser Pili genauer be-

schrieben werden. 

 

Piline haben eine charakteristische Leitsequenz 

Piline sind kleine Proteine aus ~ 150 Aminosäuren, die zunächst als Präpiline gebildet und dann 

durch die Präpilinpeptidase prozessiert werden (Berry und Pelicic 2015; van Dam 2014). 

Präpiline zeichnen sich durch einen konservierten N-Terminus aus, der die Erkennungssequenz 

für die Peptidase enthält. Diese Leitsequenz, auch Klasse III Signalpeptid genannt, umfasst die 

4 - 7 N-terminalen Aminosäuren, die insgesamt positiv geladen sind (i. d. R. 2 basische Amino-

säuren), gefolgt von einem essentiellen Glycin (G-1), das die erste Aminosäure im reifen Pilin 

bildet. Hinter diesem G-1 prozessiert die Präpilinpeptidase und methyliert das darauf folgende 

Phenylalanin (F+1) (Hobbs und Mattick 1993; Szabó et al. 2007). In einigen Präpilin-ähnlichen 

Proteinen ist das F+1 gegen ein Methionin, Leucin oder Valin ausgetauscht (Strom und Lory 

1993; Hobbs und Mattick 1993). Die fünfte Aminosäure des reifen Pilins ist ein konserviertes 

Glutamat (E+5). Die ersten 20 Aminosäuren des reifen Pilins sind insgesamt hydrophob und 

bilden eine α-Helix (Pelicic 2008; Strom und Lory 1993).  

 

Die Struktur der Piline 

Im Gegensatz zur Leitsequenz ist die Gesamt-Sequenz der Piline nur wenig konserviert (Pelicic 

2008). So liegt auch die Aminosäuresequenz-Identität zwischen den Pilinen von T. thermophilus 

HB27 und denen des eng verwandten Stammes T. thermophilus HB8 nur bei ca. 21 % 

(Karuppiah et al. 2016). Strukturen der Piline aus T. thermophilus HB8 sowie aus anderen 

Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien zeigen jedoch, dass die Protein-Faltung der Pili-

ne ähnlich ist. Diese zeichnet sich durch eine Unterteilung in eine N-terminale α-Helix und eine 

globuläre Kopfdomäne aus (Giltner et al. 2012).  

Die C-terminale Kopfdomäne enthält wiederum eine zentrale α-Helix, die an vier antiparallele 

β-Faltblätter angelagert ist (Craig und Li 2008; Karuppiah et al. 2016). Die α-Helix der Kopf-

domäne ist mit der β-Faltblatt-Struktur durch eine α/β-Schlaufe verbunden. Diese enthält häufig 

posttranslationale Modifikationen, wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen oder 
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O-glykosidische Verknüpfungen mit z. B. Phosphoethanolamin und Phosphocholin (Aas et al. 

2006; Craig und Li 2008; Forest et al. 1999; Ng et al. 2006; Hegge et al. 2004). Solche Modifi-

kationen könnten eine Rolle spielen bei der Adhäsion von Bakterien, der von pathogenen Bakte-

rien ausgelösten Immunantwort oder auch bei der Bindung von DNA an Piline. In den Pilinen 

PilA4 und Tt1222 aus T. thermophilus HB8 wurden zudem Disulfid-Brücken in der 

α/β-Schlaufe entdeckt (Karuppiah et al. 2013; Karuppiah et al. 2016). Neben der beschriebenen 

Pilin-Kerndomäne (α-α/β-Schlaufe-ββββ) kann die Kopfdomäne weitere Schlaufen und 

β-Faltblatt-reiche Bereiche enthalten (Karuppiah et al. 2016; Craig und Li 2008; Parge et al. 

1995). 

Die N-terminale α-Helix ist alleinstehend und hydrophob. Sie dient der Membranverankerung 

des Pilins, bevor es in den Pilus integriert wird (Berry und Pelicic 2015; Craig et al. 2006). Im 

Pilus bilden die α-Helices der Piline durch hydrophobe Interaktionen den Kern des T4P, der von 

den Kopfdomänen umgeben ist (Craig et al. 2006; Egelman 2007; Wang et al. 2017). 

 

Nebenpiline haben unterschiedliche Funktionen 

T4P sind aus zahlreichen Kopien des jeweiligen Hauptpilins aufgebaut. Daneben sind sehr ge-

ringe Mengen von Nebenpilinen in Pilus-Präparationen zu detektieren. Diese spielen eine Rolle 

beim Aufbau, der Regulation und/oder der Funktion der T4P (Giltner et al. 2012).  

Beispielsweise bilden die Nebenpiline PilV, PilW, PilX und FimU aus P. aeruginosa einen Ba-

sis-Komplex, der für die Assemblierung von T4P benötigt wird (Nguyen et al. 2015). Ähnliches 

wurde für die Nebenpiline aus M. xanthus, N. meningitidis und N. gonorrhoeae beschrieben 

(Chang et al. 2016; Carbonnelle et al. 2006; Winther-Larsen et al. 2005). Andere Nebenpiline, 

wie PilX aus N. meningitidis und PilV aus N. gonorrhoeae, sind in die Anhaftung von T4P an 

andere Zellen involviert (Helaine et al. 2005; Winther-Larsen et al. 2001). Es wurden auch re-

gulatorische Rollen für Nebenpiline beschrieben, so können sie die Zahl oder die Länge der T4P 

beeinflussen (Imhaus und Dumenil 2014; Båga et al. 1987). Das N. meningitidis Nebenpilin 

ComP ist in der Lage, Sequenz-spezifisch DNA zu binden, was auf eine entscheidende Rolle bei 

der DNA-Aufnahme hinweist (Cehovin et al. 2013).   

T. thermophilus HB27 bildet drei Nebenpiline, PilA1, PilA2 und PilA3, die nicht für die T4P-

Bildung, aber für die natürliche Transformation benötigt werden. Eine direkte DNA-Bindung an 

die Nebenpiline von T. thermophilus wurde bisher nicht gezeigt, aber die Mutation der Präpilin-

gene pilA1, pilA2 und pilA3 führte zum Verlust der natürlichen Kompetenz (Friedrich et al. 

2003). Es lag etwas mehr DNA an den Zellen der ∆pilA1-3::km-Mutante gebunden vor als beim 

Wildtyp, jedoch wurde weniger DNA in einen DNase-resistenten Zustand aufgenommen 

(Schwarzenlander et al. 2009). Ähnliches wurde auch bei der pilA4::km-Mutante beobachtet. 

Dies zeigt, dass sowohl PilA4, als auch PilA1, 2 und 3 wichtig für die DNA-Aufnahme durch 

die ÄM sind. Daneben wurden acht weitere Präpilingene im Genom von T. thermophilus HB27 

identifiziert. Durch Mutation von fünf dieser Gene konnte gezeigt werden, dass diese nicht es-

sentiell für die T4P-Assemblierung oder natürliche Transformation sind (Friedrich et al. 2003). 

Die Funktion dieser acht potentiellen Präpiline in T. thermophilus ist somit weiter unbekannt 

und sollte im Rahmen dieser Arbeit analysiert werden. 
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion potentieller Präpiline bei der T4P-vermittelten 

„twitching motility“ und Adhäsion von T. thermophilus HB27 untersucht werden. Hierzu sollten 

Mutanten generiert und, zusammen mit bereits vorliegenden Präpilin-Mutanten, phänotypisch 

analysiert werden. 

Desweiteren sollte die Funktion des nicht-konservierten Kompetenzproteins ComZ geklärt wer-

den. Dafür sollte eine ComZ-Deletionsmutante erstellt und anschließend komplementiert wer-

den und auf ihre Transformierbarkeit und Pilus-Funktionen überprüft werden. Durch Western 

Blot-Analysen subzellulärer Fraktionen von T. thermophilus sollte die Lokalisation von ComZ 

ermittelt werden. Es sollte ein Protokoll zur Aufreinigung von ComZ etabliert werden und mit 

dem aufgereinigten ComZ sollten biochemische Analysen durchzuführt werden. 

Im Fokus weiterer Analysen stand die Assemblierungs-ATPase PilF, die eine duale Rolle bei 

der natürlichen Transformation und der Biogenese der T4P von T. thermophilus spielt. Durch 

Mutation des Walker A- und Walker B-Motivs in PilF sollte die Rolle dieser Motive bei der 

Bildung von Proteinkomplexen und ihre Funktion bei der natürlichen Transformation und der 

T4P-Bildung sowie den T4P-Funktionen geklärt werden. 

Außerdem sollte analysiert werden, ob PilF mit dem membrangebundenen Assemblierungs-

komplex PilMNO interagiert und welche Rolle einzelne Domänen von PilF und PilM dabei 

spielen. Dafür sollten die Proteine und Proteinkomplexe heterolog in E. coli produziert und 

aufgereinigt werden, um dann Interaktionsstudien von PilF mit PilMNO und ATPase-Tests 

durchzuführen.  

Schließlich sollte gezeigt werden, ob PilF in der Lage ist, den Sekundärbotenstoff c-di-GMP zu 

binden, und ob die triplizierte MshEN-Domäne von PilF zur Bindung mehrerer c-di-GMP Mo-

leküle führt. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Organismen, Plasmide, Oligonukleotide 

 

2.1.1 Organismen 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 2.1 (E. coli-Stämme) und 

Tabelle 2.2 (T. thermophilus-Stämme) aufgeführt. E. coli DH5α und 10-beta wurde zur Verviel-

fältigung der in Tabelle 2.3 und Tabelle 2.4 aufgelisteten Plasmide verwendet. Die E. coli-

Stämme BL21 (DE3) und T7 Express dienten zur heterologen Überproduktion von 

T. thermophilus-Proteinen. 

 

Tab. 2.1. Verwendete E. coli-Stämme. 

E. coli-Stamm Genotyp Referenz 

DH5α F
-
, endA1, glnV44, thi-1, recA1, relA1, 

gyrA96, ϕ80'lacZΔM15, Δ(lacZYA, 

argF)U169, hsdR17, supE44, λ
-
,  

(Hanahan 1983) 

10-beta Δ(ara-leu), 7697 araD139,  fhuA, 

ΔlacX74, galK16, galE15, e14-,  

ϕ80dlacZΔM15,  recA,1 relA1, endA1, 

nupG,  rpsL, (Str
R
), rph, spoT1, 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

New England Biolabs, Ips-

wich 

BL21 (DE3) fhuA2 [lon], ompT, gal (λ DE3) [dcm] 

ΔhsdS 

Stratagene, Zuidoost 

T7 Express fhuA2, lacZ::T7 gene1, [lon], ompT, 

gal, sulA11, R(mcr-73::miniTn10-

Tet
S
)2, [dcm] R(zgb-210::Tn10-Tet

S
), 

endA1, Δ(mcrC-mrr)114::IS10 

New England Biolabs, Ips-

wich 

 

Tab. 2.2. Verwendete T. thermophilus-Stämme. 

T. thermophilus-

Stamm 

Genotyp bzw. Phänotyp
a 

Referenz 

HB27 Wildtyp (Oshima und Imahori 

1974) 

HB27-Strep
R
 spontane Strep

R
-Mutante (Friedrich et al. 2001) 

TTP0077::km Km
R
 (Friedrich et al. 2002) 

TTC1836::km Km
R
 (Friedrich et al. 2003) 

pilA4::km Km
R
 (Friedrich et al. 2003) 

ΔTTP0075-77::km Km
R
 (Friedrich et al. 2003) 
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TTP0078::km Km
R
 (Pahl 2017) 

ΔTTC1842::bleo Bleo
R 

Diese Arbeit 

ΔTTC1651::bleo Bleo
R 

Diese Arbeit 

ΔTTP0075::bleo Bleo
R
 Diese Arbeit  

ΔTTP0076::bleo Bleo
R
 Diese Arbeit 

ΔcomZ::bleo Bleo
R 

Diese Arbeit 

ΔcomZ::bleo + 

comZ-His9 

ΔcomZ::bleo, pDM12-comZ-His9,  

Bleo
R
, Km

R 

Diese Arbeit 

ΔpilF::bleo Bleo
R
 (Salzer et al. 2014b) 

pilFWT ΔpilF::bleo, pDM12-pilF, Bleo
R
, Km

R 
(Salzer et al. 2014b) 

pilFK654A ΔpilF::bleo, pDM12-pilFK654A, Bleo
R
, 

Km
R
 

Diese Arbeit  

pilFE718A ΔpilF::bleo, pDM12-pilFE718A, Bleo
R
, 

Km
R
 

Diese Arbeit 

ΔpilMNO::bleo Bleo
R
 Diese Arbeit 

ΔpilMNO::bleo + 

pilMNO 

ΔpilMNO::bleo, pMKE2-PM_pilMNO, 

Bleo
R
, Km

R 
Diese Arbeit 

ΔpilMNOWQ::bleo Bleo
R
 I. Rose, Goethe-

Universität Frankfurt   

pilMNOWQWT ΔpilMNOWQ::bleo, pPM-pilMNOWQ, 

Bleo
R
, Km

R
 

Diese Arbeit 

pilMK26ANOWQ ΔpilMNOWQ::bleo, pPM-

pilMK26ANOWQ, Bleo
R
, Km

R
 

Diese Arbeit 

pilF∆GSPIIA ΔpilF::bleo, pDM12- pilF∆GSPIIA, 

Bleo
R
, Km

R
 

R. Salzer, Goethe-

Universität Frankfurt   

pilF∆GSPIIAB ΔpilF::bleo, pDM12- pilF∆GSPIIAB, 

Bleo
R
, Km

R
 

R. Salzer, Goethe-

Universität Frankfurt   

pilF∆GSPIIABC ΔpilF::bleo, pDM12- pilF∆GSPIIABC, 

Bleo
R
, Km

R
 

R. Salzer, Goethe-

Universität Frankfurt   

pilF∆GSPIIC ΔpilF::bleo, pDM12- pilF∆GSPIIC, 

Bleo
R
, Km

R
 

R. Salzer, Goethe-

Universität Frankfurt   

a
 Strep

R
, Streptomycinresistenz; Km

R
, Kanamycinresistenz Bleo

R
, Bleomycinresistenz. 
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2.1.2 Plasmide 

 

Klonierungsvektoren, die für die Erstellung von rekombinanten Plasmiden verwendet wurden, 

sind in Tabelle 2.3 aufgeführt. In Tabelle 2.4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide 

aufgelistet. 

 

Tab. 2.3. Verwendete Klonierungsvektoren. 

Plasmid Geno- bzw. Phänotyp/Verwendung
a
 Größe [Bp] Referenz 

pET28a(+) PT7, N-terminaler His6-

Tag/Thrombinschnittstelle/T7-Tag, 

C-terminaler His6-Tag, Km
R
 

5369 Merck KGaA,  

Darmstadt 

pUC19 lacZα, Amp
R
 2686 (Yanisch-Perron et 

al. 1985) 

pDM12 E. coli/Thermus-„Shuttle“-Vektor , 

Pbc1, Amp
R
, Km

R
, Gm

R
 

7400 (Werner et al. 2010) 

pWUR112 Bleo
R
, PslpA 4404 (Brouns et al. 2005) 

pMKE2 Pnar, PT7, C-terminaler His6-Tag, 

Km
R 

7424 (Moreno et al. 2005) 

a
 Km

R
, Kanamycinresistenz; Amp

R
, Ampicillinresistenz; Gm

R
, Gentamycinresistenz; Bleo

R
, Bleomycin-

resistenz 

 

Tab. 2.4. Verwendete rekombinante Plasmide. 

Plasmid Geno- bzw. Phänotyp/Verwendung
a
 Größe [Bp] Referenz 

pUC19- 

ΔTTC1842::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

TTC1842 

5371 Diese Arbeit 

pUC19- 

ΔTTC1651::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

TTC1651 

5425 Diese Arbeit 

pUC19-

UPTTP75DW 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Erstellung von 

pUC19-ΔTTP75::bleo 

5016 Diese Arbeit 

pUC19-

ΔTTP75::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

TTP0075 

5354 Diese Arbeit 

pUC19-

UPTTP76DW 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Erstellung von 

pUC19-ΔTTP76::bleo 

5262 Diese Arbeit 

pUC19-

ΔTTP76::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

TTP0076 

5349 Diese Arbeit 

pUC19-

comZ::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

comZ 

5542 Diese Arbeit 

pDM12 -comZ-

His9 

Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, Pbc1,  

Expression von comZ,  

C-terminaler His9-Tag 

8253 Diese Arbeit 

pET28-pilF Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilF, N-terminaler His6-Tag 

8086 (Rose et al. 2011) 
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pET28-

pilFK654A 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFK654A, N-terminaler His6-Tag
 

8086 Diese Arbeit  

pET28-

pilFE718A 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFE718A, N-terminaler His6-Tag
 

8086 Diese Arbeit  

pET28-

pilFΔGSPIIA 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFΔGSPIIA (Δ1-147), 

N-terminaler His6-Tag 

7535 (Aderhold 2010) 

pET28-

pilFΔGSPIIAB 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFΔGSPIIAB (Δ1-298), 

N-terminaler His6-Tag 

7082 (Aderhold 2010) 

pET28-

pilFΔGSPIIABC 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFΔGSPIIABC (Δ1-479), 

N-terminaler His6-Tag 

6439 (Aderhold 2010) 

pET28-

pilFΔGSPIIC 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilFΔGSPIIC (Δ369-479), 

N-terminaler His6-Tag
 

7753 R. Salzer, Goethe-

Universität Frankfurt   

pDM12-pilF Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, Pbc1,  

Expression von pilF 

9249 (Salzer et al. 2014b) 

pDM12-

pilFK654A 

Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, Pbc1,  

Expression von pilFK654A
 

9249 Diese Arbeit 

pDM12-

pilFE718A 

Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, Pbc1,  

Expression von pilFE718A
 

9249 Diese Arbeit 

pET28a-PilMN Km
R
, PT7, Überproduktion von 

His6-PilM und PilN-Strep 

7082 (Salzer 2016) 

pET28a-PilN Km
R
, PT7, Überproduktion von 

PilN-Strep 

5899 Diese Arbeit 

pET28a- Strep-

PilM 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

Strep-PilM 

6409 Diese Arbeit 

pET28a-PilMNO Km
R
, PT7, Überproduktion von 

His6-PilM, PilN und PilO-Strep 

7674 Diese Arbeit 

pET28a-

PilMK26AN 

Km
R
, PT7, Überproduktion von 

His6-PilMK26A und PilN-Strep 

7082 Diese Arbeit 

pUC19-

ΔpilMNO::bleo 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

pilMNO 

5009 Diese Arbeit 

pMKE2_pilMNO Km
R
, pilM-Promotor, Expression 

von pilMNO  

9493 Diese Arbeit 

pUC19-

ΔpilMNOWQ 

Amp
R
, Bleo

R
, zur Deletion von 

pilMNOWQ 

5102 I. Rose, Goethe-

Universität Frankfurt 

pPM-pilMNOWQ Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, pilM-

Promotor, Expression von  

pilMNOWQ 

12548 I. Rose, Goethe-

Universität Frankfurt 

pPM-

pilMK26ANOWQ 

Amp
R
, Km

R
, Gm

R
, pilM-

Promotor, Expression von 

pilMK26ANOWQ 

12548 Diese Arbeit 

a
 Km

R
, Kanamycinresistenz; Amp

R
, Ampicillinresistenz; Gm

R
, Gentamycinresistenz; Bleo

R
, Bleomycin-

resistenz 
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2.1.3 Oligonukleotide 
 

Tab. 2.5. Verwendete Oligonukleotide. 

Oligonukleotid Sequenz (5'-3' Richtung)
a
 Zielsequenz

b
/ 

Verwendung 

Bleo_for_NotI ATTTGCGGCCGCCGTCCACCGCTTTCTG

AAGGTCC 

bleo
R 

Bleo_rev_PstI AAACTGCAGCTTCCGGCTCGTATGTTGT

GTGG 

bleo
R 

TTC1842up_for CTATGAATTCCTCGGTAAGCGTGGATGG

ACAAGCTCTGG 

„upstream“ Region 

von TTC1842 

TTC1842up_rev ATTAGCGGCCGCCGCTTCATTGACACAC

CTCCTCGGTGG 

„upstream“ Region 

von TTC1842 

TTC1842dw_for GTAGCTGCAGCACGCCCCTGTAGAATGA

GCCCATGCTC 

„downstream“ Re-

gion von TTC1842 

TTC1842dw_rev TACGAAGCTTGGAAGGCCTGCGCCTTGA

GGAGGTCCAC 

„downstream“ Re-

gion von TTC1842 

Check1842_for CGCTACCTGGCGGAGGCGGGCGTCTTC TTC1840  

Check1842_rev CACCTTCAGGACCTCCTCCAGGCCGAGC

CC 

TTC1843 

TTC1651up_for ACTCGAATTCCCTTTACGAGGCCATCGT

CCTCGAG 

„upstream“ Region 

von TTC1651 

TTC1651up_rev TAGACTGCAGGCCCTCACCTCTCCCCAA

CATTTTAACG 

„upstream“ Region 

von TTC1651 

TTC1651dw_for ACTTGCGGCCGCGGTCTACGAGGCCCTG

GACAAGGGGTAG 

„downstream“ Re-

gion von TTC1651 

TTC1651dw_rev GTACAAGCTTCGCTTTGAGGTGGAGGCC

ATCCTGGAG 

„downstream“ Re-

gion von TTC1651 

Check1651_for CGAGGCCCTGCTCCTCCGCGTCTTCCTGG TTC1649 

Check1651_rev CCCAGGAGGCCCTCTTCGCCCTGAAGCG

GC 

TTC1653 

Bleo_for_ G1 TCCTCAGTTGATCGCCGTCCACCGCTTTC

TGAA 

bleo
R 

Bleo_rev_ G1 GGTGCCGTGAAGAGTACCCGGGGATCCT

CTAGATTAGTC 

bleo
R 

TTP75up_for_G1 CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGTG

AGGGTCTCCAGGGTGTAG 

„upstream“ Region 

von TTP0075 

TTP75up_rev_G1 ATCCCCGGGTACTCTTCACGGCACCTCTC

CCTCCCTCCTTACATG 

„upstream“ Region 

von TTP0075 

TTP75dw_for_bleo GCGGTGGACGGCGATCAACTGAGGATCG

GGGAAACGGAGGTGG 

„downstream“ Re-

gion von TTP0075 

TTP75dw_rev_G1 AGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGGGC

GTGGACCACATGCCAGC 

„downstream“ Re-

gion von TTP0075 

CheckTTP75_for GTCTCCAAGAGGGCCTTGGCGGCAATTC aidB 
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CheckTTP75_rev GAGCCGACGTGTCGTCGGGTCAAAG  TTP0077 

TTP76up_for_G1 CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGGT

AGGCCACCTGGTGGGTG 

„upstream“ Region 

von TTP0076 

TTP76up_rev_G1 GATCCCCGGGTACTCTTCACGGCACCAC

CTCCG 

„upstream“ Region 

von TTP0076 

TTP76dw_for_G1 AGCGGTGGACGGCGATCAACTGAGGAGG

TGAAGTGTGTCC 

„downstream“ Re-

gion von TTP0076 

TTP76dw_rev_G1 AGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGCAT

TCGCATGGGACGATGCG 

„downstream“ Re-

gion von TTP0076 

CheckTTP76_for CCGTCACCAGGGCCACATCGGCAAG aidB 

CheckTTP76_rev GTGGCGAGGAAGGAGCCTCCGAGGTTG TTP0078 

TTP78Test_for CGGCGAGGTCCGAAGCCTCTCC TTP0078 

TTP78Test_rev GGAAGCGGCGGTCGTAGGTGAAG TTP0078 

comZ_up_for ACTAGAATTCGGGAAACTGGCGGAGCTT

TTACTTCGTGG 

„upstream“ Region 

von comZ 

comZ_up_rev ATTAGCGGCCGCCAGGTCACCTCCTAGG

GGGTGGGCAG 

„upstream“ Region 

von comZ 

comZ_dw_for TCATCTGCAGGAGCGCCGCTAGCTTTCA

CACCGTTTTCAC 

„downstream“ Re-

gion von comZ 

comZ_dw_rev CATTGCATGCGAGAAGCGCCTTAAAGTT

CTTGAGGTTCGG 

„downstream“ Re-

gion von comZ 

Check_comZ_for CGTCCAGGTCCTGGAGCGCCGCTCG pilA2 

Check_comZ_rev CCTGGACGGGGTTTGGAGGGGGTGTG TTC0859 

comZ_for_Nde GTAGCATATGGTGAACGCGAAAGGTATC

GCCCTCGTAGCC 

comZ 

comZ_His9_rev ATATGCGGCCGCTCAATGATGATGGTGAT

GATGGTGATGATGGCGGCGCTCATAGG 

comZ 

pilF_pDM12_for ATTACATATGCACCATCATCACCACCATCA

TAGCGTGCTCACCATAGGGGACAAAAGG 

pilF 

pilF_rev ACGCTGCGGCCGCATTACTCAATGGTAC

GC 

pilF 

pilF_WA_for CGGGGTCGGGCGCCAGCTTC pilF 

pilF_WA_rev TGGGCCCGGTGATGAGGAAGATGC pilF 

pilF_WB_for CATGGTGGGGGCCATCCGGGAC pilF 

pilF_WB_rev ATGATGTCCGGGTCCTGCCTGAG pilF 

Seq_pDM12_for TGACGGGACATCTGTCCTTG pDM12 

Seq_pDM12_rev CTGCATGTCTCCATGTTCATTG pDM12 

pilM _for_NdeI GCCACCATATGTTCAAAAGCCTTAGCCA

GCTCTTCC 

pilM, pilMN 

pilM_Strep_for TGAACCATGGCTTGGAGCCACCCGCAGTT

CGAAAAATCCGCTTTCAAAAGCCTTAGCC

AGCTCTTC 

pilM 
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pilM_rev ATTAGCGGCCGCCTAATCAAGGGGCTCC

ACCCCCCTC 

pilM 

pilM_His_for GCCACATATGCATCACCACCATCACCATC

ACTTCAAAAGCCTTAGCCAGCTC 

pilMNO 

pilO_Strep_rev ATATGCGGCCGCTCATTTTTCGAACTGCG

GGTGGCTCCAGGCGCTTGGGGTGCTCCCT

CCCGTTTCC 

pilMNO 

pilN_for AGGACCATGGTGATTAGGCTGAACCTTC

TCCCCAAAAACC 

pilN 

pilN_Strep_rev ATTAGCGGCCGCTTATTTTTCGAACTGCG

GGTGGCTCCAAGCGCTGCGAGCACCGCTT

TCACCCCC 

pilN, pilMN 

pilM-K26A-for GCACTCGTGGAGGTGTCCGGGAACC pilM 

pilM-K26A-rev CAGGGCGGAGGCCCCGATCTCCAAG pilM 

pilM_up_for ACCAGAATTCTACGTGGAGCAGGAAAG

GCGCTACCTGGACGTGGC 

„upstream“ Region 

von pilM 

pilM_up_rev ATTACTGCAGACCCCCTCCTTATACCGG

CGCCTTCGGGAAGGC 

„upstream“  Region 

von pilM 

pilO_dw_for ATTAGCGGCCGCAGGCGGAAACGGGAG

GGAGCACCCCATGAAGAAC 

„downstream“ Re-

gion von pilO 

pilO_dw_rev CTTCAAGCTTGGCTTCCCGCCGGGACGA

CGAGGTAGCCCTC 

„downstream“ Re-

gion von pilO 

pilM_ctrl_for CGCAGGCTGGACCTCTACG „upstream“  Region 

von pilM 

pilM_ctrl_rev CACGGATCCACGCGCTCTTC „downstream“ Re-

gion von pilO 

pilQ_down_rev2 ATTAAAGCTTGCTCCAGTAGATGGCGTC

GTGGACCTCG 

„downstream“ Re-

gion von pilQ 

polyA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA PilF Ligand  
a
 Fett gedruckte Nukleotide sind Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme, kursiv gedruckte Nukleo-

tide codieren für Tags, unterstrichene Codone führen zu einem Aminosäureaustausch 
b
 bleo

R
, Bleomycinresistenz-Kassette aus pWUR112 
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2.2 Kultivierung und Lagerung von Organismen 

 

2.2.1 Kultivierung von E. coli 

 

E. coli wurde in LB-Medium (10 g/l Trypton, 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt) oder in 2×YT-

Medium (16 g/l Trypton, 5 g/l NaCl, 10 g/l Hefeextrakt). Zur Herstellung von LB-Agarplatten 

wurde dem Medium 1,6 % (w/v) Agar hinzugefügt. 

Die Anzucht erfolgte unter Schütteln (150 Upm) bei 37 °C. Das Wachstum wurde durch Mes-

sung der optischen Dichte bei 600 nm im Spektralphotometer (U-1800, Hitachi, Düsseldorf) 

verfolgt. Zur Selektion rekombinanter E. coli-Stämme wurden die in Kapitel 2.2.3 aufgeführten 

Medienzusätze verwendet.  

 

2.2.2 Kultivierung von T. thermophilus 

 

Die Anzucht von T. thermophilus erfolgte standardmäßig in TM
+
-Medium (8 g/l Trypton, 4 g/l 

Hefeextrakt, 3 g/l NaCl, 0,6 mM MgCl2, 0,17 mM CaCl2, pH 7,5) bei 68 °C unter Schütteln bei 

150 Upm. Die Zelldichte wurde durch Messung im Spektralphotometer (U-1800, Hitachi, Düs-

seldorf) bei 600 nm bestimmt. Um TM
+
-Agarplatten herzustellen, wurde dem Medium 2 % 

(w/v) Agar (Bacto) hinzugefügt. Die Inkubation auf TM
+
-Agar erfolgte, wenn nicht anders an-

gegeben, bei 68 °C, in einer mit Wasser gesättigten Atmosphäre. Wenn erforderlich wurden 

dem Medium Antibiotika in den in Tabelle 2.6 angegebenen Konzentrationen zugesetzt. 

 

2.2.3 Medienzusätze 

 

Zur Selektion der Stämme wurden dem Medium, wenn erforderlich, die in Tabelle 2.6 aufge-

führten Antibiotika zugesetzt. Um die Insertion von DNA in den Klonierungsvektor pUC19 zu 

überprüfen, wurde Blau-Weiß-Selektion durchgeführt. Dafür wurde dem LB-Medium nach dem 

Autoklavieren 0,5 mM IPTG und 40 µg/ml X-Gal zugesetzt. Agarplatten, die X-Gal oder Bleo-

mycin enthielten, wurden unter Lichtausschluss gelagert. 

 

Tab. 2.6. Antibiotikakonzentrationen. 

Antibiotikum Endkonzentration in 

LB-Medium [µg/ml] 

Endkonzentration in 

flüssigem TM⁺-
Medium [µg/ml]  

Endkonzentration in 

TM⁺-Agar [µg/ml]  

Ampicillin 100 - - 

Kanamycin 20 20 40 

Bleomycin 3 25 40 

Streptomycin - 100 100 
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2.2.4 Lagerung von Stämmen 

 

Zur Lagerung von E. coli- und T. thermophilus-Stämmen wurden je 700 µl einer Übernachtkul-

tur mit 300 µl einer sterilen 50 %igen (v/v) Glycerin-Lösung vermischt und in Schraubdeckel-

gefäßen bei -70 °C gelagert. 

 

2.3 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

 

Molekularbiologische Methoden wurden im Wesentlichen angewandt wie von Sambrook et al. 

(1989) beschrieben. 

 

2.3.1 Klonierungstechniken 

 

DNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Dafür wurden folgende 

Polymerasen, den Herstellerangaben folgend, verwendet: „Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase“ (New England Biolabs, Ipswich), „Q5 High-Fidelity DNA Polymerase“ (New 

England Biolabs, Ipswich) oder „PrimeSTAR GXL DNA Polymerase“ (Takara, Saint-Germain-

en-Laye). Bei Verwendung der „Phusion High-Fidelity DNA Polymerase“ wurde der mitgelie-

ferte Puffer für GC-reiche DNA verwendet und der Reaktion wurden 3 % (v/v) DMSO zuge-

setzt. Starteroligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (St. Louis) bezogen. 

Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Ipswich) wurden ebenfalls nach Hersteller-

angaben eingesetzt. Die Inkubationszeit variierte dabei von 2 – 16 h. Die Inaktivierung der 

Restriktionsenzyme erfolgte bei 80 °C für 20 min. Um die Religation von geschnittenen Plas-

miden zu verhindern, wurden diese mit thermosensitiver alkaliner Phosphatase („FastAP“, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgte eine 

10-minütige Inaktivierung der Phosphatase bei 75 °C. 

Zur Ligation von DNA wurde T4 DNA-Ligase (New England Biolabs, Ipswich) unter Zugabe 

von 0,5 mM ATP nach Herstellerangaben verwendet. Die Inkubation erfolgte für 2 h bei Raum-

temperatur oder über Nacht bei 16 °C. 

Zur Klonierung der Plasmide pUC19-∆TTP75::bleo und pUC19-∆TTP76::bleo wurde der 

„Gibson Assembly Master Mix“ (New England Biolabs, Ipswich) nach Herstellerangaben ver-

wendet. Bei dieser Methode werden Starteroligonukleotide so gewählt, dass miteinander zu 

verknüpfende PCR-Produkte homologe Enden aufweisen. Bei der Assemblierungsreaktion, die 

bei 50 °C stattfindet, werden die 3'-Enden der eingesetzten DNAs durch eine Exonuklease teil-

weise abgedaut. Die dann einzelsträngigen, homologen Bereiche lagern sich aneinander an, 

Lücken werden durch eine DNA-Polymerase aufgefüllt und die DNA-Fragmente werden durch 

eine DNA-Ligase ligiert. 
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2.3.2 Ortsgerichtete Mutagenese 

 

Um einzelne Aminosäuren in einem Protein auszutauschen, wurden die entsprechenden Codone 

in einer PCR ausgetauscht. Dabei wurde dem „Phusion site-directed mutagenesis“ Protokoll 

gefolgt (New England Biolabs, Ipswich). Eines der Starteroligonukleotide wurde so erstellt, 

dass es das neue, für die gewünschte Aminosäure codierende Basentriplett enthält. Das zweite 

Starteroligonukleotid wurde so gewählt, dass es direkt neben dem ersten in entgegengesetzter 

Orientierung an die Matrizen-DNA bindet. Um im Anschluss an die PCR die Matrizen-DNA zu 

entfernen, wurde sie mit DpnI (New England Biolabs, Ipswich) verdaut. 5'-Phosphorylierung 

beider Starteroligonukleotide ermöglichte die Ligation direkt nach der Aufreinigung der PCR-

Produkte. Die phosphorylierten Starteroligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich (St. Louis) 

bezogen. 

 

2.3.3 Isolierung von DNA 

 

Plasmide wurden aus 5 ml einer E. coli-Übernachtkultur mit dem „GenElute Plasmid Miniprep 

Kit“ (Sigma-Aldrich, St. Louis) nach Herstellerangaben isoliert, wobei die Elution in Wasser 

erfolgte. Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem „GenElute PCR Clean-Up 

Kit“ (Sigma-Aldrich, St. Louis). 

Genomische DNA aus T. thermophilus wurde mittels Phenol-Chloroform Extraktion isoliert. 

Zunächst wurden Zellen einer 5-ml-Übernachtkultur abzentrifugiert (16000 × g, 1 min) und 

anschließend in 500 µl TE-Puffer (50 mM Tris 10 mM EDTA, pH 8,0) gelöst. Zum Zellauf-

schluss wurden 25 µl einer 10 %igen (w/v) SDS-Lösung und 5 µl Proteinase K-Lösung 

(20 mg/ml) hinzugefügt, und das Gemisch wurde eine Stunde bei 52 °C inkubiert. Nach Zugabe 

von 90 µl einer 5 M NaCl-Lösung und 75 µl einer 10 %igen (w/v) CTAB-NaCl-Lösung 

(275 mM CTAB, 700 mM NaCl) wurde 20 min bei 65 °C inkubiert. Die Probe wurde 1:1 mit 

Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) durch starkes Schütteln vermischt. Nach Zentrifugation für 

10 min bei 16000 × g wurde die wässrige Oberphase in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und1:1 mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt. Es folgte eine weitere 

Zentrifugation, die Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Es wurde weitere 

zwei Male mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) im Verhältnis 1:1 gemischt und zentrifugiert. 

Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von 0,8 Vol. Isopropanol zu der wässrigen Phase 

aus dieser ausgefällt. Die DNA wurde mit gekühltem Ethanol gewaschen, anschließend ge-

trocknet und schließlich in Wasser gelöst. 

 

2.3.4 Transformation von E. coli 

 

Plasmide wurden in chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert. Die Herstellung che-

misch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte basierend auf der CaCl2-Methode von Mandel und 

Higa (1970). Im Einzelnen wurden Zellen einer Übernachtkultur 1:100 in LB-Medium verdünnt 
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und bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Nach 2 – 3 h, bei Erreichen einer OD600 von 0,5 – 0,6, wur-

den 50 ml der Kultur in ein Polypropylengefäß überführt und 10 min auf Eis gekühlt. Nach ei-

ner Zentrifugation bei 4000 × g, 4 °C, für 10 min, wurde der Überstand verworfen und das Pel-

let in 2,7 ml gekühltem 0,1 M CaCl2 gelöst. Es wurde weitere 15 min auf Eis gekühlt, bevor 

2,3 ml gekühltes, 50 %iges (v/v) Glycerin zugesetzt wurde. Die Zellen wurden zu je 200 µl 

aliquotiert und bis zur Verwendung in flüssigem N2 eingefroren und bei -80 °C gelagert.  

Die Transformation wurde durchgeführt wie von Hanahan (1983) beschrieben, jedoch wurde 

während der Regenerationsphase LB-Medium verwendet. 

 

2.3.5 Natürliche Transformation von T. thermophilus und Bestimmung der Trans-

formationsfrequenz 

 

Um T. thermophilus zu transformieren, wurden 30 µl einer in TM
+
-Medium kultivierten Über-

nachtkultur in ein 2 ml Reaktionsgefäß mit 370 µl vorgewärmtem TM
+
-Medium überführt. Es 

wurden ca. 5 µg DNA hinzugegeben und die Suspension wurde 30 min bei 68 °C und 

1400 Upm im „Thermomixer“ (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Anschließend wurde die Zell-

suspension in ein Reagenzglas mit 3 ml TM
+
-Medium überführt und weitere 3 h bei 68 °C 

schüttelnd (150 Upm) inkubiert, bevor auf Antibiotika-haltigem TM
+
-Agar ausplattiert wurde. 

Kolonien waren nach ein bis zwei Tagen sichtbar. 

Um die Transformationsfrequenzen verschiedener Mutanten besser vergleichen zu können, 

wurde die Transformierbarkeit mit exponentiell wachsenden Kulturen bestimmt. Hierfür wurden 

Zellen einer stationären Vorkultur in 20 ml TM
+
-Medium auf eine OD600 von 0,2 verdünnt und 

bei 68 °C schüttelnd inkubiert. Bei Erreichen einer OD600 von 0,5 wurden 30 µl der Kultur in 

einem 2-ml-Reaktionsgefäß mit 370 µl vorgewärmtem TM
+
-Medium vermischt. Es wurden 

5 µg chromosomale DNA einer Streptomycin-resistenten T. thermophilus HB27-Mutante hin-

zugegeben und wie oben beschrieben bei 68 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden ver-

schiedene Verdünnungen der Kultur auf Streptomycin-haltigem Agar ausplattiert. Um die 

Lebendzellzahl zu bestimmen, wurden zudem Zellen aus derselben Kultur auf Tm
+
-Agar aus-

plattiert. Die Transformationsfrequenz wird angegeben als Transformanden/Lebendzellzahl. 

 

2.3.6 Elektroporation von T. thermophilus 

 

Um Plasmide in T. thermophilus-Zellen einzubringen, die durch Mutation von Kompetenzgenen 

nicht natürlich kompetent sind, wurden 20 ml TM
+
-Medium mit einer Übernachtkultur der ent-

sprechenden T. thermophilus-Mutante auf eine OD600 von 0,2 angeimpft. Nach Erreichen der 

exponentiellen Wachstumsphase (OD600 = 0,6 - 0,8) wurden 2 ml der Kultur abzentrifugiert 

(8000 × g, 2 min). Die Zellen wurden zweimal mit 1 ml einer sterilen 10 %igen (v/v) Glycerin-

Lösung gewaschen und anschließend in 150 µl einer 10 %igen (v/v) Glycerin-Lösung resuspen-

diert. Die Zellsuspension wurde mit ca. 5 µg Plasmid-DNA versetzt und 5 min auf Eis gekühlt. 

Die Elektroporation erfolgte in einer Elektroporationsküvette (2 mm Elektrodenabstand) bei 
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200 Ω, 25 µFD und 2,5 kV. Zur Regeneration wurde die Suspension in 3 ml vorgewärmtes 

TM
+
-Medium überführt und 3 h bei 68 °C schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

auf Antibiotika-haltigen TM
+
-Agarplatten ausplattiert. 

 

2.3.7 Agarosegelelektrophorese 

 

DNA wurde durch Gelelektrophorese in 0,8 % oder 1,2 %igen (w/v) Agarose-TAE-Gelen auf-

getrennt. Zur Größenabschätzung wurden die DNA-Standards „GeneRuler 1 kb Ladder“ oder 

„GeneRuler 100 bp Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) verwendet. 

 

2.3.8 Isolierung der RNA aus T. thermophilus 

 

Zur Isolation der RNA wurden zunächst 10 ml TM
+
-Medium mit einer T. thermophilus HB27-

Kultur auf eine OD600 von 0,2 angeimpft. Die Zellen wurden bei Erreichen einer OD600 von ~ 2 

durch Zentrifugation bei 4 °C, 5 min mit 4200 × g pelletiert. Das Zellpellet wurde in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden danach in 100 µl TE-

Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) mit Lysozym (3 mg/ml) gelöst und zehn Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Die dann folgenden Schritte der Aufreinigung erfolgten mit dem „Invitrap Spin Uni-

versal RNA Mini Kit“ nach Herstellerangaben (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld Deutsch-

land). Es wurde in 62 μl RNase-freiem H2O eluiert. Um die verbliebene DNA aus den Proben zu 

entfernen, erfolgte nach der RNA-Aufreinigung eine Behandlung mit „RQ1 RNase-Free    

DNase“ nach Herstellerangaben (Promega GmbH, Mannheim), wobei die Inkubation bei 37 °C 

für 1,5 h erfolgte. Zur Kontrolle auf DNA-Rückstände wurde eine PCR mit den 

Starterolinukleotiden TTP78Test_for und TTP78Test_rev durchgeführt, wobei keine PCR-

Produkte entstanden.  

 

2.3.9 Generierung von cDNA durch Reverse-Transkriptase (RT)-PCR  

 

Zur Synthese komplementärer DNA (cDNA) wurde die „M-MLV Reverse Transcriptase“ 

(Promega GmbH, Mannheim) eingesetzt. Dafür wurden 4 μg RNA gemeinsam mit 4 µg hexa-

meren Zufallsstarter-olinukleotiden („Random Primers“, Promega GmbH, Mannheim) 5 min bei 

70°C inkubiert. Anschließend wurden 10 µl Reaktionspuffer (M-MLVReverse Transcriptase 

5 × „Reaction Buffer“, Promega GmbH, Mannheim), 10 µl RNase-freie dNTPs (10 mM), sowie 

1,2 µl RNasin (Promega GmbH, Mannheim) und 2 µl Reverse Transkriptase hinzugegeben. Es 

wurde zunächst 5 min bei Raumtemperatur und anschließend 50 min bei 50°C inkubiert. Die 

cDNA wurde als Matrize für eine PCR mit den Starterolinukleotiden TTP78Test_for und 

TTP78Test_rev (Tab. 2.5) verwendet, um die Transkription des Gens TTP0078 in verschiede-

nen Mutanten zu analysieren. 
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2.4 Analyse von Proteinen 

 

2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976) 

 

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford (1976) wurden 200 µl der zu untersuchenden Prote-

inlösung mit 1 ml Bradford-Reagenz (100 mg Coomassie Blue G250 in 50 ml Ethanol, 850 ml 

H2O, 100 ml Phosphorsäure, filtriert) in einer Küvette vermischt. Nach 10 min Inkubation bei 

Raumtemperatur erfolgte die Messung der Extinktion bei 595 nm im Photometer (U-1800, Hita-

chi, Düsseldorf). Die Eichgerade wurde mit 0 – 10 µg Rinderserumalbumin (BSA) erstellt. 

 

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry (1951) 

 

Die Proteinbestimmung nach Lowry (1951) wurde eingesetzt, um die Konzentra-tionen von 

Membranprotein-Lösungen zu ermitteln. Die Proteine in 100 µl wässriger Lösung wurden durch 

Zugabe von 20 µl einer 100 mM SDS-Lösung denaturiert. Die Probe wurde mit Lowry-Reagenz 

vermischt, bevor 100 µl Folin-Ciocalteu-Reagenz (50 % (v/v) in H2O) hinzugegeben wurde. 

Nach 20 min Inkubation bei 37 °C wurde die Extinktion bei 650 nm gemessen. Auch hier wur-

den 0 – 10 µg BSA zur Erstellung der Eichgerade verwendet. 

Lowry-Reagenz: 

2 % (w/v) Na2CO3 in 0,1 N NaOH 24 ml 

2 % (w/v) Kaliumnatriumtartrat  0,5 ml 

1 % (w/v) CuSO4   0,5 ml 

 

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Die denaturierende Gelelektrophorese wurde mit SDS-Gelen nach Lämmli (1970) oder 

Schägger und Jagow (1987) durchgeführt. Als Größenstandard wurde der „PageRuler 

Prestained“-Marker von Thermo Fisher Scientific (Waltham) verwendet.  

Um nach der Reinigung des PilMNO-Komplexes (Kapitel 2.6.3) PilN (23 kDa) und PilO-Strep 

(22,5 kDa) voneinander zu trennen, wurde ein 4 - 20 % „FastGene“ SDS-PAGE-Gel (Nippon 

Genetics Europe, Düren) mit MOPS-Laufpuffer nach Herstellerangaben verwendet. 

Gele wurden mit Coomassie-Lösung (0,053 % (w/v) Coomassie Blue R250, 50 % (v/v) Metha-

nol, 10 % (v/v) Essigsäure) gefärbt. Überschüssiger Farbstoff wurde durch Schwenken in Ent-

färber (30 % (v/v) Methanol, 15 % (v/v) Essigsäure) entfernt. Alternativ wurde mit   

„InstantBlue“ (Expedeon Inc., San Diego) gefärbt. 
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2.4.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Um Proteinkomplexe unter nicht denaturierenden Bedingungen aufzutrennen, wurden 3 - 13 % 

bzw. 5 - 20 % Polyacrylamid-Gradiententengele erstelllt (Tab. 2.7) (Wittig und Schägger 2005). 

Dafür wurden die Bestandteile des 13 %igen und des 3 %igen Trenngels bzw. des 20 %igen und 

des 5 %igen Gels in einen Gradientenmischer gegeben und als ca. 17 × 17 cm großes Gel ge-

gossen. Nach dem Auspolymerisieren der Trenngele wurden diese mit dem Sammelgel über-

schichtet. Die Elektrophorese erfolgte mit Kathodenpuffer (50 mM Tricine, 7,5 mM Imidazol, 

0,02 % (w/v) DDM, 0,01 % (w/v) Na-Desoxycholat) und Anodenpuffer (25 mM Imidazol, pH 

7,0) bei 4 °C. Proteine des „Amersham HMW Calibration Kit for native Electrophoresis“ (GE 

Healthcare Life Sciences, Freiburg) wurden im gleichen Puffer wie die zu untersuchenden Pro-

teine gelöst und dienten als Größenstandard. Alle Proben wurden mit Nativ-Ladepuffer (End-

konzentration: 0,01 % (w/v) Ponceau S, 5 % (v/v) Glycerin) versetzt.  

 

Tab. 2.7. Zusammensetzung nativer Polyacrylamidgele. 

Bestandteil 20 %  

Acrylamidgel 

15 %  

Acrylamidgel 

5 %  

Acrylamidgel 

3 %  

Acrylamidgel 

Sammelgel 

AB-Mix
a 

5,84 ml 4,38 ml 1,46 ml 0,88 ml 0,90 ml 

3× Gelpuffer
b 

4,67 ml 4,67 ml 4,67 ml 4,67 ml 4,0 ml 

H2O 0,7 ml 2,06 ml 7,79 ml 8,33 ml 7,1 ml 

Glycerin 2,8 ml 2,8 ml 0 ml 0 ml 0 ml 

APS
c
 80 µl 80 µl 80 µl 80 µl  150 µl 

TEMED 8 µl 8 µl 8 µl 8 µl 40 µl 
a
 AB-Mix: 48 % (w/v) Acrylamid, 1,5 % (w/v) Bisacrylamid in H2O 

b
 3× Gelpuffer: 75 mM Imidazol, 1,5 M 6-Aminohexansäure, 0,05 % (v/v) Triton X-100, pH 7,0 

c
 10 % (w/v) APS in H2O 

 

Die Polyacrylamidgele wurden mit „Blue Silver“ (5 % (w/v) Aluminiumsulfat, 0,02 % (w/v) 

Coomassie Brilliant Blue G250, 10 % (v/v) Ethanol, 2 % (v/v) Phosphorsäure) oder mit 

„InstantBlue“ (Expedeon Inc., San Diego) gefärbt. 

 

2.4.5 Western Blot-Analyse 

 

Western Blot-Analysen wurden durchgeführt um Proteine immunologisch nachzuweisen. Zu-

nächst wurden Proteine mit einem halbtrockenen Transfersystem vom SDS-Polyacrylamidgel 

auf eine Nitrocellulose-Blotting-Membran (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) mit 

1,3 mA/cm
2
 für 1 h übertragen. Dafür wurden zwei Anoden-nahe Whatman-Papiere in Anoden-

Puffer I (20 % (v/v) Methanol, 36,4 g/l Tris, pH 10,4) getränkt. Ein weiteres Whatmanpapier 

und die Nitrocellulose-Membran wurden in Anoden-Puffer II (20 % (v/v) Methanol, 3 g/l Tris, 

pH 10,4) getränkt und drei Kathoden-nahe Whatman-Papiere in Kathoden-Puffer (20 % (v/v) 

Methanol, 5,2 g/l 6-Aminohexansäure, 3 g/l Tris, pH 9,4).  
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Nach der Übertragung der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran wurde diese 1 h bei Raum-

temperatur oder 16 h bei 8 °C in M-PBST-Puffer (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 2,68 g/l 

Na2HPO4 - 7 H2O, 0,24 g/l KH2PO4, pH 7,4, 0,05 % (v/v) Tween 20, 5 % (w/v) Magermilch-

pulver) geschwenkt. Anschließend wurde 1 h bei Raumtemperatur mit polyklonalem Antiserum, 

welches in PBST-Puffer (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 2,68 g/l Na2HPO4 - 7H2O, 0,24 g/l KH2PO4, 

pH 7,4, 0,05 % (v/v) Tween 20) verdünnt wurde, inkubiert. Die verwendeten Antiseren stamm-

ten aus Kaninchen und wurden in folgenden Verdünnungen eingesetzt: Anti-PilF (1:7500), anti-

PilM (1:5000), anti-PilN (1:5000), anti-ComZ (1:5000). Dann wurde die Membran dreimal 

10 min in PBST-Puffer gewaschen, gefolgt von einer 1-h-Inkubation mit „Ziege anti-Kaninchen 

IgG HRP-Konjugat“ (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) (1:10000 in PBST). Nach weite-

ren dreimal 10 min Waschen in PBST-Puffer, wurde die Peroxidase-Reaktion gestartet. Dafür 

wurde die Blotting-Membran ca. 2 min in 4 ml Lösung A (50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris, 

pH 8,6), 400 µl Lösung B (11 mg p-Hydroxycoumarinsäure in 10 ml DMSO) und 2,5 µl 

30 %iger (v/v) H2O2-Lösung geschwenkt. Die Detektion der Chemiluminiszenz erfolgte im 

„ECL ChemoStar Plus Imager“ (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen) oder 

durch Belichtung von Röntgenfilmen (DV-B Medizinischer Universal-Röntgenfilm, Typon 

Röntgenfilm GmbH, Baden-Baden). Röntgenfilme wurden durch Schwenken in Entwicklerlö-

sung (Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach) entwickelt und anschließend in Fixiererlösung 

fixiert (Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach). 

Für die Detektion von His-Tags wurde der monoklonale Maus-Anti-His (Penta-His)-Antikörper 

von Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben verwendet. Als Sekundärantikörper diente hier 

„Ziege anti-Maus IgG-HRP-Konjugat“ (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) in einer Ver-

dünnung von 1:10000. Proteine mit Strep-Tag wurden mit Strep-Tactin-HRP-Konjugat (iba 

Lifesciences, Göttingen) detektiert. Der immunologische Nachweis wurde wie vom Hersteller 

empfohlen durchgeführt. 

Die Übertragung von Proteinkomplexen aus nativen Polyacrylamidgelen auf eine 

Nitrocellulose-Blotting-Membran erfolgte in zwei Schritten. Vier Whatman-Papiere und die 

Membran wurden in Transferpuffer (20 % (v/v) Methanol, 125 mM Tris, 192 mM Glycin, 

pH 8,6) getränkt und auf der Anodenfläche der Blottingapparatur platziert. Darauf wurden das 

native Gel und vier Whatman-Papiere, die in SDS-Laufpuffer (1 g/l SDS, 3,03 g/l Tris, 14,41 g/l 

Glycin, pH 8,5) getränkt waren, gelegt und mit der Kathodenfläche abgedeckt. Nach 1 h bei 8 V 

wurden die Kathoden-nahen Whatman-Papiere gegen drei Whatman-Papiere, die in Transfer-

puffer getränkt wurden, ausgetauscht. Nach einer weiteren Stunde bei 8 V wurde die Übertra-

gung der Proteine durch Färben mit PonceauS (0,2 % (w/v) PonceauS, 30 % (v/v) Essigsäure) 

überprüft. Die dadurch sichtbaren Standardproteine wurden gekennzeichnet. Die weitere 

Immunodetektion erfolgte wie für denaturierte Proteine beschrieben. 
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2.5 Isolierung der Membranen von T. thermophilus 

 

2.5.1 Isolierung der Gesamtmembran-Fraktion 

 

Membranen von T. thermophilus wurden durch mechanischen Zellaufschluss und Ultrazentrifu-

gation isoliert. Die zu analysierenden Stämme wurden in 100 ml TM
+
-Medium bei 68 °C schüt-

telnd (150 Upm) inkubiert. Bei Erreichen der stationären Wachstumsphase wurden die Zellen 

durch 10-minütige Zentrifugation bei 4 °C und 11000 × g geerntet. Anschließend wurden sie 

mit 10 mM Tris-Puffer (pH 8,0) gewaschen. Für den Zellaufschluss wurden die Zellen in 4 ml 

Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) resuspendiert. Nach zweimaliger Passage durch die „French 

Pressure Cell“ bei 16000 psi (American Instrument Company, Maryland) und einer 30-s-

Behandlung mit der Ultraschalltauchsonde (Branson 250, Danbury; duty cycle 5, output 40 %) 

waren keine intakten Zellen in der Suspension durch Mikroskopieren zu detektieren. Zelltrüm-

mer wurden durch 15 min Zentrifugation bei 4 °C und 11000 × g entfernt. Der Überstand wurde 

bei 150000 × g und 4 °C für 1 h ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde in Tris-Puffer resuspendiert 

und dann erneut zentrifugiert (150000 × g, 4 °C, 1 h) um restliche, lösliche Zellbestandteile zu 

entfernen. Die sedimentierte Membranfraktion wurde schließlich in 3 ml H2Odest resuspendiert 

und dann für Western Blot-Analysen eingesetzt. 

 

2.5.2 Trennung der inneren und äußeren Membran von T. thermophilus 

 

Für die Bestimmung der subzellulären Lokalisation von T. thermophilus-Proteinen wurden Zel-

len in lösliche Bestandteile, innere und äußere Membran getrennt wie von Salzer (2009) be-

schrieben. Die T. thermophilus-Kultur wurde in 100 ml TM
+
-Medium bei 68 °C in einem 

Schikanekolben schüttelnd (150 Upm) inkubiert, bis eine OD600 von ~ 1,5 erreicht war. Die 

Zellen wurden bei 4 °C und 11000 × g zentrifugiert und anschließend zweimal mit 10 mM Tris-

Puffer (pH 8,0) gewaschen. Die Zellen wurden in 4 ml Lysepuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 

pH 8,0) gelöst und dann mechanisch aufgeschlossen. Dieser Aufschluss erfolgte durch zweima-

lige Passage durch die „French Pressure Cell“ bei 16000 psi (American Instrument Company, 

Maryland) und eine 30-s-Behandlung mit der Ultraschalltauchsonde (Branson 250, Danbury; 

duty cycle 5, output 40 %). Dem Gemisch wurde MgCl2 (Endkonzentration: 5 mM) zugegeben 

und nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrümmer wurden durch 15-minütige Zentrifugation 

bei 4 °C und 11000 × g entfernt. Der Überstand wurde durch Ultrazentrifugation (150000 × g, 

4 °C, 1 h) in eine lösliche und eine unlösliche (Membranen) Fraktion getrennt. Der Überstand, 

also die lösliche Fraktion, wurde in neue Zentrifugationsröhrchen gefüllt und erneut zentrifu-

giert, um restliche Membranbestandteile zu entfernen.  

Die unlösliche Fraktion wurde in 8 ml H2Odest gelöst, dreimal durch eine Kanüle pipettiert und 

dann ebenfalls zentrifugiert (150000 × g, 4 °C, 1 h). Um danach innere und äußere Membran zu 

trennen, wurde das Membran-Pellet in 8 ml Laurylsarkosin-Puffer gelöst (2 % (w/v) N-
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Laurylsarkosin, 10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0) und für 10 min auf Eis inkubiert. Bei der 

anschließenden Ultrazentrifugation (150000 × g, 4 °C, 1 h) wurde die äußere Membran 

pelletiert. Der Überstand mit den Proteinen der inneren Membran wurde abgenommen und das 

äußere-Membranpellet wurde in 2 ml H2Odest resuspendiert. Die Lagerung aller Zellbestandteile 

erfolgte bei -20 °C. 

 

2.6 Produktion und Reinigung von Proteinen 

 

2.6.1 Heterologe Produktion und Reinigung von PilF-Varianten 

 

Die heterologe Produktion von PilF erfolgte in E. coli BL21 (DE3). 10 l Kanamycin-haltiges 

LB-Medium wurden mit 400 ml Übernachtkultur beimpft, so dass eine OD600 von ca. 0,2 ent-

stand. Es folgte eine Inkubation im Fermenter „Biostad C“ (B. Braun Biotech International, 

Melsungen) bei 37 °C unter Rühren (550 Upm) bei einer Luftzufuhr von 8 l/min. Nach 2,5 h 

wurde die Expression von pilF durch Zugabe von 1 mM (Endkonzentration) IPTG induziert und 

die Inkubationstemperatur wurde auf 30 °C gesenkt. Nach weiteren 4 h Kultivierung wurden die 

Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C, 11000 × g, 10 min, pelletiert. Die Zellen wurden mit PilF-

Puffer (50 mM Tris, 250 mM NaCl, pH 7,5) gewaschen und dann in Flüssigstickstoff eingefro-

ren und bei -80 °C gelagert.  

Etwa 35 g Zellmaterial wurden in PilF-Puffer aufgetaut. Es wurden eine Spatelspitze AEBSF-

Hydrochloride (BioChem GmbH, Darmstadt) und 1 mg/ml DNase I hinzugegeben. Der Zellauf-

schluss erfolgte durch zweimalige Passage durch die „French Pressure Cell“ bei 16000 psi 

(American Instrument Company, Maryland) und anschließende, einminütige Behandlung mit 

der Ultraschalltauchsonde (Branson 250, Danbury; duty cycle 5, output 50 %). E. coli-Proteine 

wurden durch 20 min Inkubation bei 68 °C gefällt. Abweichend davon wurden Proben, die die 

PilF-Varianten PilFGSPIIA, PilFGSPIIAB, PilFGSPIIABC oder PilFGSPIIC enthielten, nur 10 

bis 15 min hitzeinkubiert. Nach 20 min Zentrifugation bei 11000 × g wurde der Überstand fil-

triert (Porengröße: 0,45 µm) und dann mit 7 ml Ni-NTA-Agarose bei 8 °C unter Rühren inku-

biert. Anschließend wurde die Suspension in einen Säulenkörper gegeben und der Durchlauf 

wurde abgelassen. Die Säule wurde mit 60 ml PilF-Puffer mit 40 mM Imidazol gewaschen. Die 

Elution erfolgte mit 12 ml PilF-Puffer mit 300 mM Imidazol. Das Eluat wurde mit einem 

„VivaSpin 20“ Konzentrator (MWCO: 100 kDa) auf ca. 500 µl ankonzentriert. Als finaler Rei-

nigungsschritt erfolgte eine Gelfiltration über eine „Superdex 200 10/300“-Säule mittels der 

„ÄKTAprime plus“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg). Die Elution erfolgte in filtriertem 

und entgastem Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) bei einer Flussrate von 

0,4 ml/min. Proben der gesammelten 0,5-ml-Fraktionen wurden, ebenso wie Proben aller ande-

ren Reinigungsschritte, mittels SDS-PAGE überprüft. Die Fraktionen 17 - 21 der Gelfiltration 

enthielten in der Regel gereinigtes PilF, wurden vereinigt und zusammen ankonzentriert. 
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2.6.2 Heterologe Produktion und Reinigung von PilN, PilM und PilMN 

 

Für die heterologe Produktion von His-PilM, PilN-Strep, His-PilMN-Strep und Strep-PilM 

wurden E. coli BL21 (DE3)-Stämme verwendet, die die jeweiligen rekombinanten pET28a-

Plasmide enthielten. Die Anzucht erfolgte bei 37 °C in Kanamycin-haltigem LB-Medium, wel-

ches mit einer Übernachtkultur auf eine OD600 von 0,2 angeimpft wurde. Bei Erreichen einer 

OD600 von ca. 1 wurde die Genexpression durch Zugabe von 1 mM (Endkonzentration) IPTG 

induziert. Die Zellen wurden nach weiteren 4 h Inkubation bei 37 °C durch Zentrifugation ge-

erntet (11000 × g, 8 min, 4 °C) und mit MN-Puffer (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 

5 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) gewaschen. Die Zellen wurden in Flüssigstickstoff eingefroren und 

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

Etwa 30 g E. coli-Zellen wurden in MN-Puffer resuspendiert und 1 mg/ml DNase I und 1 mM 

PMSF wurden hinzugefügt. Die Zellen wurden durch zweimalige Passage durch die „French 

Pressure Cell“ bei 16000 psi aufgeschlossen. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 

11000 × g, 4 °C für 20 min entfernt. Anschließend wurden lösliche Fraktionen und Membranen 

durch Ultrazentrifugation bei 150000 × g, 4 °C, 50 min voneinander getrennt. PilN und PilMN-

Komplexe wurden aus den Membranen isoliert. Dafür wurde die Membranfraktion in 

MN-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (150000 × g, 4 °C, 50 min). Membranproteine 

wurden dann durch Zugabe von 1 % (w/v) DDM solubilisiert. Nach einer Inkubation bei 4 °C 

für 1 h wurden nicht gelöste Bestandteile durch Ultrazentrifugation abgetrennt (150000 × g, 

4 °C, 50 min). Der Überstand wurde auf eine Säule mit 7 ml „Strep-Tactin Superflow High 

capacity“-Material (iba Lifesciences, Göttingen) geladen. Die Säule wurde mit 35 ml MN-

Puffer mit 0,4 mM DDM gewaschen und anschließend wurde mit 24 ml MN-Elutionspuffer 

(MN-Puffer, 0,4 mM DDM, 2,5 mM D-Desthiobiotin) eluiert. Die Elutionsfraktion wurde mit-

tels eines „VivaSpin 20“ Konzentrators (MWCO: 10 kDa (PilN) bzw. 30 kDa (PilMN)) ankon-

zentriert. 

His-PilM wurde aus löslichen Fraktionen der pilMN exprimierenden E. coli-Zellen isoliert. Die 

Überstände nach der Ultrazentrifugation wurden erneut zentrifugiert (150000 × g, 4 °C, 

50 min), um restliche Membranbestandteile zu entfernen. Der Überstand wurde 1 h bei 4 °C mit 

7 ml Ni-NTA-Agarose inkubiert. Das Gemisch wurde in einen Säulenkörper gegeben und mit 

70 ml MN-Puffer mit 35 mM Imidazol gewaschen. His-PilM wurde in 15 ml MN-Puffer mit 

350 mM Imidazol eluiert und anschließend ankonzentriert (MWCO: 30 kDa). Wurde das gerei-

nigte His-PilM für ATPase-Tests mit PilF eingesetzt, enthielt der Elutionspuffer 0,4 mM DDM, 

da so die Pufferbedingungen in Tests mit PilMN, PilN und PilM vergleichbar waren. 

Strep-PilM wurde für Interaktionsanalysen mit PilF benötigt. Die Strep-pilM exprimierenden 

Zellen wurden wie oben beschrieben kultiviert und aufgeschlossen. Strep-PilM wurde aus zell-

freierem Rohextrakt durch Strep-Tactin-Affninitätschromatographie isoliert. Dabei wurde mit 7 

Säulenvolumen MN-Puffer gewaschen und, wenn nicht anders angegeben, mit 3 Säulenvolu-

men MN-Elutionspuffer eluiert. 
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2.6.3 Heterologe Produktion und Reinigung von PilMNO 

 

Die Koexpression von PilM, PilN, und PilO erfolgte wie von Karuppiah et al. beschrieben 

(2013). Dafür wurden die mit pET28a-PilMNO transformierten E. coli T7 Express-Zellen in 

Schikanekolben mit 2 × YT-Medium bei 37 °C schüttelnd (150 Upm) kultiviert, bis eine OD600 

von ca. 1 erreicht war. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 0,1 mM (Endkonzentration) 

IPTG, gefolgt von einer Inkubation bei 16 °C, 150 Upm, über Nacht. Die Zellen wurden durch 

Zentrifugation bei 11000 × g, 4 °C für 10 min geerntet und mit MNO-Puffer (25 mM Tris, 

100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 5 % (v/v) Glycerin, pH 8,0) gewaschen. Bis zur weiteren Ver-

wendung wurden die Zellen in Flüssigstickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

Der Zellaufschluss erfolgte durch zweimalige Passage durch die „French Pressure Cell“ bei 

16000 psi. Die Isolierung der Membranen, Solubilisierung der Membranproteine mit 1 % (w/v) 

DDM und die Strep-Tactin-Affinitätschromatographie erfolgte wie für die Reinigung von 

PilMN beschrieben, allerdings wurde MNO-Puffer statt MN-Puffer verwendet. Das Eluat der 

Affinitätschromatographie wurde mit einem „VivaSpin 20“ Konzentrator (MWCO: 100 kDa) 

ankonzentriert und dann mittels Gelchromatographie aufgetrennt. Es wurde eine „Superdex 200 

(10/300)“-Gelfiltrationssäule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) verwendet, die 

Equilibrierung erfolgte mit MNO-Puffer mit 0,4 mM DDM, die Flussrate betrug 0,4 ml/min. 

Die PilMNO-haltigen Peakfraktionen wurden vereinigt und erneut ankonzentriert. 

 

2.6.4 Produktion und Reinigung von ComZ aus T. thermophilus 

 

Für die Reinigung von ComZ wurde der T. thermophilus-Stamm ∆comZ::bleo + pDM12-comZ-

His9 verwendet, der konstitutiv comZ mit einem C-terminalen His9-Tag exprimiert. 1 l TM
+
-

Medium mit Kanamycin wurden mit einer Übernachtkultur auf eine OD600 von 0,2 angeimpft 

und bei 68 °C und 150 Upm schüttelnd inkubiert. Nach ~ 20 h Wachstum und Erreichen einer 

OD600 von 5,0 wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C, 11000 × g, 10 min, pelletiert, in 

ComZ-Puffer (50 mM Tris, 250 mM NaCl, 5 mM MgSO4, 5 mM CaCl, pH 8,4) gewaschen und 

anschließend in Flüssigstickstoff eingefroren.  

Die ~ 10 g T. thermophilus-Zellen wurden für die Proteinreinigung in ComZ-Puffer in Anwe-

senheit von 1 mM PMSF und 1 mg/ml DNase I aufgetaut. Die Zellen wurden durch zwei-

maliges Passieren durch die „French Pressure Cell“ bei 16000 psi und Sonifizierung mit der 

Ultraschalltauchsonde für zweimal 45 s (Branson 250, Danbury; duty cycle 5, output 50 %) 

aufgeschlossen. Zelltrümmer wurden durch 15-minütige Zentrifugation bei 11000 × g, 4 °C 

entfernt. Durch Ultrazentrifugation bei 150000 × g, 4 °C für 50 min wurde die Probe in eine 

lösliche und eine Membranfraktion getrennt. Proteine der Membranfraktion wurden durch Inku-

bation mit 50 ml ComZ-Puffer mit 3 % (w/v) DDM für 2 h bei Raumtemperatur solubilisiert. 

Nach erneuter Ultrazentrifugation (150000 × g, 4 °C, 50 min) wurde der Überstand 1:5 mit 

ComZ-Puffer verdünnt und mit 4 ml TALON-Material (Takara, Saint-Germain-en-Laye) für 1 h 

bei 8 °C inkubiert. Das Gemisch wurde danach in einen Säulenkörper gefüllt, und in 3 Schritten 
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wie folgt gewaschen: 100 ml ComZ-Puffer mit 0,4 mM DDM, dann 75 mM Imidazol in 20 ml 

ComZ-Puffer mit 0,4 mM DDM und dann 150 mM Imidazol in 10 ml ComZ-Puffer mit 0,4 mM 

DDM. Die Elution erfolgte ebenfalls in drei Schritten mit unterschiedlichen Imidazolkonzentra-

tionen: 250 mM Imidazol in 10 ml ComZ-Puffer mit 0,4 mM DDM, 300 mM Imidazol in 10 ml 

ComZ-Puffer mit 0,4 mM DDM und 600 mM Imidazol in 4 ml ComZ-Puffer mit 0,4 mM 

DDM. Die erste und zweite Elutionsfraktion enthielten ComZ und wurden zusammen mit einem 

Konzentrator (MWCO: 30 kDa) bis auf ein Volumen von 500 µl ankonzentriert. Das Konzentrat 

wurde mittels Gelfiltration mit einer „Superdex 200 (10/300)“-Gelfiltrationssäule (GE 

Healthcare Life Sciences, Freiburg) aufgetrennt. Die Equilibrierung erfolgte mit ComZ-Puffer 

mit 0,4 mM DDM, die Flussrate betrug 0,4 ml/min. Die Peakfraktionen wurden mittels SDS-

PAGE analysiert, ComZ-haltige Fraktionen wurden vereinigt und ankonzentriert. 

 

2.7 Analyse der Protein-Protein Interaktionen durch Koinkubation und 

Koelution von Strep-Tactin-Säulen 

 

Die Interaktion zwischen PilF-Varianten und PilM, PilN, PilMN oder PilMNO wurde durch 

Koinkubation und Koelution an Strep-Tactin-Säulen analysiert. Die PilM-Varianten, PilN, 

PilMN bzw. PilMNO dienten als Köder-Proteine und wurden an eine Strep-Tactin-Säule ge-

bunden. Dafür wurde die Reinigung der Strep-Tag-haltigen Protein(komplex)e aus 15 g E. coli-

Zellen, wie in Kapitel 2.6.2 bzw. 2.6.3 beschrieben, bis zur Bindung der Proteine an die „Strep-

Tactin Superflow High capacity“-Säulen durchgeführt, wobei 1 ml Säulenmaterial verwendet 

wurde. Die Säule wurde mit 5 ml MN-Puffer inkl. 0,4 mM DDM gewaschen. Anschließend 

wurden 500 µg gereinigtes PilF, gelöst in 1 ml Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, 

pH 8,5, 0,4 mM DDM) hinzugegeben und es erfolgte eine Koinkubation von PilF mit dem    

Köder-Protein auf der Säule für 15 min bei Raumtemperatur. Nicht gebundene Proteine wurden 

durch Waschen mit 10 × 1 ml MN-Puffer inkl. 0,4 mM DDM entfernt. Die Elution erfolgte in 

3 ml Elutionsbuffer (MN-Puffer mit 0,4 mM DDM und 2,5 mM D-Desthiobiotin). Die Eluate 

wurden mit einem „Amicon Ultracel“-Filter (MWCO: 10 kDa, Merck Millipore, Billerica) an-

konzentriert und je 10 µl wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die letzte Waschfraktion 

wurde im gleichen Maße ankonzentriert und auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Als 

Negativkontrolle wurde eine „leere“ Strep-Tactin-Säule mit 500 µg PilF inkubiert, gewaschen 

und eluiert wie oben beschrieben. 
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2.8 Gelfiltration zur Bestimmung der molekularen Masse von Protein-

komplexen 

 

Um die Komplexbildung verschiedener PilF-Varianten zu untersuchen, wurden Gelfiltrationen 

an der „ÄKTA-FPLC“ mit „UPC-900-Detektor“ und „P-900-Pumpsystem“ (Amersham 

Bisciences, Freiburg) durchgeführt. Die „Superose 6 10/300 GL“-Säule (GE Healthcare Life 

Sciences, Freiburg) wurde dafür mit Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) 

equilibriert. Je 500 µg der gereinigten Proteine wurden bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf-

getrennt. Zur Kalibrierung wurden Thyroglobolin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Aldolase 

(158 kDa) und Ovalbumin (44 kDa) aus dem Gelfiltrations-Kalibrierungskit „HMW“ (GE 

Healthcare Life Sciences, Freiburg) nach Herstellerangaben verwendet. Die Proteine wurden 

dafür ebenfalls in Bicine-Puffer gelöst.  

 

2.9 Analyse der ATP-Bindung an PilF und PilM 

 

2.9.1 Bindung von [α-32P]-ATP 

 

Um die Bindung von ATP an PilF- und PilM-Varianten zu untersuchen, wurden die entspre-

chenden gereinigten Proteine mit radioaktiv markiertem ATP vernetzt wie von Babst et al. 

(1998) beschrieben und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Exposition der SDS-Gele auf 

einer Speicherleuchtstofffolie („Storage phosphor screen“) wurde die Radioaktivität nachgewie-

sen.  

Es wurden jeweils 1 µg (PilM) bzw. 2 µg (PilF) gereinigtes Protein in einem 20-µl-

Reaktionsansatz mit 15 µCi [α-
32

P]-ATP für 5 bis 10 min auf Eis inkubiert. Die Quervernetzung 

der Moleküle erfolgte für 10 min in ca. 5 cm Abstand zu einer UV-Lampe (254 nm). Um die 

Proteine zu fällen, wurden 10 % (w/v) Trichloressigsäure (TCA) zugesetzt und 5 min bei 

16000 × g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 200 µl Aceton gewaschen und nach 2 min Zentri-

fugation bei 16000 × g  wurde der Überstand abgenommen und das Pellet bei 37 °C getrocknet. 

Die Probe wurde schließlich in 15 µl SDS-Probenpuffer gelöst und in einem SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde dann für ca. 30 min bei 80 °C getrocknet (Gel-

trockner Model 543, Bio-Rad Laboratories GmbH, München) und für 3 bis 4 h auf den „Storage 

phosphor screen“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) aufgelegt. Die Auswertung erfolgte 

mit dem „Typhoon 9400 imager“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) und die detektierten 

ATP-Mengen wurden mittels des „ImageJ Analyse Tools“ (Abràmoff et al. 2004) verglichen. 
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2.9.2 Bestimmung des ATP-Gehalts von Proteinen 

 

Der ATP-Gehalt von PilM und PilMN-Komplexen nach der Aufreinigung aus E. coli wurde 

mittels Luciferase-Luciferin-Reaktion bestimmt (Kimmich et al. 1975). Dafür wurden definierte 

Protein-Mengen in 80 µl MN-Probenpuffer durch Zugabe von 10 % (w/v) TCA und 15-

minütiger Inkubation auf Eis gefällt. Nach Zugabe von 11,6 µl gesättigter K2CO3-Lösung und 

18,6 µl Na-TES-Puffer (0,4 M Na-TES, pH 7,4) wurde für 10 min bei 16200 × g zentrifugiert. 

20 µl des Überstandes wurden mit 250 µl ATP-Bestimmungspuffer (5 mM Na2HAsO4, 4 mM 

MgSO4, 20 mM Glycylglycin, pH 8) vermischt. Nach Zugabe von 5 µl „Firefly Lantern 

Extract“ (Sigma-Aldrich, St. Louis) wurde die Lumineszenz für 10 s im Luminometer (LB 9509 

Junior, Berthold Technologies, Bad Wildbad) gemessen. Die Kalibrierungsgerade umfasste 

einen Bereich von 0 bis 200 pmol ATP pro Ansatz. 

 

2.10 Messung der ATP-Hydrolyse-Aktivität 

 

2.10.1 Phosphat-Bestimmung mittels AAM-Reagenz 

 

Die ATPase-Aktivität wurde bestimmt, indem das durch die ATP-Hydrolyse freigesetzte Ortho-

phosphat über die Zeit quantifiziert wurde (Heinonen und Lahti 1981). Bei der Reaktion von 

Orthophosphat mit Ammoniummolybdat entsteht Phosphomolybdat, welches in Aceton gelöst 

im sauren Milieu eine gelbe Färbung hat, die bei 355 nm gemessen werden kann. 

Zur Bestimmung der ATPase-Aktivität von PilF-Derivaten wurden zunächst 200 µg gereinigtes 

Protein mit 1200 µl Testpuffer (50 mM Tris, 50 mM MOPS, 50 mM Glycin, 50 mM CHES, 

150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 % (v/v) Glycerin, pH 9,5) 10 min auf Eis inkubiert. Anschlie-

ßend wurde 3 min bei 68 °C inkubiert, bevor die Reaktion durch Zugabe von 30 µl einer 

100 mM Na2ATP-Lösung (Endkonzentration im Testansatz: 2,5 mM) gestartet wurde. Nach 0, 

4, 8, 12 und 16 min wurde je eine 200 µl Probe aus dem Testansatz entnommen und mit 40 µl 

einer 30 %igen (w/v) TCA-Lösung versetzt. Das dabei ausgefallene Protein wurde 7 min bei 

16400 ×g abzentrifugiert. 200 µl des Überstandes wurden mit 1 ml AAM-Reagenz (50 % (v/v) 

Aceton, 625 mM H2SO4, 2,5 mM (NH4)6Mo7O24) gemischt und 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde die Extinktion bei 355 nm gemessen. Die Orthophosphatkon-

zentration wurde mithilfe einer Eichgerade bestimmt, die mit verschiedenen KH2PO4-Mengen 

(0 - 100 nmol KH2PO4) erstellt wurde. Die physikalische ATP-Hydrolyse wurde unter gleichen 

Bedingungen ohne Zugabe von Protein bestimmt und von den für PilF ermittelten Werten abge-

zogen, um nur die durch PilF katalysierte ATP-Hydrolyse zu erhalten. 
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2.10.2 Phosphat-Bestimmung mittels Malachitgrün 

 

Die Bestimmung der Orthophosphatkonzentration mittels Malachitgrün-Test ist sensitiver als 

die mit AAM-Reagenz und erlaubt so auch den Einsatz von geringeren Mengen an Enzym bei 

der Bestimmung der ATPase-Aktivität (Itaya und Ui 1966; Henkel et al. 1988; Camberg und 

Sandkvist 2005). Wie beim Test mit AAM-Reagenz entsteht zunächst Phosphomolybdat. Mala-

chitgrün ist bei dem verwendeten pH-Wert von unter 2 gelblich, bildet aber zusammen mit 

Phosphomolybdat einen blau-grünen Komplex, der spektrophotometrisch bei 650 nm nachge-

wiesen werden kann. Diese Technik wurde verwendet, um die Stimulation von PilF durch Zu-

gabe verschiedener Proteine und Substanzen zu untersuchen. 

Zur Messung der ATPase-Aktivität von PilF wurden 40 µg gereinigtes PilF (entspricht 

66,7 pmol des Hexamers) in einem 200 µl Reaktionsansatz mit 3 mM ATP in Testpuffer 

(50 mM Tris, 50 mM MOPS, 50 mM Glycin, 50 mM CHES, 150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 % 

(v/v) Glycerin, pH 9,5) inkubiert. Die Hydrolyse erfolgte bei 68 °C über einen Zeitraum von 

15 min, wobei alle 5 min 40 µl Proben entnommen und mit 8 µl einer 30 %igen (w/v) TCA-

Lösung versetzt wurden. Nach 7-minütiger Zentrifugation bei 16400 ×g wurde der Phosphatge-

halt des Überstandes bestimmt. Dafür wurden 40 µl des Überstandes mit 800 µl Malachitgrün 

Reagenz (1,05 % (w/v) Ammoniummolybdat 0,034 % (w/v) Malachitgrün Hydrochlorid, 0,1 % 

(v/v) TritonX-100, 1 N HCl) für 2 min inkubiert. Es wurden 100 µl einer 34 %igen (w/v) Natri-

umcitrat-Lösung hinzugegeben, gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurde die Extinktion bei 650 nm gemessen und die Phosphatmenge wurde mit Hilfe einer 

KH2PO4-Eichkurve (0 - 16 nmol KH2PO4) ermittelt. Alle Messungen erfolgten in technischen 

Duplikaten. 

Um die Stimulation der PilF ATPase-Aktivität zu untersuchen, wurden dem Reaktionsansatz 

verschiedene Mengen (0 pmol, 400 pmol, 667 pmol, 1,33 nmol, 2 nmol) gereinigtes PilMNO, 

PilMN, PilM bzw. PilN hinzugefügt. Dabei wurde die Menge an hinzugefügtem MN-Puffer 

inkl. 0,4 mM DDM stets gleich gehalten. Die ATPase-Aktivität von PilMNO, PilMN, PilM und 

PilN wurde ebenfalls analysiert, wobei jeweils 2 nmol des gereinigten Proteins bzw. Protein-

komplexes eingestzt wurden. 

Cardiolipin (CL) wurde in einer Stammkonzentration von 5 mM dem Protokoll von Camberg et 

al. (2007) folgend in Lipidpuffer (20 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) gelöst. Die 

Lösung wurde 2 min kräftig geschüttelt, dann in Flüssigstickstoff eingefroren und 3 min bei 

37 °C aufgetaut. Dies wurde zehnmal wiederholt, bis Vesikel entstanden waren. Dem PilF-

ATPase-Test mit oder ohne 1,33 nmol PilMN wurde CL in einer Endkonzentration von 125 µM 

bzw. 250 µM hinzugefügt, bevor die Reaktion durch Zugabe von ATP gestartet wurde. 

Um den Einfluss von DNA auf die PilF-Aktivität zu untersuchen, wurden 3 µg bzw. 30 µg einer 

25 Nukleotide langen polyA-ssDNA (Tab. 2.5) der ATPase-Reaktion in An- oder Abwesenheit 

von 1,33 nmol PilMN hinzugefügt. 

In einem weiteren Versuch wurden den Reaktionsansätzen 200 µM c-di-GMP (bereitgestellt 

von Heiko Keller, Goethe-Universität Frankfurt) beigefügt. Anschließend wurde die ATP-

Hydrolyse durch PilF oder PilF + PilMN bestimmt. 
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2.11 Thermofluor-Assay 

 

Die Thermostabilität von PilF-Komplexen wurde mittels Thermofluor-Assay unter Verwendung 

von „SYPRO Orange“ (Invitrogen) analysiert (Niesen et al. 2007). „SYPRO Orange“ bindet 

spezifisch an hydrophobe Bereiche von Proteinen, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffs stark 

zunimmt. Beim Zerfall von Proteinkomplexen oder der Denaturierung werden mehr hydrophobe 

Proteinbereiche für die Interaktion mit „SYPRO Orange“ frei, was als Anstieg der Fluoreszenz 

gemessen werden kann. Die Messung erfolgte in einem 20-µl-Ansatz mit Bicine-Puffer (50 mM 

Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) und 10 µg gereinigtem PilF. Zur Erhitzung und Fluoreszenz-

messung (Anregung: 460 nm, Emission: 510 nm) wurde der „Rotor Gene Q5 Plex high 

resolution melt (HRM) Thermocycler“ von Quiagen (Hilden) verwendet. Um den Einfluss der 

Ligandenbindung auf die Thermostabilität der PilF-Komplexe zu untersuchen, wurden dem 

Ansatz 5 mM AMP-PNP oder 2,5 mM ADP hinzugesetzt. Der Thermofluor-Assay wurde in 

Kooperation mit Barbara Rathmann (Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.) 

durchgeführt.  

 

2.12 Isotherme Titrationskalometrie  

 

Zur Analyse der c-di-GMP Bindung an PilF wurde in Kooperation mit Prof. Dr. Jens Wöhnert 

(Goethe-Universität Frankfurt) isotherme Titrationskalometrie (ITC) durchgeführt. Dafür wur-

den 50 µM gereinigtes PilF in Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) in die 

Messzelle einer „MicroCal
TM

 iTC200“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) gegeben. Je 2 µl 

des Liganden, der ebenfalls in Bicine-Puffer gelöst vorlag, wurden in 120 s Intervallen injiziert. 

Jede Injektion erfolgte über einen Zeitraum von je 4 s. Die Referenztemperatur betrug 20 °C. 

Die Liganden c-di-AMP (Cayman Chemical, Ann Arbor, USA), cGAMP und c-di-GMP wur-

den, wenn nicht anders angegeben, in einer Konzentration von 800 µM in Bicine Puffer gelöst. 

Die Messungen wurden von Jonas Watzel durchgeführt, die Auswertung erfolgte ebenfalls in 

Zusammenarbeit mit dem AK Wöhnert. 

 

2.13 Elektronenmikroskopische Analyse der Pilierung  

 

T. thermophilus-Zellen wurden elektronenmikroskopisch untersucht, um die Zahl der Pili zu 

ermitteln. Die zu analysierenden T. thermophilus-Stämme wurden zunächst 2 Tage bei 68 °C 

auf TM
+
-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusätzen kultiviert. Ein ca. 

0,5 cm × 0,5 cm großes Stück des bewachsenen Agars wurde ausgeschnitten und in einem 

ca. 5-µl-Tropfen H2O für 2 min inkubiert. Der Agar wurde entfernt und ein entladenes Kupfer-

raster (400 Mesh) wurde in die Zellsuspension eingetaucht, so dass es Zellen aufnahm. Das 

Raster wurde anschließend dreimal mit je einem Tropfen H2Odest gewaschen und überschüssiges 

Wasser wurde mit einem Filterpapier abgesaugt. Das beladene Kupferraster wurde mit dem 
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BAF 060 „freeze-fracture-system“ (BAL-TEC, Liechtenstein) bei einem Druck von 

3 - 4 x 10
-7

 mbar und einer Temperatur von 28 °C schrägbedampft. Platin/Carbon wurde in  

einem Winkel von 25 ° bis zu 1,5 nm Dicke aufgebracht. Die Analyse der Zellen erfolgte in 

einem Transmissions-Elektronenmikroskop (EM 208S, FEI, USA) und wurde von R. Salzer 

(Goethe-Universität, Frankfurt a. M.) durchgeführt. F. Joos (Max-Planck-Institut für Biophysik, 

Frankfurt a. M.) hat die Kupferraster vorbereitet und die Schrägbedampfung durchgeführt. 

 

2.14 Analyse der „twitching motility“ 

 

„Twitching motility“, die gleitende Fortbewegung auf feuchten Oberflächen, wurde untersucht, 

indem T. thermophilus-Zellen auf BSA-haltigem Minimalmedium ( 

Tab. 2.8) ausgebracht wurden. Alle Lösungen wurden mit Millipore-Wasser angesetzt. Agar, 

Wasser, Lösung A und Lösung B wurden zunächst autoklaviert. Alle weiteren Lösungen wur-

den separat steril filtriert und nach dem Autoklavieren zugegeben.  

 

Tab. 2.8. Zusammensetzung des Minimalmediums. 

Bestandteil Menge Zusammensetzung Konzentration in 

Stammlösung
a 

Endkonzentration 

Lösung A  

(pH 8) 

20 ml K2HPO4 215 mM 4,3 mM 

KH2PO4 92,5 mM 1,85 mM 

(NH4)2SO4 945 mM 18,9 mM 

NaCl 1710 mM 34,2 mM 

Lösung B 10 ml MgCl2 60 mM 0,6 mM 

CaCl2 17 mM 0,17 mM 

Lösung C 100 µl FeSO4 216 mM 21,6 µM 

CoCl2 34 mM 3,4 µM 

NiCl2 0,85 mM 0,085 µM 

Lösung D 100 µl NaMoO4 43,2 mM 4,32 µM 

Lösung E 100 µl VOSO4 4,6 mM 0,46 µM 

Lösung F 100 µl MnCl2 25,3 mM
b 

2,53 µM 

Lösung G 100 µl ZnSO4 2,1 mM 0,21 µM 

Lösung H 100 µl CuSO4 0,6 mM 0,06 µM 

Vitamin-

Lösung 

1 ml Thiamin 1 mg/l 1 µg/l 

Biotin 0,1 mg/l 0,1 µg/l 

Hefeextrakt 1 ml  10 % (w/v) 0,01 % (w/v) 

BSA 10 ml  10 % (w/v) 0,1 % (w/v) 

Agar 20 g   2 % (w/v) 
a
 Wenn nicht anders angegeben, in H2O gelöst 

b
 MnCl2 wurde in 0,01 N HCl gelöst 
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Die zu untersuchenden T. thermophilus-Zellen wurden mit einer Pipettenspitze von einer 

Agarplatte abgenommen und durch Einstechen der Spitze punktuell auf das Minimalmedium 

ausgebracht. Alternativ wurden Zellen einer stationären Kultur abzentrifugiert (16200 Upm, 

1 min) und mit TM
+
-Medium auf eine OD600 von 10 eingestellt. 2 bis 4 µl dieser Zellsuspension 

wurden dann auf das Minimalmedium aufgetropft. Die Inkubation erfolgte für 3 Tage bei 68 °C 

oder für 7 Tage bei 58 °C in einer geschlossenen Schale zusammen mit nassen Papiertüchern, 

um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewährleisten. Um die „twitching“-Höfe besser sichtbar zu 

machen, wurden die Platten mit Coomassie-Lösung (0,053 % (w/v) Coomassie Blue R250, 

50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure) gefärbt. Nach ca. 10 min wurden überschüssiger 

Farbstoff und die Zellen abgewaschen, so dass die „twitching“-Zone als heller Hof sichtbar 

wurde. 

 

2.15 Adhäsion von T. thermophilus an Plastikoberflächen 

 

Die Fähigkeit der T. thermophilus-Stämme an Oberflächen zu adhärieren wurde an Grenzflä-

chen von Polystyrol und flüssigem TM
+
-Medium untersucht, wie von Salzer et al. (2014c) be-

schrieben. Zellen einer in TM
+
-Medium kultivierten Übernachtkultur wurden mit TM

+
-Medium 

auf eine OD600 von 0,05 verdünnt. Je 100 µl der Zellsuspension wurden in je drei Vertiefungen 

einer Mikrotestplatte (96 Well, Flachboden, Sarstedt, Nürnberg) gegeben. Die Platte wurde mit 

einer „Breathe-Easy“ Membran (Diversified Biotech, Boston) überzogen und dann in eine Box 

mit feuchten Tüchern gestellt. Die Inkubation erfolgte für 2 Tage bei 68 °C oder 58 °C. Nach 

der Inkubation wurde die „Breathe-Easy“ Membran entfernt und die OD600 in den einzelnen 

Vertiefungen wurde im Photometer (SpectraMax M5, Molecular Devices, SanJose) gemessen. 

Anschließend wurde die Flüssigkeit abgegossen und die Platte wurde zweimal je 1 min lang mit 

Wasser gewaschen. Die Mikrotestplatte wurde bei 68 °C getrocknet, bevor je 200 µl einer 

0,1 %igen (w/v) Kristallviolett-Lösung in jede Vertiefung gegeben wurden. Nach 15-minütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lösung abgegossen und die Platte wurde dreimal je 

1 min mit Wasser gespült. Während der darauffolgenden 30-minütigen Inkubation mit 200 µl 

Ethanol pro Vertiefung wurde das in den adhärierenden Zellen gebundene Kristallviolett gelöst. 

Dieses wurde durch Messung der Absorption bei 570 nm photometrisch detektiert. Der Quotient 

A570nm/OD600nm ist ein Maß Für die Adhäsion. 
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3 Ergebnisse 

 

Für die natürliche Transformation von T. thermophilus werden mindestens 16 Proteine benötigt, 

die durch Mutantenstudien als Teil des DNA-Translokators identifiziert werden konnten 

(Averhoff 2009). Neun dieser Proteine haben eine duale Funktion und sind auch für die 

Assemblierung von T4P-Pili und die T4P-vermittelte gleitende Bewegung („twitching motility“) 

und Adhäsion an Oberflächen notwendig.  

Eines dieser bifunktionalen Proteine ist die Motor-ATPase PilF, deren Domänen und Interaktio-

nen mit anderen Komponenten des DNA-Translokators im Rahmen dieser Arbeit untersucht wer-

den sollen. Darüberhinaus sollte die Funktion Präpilin-ähnlicher Gene bei der natürlichen Trans-

formation und den T4P-Funktionen analysiert werden.  

 

3.1 Die Rolle Präpilin-ähnlicher Proteine in T. thermophilus 

 

In T. thermophilus HB27 wurden insgesamt 12 Gene in 3 verschiedenen Loki identifiziert, die für 

Präpilin-ähnliche Proteine codieren (Friedrich et al. 2003) (Abb. 3.1). Einer dieser Loki befindet 

sich auf dem Megaplasmid pTT27 und beinhaltet die Präpilin-ähnlichen Gene TTP0075, 

TTP0076 und TTP0077, sowie das Gen TTP0078, die zusammen ein Operon bilden (Pahl 2017) 

(Abb. 3.1). Der zweite Lokus befindet sich auf dem Chromosom von T. thermophilus HB27 und 

beinhaltet neben den fünf Präpilin-ähnlichen Genen TTC1836, TTC1838, TTC1839, TTC1841 

und TTC1842 weitere Gene, die für Proteine mit Ähnlichkeiten zu T4P oder T2SS codieren, wie 

z. B. die putative Motor-ATPase TTC1844 oder das GspF-ähnliche Protein TTC1845. Der dritte 

Lokus enthält die Präpilingene pilA1, pilA2, pilA3 und pilA4, die bereits gut untersucht wurden 

(Friedrich et al. 2003), sowie das Kompetenz-spezifischen Gen comZ (Abb. 3.1). 

Alle 12 Präpilin-ähnlichen Proteine weisen die Präpilinpeptidase-Erkennungssequenz auf und 

haben Längen von 116 - 306 Aminosäuren und abgeleitete molekulare Massen von 11,9 - 

32,9 kDa (Tab. 3.1). Die Präpilin-ähnlichen Proteine haben eher geringe Sequenzübereinstim-

mungen mit dem Hauptpilin PilA4, welches der Hauptbestandteil des T4P ist (Tab. 3.1). Piline 

bestehen aus einer C-terminalen, globulären Kopfdomäne und einer N-terminalen α-Helix. Die 

N-terminalen Aminosäuresequenzen der Piline aus T. thermophilus zeigen starke Ähnlichkeiten 

(Abb. 3.2), während die Diversität der Kopfdomänen sehr ist hoch ist. Dies ist typisch für Piline 

(Pelicic 2008; Karuppiah et al. 2016). Die Proteine ComZ und TTC1651 wurden ebenfalls im 

Rahmen dieser Arbeit analysiert (dieses Kapitel und Kapitel 3.2) und sind ebenfalls in Tabelle 3.1 

aufgeführt, obwohl sie nicht die komplette Präpilinpeptidase-Erkennungssequenz beinhalten und 

weniger als 8 % Übereinstimmung mit PilA4 aufweisen (Tab. 3.1).  
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Abb. 3.1. Organisation der Gen-Loki mit Präpilin-ähnlichen Genen. Gene, die für Präpiline 

oder Präpilin-ähnliche Proteine codieren, sind blau dargestellt. Weitere Gene, die potentiell mit 

T4P-Funktionen oder natürlicher Transformation assoziiert sind, sind lila, alle weiteren Gene sind 

grau dargestellt. aidB, putative Acyl-CoA Dehydrogenase; moaD, Molybdopterin konvertierender 

Faktor, kleine Untereinheit; pilA1, pilA2, pilA3, Kompetenz-spezifische Präpilingene; comZ, 

Thermus-spezifisches Kompetenzgen; pilA4, Hauptpilingen; trxR, putative Thioredoxin-

Reduktase; yedY, putative Sulfit-Oxidoreduktase; hisJ, putative Histidinol-Phosphatase. 

 

Tab. 3.1. In silico Analyse der Präpiline und Präpilin-ähnlichen Proteine. 

Präpilin 

Abgeleitete 

Molekulare 

Masse (kDa)
a 

Länge des 

Proteins (AS) 

Länge der  

Leitsequenz (AS) 

Sequenz-

übereinstimmung 

mit PilA4
b
 (%) 

PilA4 13,9 131 6 100 

TTP0075 15,6 145 4 24,8 

TTP0076 16,6 159 6 19,4 

TTP0077 32,9 306 6 10,1 

TTC1836 11,9 116 5 22,3 

TTC1838 15,6 142 4 24,7 

TTC1839 16,6 150 4 21,3 

TTC1841 26,2 246 4 10,7 

TTC1842 30,0 279 4 11,6 

PilA1 16,9 156 5 15,7 

PilA2 20,6 193 4 21,0 

PilA3 24,9 233 4 15,9 

ComZ
c 

59,6 554 5
c 

6,5 

TTC1651
c 

10,1 88 7
c 

1,4 
a
 Die molekulare Masse wurde mit dem „Compute pI/Mw tool“ des „ExPASy Bioinformatics Resource 

Portal“ abgeleitet (Gasteiger et al. 2005). 
b
 Die Übereinstimmung („identity“) mit PilA4 aus T. thermophilus wurde mit „EMBOSS Needle“ des 

EMBLE-EBI ermittelt (Needleman und Wunsch 1970; McWilliam et al. 2013). 
c 

Da ComZ und TTC1651 statt der konservierten Sequenz G-1[F/L/V/I/M]+1E+5 die Aminosäuren R-1I+1E+5 

bzw. G-1I+1A+5 tragen, ist unklar, ob es sich tatsächlich um Präpiline handelt, die prozessiert werden. 
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Durch Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass das Hauptpilin PilA4 und die drei Nebenpi-

line PilA1, PilA2, PilA3 für die natürliche Transformation benötigt werden. Die Mutation von 

pilA4 führte zum Verlust der T4P, während die Deletion von pilA1, pilA2 und pilA3 keinen Ein-

fluss auf die Bildung funktionaler T4P hatte (Friedrich et al. 2003).  

Zellen, bei denen die Präpilin-ähnlichen Gene TTP0075-TTP0077, TTC1836 oder TTC1838 mu-

tiert waren, bildeten weiterhin Pili und waren natürlich transformierbar (Friedrich et al. 2003). 

Jedoch wurde bei diesen Mutanten nicht getestet, ob die T4P noch funktional sind, also Adhäsion 

und „twitching motility“ vermitteln. Kürzlich konnte allerdings gezeigt werden, dass die Deletion 

von TTP0075-TTP0077 oder die Mutation von TTP0077 zum Verlust der „twitching motility“ 

und der Adhäsion an Plastikoberflächen führt, die gebildeten Pili also nicht mehr funktional sind 

(Pahl 2017). 

Analysen der Proteinzusammensetzung abgescherter Pili haben bestätigt, dass PilA4 der Haupt-

bestandteil der T4P ist. PilA1, 2 und 3 konnten nicht detektiert werden (persönliche Kommunika-

tion, J. Langer, Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.). In den abgescherten Pili 

konnten neben PilA4 die Präpilin-ähnlichen Proteine TTC1836, TTC1838, TTC1842, TTP0075, 

TTP0076 und TTP0077 identifiziert werden. Zudem wurde in den abgescherten Pili ein bisher 

unbekanntes Protein, TTC1651, detektiert, welches Ähnlichkeiten zu Präpilinen aufweist. Die 

Gene, die TTC1651 flankieren, codieren für eine putative Sulfit-Oxidoreduktase und eine putative 

Histidinol-Phosphatase (Abb. 3.1), zeigen also keinen Zusammenhang mit T4P. TTC1651 ist ein 

sehr kleines Protein (Tab. 3.1). Es enthält die in der Präpilinpeptidase-Erkennungssequenz (G-1, 

[F/L/V/I/M]+1, E+5, wobei die Zahlen die Position relativ zu der Präpilinpeptidase-Schnittstelle 

angeben) konservierten Aminosäuren I+1 und E+5, aber nicht das konservierte G-1, das für die Pro-

zessierung durch die Präpilinpeptidase benötigt würde (Abb. 3.2). Bei TTC1651 handelt es sich 

also vermutlich nicht um ein Präpilin, aber möglicherweise um ein Pilus-assoziiertes, Präpilin-

ähnliches Protein. 

 

 

Abb. 3.2. Sequenzabgleich der N-Termini Präpilin-ähnlicher Proteine aus T. thermophilus 

HB27. Die N-terminalen Aminosäuresequenzen der Präpiline und Präpilin-ähnlichen Proteine 

PilA1, PilA2, PilA3, PilA4, TTC1836, TTC1838, TTC1839, TTC1841, TTC1842, TTC1651, 

TTP0075, TTP0076, TTP0077 und ComZ wurde mit Hilfe des IBIVU PRALINE „multiple 

sequence alignment tool“ (Simossis und Heringa 2003) verglichen. Die Übereinstimmung der 

Aminosäuren innerhalb der abgeglichenen Sequenzen ist farblich markiert. Die Präpilinpeptidase-

Schnittstelle ist durch einen Pfeil markiert. 
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T. thermophilus-Zellen, die bei 55 °C statt bei 68 °C kultiviert wurden, zeigten eine stärkere Pilie-

rung und deutlich stärkere Adhäsion an Plastikoberflächen (Salzer et al. 2014c). Der Vergleich 

von Pilus-Fraktionen von Zellen die bei 58 °C kultiviert wurden mit Zellen, die bei 68 °C kulti-

viert wurden, zeigte, dass der Anteil der Präpilin-ähnlichen Proteine TTC1842, TTC1651, 

TTP0075, TTP0076, und TTP0077 bei 58 °C erhöht war (persönliche Kommunikation J. Langer, 

Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob sich die Mutation bzw. Deletion der 

Präpilin-ähnlichen Gene TTC1836, TTC1842, TTC1651, TTP0075 oder TTP0076 auf die „twit-

ching motility“ und die Adhäsion an Oberflächen bei verschiedenen Temperaturen auswirkt. Da 

für die Gene TTC1842, TTC1651, TTP0075 und TTP0076 bisher keine (Einzel-)Mutanten vorla-

gen, mussten diese Gene zunächst deletiert werden. 

 

3.1.1 Deletion von TTC1842, TTC1651, TTP0075 und TTP0076 

 

Die Deletion eines Gens in T. thermophilus kann durch den Austausch des betreffenden Gens 

gegen einen Selektionsmarker, in diesem Fall eine Beomycinresistenz (bleo
R
)-Kassette, erfolgen. 

Dafür wird zunächst ein Plasmid erstellt, das sich nicht in T. thermophilus repliziert und das den 

Selektionsmarker zwischen zwei ~ 1000 Bp DNA-Bereichen trägt. Diese DNA-Bereiche 

entsprechen der DNA, die das zu deletierende Gen im T. thermophilus-Genom flankiert, und 

werden im Folgenden als UP- und DW-Region bezeichnet (für „upstream“ und „downstream“). 

An diesen UP- und DW-Regionen kann es in T. thermophilus zu einer doppelt-homologen 

Rekombination mit den entsprechenden DNA-Abschnitten im Genom kommen, wodurch die 

dazwischenliegenen Gene ausgetauscht werden. Durch die Selektion auf Bleomycinresistenz wird 

dann die Deletionsmutante isoliert. 

Abbildung 3.3 A zeigt die einzelnen Schritte zur Erstellung des Plasmides pUC19-

∆TTC1842::bleo, welches zur Deletion von TTC1842 genutzt wurde. Die UP- und DW-Region 

wurde mit genomischer T. thermophilus-DNA als Matrize amplifiziert. Dazu wurden die 

Starteroligonukleotide TTC1842up_for und TTC1842up_rev bzw. TTC1842dw_for und 

TTC1842dw_rev (Tab. 2.5) verwendet. Die bleo
R
-Kassette wurde mit den Starteroligonukleotiden 

Bleo_for_NotI und Bleo_rev_PstI am Plasmid pWUR112 amplifiziert. Die Größen der PCR-

Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese bestätigt (Abb. 3.3 B). Die UP-Region wurde 

dann mit EcoRI und NotI verdaut, die DW-Region mit PstI und HindIII und die bleo
R
-Kassette 

mit PstI und NotI. Zudem wurde das Plasmid pUC19 mit EcoRI und HindIII geschnitten und 

dann gelelektrophoretisch überprüft (Abb. 3.3 C).  
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Abb. 3.3. Klonierungsschema zur Erstellung von pUC19-∆TTC1842::bleo und Überprüfung 

des rekombinanten Plasmides im Agarosegel. Schema der Erstellung von pUC19-

∆TTC1842::bleo (A). Die TTC1842-flankierenden DNA-Regionen wurden mit den in Tab. 2.5 

angegebenen Starteroligonukleotiden amplifiziert. Für die UP-Region von TTC1842 wurde dabei 

ein PCR-Produkt der Größe 956 Bp erwartet, für die DW-Region ein 973-Bp-Produkt (B, Spur 2 

und 3). Die bleo
R
-Kassette wurde ebenfalls amplifiziert, wobei ein Produkt der Größe 817 Bp 

erwartet wurde (B, Spur 4). Der Vektor pUC19 wurde mit EcoRI und HindIII geschnitten, wobei 

ein 2637-Bp-Fragment entstehen sollte (C, Spur 2). Das erstellte Plasmid pUC19-

∆TTC1842::bleo wurde zur Kontrolle mit EcoRI und HindIII verdaut. Es wurden vier Fragmente 

der Größen 2635, 1072, 884 und 780 Bp erwartet (C, Spur 3, siehe auch Abb. A1 im Anhang). 

Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. 

Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) 

verwendet (B und C, Spur 1). 

 

Die vier DNA Fragmente wurden miteinander ligiert und in E. coli 10-beta transformiert. 

Transformanden wurden auf Ampicillin-haltigem LB-Madium selektioniert, das Plasmid pUC19-

∆TTC1842::bleo (Plasmidkarte im Anhang, Abb. A1) wurde aus den Ampicillin-resistenten 

E. coli-Zellen isoliert und durch Verdau mit EcoRI und HindIII überprüft. Dabei entstanden vier 

DNA Fragmente der erwarteten Größen 2635, 1072, 884 und 780 Bp (Abb. 3.3 C).  
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Abb. 3.4. Klonierungsschema zur Erstellung von pUC19-∆TTC1651::bleo und Überprüfung 

des rekombinanten Plasmides im Agarosegel. Schema der Erstellung von pUC19-

∆TTC1651::bleo (A). Die DNA-Regionen, die TTC1651 flankieren, wurden mit den in Tab. 2.5 

angegebenen Starteroligonukleotiden amplifiziert. Für die UP-Region von TTC1651 wurde ein 

PCR-Produkt der Größe 997 Bp erwartet, für die DW-Region ein 1019-Bp-Produkt (B). Für die 

Klonierung wurde die gleiche bleo
R
-Kassette und das gleiche mit EcoRI und HindIII verdaute 

pUC19 verwendet, wie für die Erstellung von pUC19-∆TTC1842::bleo. Das erstellte, rekombi-

nante Plasmid pUC19-∆TTC1651::bleo wurde zur Kontrolle mit EcoRI und HindIII verdaut 

(Plasmidkarte mit Restriktionsschnittstellen im Anhang, Abb. A2). Dabei wurden drei Fragmente 

der Größen 2635, 1727 und 1063 Bp erwartet (C). Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarose-

gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 1 kb 

Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) verwendet (B und C, Spur 1). 

 

Die Klonierung von pUC19-∆TTC1651::bleo erfolgte auf die gleiche Weise unter Verwendung 

der TTC1651-spezifischen Starteroligonukleotide (Tab. 2.5), wie in Abbildung 3.4 dargestellt. 

Nach der Amplifikation wurde die UP-Region mit EcoRI und PstI verdaut und die DW-Region 

mit NotI und HindIII. Abbildungen 3.4 B zeigt, dass die PCR-Produkte den erwarteten Größen 

von 997 und 1019 Bp entsprachen. Zur Überprüfung des rekombinanten Plasmides pUC19-

∆TTC1651::bleo wurde dieses mit EcoRI und HindIII verdaut, wobei die drei erwarteten 

Fragmente der Größen 2635, 1727 und 1063 Bp entstanden (Abb. 3.4 C, Plasmidkarte im An-

hang, Abb. A2).  

Für die Deletion der Megaplasmid-codierten Gene TTP0075 und TTP0076 wurden ebenfalls 

pUC19-basierte Plasmide erstellt. Dies erfolgte jedoch in zwei Schritten, wie in Abbildung 3.5 A 

dargestellt. Für die Erstellung von pUC19-∆TTP75::bleo wurde pUC19 mit EcoRI geschnitten 

und TTP075 wurde inklusive der UP- und DW-Region mit den Starteroligonukleotiden 

TTP75up_for_G1 und TTP75dw_rev_G1 an genomischer DNA amplifiziert (Abb. 3.5 B, Spur 2 

und 3). Die beiden DNA-Fragmente wurden durch „Gibson Assembly“ miteinander zum Plasmid 

pUC19-UPTTP75DW verknüpft. Dieses Plasmid diente als Matrize für eine PCR mit den 
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Starteroligonukleotiden TTP75up_rev_G1 und TTP75dw_for_G1, wobei das ganze Plasmid mit 

Ausnahme des zu deletierenden Gens amplifiziert wurde.  

 

Abb. 3.5. Klonierungsschema zur Erstellung von pUC19-∆TTP0075::bleo und pUC19-

∆TTP0076::bleo und Überprüfung der rekombinanten Plasmide mit Agarosegelelektropho-

rese. Schema der Erstellung von pUC19-∆TTP0075::bleo (A). Das zur Deletion von TTP0076 

genutzte Plasmid pUC19-∆TTP0076::bleo wurde auf die gleiche Art erstellt. Das 2686-Bp-

Plasmid pUC19 wurde mit EcoRI linearisiert (B, Spur 2). Bei der Amplifikation von TTP0075 

inklusive der flankierenden Bereiche wurde ein 2384-Bp-Produkt erwartet, bei der Amplifikation 

von TTP0076 inklusive der flankierenden Bereiche ein 2630-Bp-Produkt (B, Spur 3 und 4). Das 

jeweilige PCR-Produkt wurde durch „Gibson Assembly“ mit pUC19 verknüpft, so dass pUC19-

UPTTP75DW bzw. pUC19-UPTTP76DW entstanden. Diese Plasmide wurden als Matrize für 

PCRs verwendet, bei denen nur das zu deletierende Gen nicht amplifiziert wurde. Die erwarteten 

Größen der PCR-Produkte waren 4652 Bp für pUC-UPTTP75DW (C, Spur 2) und 4577 Bp für 

pUC-UPTTP76DW (C, Spur 3). In Abbildung 3.5 C, Spur 3 ist zudem ein unspezifisches Neben-

produkt der PCR zu erkennen (*). Die 750 Bp lange bleo
R
-Kassette wurde mit den Starteroligo-

nukleotiden Bleo_for_G1 und Bleo_rev_G1 amplifiziert (C, Spur 4) und mit dem jeweiligen 

amplifizierten Plasmid fusioniert. Die erstellten Plasmide wurden zur Kontrolle verdaut 

(Plasmidkarten mit Restriktionsschnittstellen im Anhang, Abb. A3 und A4). Beim Verdau von 

pUC19-∆TTP75::bleo mit FseI und SphI wurden Fragmente der Größen 1664 und 3690 Bp er-

wartet (D, Spur 2), beim Verdau von pUC19-∆TTP76::bleo mit DraIII Fragmente der Größen 

959 und 4303 Bp (D, Spur 3). Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham) verwendet (B, C, D, Spur 1). 
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Die bleo
R
-Kassette wurde mit den Starteroligonukleotiden Bleo_for_G1 und Bleo_rev_G1 ampli-

fiziert. Die PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese überprüft (Abb. 3.5 C, Spur 2 

und 4) und durch „Gibson Assembly“ miteinander fusioniert. Das erstellte Plasmid pUC19-

∆TTP75::bleo wurde durch Verdau mit FseI und SphI überprüft, wobei die zwei erwarteten 

Restriktions-Produkte (1664 und 3690 Bp) entstanden (Abb. 3.5 D, Spur 2). Die Plasmidkarte 

von pUC19-∆TTP75::bleo im Anhang zeigt die Positionen der verwendeten Restriktionsschnitt-

stellen (Abb. A3) 

Das Plasmid pUC19-∆TTP76::bleo wurde auf die gleiche Weise erstellt. Hier wurden die Starter-

oligonukleotide TTP76up_for_G1 und TTP76dw_rev_G1 (Tab. 2.5) zur Amplifikation von 

TTP0076 mit flankierenden Bereichen genutzt (Abb. 3.5 B, Spur 4). Das PCR-Produkt wurde mit 

durch EcoRI-Verdau linearisiertem pUC19 verknüpft, so dass das Plasmid pUC19-UPTTP76DW 

entstand. Dieses diente als Matrize für eine PCR mit den Starteroligonukleotiden 

TTP76up_rev_G1 und TTP76dw_for_G1 (Abb. 3.5 C, Spur 3). Durch Fusion des PCR-Produktes 

mit der bleo
R
-Kassette mittels „Gibson Assembly“ entstand das Plasmid pUC19-∆TTP76::bleo, 

welches durch Verdau mit DraIII verifiziert wurde (Abb. 3.5 D, Spur 3, Plasmidkarte im Anhang, 

Abb. A4). 

Zur Deletion von TTC1842, TTC1651, TTP0075 und TTP0076 wurden die entsprechenden 

pUC19-Plasmide mit PciI linearisiert. Die PciI-Restriktionsschnittstellen sind in den 

Klonierungsschemata in den Abbildungen 3.3, 3.4 und 3.5 und in den Plasmidkarten (Anhang: 

Abb. A1 - A4) eingezeichnet. Die linearisierten Plasmide wurden in T. thermophilus HB27 

transformiert. Transformanden wurden auf Bleomycin-haltigem TM
+
-Medium selektiert. Um den 

Austausch der jeweiligen Gene gegen die bleo
R
-Kassette zu überprüfen, wurde die genomische 

DNA der Transformanden isoliert und als Matrize für Kontroll-PCRs verwendet. Die 

Starteroligonukleotide (siehe Tab. 2.5) wurden dabei so gewählt, dass sie je 10 bis 100 Bp vor der 

UP-Region bzw. nach der DW-Region binden. Zum Vergleich wurde jede PCR auch mit 

genomischer DNA des Wildtyps durchgeführt. Die PCR-Produkte der Überprüfung von 

∆TTC1651 und ∆TTP0075 hatten die erwarteten Größen von 2881 Bp bzw. 1870 Bp und 

unterschieden sich deutlich von den Produkten, die mit Wildtyp-DNA entstanden (Abb. 3.6 B, C).  

Die PCR-Produkte der Überprüfung von ∆TTC1842 und ∆TTP0076 hatten eine ähnliche Größe 

wie die für den Wildtyp erwarteten PCR-Produkte (Abb. 3.6 A und D, jeweils Spur 1 und 3). 

Deshalb wurden sie mit NotI bzw. FseI geschnitten. Erkennungssequenzen dieser 

Restriktionsenzyme befinden sich in der bleo
R
-Kassette, nicht aber in dem jeweiligen, zu 

deletierenden Gen. Da das Produkt der ∆TTC1842-Kontroll-PCR durch NotI in die zwei 

erwarteten Fragmente (1808 und 1004 Bp) geteilt wurde, ebenso wie das ∆TTP0076-PCR-

Produkt durch den Verdau mit FseI (1730 und 1266 Bp), wurde die Deletion dieser Gene bestätigt 

(Abb. 3.6 A, D, jeweils Spur 2).  
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Abb. 3.6. Überprüfung der erstellten Deletionsmutanten durch Auftrennung von PCR-

Produkten der Mutationsorte im Agarosegel. Die genomische DNA der Deletionsmutanten 

∆TTC1842 (A), ∆TTC1651 (B), ∆TTP0075 (C) und ∆TTP0076 (D) wurde isoliert und der Aus-

tausch der Präpilingene gegen die bleo
R
-Kassette wurde mittels PCR überprüft (A, B, C, D, je-

weils Spur 1). Dazu wurden jeweils die in Tab. 2.5 aufgelisteten Checkxxxx_for- und 

Checkxxxx_rev-Oligonukleotide (wobei xxxx für den jeweiligen, deletierten Genlokus steht) 

verwendet. Zum Vergleich wurde die gleiche PCR jeweils mit genomischer DNA des Wildtyps 

als Matrize durchgeführt (A, Spur 3; B, Spur 2; C, Spur 2; D, Spur 3). Die PCR-Produkte, die bei 

der Überprüfung der Genloki TTC1842 und TTP0076 entstanden, wurden zudem mit NotI bzw. 

FseI verdaut, um den Unterschied zum Wildtyp-Lokus deutlich zu machen (A, Spur 2 und 4; D, 

Spur 2 und 4). Die erwarteten Größen der PCR-Produkte waren: A, Spur 1: 2812 Bp (∆TTC1842, 

unverdaut), A, Spur 2: 1808 und 1004 Bp (∆TTC1842, verdaut), A, Spur 3 und 4: 2842 Bp (Wild-

typ, unverdaut und verdaut); B, Spur 1: 2881 Bp (∆TTC1651), B, Spur 2: 2311 Bp (Wildtyp); C, 

Spur 1: 1870 Bp (∆TTP0075), C, Spur 2: 1535 (Wildtyp); D, Spur 1: 2998 Bp (∆TTP0076, un-

verdaut), D, Spur 2: 1730 und 1268 Bp (∆TTP0076, verdaut), D, Spur 3 und 4: 2750 Bp (Wild-

typ, unverdaut und verdaut). Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham) verwendet (A und D, Spur 5, B und C, Spur 3). 

 

Um polare Effekte in den Mutanten ∆TTP0075::bleo und ∆TTP0076:bleo auszuschließen, wurde 

die Transkription des Gens TTP0078 überprüft. TTP0078 ist stromabwärts im gleichen Operon 

wie TTP0075 und TTP0076 codiert und spielt ebenfalls eine Rolle bei T4P-assoziierten Funktio-

nen (Pahl 2017). Die RNA der Mutanten ∆TTP0075::bleo, ∆TTP0076:bleo, sowie TTP0077::km 

wurde isoliert. RNA aus Wildtyp-Zellen diente als Positivkontrolle, RNA aus TTP0078::km als 

Negativkontrolle. Durch eine PCR mit den Starteroligonukleotiden TTP78Test_for und 

TTP78Test_rev (Tab. 2.5) wurde die RNA auf DNA-Reste untersucht. Dabei entstanden keine 

PCR-Produkte, während bei einer PCR, für die genomische DNA als Matrize verwendet wurde, 

das erwartete 485-Bp-Produkt entstand (Abb. 3.7 A). Somit konnte eine Verunreinigung der RNA 

mit DNA ausgeschlossen werden. Die Starteroligonukleotide TTP78Test_for und TTP78Test_rev 

binden im hinteren Bereich des Gens TTP0078, ab dem Nukleotid 1319 bzw. 1781 des 1902 

Nukleotide langen Gens. Durch Reverse-Transkriptase-PCR an der isolierten RNA und anschlie-

ßende PCR mit TTP78Test_for und TTP78Test_rev wurde die Transkription von TTP0078 in den 

Stämmen ∆TTP0075, ∆TTP0076 und TTP0077::km bestätigt. Hier entstanden, ebenso wie bei der 

Wildtyp-cDNA, PCR-Produkte der Größe 485 Bp, während kein Produkt bei der PCR an 

TTP0078::km-cDNA entstand (Abb. 3.7 B). Da TTP0078 in ∆TTP0075::bleo und 

∆TTP0076::bleo vergleichbar stark exprimiert wurde wie im Wildtyp, konnten polare Effekte in 

den beiden Mutanten ausgeschlossen werden.  
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Abb. 3.7. Analyse der Transkription des Gens TTP0078 in den Mutanten ∆TTP0075, 

∆TTP0076 und TTP0077::km. Aus stationären Kulturen der angegebenen Stämme wurde die 

Gesamt-RNA isoliert und mit DNase I inkubiert. Durch eine PCR mit den Starteroligonikleotiden 

TTP78Test_for und TTP78Test_for (Tab. 2.5), konnte ausgeschlossen werden, dass die RNA-

Proben mit DNA verunreinigt waren (A, Spuren 2 - 6), da keine PCR-Produkte entstanden. Ge-

nomische DNA (gDNA) des Wildtyps diente als Positivkontrolle und führte zu dem erwarteten 

PCR-Produkt der Größe 485 Bp (A, Spur 1). Anschließend diente die RNA als Matrize für eine 

Reverse-Transkriptase-PCR. Jeweils 4 µg der entstandenen cDNA wurden als Matrize für eine 

PCR mit den Starteroligonikleotiden TTP78Test_for und TTP78Test_for verwendet. Je 10 µl der 

PCR-Produkte wurden in einem 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid ge-

färbt (B). Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 100 bp Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham) verwendet (A, Spur 7, B, Spur 6). 

 

Polare Effekte auf T4P-assoziierte Funktionen in der ∆TTC1651::bleo-Mutante sind sehr unwahr-

scheinlich, da die TTC1651-flankierenden Gene für eine putative Sulfit-Reduktase und eine puta-

tive Histidinol-Phosphatase codieren (Abb. 3.1) und diese Proteine nicht mit der T4P-Biogenese 

oder -Dynamik verknüpft sind. In den Mutanten ∆TTC1651::bleo und ∆TTC1842::bleo wurde die 

bleo
R
-Kassette in das Genom eingebracht, die in vorangegangenen Arbeiten keine polaren Effekte 

hatte (Salzer et al. 2014b). Um polare Effekte in ∆TTC1842::bleo und ∆TTC1651::bleo gänzlich 

auszuschließen, müssten diese Mutanten komplementiert und anschließend phänotypisch analy-

siert werden.  

Neben den bereits aus vorangegangenen Untersuchungen zur Verfügung stehenden Mutanten 

TTC1836::km und TTP0077::km (Friedrich et al 2002, 2003) standen somit nun für die 

phänotypischen Untersuchungen auch die Deletionsmutanten ∆TTC1842, ∆TTC1651, ∆TTP0075 

und ∆TTP0076 zur Verfügung. 

 

3.1.2 Phänotypische Analysen der Präpilin-Mutanten 

 

Bisher sind PilA1, PilA2 und PilA3 die einzigen Nebenpiline, für die gezeigt wurde, dass sie für 

die natürliche Transformation von T. thermophilus essentiell sind (Friedrich et al. 2003). Nun 

sollte anhand der neu erstellten Mutanten überprüft werden, ob die Pilin-ähnlichen Proteine 

TTC1842, TTC1651, TTP0075 und TTP0076 auch eine Rolle bei der natürlichen Transformation 

spielen.  
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Exponentiell wachsende Kulturen der Mutanten wurden mit genomischer DNA eines Streptomy-

cin-resistenten T. thermophilus-Stammes inkubiert. Nach einer dreistündigen Regenerationszeit 

wurden die Zellen auf Streptomycin-haltigen TM
+
-Agarplatten ausplattiert. Um die Lebendzell-

zahl zu bestimmen, wurden die Kulturen gleichzeitig auf TM
+
-Agar ohne Antibiotika ausge-

bracht. Als Kontrolle diente der T. thermophilus-Wildtyp und die nicht transformierbare Mutante 

pilA4::km. Der Wildtyp wies eine Transformationfrequenz von 4,04 × 10
-4

 Transforman-

den/Lebendzellzahl auf, während keine Transformande bei pilA4::km detektiert wurde. Die 

Transformationsfrequenzen der Deletionsmutanten ∆TTC1842, ∆TTC1651, ∆TTP0075 und 

∆TTP0076 entsprachen der des Wildtyps mit 1,90 × 10
-4

, 1,39 × 10
-4

, 1,69 × 10
-4

 bzw. 2,55 × 10
-4

 

Transformanden/Lebenzellzahl. Für die Mutanten ∆TTP0075 und ∆TTP0076 war dies das 

erwartete Ergebnis, weil für die ∆TTP0075-0077 Tripelmutante bereits gezeigt wurde, dass die 

natürliche Transformation nicht eingeschränkt ist. Da auch die Deletionen von TTC1842 und 

TTC1651 keinen Einfluss auf die Transformationsfrequenz hatten, bleiben PilA1, PilA2 und 

PilA3 weiterhin die einzigen bekannten Nebenpiline mit einer Funktion bei der natürlichen 

Transformation von T. thermophilus HB27. 

Als nächstes wurde überprüft, ob die Mutanten TTC1836::km, ∆TTC1842, ∆TTC1651, 

∆TTP0075, ∆TTP0076 und TTC0077::km zur Fortbewegung auf Oberflächen, in Form von 

„twitching motility“, in der Lage sind. Um sicherzustellen, dass das Zellwachstum durch die 

eingefügten Mutationen nicht beeinträchtigt ist, wurde das Wachstum der Präpilin-Mutanten mit 

dem des Wildtyps verglichen. Alle Mutanten (TTC1836::km, ∆TTC1842, ∆TTC1651, ∆TTP0075, 

∆TTP0076 und TTC0077::km) zeigten in TM
+
-Medium bei 68 °C ein ähnliches 

Wachstumsverhalten, wobei die „lag“-Phasen etwa 60 min andauerten. Die Wachstumsraten 

während des exponentiellen Wachstums betrugen 0,61 bis 0,74 h
-1

 und es wurden maximale 

OD600-Werte von 3,05 bis 3,6 erreicht. Dies entsprach dem für den T. thermophilus HB27-

Wildtyp ermittelten Werten („lag“-Phase: ~ 60 min, Wachstumsrate: 0,72 h
-1

, maximale OD600: 

3,45). 

Zur Untersuchung der „twitching motility“ wurde jeweils ein Tropfen einer stationären Zellkultur 

auf Minimalmedium mit 0,1 % (w/v) BSA inkubiert. Nach drei Tagen bei 68 °C hatten sich die 

Zellen der Wildtyp-Kultur auf der Agar-Oberfläche ausgebreitet und bedeckten eine „twitching“-

Zone von ~ 2 cm (Abb. 3.8 A). Die nicht pilierte Mutante pilA4::km diente als Negativkontrolle 

und breitete sich nicht über die Grenzen des ursprünglichen Zelltropfens hinaus aus. Obwohl die 

Mutanten TTC1836::km und TTP0077::km Pili bilden (Friedrich et al. 2003; Friedrich 2002), 

zeigten sie keine „twitching motility“. Die gebildeten Pili sind also entweder nicht in 

ausreichender Zahl vorhanden oder haben ihre Funktionalität verloren. Auch die Deletion von 

TTC1842 bzw. TTP0075 führte zum Verlust der „twitching motility“ (Abb. 3.8 A). Die 

∆TTC1651-Mutante hingegen zeigte „twitching motility“, allerdings war diese mit einer 

„twiching“ Zone von ~ 1,5 cm etwas eingeschränkt. Interessanterweise führte die Deletion von 

TTP0076 zu keinen Einschränkungen bei der gleitenden Bewegung auf Oberflächen. Im 

Gegensatz zu den Präpilinen TTP0075 und TTP0077, die im gleichen Operon codiert sind, 

scheint TTP0076 also keine Rolle bei der „twitching motility“ zu spielen.  
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Abb. 3.8. „Twitching motility“ der Präpilin-Mutanten. Stationäre Kulturen der angegebenen 

T. thermophilus-Mutanten und des Wildtyps wurden auf Minimalmedium mit 0,1 % (w/v) BSA 

aufgetropft und anschließend 3 Tage bei 68 °C (A) oder 7 Tage bei 58 °C (B) inkubiert. Die 

Agarplatten wurden mit Coomassie-Lösung gefärbt. Überschüssiger Farbstoff und Zellen wurden 

abgewaschen, so dass die „twitching“-Höfe sichtbar wurden. Die Färbung der Bilder wurde inver-

tiert. Größenstandard = 0,5 cm, Bilder sind repräsentativ für mindestens 4 Wiederholungen.  

 

Da sich die Pilierung von T. thermophilus bei niedrigeren Temperaturen stark ändert (Salzer et al. 

2014c) wurde die „twitching motility“ auch nach sieben Tagen Inkubation bei 58 °C analysiert 

(Abb. 3.8 B). Der Wildtyp bildete unter diesen Bedingungen „twitching“-Höfe von ~ 1,2 cm 

Durchmesser. Die Mutanten TTC1836::km, ∆TTC1842::bleo, ∆TTP0075::bleo und 

TTP0077::km, sowie pilA4::km zeigten, wie schon bei 68 °C, keine „twitching motility“. Die 

„twitching“-Zonen der Deletionsmutanten ∆TTC1651::bleo und ∆TTP0076::bleo waren genauso 

groß, wie die des Wildtyps. Die T4P dieser zwei Mutanten sind unter diesen Bedingungen also 

voll funktional. 

Die Adhäsion von Bakterien an biotische oder abiotische Oberflächen ist ebenfalls abhängig von 

Pili. T4P sind dabei häufig in den frühen Phasen der Biofilmbildung beteiligt, wo sie zur Oberflä-

chenanhaftung und Mikrokoloniebildung beitragen (O'Toole et al. 2000; Costerton et al. 1999). 

In dieser Arbeit wurde die Adhäsion an Plastikoberflächen in Mikrotestplatten mit TM
+
-Medium 

untersucht. Nach dreitägiger Inkubation wurde die OD600 gemessen und Medium und nicht adhä-

rierende Zellen wurden abgewaschen. Die an die Mikrotestplatte gebundenen Zellen wurden mit 

Kristallviolett gefärbt, welches dann photometrisch quantifiziert wurde.  

Wie schon bei der Untersuchung der „twitching motility“ wurde auch die Adhäsion bei 68 °C und 

bei 58 °C analysiert, da die Adhäsion der Wildtyp-Zellen bei der niedrigeren Temperatur stark 

erhöht ist (Abb. 3.9) (Salzer et al. 2014c). Die Mutationen der Gene TTC1836, TTC1651, 

TTP0075 und TTP0077 führten wie die Mutation von pilA4 zu einer drastischen Verminderung 

der Adhäsion bei beiden Inkubationstemperaturen (Abb. 3.9). Die ∆TTC1842-Mutante adhärierte 

bei 68 °C, jedoch war der Anteil der adhärierenden Zellen im Vergleich zum Wildtyp geringer 

(Abb. 3.9 A). Bei 58 °C war die Adhäsion der ∆TTC1842-Deletionsmutante vergleichbar mit der 

des Wildtyps (Abb. 3.9 B). Die Adhäsion der ∆TTP0076-Mutante bei 68 °C entsprach der des 

Wildtyps und war bei 58 °C reduziert gegenüber der des Wildtyps. Sowohl TTC1842 als auch 

TTP0076 sind also nicht notwendig für die Adhäsion von T. thermophilus an Plastikoberflächen. 
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Abb. 3.9. Adhäsion der Präpilin-Mutanten an Plastikoberflächen Die angegebenen 

T. thermophilus-Stämme wurden 3 Tage bei 68 °C (A) bzw. bei 58 °C (B) in TM
+
-Medium in 

Mikrotestplatten kultiviert. Die OD600 wurde bestimmt, das Medium mit planktonischen Zellen 

wurde abgegossen und die adhärierenden Zellen wurden mit Kristallviolett gefärbt. Dieses wurde 

anschließend in Ethanol gelöst und bei 570 nm detektiert. Die Absorption bei 570 nm (A570) ge-

teilt durch die OD600 ist ein Maß für die Adhäsion der Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte + Stan-

dardabweichung von mindestens fünf (A) bzw. drei (B) Messungen. 

 

Tab. 3.2. Funktion der Präpiline aus T. thermophilus. Mutantenstudien (diese Arbeit und 

(Friedrich et al. 2003; Bettermann 2007)) zeigten, für welche der angegebenen Funktionen die 

Präpiline und Präpilin-ähnlichen Proteine benötigt werden. 

Präpilin 

„twitching  

motility“ Adhäsion 

Oberflächen-

exponierte T4P 

natürliche 

Transformation 

TTC1836 + + - - 

TTC1842 + - -
a 

- 

TTC1651
 - + -

a 
- 

TTP0075 + + - - 

TTP0076 - - - - 

TTP0077 + + - - 

PilA1 - - - + 

PilA2 - - - + 

PilA3 - - - + 

PilA4 + + + + 
a
 Die Pilierung der Mutanten ∆TTC1842::bleo und ∆TTC1651::bleo wude nicht direkt analysiert, aber 

aufgrund der detektierten T4P-vermittelten Adhäsion bzw. „twitching motility“ kann auf funktionale T4P 

geschlossen werden. 

 

Tabelle 3.2 fasst die in dieser und in voragegangenen Arbeiten (Friedrich et al. 2003; Bettermann 

2007) ermittelten Funktionen der Präpiline und der Präpilin-ähnlichen Proteine aus 

T. thermophilus zusammen. Die Untersuchungen in dieser Arbeit zur Funktionalität der T4P zei-

gen, dass TTC1836, TTP0075 und TTP0077 entscheidende Rollen spielen, sowohl bei der Adhä-

sion an als auch bei der Fortbewegung auf Oberflächen. Im Gegensatz dazu ist TTP0076 nicht 
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essentiell für diese beiden Funktionen. TTC1842 scheint notwendig für die „twitching motility“ 

zu sein, nicht aber für die Adhäsion an Plastikoberflächen, wohingegen TTC1651 wichtig für die 

Adhäsion ist, aber nur eine untergeordnete Rolle bei der „twitching motility“ zu spielen scheint. 

Keines der hier untersuchten Pilin-ähnlichen Proteine scheint für die Assemblierung der T4P 

notwendig zu sein, denn ∆TTC1842::bleo, ∆TTC1651::bleo und ∆TTP0076::bleo waren zur Ad-

häsion und/oder „twitching motility“ in der Lage, welches T4P-abhängige Funktionen sind. Für 

TTC1836::km und für TTP75-77::km wurde bereits in früheren Arbeiten gezeigt, dass diese Mu-

tanten T4P bilden (Friedrich et al. 2003). Dies führt zu der Hypothese, dass die verschiedenen 

Nebenpiline und Pilin-ähnlichen Proteine von T. thermophilus nicht für der T4P-Assemblierung 

aber für die unterschiedlichen Funktionen der T4P benötigt werden. 
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3.2 Analysen des Kompetenzproteins ComZ 

 

3.2.1 Deletion und Komplementation von comZ 

 

Das Kompetenzgen comZ befindet sich im gleichen Genlokus wie die Nebenpiline pilA1, pilA2 

und pilA3 und das Hauptpilin pilA4 (Abb. 3.1). ComZ weist keine Ähnlichkeiten zu bekannten 

Proteinen auf und Sequenzabgleiche führten nur zu Identifikation von Orthologen im Phylum 

Deinococcus-Thermus. Der N-Terminus weist allerdings Ähnlichkeiten zu Präpilinen auf (Abb. 

3.2). So sind eine N-terminale, positive Ladung und die Aminosäuren G-1 und I+1 der 

Präpilinpeptidase-Erkennungssequenz vorhanden, sowie eine hydrophobe Transmembranhelix, 

die bis zur Aminosäure 27 reicht. Dennoch fehlt in ComZ das konservierte E+5 der Erkennungs-

sequenz und mit einer Länge von 554 Aminosäuren (59,6 kDa) ist es zu groß, um in den T4P 

eingebaut zu werden (Abb. 3.2, Tab. 3.1). Der N-Terminus von ComZ erfüllt auch die Kriterien 

eines Signalpeptids zum Proteinexport nach Heijne (1994) mit einer N-terminalen positiven La-

dung (Lysin 4) gefolgt von einem hydrophoben Bereich (Isoleucin 6 bis Leucin 19) und einer 

potentiellen Schnittstelle zwischen Alanin 18 und Leucin 19 (Schwarzenlander 2008). Vergleich-

bare N-Termini treten aber auch bei Transmembranproteinen auf, die nicht prozessiert werden 

(De Souza et al. 2011). Somit ist es also möglich, dass ComZ durch die Cytoplasmamembran 

transportiert wird und entweder in dieser als Transmembranprotein verbleibt oder prozessiert 

wird. Versuche, die subzelluläre Lokalisation von ComZ zu bestimmen oder ComZ heterolog in 

E. coli zu produzieren, blieben bisher erfolglos (Schwarzenlander 2008, 2003). 

Frühere Untersuchungen einer comZ::km-Insertionsmutante haben gezeigt, dass ComZ essentiell 

für die natürliche Transformation ist, wobei die Mutante weiterhin DNA in einen DNase-

resistenten Zustand aufnehmen konnte (Schwarzenlander et al. 2009). Die subzelluläre Lokalisa-

tion anderer Kompetenzproteine wurde durch die comZ::km-Mutation nicht beeinflusst. Auch die 

Assemblierung von T4P fand weiterhin statt.  

Die Funktionalität der T4P der comZ-Mutante wurde bisher nicht überprüft. In dieser Arbeit sollte 

zunächst eine ∆comZ-Deletionsmutante erstellt werden, die auf ihre Fähigkeit zur „twitching 

motility“ und Adhäsion an Oberflächen untersucht werden sollte. Im Anschluss sollte comZ in 

trans in diese Deletionsmutante eingebracht werden. Das für die Komplementation genutzte Gen 

sollte eine Fusion von comZ und der Sequenz eines Histidin-Tags sein, um so eine Reinigung von 

ComZ aus T. thermophilus durch immobilisierte Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) 

zu ermöglichen und eine potentielle Assemblierung von ComZ zu analysieren.  

Für die Deletion von comZ wurde zunächst das Plasmid pUC19-∆comZ::bleo dem Schema in 

Abbildung 3.10 A folgend hergestellt. Dafür wurden DNA-Bereiche, die comZ im 

T. thermophilus-Chromosom flankieren, mit den Starteroligonukleotidpaaren comZ_up_for/ 

comZ_up_rev bzw. comZ_dw_for/comZ_dw_rev amplifiziert (Tab. 2.5, Abb. 3.10 B). Die bleo
R
-

Resistenzkassette aus pWUR112 wurde ebenfalls mittels PCR amplifiziert und der Vektor pUC19 

wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und SphI verdaut (Abb. 3.10 B). Nachdem auch die 

PCR-Produkte mit den in Abbildung 3.10 A angegebenen Enzymen verdaut wurden, wurden die 

vier DNA Fragmente in einer Reaktion ligiert und in E. coli DH5α transformiert. 
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Abb. 3.10. Klonierungsschema zur Erstellung von pUC19-∆comZ::bleo und Überprüfung 

des rekombinanten Plasmides im Agarosegel. Schematische Darstellung der Klonierung (A). 

Die comZ flankierenden DNA-Bereiche wurden mit den angegebenen Starteroligonukleotiden 

(Tab. 2.5) an genomischer DNA von T. thermophilus amplifiziert. Für die UP-Region wurde ein 

PCR-Produkt der Größe 1068 Bp erwartet (B, Spur 2) und für die DW-Region ein 1059-Bp-

Produkt (B, Spur 3). Der Vektor pUC19 wurde mit EcoRI und SphI geschnitten, wobei ein 2637-

Bp-Fragment entstand (B, Spur 4). Die bleo
R
-Kassette des Plasmides pWUR112 wurde mittels 

PCR amplifiziert, wobei ein 817-Bp-Produkt erwartet wurde (B, Spur 5). Es folgten die darge-

stellten Restriktionsverdaue und die Ligation. Das erhaltene Plasmid pUC19-∆comZ::bleo wurde 

durch Verdau mit EcoRI und ScaI überprüft, wobei DNA Fragmente der Größen 903, 1776 und 

2963 Bp erwartet wurden (C, siehe auch Plasmidkarte im Anhang, Abb. A5). Die erstellte Dele-

tionsmutante ∆comZ::bleo wurde durch PCR mit den Starteroligonukleotiden Check_comZ_for 

und Check_comZ_rev überprüft (D). Bei der PCR mit DNA des Wildtyps sollte ein 3925-Bp-

Produkt (D, Spur 1), bei ∆comZ::bleo ein 2905-Bp-Produkt (D, Spur 2) entstehen. Die DNA 

wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Als Größen-

standard wurde die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) verwendet (B 

und C, Spur 1). 

 

Aus den Ampicillin-resistenten Transformanden wurde das Plasmid isoliert und durch Verdau mit 

EcoRI und ScaI überprüft (Plasmidkarte im Anhang, Abb. A5). Da dieser Verdau die erwarteten 

DNA-Fragmente der Größen 903, 1776 und 2963 Bp erzeugte (Abb. 3.10 C), wurde pUC19-

∆comZ::bleo durch Inkubation mit PciI linearisiert und in T. thermophilus transformiert. Die 
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Selektion der ∆comZ::bleo-Mutante erfolgte auf Bleomycin-haltigem TM
+
-Medium. Zur Kontrol-

le wurde die genomische DNA der Deletionsmutante isoliert und als Matrize für eine PCR mit 

den Starteroligonukleotiden Check_comZ_for und Check_comZ_rev eingesetzt. Wie in Abbil-

dung 3.10 D zu sehen ist, entstand dabei das für die Deletionsmutante ∆comZ::bleo erwartete 

PCR-Produkt von 2905 Bp. 

Cornelia Schwarzenlander hatte im Rahmen ihrer Doktorarbeit polyklonales Antiserum gegen ein 

ComZ-Derivat (MBP-∆ComZ) hergestellt (Schwarzenlander 2008). Western Blot-Analysen mit 

diesem Antiserum zeigten jedoch keinen Unterschied zwischen dem T. thermophilus-Wildtyp und 

der Insertionsmutante comZ::km. ComZ konnte also nicht identifiziert werden. Diese Western 

Blot-Analysen wurden nun mit der Deletionsmutante ∆comZ::bleo wiederholt (Abb. 3.11 A, B). 

Bei der Untersuchung der Gesamtzellextrakte von comZ::bleo und Wildtyp-Zellen wurden meh-

rere Proteine unspezifisch in beiden Proben detektiert. Daneben wurde aber auch ein ~ 60 kDa 

Protein in der Wildtyp-Probe detektiert, welches nicht in comZ::bleo auftauchte (Abb. 3.11 B, 

Pfeil). Da die apparente molekulare Masse dieses Proteins mit der abgeleiteten molekularen Mas-

se von ComZ (59,6 kDa) korrespondiert und da dieses Protein nicht in der ∆comZ::bleo-Mutante 

detektiert werden konnte, wurde geschlossen, dass die Deletionsmutante comZ::bleo korrekt ist.  

 

 
 

Abb. 3.11. Überprüfung der Deletionsmutante ∆comZ::bleo (A, B) und Analyse der subzel-

lulären Lokalisation von ComZ (C, D) mittels Western Blot. Je 10 µg Gesamtzellextrakt der 

∆comZ::bleo-Mutante und des Wildtyps wurden in einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel auf-

getrennt (A) und mittels Western Blot mit anti-ComZ-Antiserum (1:5000) analysiert (B). Ein 

Protein mit einer apparenten molekularen Masse von ~ 60 kDa wurde im Wildtyp, nicht aber in 

∆comZ::bleo detektiert (B, Pfeil). Dabei handelt es sich also vermutlich um das 59,6-kDa-Protein 

ComZ. Für die Untersuchung der subzellulären Lokalisation von ComZ wurden lösliche Zellbe-

standteile, innere (IM) und äußere Membranen (ÄM) des Wildtyps (Wt) und der ∆comZ::bleo-

Mutante (∆Z) voneinander getrennt. 10 µg jeder Fraktion wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt 

(C). Western Blot-Analysen mit anti-ComZ-Antiserum zeigten nur in den Proben der inneren 

Membranen einen Unterschied, wobei in der inneren Membran des Wildtyps das ~ 60 kDa Prote-

in detektiert wurde (D, Pfeil), in der ∆comZ-Mutante aber nicht. SDS-Gele wurden mit   

Coomassie-Lösung gefärbt. 
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Da das Antiserum zur Detektion von ComZ genutzt werden konnte, sollte nun durch Western 

Blot-Analysen die subzelluläre Lokalisation von ComZ bestimmt werden. Dafür wurden die lös-

lichen Zellbestandteile (Cytoplasma, Periplasma) durch Ultrazentrifugation von den Membranen 

getrennt. Anschließend wurden die innere und äußere Membran durch Behandlung mit 2 % (w/v) 

N-Laurylsarkosin und Ultrazentrifugation voneinander getrennt. Dies wurde sowohl mit Zellen 

einer T. thermophilus-Wildtyp-Kultur als mit einer ∆comZ::bleo-Kultur durchgeführt. Die einzel-

nen Zellfraktionen der beiden Kulturen wurden im direkten Vergleich durch SDS-PAGE und 

Western Blot analysiert (Abb. 3.11 C, D). Es traten keine Unterschiede zwischen Wildtyp und 

Deletionsmutante in der löslichen oder der ÄM-Fraktion auf. In der inneren Membran des Wild-

typs wurde erneut das ~ 60 kDa Protein detektiert, welches nicht in der ∆comZ::bleo-Mutante 

auftrat (Abb. 3.11 D, Pfeil). In der Mutante wurden allerdings zwei schwächere Signale detek-

tiert, die ebenfalls Proteinen mit apparenten Größen von etwa 57 - 62 kDa entsprechen. (Abb. 

3.11 D). Es ist anzunehmen, dass diese Proteine ebenfalls in der Wildtyp-Probe vorlagen, aber 

durch das stärkere ComZ-Signal überdeckt wurden. Um dies genauer zu untersuchen, müsste die 

Auftrennung der Proteine im Gel optimiert werden und ein weiterer Western Blot mit 

abgesättigtem anti-ComZ-Antiserum durchgeführt werden. Die in Abbildung 3.11 D gezeigten 

Ergebnisse führen zu der Schlussfolgerung, dass ComZ in der inneren Membran lokalisiert ist. 

Ob es sich dabei um ein membranintegrales Protein handelt oder ob ComZ durch Interaktionen 

mit anderen Proteinen mit der Membran assoziiert ist, müssen zukünftige Analysen zeigen. Zum 

Beispiel könnten membranassoziierte Proteine durch Behandlung der Membranfraktion mit Harn-

stoff abgetrennt werden. Western Blot-Analysen mit anti-ComZ-Antiserum könnten dann zeigen, 

ob sich ComZ weiterhin in der inneren Membran befindet. Auch Western Blot-Analysen der sub-

zellulären Fraktionen anderer Mutanten mit Defekten in den Kompetenzgenen, wie z.B. 

pilM::km, pilN::km, pilO::km, pilA4::km oder pilA1-3::km, könnten Hinweise auf die Interaktion 

von ComZ mit Komponenten des DNA-Translokators liefern. 

 

Vor Beginn der Charakterisierung der ∆comZ::bleo-Deletionsmutante sollte eine comZ-

Komplementante erstellt werden, um die Möglichkeit polarer Effekte der bleo
R
-Kassette auszu-

schließen. Hierfür sollte die ∆comZ::bleo-Mutante mit dem Plasmid pDM12-comZ-His9 komple-

mentiert werden, welches comZ-His9 unter Kontrolle des konstitutiven bc1-Promotors exprimiert. 

Zur Erstellung des Plasmides wurde das Gen comZ mit dem Starteroligonukleotidpaar 

comZ_for_Nde/comZ_His9_rev amplifiziert, wobei die Sequenz für einen C-terminalen His9-Tag 

angehängt wurde (Tab. 2.5, Abb. 3.12). Das PCR-Produkt, sowie der E. coli/Thermus-„Shuttle“-

Vektor  pDM12 wurden mit NotI und NdeI geschnitten (Abb. 3.12 B, Spur 2 und 3) und mit-

einander ligiert. E. coli DH5α wurde mit dem Ligationsansatz transformiert und auf LB-Medium 

mit Kanamycin und Ampicillin ausplattiert. Aus den Transformanden wurden Plasmide isoliert 

und durch Verdau mit NotI und NdeI überprüft, wobei die zwei erwarteten Fragmente der Größen 

1698 und 6555 Bp entstanden (Abb. 3.12 B, Spur 4). Eine Sequenzierung bestätigte die Insertion 

des comZ-His9-Gens in pDM12. 

 



ERGEBNISSE  66 
    
 

 

Abb. 3.12. Klonierungsschema und Überprüfung des rekombinanten Plasmides 

pDM12-comZ-His9. Schema zur Erstellung des E. coli/Thermus-„Shuttle“-Vektors pDM12-

comZ-His9 (A). Mittels PCR wurde comZ-His9 mit den Starteroligonukleotiden comZ_for_Nde 

und comZ_His9_rev amplifiziert, wobei ein 1714-Bp-PCR-Produkt erwartet wurde (B, Spur 2). 

Bei der Restriktion von pDM12 mit NdeI und NotI wurden die erwarteten DNA-Fragmente der 

Größen 845 und 6555 Bp generiert (B, Spur 3). Das aus der Ligation von comZ-His9 und pDM12 

entstandene Plasmid pDM12-comZ-His9 wurde zur Kontrolle mit NdeI und NotI verdaut. Dabei 

wurden DNA-Fragmente der Größen 1698 und 6555 Bp generiert (B, Spur 4). Die DNA wurde in 

einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Die „GeneRuler 1 kb 

Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) diente als Größenstandard (B, Spur 1). 

 

Das Plasmid pDM12-comZ-His9 wurde durch Elektroporation in die ∆comZ::bleo-

Deletionsmutante transformiert. Die Selektion der Transformanden erfolgte auf Bleomycin und 

Kanamycin und aus resistenten Kolonien wurde die DNA isoliert und in E. coli DH5α retrans-

formiert. Aus den Kanamycin-resistenten E. coli-Transformanden konnte erneut das Plasmid 

isoliert werden. Restriktion mit NotI und NdeI und Agarosegelelektrophorese bestätigten, dass 

die T. thermophilus-∆comZ::bleo-Mutante das Plasmid pDM12-comZ-His9 in trans aufgenom-

men hatte. 

Durch Western Blot-Analysen wurde die mit pDM12-comZ-His9 komplementierte Mutante 

∆comZ::bleo daraufhin untersucht, ob ComZ in der inneren Membran lokalisiert ist, so wie es 

beim Wildtyp der Fall war. Die Probenvorbereitung erfolgte wie für Abbildung 3.10 beschrieben 

und zur Detektion wurde ebenfalls das anti-ComZ-Antiserum verwendet. Im direkten Vergleich 

der subzellulären Fraktionen der ∆comZ::bleo-Mutante mit der Komplementante wurde deutlich, 

dass ComZ gebildet wurde und in der inneren Membran lokalisiert war (Abb. 3.13). Wie schon 

für den Wildtyp gezeigt (Abb. 3.11), wurde in der inneren Membran ein ~ 60 kDa Protein detek-

tiert (Abb. 3.13 B, Pfeil), dessen Signal im Western Blot die schwächeren Signale zweier anderer 

Proteine überdeckt, die in der Deletionsmutante sichtbar waren. Somit beeinflusst weder die kon-

stitutive Expression in trans noch der His9-Tag die Lokalisation von ComZ in der inneren 

Membran. 

 



ERGEBNISSE  67 
    
 

 
Abb. 3.13. Detektion von ComZ-His9 in der inneren Membran. Die löslichen Zellbestandteile, 

innere (IM) und äußere Membranen (ÄM) der Mutante ∆comZ::bleo (∆Z) und der mit pDM12-

comZ-His9 komplementierten Mutante (Z-H9) wurden voneinander getrennt. 10 µg jeder Fraktion 

wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit „Coomassie Brilliant Blue“ gefärbt (A). Western 

Blot-Analysen mit anti-ComZ-Antiserum (1:5000) zeigten in der inneren Membran der komple-

mentierten Mutante das ~ 60 kDa Protein, welches nicht in ∆comZ::bleo auftritt (B, Pfeil). 

 

Als nächstes wurden die Deletionsmutante ∆comZ::bleo und die mit pDM12-comZ-His9 kom-

plementierte Mutante phänotypisch untersucht. Dafür wurde ihre Fähigkeit zur natürlichen Trans-

formation, zur „twitching motility“ und zur Adhäsion an Oberflächen analysiert.  

Die Transformationsrate wurde wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben durch Zugabe von DNA eines 

Streptomycin-resistenten T. thermophilus-Stammes bestimmt. Die zur Kontrolle parallel be-

stimmte Transformationsrate des Wildtyps betrug 6,8 × 10
-4

 Transformanden/Lebendzellzahl. Die 

Mutante ∆comZ::bleo war nicht transformierbar. Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass 

die Insertionsmutante comZ::km ebenfalls nicht natürlich kompetent war (Friedrich et al. 2003). 

Durch Komplementation der ∆comZ::bleo-Mutante mit pDM12-comZ-His9 wurde eine Trans-

formationsrate von 4,5 × 10
-4

 wiederhergestellt, es handelt sich also um eine funktionelle 

Komplementation. Desweiteren kann daraus geschlossen werden, dass die Deletion von comZ 

keine polaren Effekte auf die für die natürlichen Transformation essentiellen Gene pilA4 und 

pilA3, welche comZ im Genom flankieren, hat. 

Die „twitching motility“ wurde, wie oben beschrieben, auf BSA-haltigem Minimalmedium unter-

sucht. Wie in Abbildung 3.14 A zu sehen ist, führte die Deletion von comZ nur zu einer leichten 

Verkleinerung der „twitching“-Zone gegenüber der des Wildtyps. Zum einen indiziert dies, dass 

∆comZ::bleo T4P bildet, wie für comZ::km beschrieben (Friedrich et al. 2003). Zum anderen sind 

diese T4P funktional und können für die Fortbewegung auf Oberflächen genutzt werden. Im Ge-

gensatz dazu war die mit pDM12-comZ-His9 komplementierte ∆comZ::bleo-Mutante nicht mehr 

zur „twitching motility“ in der Lage (Abb. 3.14 A). Möglicherweise führt der His9-Tag oder eine 

Erhöhung der ComZ-Menge im Vergleich zu den Komponenten des T4P zur Einschränkung der 

T4P-Dynamik, wirkt sich aber nicht auf die natürliche Transformation von T. thermophilus aus. 
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Abb. 3.14  „Twitching motility “ und Adhäsion der ∆comZ::bleo-Mutante und der mit 

pDM12-comZ-His9 komplementierten Mutante. Zellen stationärer Kulturen des 

T. thermophilus-Wildtyps, der ∆comZ::bleo-Mutante und Mutante komplementiert mit pDM12-

comZ-His9 (∆comZ + comZ-His9) wurden punktuell auf Minimalmedium mit 0,1 % BSA aufge-

bracht und 3 Tage bei 68 °C inkubiert. Die Agarplatten wurden mit Coomassie-Lösung gefärbt, 

anschließend Zellen und überschüssiger Farbstoff abgewaschen. Die Färbung der Bilder wurde 

invertiert. Die gezeigten „twitching“-Zonen sind beispielhaft für drei biologische Replikate. Grö-

ßenstandard = 0,5 cm (A). Kulturen der drei T. thermophilus-Stämme wurden 2 Tage bei 68 °C in 

TM
+
-Medium in Mikrotestplatten kultiviert. Die OD600 wurde bestimmt, das Medium und nicht 

adhärierende Zellen wurden abgewaschen. Die adhärierenden Zellen wurden mit Kristallviolett 

gefärbt, welches bei 570 nm detektiert wurde. Die Absorption (A570) geteilt durch die OD600 ist 

ein Maß für die Adhäsion der Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von 3 Ex-

perimenten (B). 

 

Die Adhäsion an Plastikoberflächen bei 68 °C wurde wie in Kapitel 2.15 beschrieben quantifi-

ziert. Der Anteil der adhärierenden Zellen in Kulturen des T. thermophilus-Wildtyps, der Mutante 

∆comZ::bleo und der Komplementante unterschied sich nicht signifikant (Abb. 3.14 B). ComZ 

spielt also bei der Adhäsion von T. thermophilus an Plastikoberflächen keine Rolle. 
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3.2.2 Reinigung von ComZ aus T. thermophilus 

 

Die erfolgreiche Komplementation von ∆comZ::bleo mit dem Plasmid pDM12-comZ-His9 eröff-

net die Möglichkeit, ComZ durch IMAC aus T. thermophilus zu reinigen. Gereinigtes ComZ-His9 

kann dann genutzt werden, um mehr über dieses ungewöhnliche Protein zu erfahren, z. B. über 

die Komplexbildung, die Proteinstruktur und die Interaktionen mit anderen Komponenten des 

DNA Translokators, des T4P oder mit der DNA.  

Der T. thermophilus-Stamm ∆comZ::bleo + pDM12-comZ-His9 wurde über Nacht in TM
+
-

Medium bei 68 °C schüttelnd kultiviert, bis eine OD600 von 5,0 erreicht war. Die Zellen wurden 

abzentrifugiert und tiefgefroren. Für den Zellaufschluss wurden sie in ComZ-Puffer (50 mM Tris, 

250 mM NaCl, 5 mM MgSO4, 5 mM CaCl, pH 8,4) mit 1 mM PMSF und 1 mg/ml DNase I auf-

getaut. Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch durch die „French Pressure“-Zelle und Sonifizie-

rung. Die Zelltrümmer wurden abzentrifugiert und das geklärte Lysat wurde durch Ultrazentrifu-

gation in lösliche Bestandteile und Membranen aufgeteilt. Membranproteine wurden dann mit 

3 % (w/v) DDM solubilisiert. Nach einer weiteren Ultrazentifugation wurde der Überstand mit 

„TALON“-Material (Takara, Saint-Germain-en-Laye) inkubiert. Bei der darauf folgenden Affini-

tätschromatographie wurde erst dreimal mit ComZ-Puffer inkl. 0,4 mM DDM und ansteigenden 

Imidazolkonzentrationen (0 mM, 75 mM, 150 mM) gewaschen. Anschließend wurde in drei 

Schritten mit verschiedenen Imidazolkonzentrationen eluiert (250 mM, 300 mM, 600 mM). Pro-

ben aller Reinigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot-Analyse unter Ver-

wendung des anti-His-Antikörpers (Qiagen, Hilden) untersucht (Abb. 3.15 A, B). Dadurch wurde 

deutlich, dass die erste und zweite Elutionsfraktion hauptsächlich ComZ-His9 enthielten. Diese 

Fraktionen wurden vereinigt, ankonzentriert (MWCO: 30 kDa) und durch Gelfiltration mit einer 

„Superdex 200 10/300“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) weiter gereinigt. Die Gel-

filtrationsfraktionen 25 bis 33, die Elutionsvolumen von ~ 9 ml bis ~ 13 ml ententsprechen, ent-

hielten das 59,6-kDa-Protein ComZ-His9 (Abb. 3.15 C und Abb. A7, Anhang) und wurden erneut 

vereinigt und ankonzentriert. Die Reinheit und Identität des isolierten Proteins wurde durch SDS-

PAGE und Western Blot-Analyse mit dem anti-ComZ-Antiserum bestätigt (Abb. 3.15 D). 
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Abb. 3.15. Reinigung des Fusionsproteins ComZ-His9 aus T. thermophilus. Während der ver-

schiedenen Schritte der Reinigung von ComZ-His9 wurden Proben entnommen, mit SDS-

Probenpuffer versetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (A). Ein weiteres SDS-Gel wurde für 

eine Western Blot-Analyse mit anti-His-Antikörpern (1:1000) eingesetzt (B). ZE, konzentrierter 

Zellextrakt vor Aufschluss der Zellen; GL, geklärtes Lysat nach Zellaufschluss und Zentrifugati-

on; P1, Pellet nach Zellaufschluss und Zentrifugation; L, lösliche Fraktion nach Ultrazentrifugati-

on; M, Membranbestandteile; P2, Pellet nach Solubilisierung und Ultrazentrifugation; So, Solubi-

lisat; D, Durchlauf der IMAC; W1-3, Waschfraktionen mit ansteigender Imidazolkonzentration; 

E1-E3, Elutionsfraktionen mit ansteigender Imidazolkonzentration. Nachdem die Proben E1 und 

E2 vereinigt und ankonzentriert wurden, wurden diese mit einer „Superdex 200“-

Gelifiltrationssäule aufgetrennt (Elutionsprofil im Anhang, Abb. A7). Die Gelfiltrations-

Fraktionen 25 - 43 und 56 - 60 (Elutionsvolumen 9 - 16,8 ml und 21,6 - 23,6 ml) wurden im SDS-

Gel (12 % Acrylamid) analysiert (C). Die Fraktionen 25 - 33 wurden vereinigt und ankonzent-

riert. Gereinigtes ComZ-His9 wurde mittels SDS-PAGE (12 % Acrylamid) analysiert und mit 

Coomassie-Lösung gefärbt (D, Spur 2), bzw. immunologisch mit anti-ComZ-Antiserum (1:5000) 

nachgewiesen (D, Spur 3). Die „PageRuler Prestained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham) diente als Größenstandard (A, C, D, Spur 1). 

 

Das erfolgreich gereinigte ComZ-His9-Fusionsprotein wurde dann in einem nativen Gel (3 - 20 % 

Acrylamid) elektrophoretisch aufgetrennt um die Komplexbildung zu untersuchen. Bei der Ana-

lyse wurde eine prominente Proteinbande sichtbar, die einem Komplex von 232 kDa entspricht 

(Abb. 3.16 A, Spur 1). Western Blot-Analysen mit anti-His-Antikörpern bestätigen, dass dieser 

Komplex ComZ-His9 beinhaltet (Abb. 3.16 A, Spur 2). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

ComZ einen Proteinkomplex bestehend aus vier Protomeren à 59,6 kDa bildet. Um gänzlich aus-

zuschließen, dass dieser Komplex neben ComZ weitere Proteine beinhaltet, sollte er aus dem 

nativen Gel ausgeschnitten und durch SDS-PAGE analysiert werden. 
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Abb. 3.16. Komplexbildung des Fusionsproteins ComZ-His9. Die Komplexbildung des gerei-

nigten ComZ-His9 wurde untersucht, indem 20 µg isoliertes ComZ-His9 mittels nativer PAGE 

(3 - 20 % Acrylamidgel) aufgetrennt wurde (A, Spur 1). Mit einem zweiten Gel wurde eine Wes-

tern Blot-Analyse mit anti-His-Antikörper (1:1000, Qiagen, Hilden) durchgeführt (A, Spur 2). 

Um die Komplexbildung von ComZ in situ zu untersuchen, wurden 30 µg Membranen von 

T. thermophilus HB27 (Wt) und von der Deletionsmutante ∆comZ::bleo (∆Z) mittels nativer 

PAGE (3 - 20 % Acrylamidgel) aufgetrennt (B, Spur 1 und 2) und im Western Blot mit anti-

ComZ-Antiserum (1:5000) analysiert (B, Spur 2 und 3). Es wurden zwei ComZ-haltige 

Komplexe (~ 159 und ~ 206 kDa) im Wildtyp detektiert, die nicht in der Deletionsmutante auf-

traten (B, Pfeile). 

 

Es ist jedoch möglich, dass diese Quartärstruktur ein Artefakt ist, dass bei der Isolierung von 

ComZ entstanden ist, bei der ComZ in hohen Konzentrationen vorlag und andere 

T. thermophilus-Proteine abgereichert wurden. Der oligomere Zustand von ComZ in situ könnte 

sich von dem Tetramer unterscheiden. Um dies zu analysieren, wurden Membranen von 

T. thermophilus HB27 und von der Deletionsmutante ∆comZ::bleo durch Ultrazentrifugation und 

Waschen in Tris-Puffer (10 mM Tris, pH 8,0) isoliert. Diese Membranen wurden im nativen Gra-

dientengel (3 - 20 % Acrylamid) aufgetrennt und mit anti-ComZ-Antiserum (1:5000) inkubiert 

(Abb. 3.16 B). In der Membranfraktion des Wildtyps wurden dabei zwei Proteinkomplexe detek-

tiert, die nicht in der Mutante ∆comZ::bleo auftraten (Pfeile in Abb. 3.16 B). Mit apparenten mo-

lekularen Massen von 159 und 206 kDa sind diese Komplexe kleiner als das für gereinigtes 

ComZ-His9 detektierte potentielle Tetramer. Diese Experimente zeigen dennoch, dass ComZ eine 

Komponente von membrangebundenen oder -assoziierten Komplexen ist. Ob bzw. welche weite-

ren Proteine neben ComZ in diesen Komplexen enthalten sind, muss in zukünftigen Experimen-

ten ermittelt werden. 
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3.3 Die Rolle der Walker A- und Walker B-Motive bei der Aktivität, der 

Assemblierung und der Stabilität von PilF-Komplexen 

 

Das Walker A- und das Walker B-Motiv wurden 1982 erstmals als konservierte Motive von 

ATPasen identifiziert (Walker et al. 1982). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die 

Mutation des konservierten Lysins des Walker A-Motivs in Motor-ATPasen dazu führt, dass kein 

oder nur sehr wenig ATP gebunden wird (Turner et al. 1993; Shiue et al. 2006; Yamagata und 

Tainer 2007; Ghosh et al. 2011). Wird das katalytische Glutamat des Walker B-Motivs ausge-

tauscht, kann die ATPase weiterhin ATP binden, aber nicht mehr hydrolysieren (Chiang et al. 

2008; Jakovljevic et al. 2008; Seitz und Blokesch 2013). 

Die Rolle von ATP-Bindung und -Hydrolyse der T4P-Assemblierungs-ATPasen bei der Bildung 

von Proteinkomplexen ist nicht vollständig geklärt. Für einige, verwandte Systeme wurde gezeigt, 

dass die ATP-Bindung an die Assemblierungs-ATPase nötig für die Multimerisierung der    

ATPase ist. Dies ist z. B. der Fall bei XpsE des T2SS von X. campestris, bei TrbB des konjugativ 

übertragbaren Plasmides RP4, bei FlaI des archaellen Flagellums von Sulfolobus acidocaldarius 

und bei BfpD des „bundle-forming pilus“ (BFP) von EPEC (Shiue et al. 2006; Krause et al. 2000; 

Ghosh et al. 2011; Crowther et al. 2005). Andere Motor-ATPasen hingegen bilden Multimere 

unabhängig von ATP (Krause et al. 2000; Sakai et al. 2001). Für T. thermophilus konnte gezeigt 

werden, dass PilF hexamere Komplexe bildet und dass die Hitzestabilität dieser Komplexe durch 

Zugabe von ADP oder PNP-AMP, einem ATP-Analogon, gesteigert wird (Rose et al. 2011; 

Salzer et al. 2014a).  

Bisher wurde jedoch nicht untersucht, wie sich Mutationen der Walker-Motive und somit der 

Wegfall von ATP-Bindung und -Hydrolyse auf die Hexamerisierung und die in vivo Funktionen 

von PilF auswirken. Um dies aufzuklären, wurden jeweils das Lysin 654 (K654) und das katalyti-

sche Glutamat 718 (E718) gegen ein Alanin ausgetauscht. Bei K654 handelt es sich um das kon-

servierte Lysin des Walker A-Motivs, dass vermutlich aufgrund seiner Interaktionen mit dem 

γ- und β-Phosphat des ATP notwendig für die Bindung von ATP ist (Turner et al. 1993; Hanson 

und Whiteheart 2005). E718 bindet vermutlich als katalytisches Glutamat ein Wassermolekül im 

aktiven Zentrum von PilF, was für die ATP-Hydrolyse notwendig ist (Iyer et al. 2004). Die durch 

die Aminosäureaustausche entstandenen Proteinvarianten wurden aufgereinigt und charakterisiert 

um Aufschluss über die Rolle der Walker-Motive bei der Aktivität, Komplexbildung und 

-stabilität von PilF zu erhalten.  
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3.3.1 Erstellung der Proteinvarianten PilFK654A und PilFE718A 

 

Um die Auswirkungen der Punktmutationen in den Walker-Motiven auf die Aktivität und die 

Komplexbildung und -stabilität von PilF zu untersuchen, sollten die PilF-Varianten heterolog in 

E. coli produziert werden. Vor Beginn dieser Arbeit lag bereits das Überexpressionsplasmid 

pET28-pilF vor, in dem pilF mit der Sequenz eines N-terminalen His6-Tags fusioniert ist, und ein 

Protokoll zur Reinigung des His6-PilF-Fusionsproteins (Rose et al. 2011; Salzer et al. 2014a).  

Zur Erstellung der Expressionsplasmide pET28-pilFK654A und pET28-pilFE718A diente 

pET28-pilF (Tab. 2.4) als Ausgangsplasmid. Durch ortsgerichtete Mutagenese mit den 

Oligonukleotidpaaren pilF_WA_for/pilF_WA_rev bzw. pilF_WB_for/pilF_WB_rev (Tab. 2.5) 

wurden die Codone, die für K654 bzw. E718 codieren, jeweils gegen das Alanincodon GCC aus-

getauscht (Abb. 3.17). Nach der PCR erfolgte ein DpnI-Verdau und die Isolierung der PCR-

Produkte. Diese wurden durch Agarosegelelektrophorese überprüft und entsprachen der erwarte-

ten Größe von 8086 Bp (Abb. 3.18). Die PCR-Produkte wurden ligiert und in E. coli DH5α trans-

formiert. Aus Kolonien, die auf LB-Medium mit Ampicillin und Kanamycin gewachsen waren, 

wurden Plasmide isoliert und die Mutation im Walker A- bzw. Walker B-Motiv wurde durch 

Sequenzierung bestätigt. 

 

 

 

Abb. 3.17. Codonaustausch in pilFK654A (A) und pilFE817A (B). Vergleich der Sequenz von 

pilFWT und pilFK654A bzw. pilFE718A. Die ausgetauschten Codone und daraus resultierenden Amino-

säuren sind fett hervorgehoben. Die Zahlen geben die Positionen der Aminosäuren in PilF an.  
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Abb. 3.18. Überprüfung der PCR-Produkte zur ortsgerichteten Mutagenese von 

pET28-pilF. Die PCR zur Erstellung der Plasmide pET28a-pilFK654A (A) und pET28a-

pilFE718A (B) erfolgte mit den in Tabell 2.5 aufgelisteten Starteroligonukleotiden. Das Plasmid 

pET28a-pilF wurde als Matrize verwendet. Erwartet wurden PCR-Produkte der Größe 8086 Bp 

(Pfeile). Bei der PCR zur Erstellung von pET28a-pilFK654A entstand ein weiteres, unspezifi-

sches Produkt (*). Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethi-

diumbromid gefärbt. 

 

Die isolierten Plasmide pET28-pilFK654A und pET28-pilFE718A wurden jeweils in den Überex-

pressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert. Wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, erfolgte die 

Anzucht der E. coli BL21 (DE3)-Stämme in 10 l LB-Medium mit 20 mg/l Kanamycin bei 37 °C 

mit einer Start-OD600 von 0,2. Die Expression von pilFK654A bzw. pilFE718A wurde nach 2,5 h 

Inkubation durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Nach Reduktion der 

Temperatur auf 30 °C und weiteren 3 – 4 h Inkubation wurden die Zellen geerntet. Nach Zellauf-

schluss mit der „French Pressure“-Zelle und der Ultraschallsonde erfolgte eine Hitzepräzipitation 

bei 68 °C. Die PilF-Varianten wurden aus dem geklärten Lysat durch Nickel-NTA-

Affinitätschromatographie und Gelfiltration mit einer „Superdex 200 10/300“-Säule (GE 

Healthcare Life Sciences, Freiburg) aufgereinigt (Abb. A8, A9, A10, Anhang). Die Elution er-

folgte in filtriertem und entgasten Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) bei einer 

Flussrate von 0,4 ml/min. Proben der gesammelten 0,5-ml-Fraktionen wurden, ebenso wie Proben 

aller anderen Reinigungsschritte, mittels SDS-PAGE überprüft (Abb. 3.19 A, B, C). Die Fraktio-

nen 17 - 21 der Gelfiltration (Elutionsvolumen von 8 - 10,5 ml) enthielten in der Regel gereinig-

tes PilF, wurden vereinigt und zusammen ankonzentriert (MWCO: 100 kDa). Die apparenten 

molekularen Massen der aufgereinigten PilF-Varianten von 100 kDa entsprechen den abgeleiteten 

molekularen Massen der Proteine (100,3 kDa). 

Typische Ausbeuten dieser Reinigungen waren 3 - 5 mg Protein pro 35 g feuchte Zellmasse. Zur 

Überprüfung der Reinheit wurden jeweils 3 µg isoliertes Protein in einem SDS-Gel aufgetrennt 

(Abb. 3.19 D) und mittels Western Blot mit anti-PilF-Antiserum (1:7500) analysiert (Abb. 

3.19 E). Es wurde deutlich, dass PilFK654A und PilFE718A, ebenso wie das PilF Wildtyp-Protein, in 

hoher Reinheit aufgereinigt wurden und dass die ~ 100 kDa Proteine dabei stabil blieben. 
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Abb. 3.19. Reinigung von PilFWT, PilFK654A und PilFE718A. Im Verlauf der Reinigung von 

PilFWT (A), PilFK654A (B), und PilFE817A (C) wurden Proben entnommen, mit SDS-Probenpuffer 

versetzt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Lösung angefärbt. t0, Gesamtprotein 

vor Induktion der Genexpression; t1, Gesamtprotein bei Ernte der Zellen, ~ 3,5 h nach Induktion; 

GL, geklärtes Lysat nach Zellaufschluss und Hitzefällung; D, Durchlauf der Nickelaffinitäts-

chromatographie; W, Waschfraktion; E, Elution der Nickelaffinitätschromatographie; 17 - 24, die 

Zahlen geben die Fraktionen der Gelfiltration an (siehe Abb. A8, A9, A10, Anhang). Die Fraktio-

nen 17 - 21 wurden jeweils vereinigt und ankonzentriert (MWCO: 100 kDa). Je 3 µg der gerei-

nigten Proteine wurden in einem SDS-Gel (10 % Acrylamid) aufgetrennt und mit „Coomassie 

Brilliant Blue“ gefärbt (D), bzw. im Western Blot immunologisch mit anti-PilF Antiserum 

(1:7500) nachgewiesen (E). 

 

3.3.2 ATP-Bindung und -Hydrolyse von PilFK654A und PilFE718A 

 

Um zu untersuchen, ob die Proteinvarianten PilFK654A und PilFE718A in der Lage sind, ATP zu 

binden, wurden je 2 µg der isolierten Proteine mit 15 µCi [α-
32

P]-ATP inkubiert und durch 

10-minütige Bestrahlung mit UV-Licht quervernetzt. Wildtyp-PilF diente als Positivkontrolle und 

BSA als Negativkontrolle. Nach der UV-Licht-Bestrahlung wurden die Proteine gefällt, gewa-

schen, in SDS-Probenpuffer gelöst und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion des radio-

aktiven ATP erfolgte auf einer Speicherleuchtstofffolie. Wie aus Abbildung 3.20 hervorgeht, 

binden Wildtyp-PilF und an PilFE718A vergleichbare Mengen an ATP. Das für PilFK654A detektierte 

Signal des gebundenen, makierten ATP war hingegen etwa 90 % schwächer. Dies führt zu dem 

Schluss, dass K654 auch in PilF von T. thermophilus eine entscheidende Rolle bei der ATP-

Bindung spielt.  
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Abb. 3.20. Bindung von ATP an PilFWT, PilFK654A und PilFE718A. Je 2 µg der gereinigten PilF-

Varianten wurden mit 15 µCi [α-32P]-ATP durch UV-Licht-Bestrahlung quervernetzt. 2 µg BSA 

dienten als Negativkontrolle. Die Proteine wurden gefällt, in SDS-Probenpuffer gelöst und mittels 

SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend getrocknet und die Radioaktivität wurde 

auf einer Speicherleuchtstofffolie detektiert (A). Proben, die auf gleiche Weise behandelt wurden, 

jedoch in Abwesenheit von ATP, wurden ebenfalls im SDS-Gel aufgetrennt und anschließend mit 

Coomassie-Lösung gefärbt (B).  

 

Desweiteren wurde die ATPase-Aktivität der gereinigten PilF-Varianten analysiert. Die ATPase-

Aktivität wurde wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben bestimmt. Den gereinigten PilF-Varianten 

wurde ATP zugesetzt und die Freisetzung von Phosphat über 12 min bestimmt. Für PilFK654A und 

PilFE718A konnte keine ATPase-Aktivität detektiert werden, während Wildtyp-PilF eine Aktivität 

von 22,7 ± 2,2 nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

 aufwies. Dies führt zu dem Schluss, dass K654 und 

E718 in PilF notwendig für die ATP-Hydrolyse sind und stimmt mit der Hypothese überein, dass 

E718 das für die durch PilF-vermittelte ATP-Hydrolyse essentielle Glutamat ist. 

 

3.3.3 Komplexbildung und -stabilität von PilFK654A und PilFE718A 

 

Um zu untersuchen, inwieweit sich die Mutationen im Walker A- und Walker B-Motiv auf die 

Hexamerbildung von PilF auswirken, wurden die Proteinkomplexe in einer nativen PAGE unter-

sucht. 30 µg der gereinigten PilFWT-, PilFK654A- und PilFE718A-Komplexe wurden in einem 

3 - 15 %igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und dann mit „Blue Silver“ gefärbt. 

Wie aus Abbildung 3.21 ersichtlich ist, entspricht das Laufverhalten des PilFE817A-Komplexes 

dem des Wildtyp-Komplexes. In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die apparente 

molekulare Masse von >669 kDa einem PilF Hexamer entspricht (Salzer et al. 2014a). Auch 

PilFK654A bildete einen hochmolekularen Komplex, der allerdings etwas langsamer im Gel 

migrierte. Bei genauerer Betrachtung fällt auf, dass auch PilFWT in geringem Maße auf der glei-

chen Höhe zu sehen ist, wie der PilFK654A-Komplex (Abb. 3.21, Pfeil). Dies deutet an, dass die 

PilF-Komplexe in verschiedenen Konformationen vorliegen und dass die PilF-Komplexe durch 

die Mutation von K654 hauptsächlich die langsamer migrierende Konformationen annehmen. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PilF Hexamere bildet unabhängig davon, ob ATP 

gebunden oder hydrolysiert werden kann. 
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Abb. 3.21. Komplexbildung von PilFWT, PilFK654A und PilFE817A. Zur Untersuchung der Kom-

plexbildung wurden je 30 µg der isolierten Proteinvarianten mittels nativer PAGE (3 - 15 % 

Acrylamid) aufgetrennt. Der Pfeil markiert eine im Gel langsamer migrierende Form des PilF-

Komplexes. Die Proteine wurden mit „Blue Silver“ gefärbt.  

 

Die Thermostabilität des PilF-Komplexes kann mittels Thermfluor-Assay ermittelt werden. Dabei 

wird dem gereinigten Proteinkomplex der Fluoreszenzfarbstoff „SYPRO Orange“ hinzugegeben. 

Dieser lagert sich an hydrophobe Bereiche von Proteinen an, wodurch die Fluoreszenz stark er-

höht wird (Huynh und Partch 2015). Dissoziieren Protomere eines Proteinkomplexes, oder entfal-

tet sich ein Protein, so wird mehr Fläche für die Bindung von „SYPRO Orange“  frei. Bei PilF 

konnten mit dieser Methode zwei Entfaltungsereignisse detektiert werden (Salzer et al. 2014a). 

Die zweite Entfaltung, bei der es sich um die Denaturierung von PilF handelt, fand stets bei 

~ 90,5 °C statt. Der erste Anstieg der Fluoreszenz wurde bei 80,8 ± 0,8 °C gemessen. Hierbei 

handelt es sich vermutlich um den Zerfall des Hexamers in Monomere. Durch Zugabe von 5 mM 

des ATP-Analogons AMP-PNP oder 2,5 mM ADP konnte der PilF-Komplex stabilisiert werden. 

AMP-PNP erhöhte die Temperatur, bei der der Komplex in Monomere zerfällt, um 4 °C, die Zu-

gabe von ADP um 4,9 °C (Salzer et al. 2014a). Somit liegt die Vermutung nahe, dass die PilF-

Komplexe der Varianten PilFK654A und PilFE718A, welche defekt in ATP-Bindung bzw. -Hydrolyse 

sind, veränderte Thermostabilität zeigen. 

In Kooperation mit Barbara Rathmann (Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.) wur-

den gereinigte PilFK654A-, PilFE718A- und Wildtyp-PilF-Komplexe zusammen mit „SYPRO  

Orange“ in einem Thermocycler (Qiagen, Hilden, Germany) erhitzt. Der Versuch wurde ebenfalls 

in Anwesenheit von 5 mM AMP-PNP bzw. 2,5 mM ADP durchgeführt. Der erste Anstieg der 

Fluoreszenz und somit die Dissoziation des Hexamers erfolgt beim Wildtyp-Komplex bei 

82,65 ± 0,35 °C (Abb. 3.22). Die Zugaben von AMP-PNP oder ADP erhöhte diese Temperatur 

signifikant um 1,6 bzw. 2,5 °C (einseitiger t-Test, p < 0,01). Dieser Befund stimmt mit der oben 

genannten Stabilisierung des PilF-Komplexes durch AMP-PNP und ADP überein (Abb. 3.22).  

Die Thermostabilität des PilFK654A-Komplexes unterschied sich in Abwesenheit der Liganden 

nicht signifikant von der des Wildtyp-Komplexes. Allerdings führte die Zugabe von AMP-PNP 

oder ADP zu keiner Erhöhung der Stabilität des PilFK654A-Komplexes, was aufgrund der fehlen-

den ATP-Bindung in dieser Variante zu erwarten war (Abb. 3.22). 
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Abb. 3.22. Thermostabilität der PilFWT-, PilFK654A- und PilF718A-Komplexe.  Dissoziations-

temperatur der gereinigten PilF-Komplexe in Abwesenheit (weiß) oder Anwesenheit von 5 mM 

AMP-PNP (grau) bzw. 2,5 mM ADP (schwarz). Die Messung erfolgte mittels Thermofluor-

Assay (Kapitel 2.11) mit je 10 µg Protein bei pH 8,5. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfeh-

ler von 2 (PilFWT ohne Ligand) bzw. 4 Messungen (alle weiteren). 

Die Komplexe der Variante PilFE718A zeigten hingegen eine um 2,6 °C erhöhte Thermostabilität 

im Vergleich zu Wildtyp-Komplexen. Da die Mutation des katalytischen Glutamats nur die ATP-

Hydrolyse, nicht aber die Bindung des Liganden einschränkt, führte bei dieser Variante die Zuga-

be von AMP-PNP bzw. ADP, wie beim Wildtyp-PilF, zu einer Steigerung der Thermostabilität 

(Abb. 3.22). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass K654 des Walker A-Motivs in PilF notwendig für 

die Bindung von ATP oder ADP ist und die fehlende ATP/ADP-Bindung zu einer geringeren 

Thermostabilität des PilF-Komplexes führt. Die Mutation des katalytischen E718, welches für die 

ATP-Hydrolyse essentiell ist, führte hingegen sogar zu einer höheren Thermostabilität, die durch 

AMP-PNP bzw. ADP noch weiter gesteigert werden konnte. 
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3.4 Rolle des Walker A- und Walker B-Motivs bei der Funktion von PilF 

in der T4P-Biogenese und der natürlichen Transformation 

 

3.4.1 Erstellung der T. thermophilus-Mutanten pilFK654A und pilFE718A  

 

Nachdem die Auswirkungen der Mutationen im Walker A- und Walker B-Motiv auf PilF in vitro 

ermittelt wurden, stellte sich nun die Frage, wie sich diese Mutationen auf die Funktionen von 

PilF in T. thermophilus in vivo auswirken. Um dies zu analysieren, wurde die Deletionsmutante 

∆pilF::bleo in trans mit den Genen pilFK654A bzw. pilFE718A komplementiert. Anschließend 

wurden die Auswirkungen der Punktmutationen in pilF auf die natürliche Transformation sowie 

auf T4P-Bildung und T4P-assoziierte Funktionen untersucht. Zunächst musste hierfür eine Klo-

nierung der mutierten pilF-Gene in den E. coli/Thermus-„Shuttle“-Vektor  pDM12 erfolgen. 

Da die durch ortsgerichtete Mutation erstellten Gene pilFK654A und pilFE718A bereits in 

pET28a-Vektoren vorlagen, wurden diese als Matrize für eine PCR genutzt. Die verwendeten 

Starteroligonukleotide pilF_pDM12_for und pilF_rev (Tab. 2.5) fügten dabei eine 

NdeI-Schnittstelle und eine für ein His6-Tag codierende Sequenz an des 5'-Ende und eine NotI-

Schnittstelle an das 3'-Ende der pilF-Sequnez an. Die PCR-Produkte sollten eine Größe von 

2719 Bp haben und wurden im Agarosegel detektiert (Abb. 3.23 A). Anschließend wurden die 

PCR-Produkte mit den Restriktionsenzymen NdeI und NotI inkubiert. Der E. coli/Thermus-

„Shuttle“-Vektor  pDM12 wurde ebenfalls mit NdeI und NotI verdaut und dann dephosphoryliert. 

Es folgte eine Ligation von pDM12 und dem geschnittenen PCR-Produkt pilFK654A bzw. 

pilFE718A. Anschließend wurde E. coli DH5α mit den Ligationsansätzen transformiert und auf 

Medium mit Kanamycin und Ampicillin ausplattiert.  

Aus den resistenten Transformanden wurden die Plasmide isoliert. Diese wurden durch Verdau 

mit NdeI und NotI auf erfolgreiche Integration der pilF-Gene untersucht. Sowohl für 

pDM12-pilFK654A, als auch für pDM12-pilFE718A wurden jeweils zwei DNA-Fragmente der 

erwarteten Größen von 6555 Bp und 2719 Bp im Agarosegel detektiert (Abb. 3.23 B, Spur 3 und 

4). Beim Verdau des Ausgangsplasmides pDM12 mit NdeI und NotI entstanden die erwarteten 

DNA-Fragmente der Größe 6555 Bp und 845 Bp (Abb. 3.23 B, Spur 2). Die korrekte Integration 

der Gene pilFK654A bzw. pilFE718A in pDM12 wurde durch Sequenzierung mit den 

Oligonukleotiden Seq_pDM12_for und Seq_pDM12_rev (Tab. 2.5) bestätigt. 
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Abb. 3.23. Überprüfung der PCR-Produkte pilFK654A und pilFE718A und der Plasmide 

pDM12-pilFK654A und pDM12-pilFE718A. Die mutierten Gene pilFK654A und pilFE817A 

wurden mit den Starteroligonukleotiden pilF_pDM12_for und pilF_rev amplifiziert, wobei die 

entsprechenden pET28a-Plasmide als Matrize dienten. Erwartet wurden PCR-Produkte der Größe 

2719 Bp (A). Die erstellten pDM12-Plasmide wurden mit NdeI und NotI verdaut, um die Inserti-

on der mutierten pilF-Gene zu überprüfen. Dabei sollten DNA-Fragmente der Größen 6555 Bp 

und 2694 Bp entstehen (B, Spur 3 und 4). Das Ausgangsplasmid pDM12 wurde zum Vergleich 

ebenfalls mit NdeI und NotI verdaut, wobei Produkte der Größen 6555 Bp und 845 Bp erwartet 

und detektiert wurden (B, Spur 2). Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt 

und mit Ethidiumbromid gefärbt, die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham) diente als Größenstandard (A und B, Spur 1). 

 

In vorangegangenen Experimenten wurde die Deletionsmutante ∆pilF::bleo erfolgreich mit 

pDM12-pilF komplementiert, was die natürliche Kompetenz, sowie die T4P-Biogenese wieder-

herstellte (Salzer et al. 2014b). Die Expression des pilF-Gens erfolgte dabei mittels des konstitu-

tiven Promotors des Cytochrom bc1-Gens aus T. thermophilus, welcher auf dem Plasmid pDM12 

codiert ist (Werner et al. 2010). Die Plasmide pDM12-pilFK654A und pDM12-pilFE718A wur-

den nun ebenfalls durch Elektroporation in ∆pilF::bleo eingebracht. Die Transformanden wurden 

in Kanamycin-haltigem TM
+
-Medium kultiviert und die Gesamt-DNA wurde isoliert. Etwa 4 µg 

dieser DNA wurden in E. coli DH5α retransformiert. E. coli-Zellen, die die in der Gesamt-DNA 

enthaltenen Plasmide aufgenommen hatten, wurden auf LB-Medium mit Kanamycin und Ampi-

cillin selektioniert. Die Plasmide aus diesen Zellen wurden erneut isoliert, mit NdeI und NotI 

verdaut und in einer Agarosegelelektrophorese analysiert. Der Verdau führte erneut zu den zwei 

DNA-Fragmenten der Größen 6555 Bp und 2694 Bp, wie bereits in Abbildung 3.23 gezeigt. So-

mit kann geschlossen werden, dass die T. thermophilus-Stämme die Plasmide pDM12-pilFK654A 

und pDM12-pilFE718A tragen. 
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Abb. 3.24. Immunologischer Nachweis der PilF-Varianten in den T. thermophilus-Mutanten 

pilFK654A und pilFE718A. Jeweils 10 µg Gesamtzellextrakt der ΔpilF::bleo-Mutante und der 

Mutante komplementiert mit pDM12-pilF (pilFWT), pDM12-pilFK654A bzw. pDM12-

pilFE718A wurden in einem 10 %igen (Acrylamid) SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Es 

folgte ein Western Blot unter Verwendung von polyklonalem anti-PilF-Antiserum (1:7500) (A). 

Als Ladekontrolle wurde ein weiteres, gleich beladenes Gel, mit „Coomassie Brilliant Blue“ ge-

färbt (B).  

 

Anschließend sollte überprüft werden, ob die T. thermophilus-Mutanten pilFK654A und 

pilFE718A die PilF-Proteinvarianten produzieren und ob die PilF-Mengen der Menge entspre-

chen, die in der mit pDM12-pilF komplementierten pilF::bleo-Mutante (pilFWT) detektiert wer-

den konnte. Dazu wurden stationäre Zellen der T. thermophilus-Mutanten ∆pilF::bleo, pilFWT, 

pilFK654A und pilFE718A in SDS-Probenpuffer gelöst und kurz gekocht. Die so gewonnen Ge-

samtzellextrakte wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Wes-

tern Blot analysiert. Mit dem anti-PilF-Antiserum konnten vergleichbare PilF-Mengen in 

pilFWT, pilFK654A und pilFE718A detektiert werden (Abb. 3.24). Somit kann davon ausgegan-

gen werden, dass die im folgenden Kapitel beschriebenen Phänotypen der Mutanten durch die 

Mutationen in den Walker-Motiven hervorgerufen wurden und nicht etwa durch abweichende 

Mengen an PilF. 

 

3.4.2 Phänotypische Charakterisierung der Mutanten pilFK654A und pilFE718A 

 

Die Assemblierungs-ATPase PilF ist essentiell für die natürliche Transformation von 

T. thermophilus, ebenso wie für die T4P-Assemblierung und T4P-assoziierte Funktionen wie 

„twitching motility“ oder Adhäsion an Oberflächen. Dies konnte durch Mutantenstudien mit pilF-

Insertions- bzw. Deletionsmutanten gezeigt werden (Friedrich et al. 2002; Salzer et al. 2014b). Im 

Rahmen dieser Arbeit sollte analysiert werden, ob die Bindung von ATP an PilF bzw. die ATP-

Hydrolyse essentiell für die Funktionen von PilF in vivo sind. 

Die natürliche Transformation der Mutanten wurde durch Zugabe von genomischer DNA eines 

Streptomycin-resistenten T. thermophilus-Stammes und Selektion auf Streptomycin-haltigem 

Medium analysiert. Der Wildtyp-Stamm T. thermophilus HB27 und die Deletionsmutante 
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∆pilF::bleo wurden ebenfalls untersucht. Während der Wildtyp eine Transformationsfrequenz 

von ~ 8,2 × 10
-4

 Transformanden/Lebendzellzahl aufwies, zeigte die ∆pilF::bleo-Mutante keine 

Transformierbarkeit. Die Mutanten pilFK654A und pilFE817A wiesen ebenfalls keine Trans-

formanden auf, die Komplementation von ∆pilF::bleo mit pDM12-pilFK654A oder 

pDM12-pilFE718A konnte die natürliche Transformierbarkeit also nicht wiederherstellen.  

Da PilF eine duale Rolle in der natürlichen Transformation und der T4P-Assemblierung spielt, 

sollte als nächstes untersucht werden, ob die Mutation des Walker A- oder Walker B-Motivs auch 

einen Einfluss auf die Pilierung von T. thermophilus hat. Dazu wurden elektronenmikroskopische 

(EM) Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Friederike Joos (Max-Planck-Institut für Biophysik, 

Frankfurt a.M.) und Ralf Salzer angefertigt. Abbildung 3.25 A zeigt beispielhafte Zellen. Etwa 

78 % der mit dem Wildtyp-pilF-Gen komplementierten ∆pilF::bleo-Mutanten (pilFWT) wiesen 

7 ± 3 Pili auf, während keine Pili an den anderen 22 % der Zellen detektiert wurden. Dies ist ver-

gleichbar mit der Pilierung des T. thermophilus HB27-Wildtyps (Salzer et al. 2014b) Die Dele-

tionsmutante ∆pilF::bleo, sowie die mit pDM12-pilFK654A oder pDM12-pilFE718A komple-

mentierte Deletionsmutante wiesen keine Pili auf.  

Die Untersuchung der „twitching motility“ auf BSA-haltigem Minimalmedium zeigte ein ähnli-

ches Ergebnis: Die mit Wildtyp-pilF komplementierte Mutante nahm eine „twitching“-Zone von 

2,03 ± 0,13 cm ein, wohingegen die Mutanten pilFK654A und pilFE718A sowie ∆pilF::bleo nicht 

in der Lage waren, sich auf der Mediumsoberfläche fortzubewegen (Abb. 3.25 B). Dies steht im 

direkten Zusammenhang mit den fehlenden Pili, da „twitching motility“ eine T4P-abhängige Be-

wegung auf Oberflächen ist. 

 

 

Abb. 3.25. Pilierung und „twitching motility“ der Mutanten pilFK654A und pilFE718A. 
EM-Aufnahmen von T. thermophilus-Zellen (A). Auf TM

+
-Agar gewachsene Zellen wurden mit 

Kohlenstoff und Platin schrägbedampft (durchgeführt von F. Joos, Max-Planck-Institut für Bio-

physik, Frankfurt a.M.). Pro Stamm wurden ~ 250 Zellen analysiert, die gezeigten Bilder sind 

beispielhaft (Bilder wurden von R. Salzer angefertigt). Die Pfeilspitzen markieren beispielhaft 

Pili. Größenstandard = 0,5 µm. „Twitching motility“-Zonen wurden analysiert durch punktuelles 

Aufbringen der Zellen auf Minimalmedium mit 1 % (w/v) BSA und anschließender Inkubation 

bei 68 °C für 72 h. Die Agarplatten wurden mit Coomassie-Lösung gefärbt. Überschüssiger Farb-

stoff und Zellen wurden dann abgewaschen, so dass die „twitching“-Höfe als nicht gefärbter Be-

reich sichtbar wurden (B). Die Färbung der Bilder wurde invertiert. Die „twitching“-Höfe sind 

repräsentativ für drei biologische Replikate. Größenstandard = 0,5 cm.  
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Abb. 3.26. Adhäsion von pilFK654A und pilFE718A an Plastikoberflächen. Die 

T. thermophilus-Stämme wurden 3 Tage bei 68 °C in TM
+
-Medium in Mikrotestplatten kultiviert. 

Die OD600 wurde bestimmt bevor das Medium mit planktonischen Zellen abgegossen wurde. Die 

adhärierenden Zellen wurden mit Kristallviolett gefärbt, welches bei 570 nm detektiert wurde. 

Die Absorption bei 570 nm (A570) geteilt durch die OD600 ist ein Maß für die Adhäsion der Zellen. 

Die Punkte zeigen Ergebnisse der 7 - 9 unabhängigen Messungen. Zudem sind Mittelwer-

te ± Standardabweichung angegeben. 

 

T4P spielen, neben anderen Faktoren, auch bei der Anhaftung an Oberflächen eine Rolle. Um den 

Einfluss der K654A- und der E718A-Mutation in pilF auf die Adhäsion von T. thermophilus zu 

untersuchen, wurden der Wildtyp, ∆pilF::bleo, pilFK654A und pilFE718A in je 200 µl TM
+
-

Medium in still stehenden Mikrotestplatten kultiviert. Nach drei Tagen bei 68 °C, hatten sich die 

Zellen 2 - 3 mal geteilt. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Adhäsion 

der mit Wildtyp-pilF komplementierte pilF-Mutante vergleichbar mit der des T. thermophilus-

Wildtyp ist und dass die ∆pilF::bleo-Deletionsmutante eine stark reduzierte Adhäsion zeigt 

(Salzer et al. 2014a). Auch in dieser Arbeit zeigte die ∆pilF::bleo-Deletionsmutante kaum Adhä-

sion (Abb. 3.26). Interessanterweise konnte die Komplementation mit pilFK654A oder mit 

pilFE718A die Adhäsion zum Teil wiederherstellen. Diese Mutanten zeigten allerdings eine nur 

etwa halb so starke Adhäsion wie der Wildtyp (Abb. 3.26). Somit scheinen die ATP-Bindung und 

-Hydrolyse in PilF zwar eine Rolle bei der Anhaftung der Zellen an Plastikoberflächen zu spielen, 

sind aber nicht essentiell dafür. 

Zusammenfassend zeigen die physiologischen Untersuchungen der mit pDM12-pilFK654A und 

pDM12-pilFE718A komplementierten ∆pilF::bleo-Mutante, dass die ATPase-Aktivität von PilF 

essentiell für die natürliche Transformation, die T4P-Assemblierung und „twitching motility“ ist 

und eine wichtige Rolle bei der Adhäsion an Plastikoberflächen spielt. 
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3.5 Interaktion von PilF mit Komponenten des DNA-Translokators und 

T4P-Assemblierungskomplexes 

 

Die durch PilF katalysierte ATP-Hydrolyse ist notwendig für die DNA-Aufnahme und die T4P-

Assemblierung von T. thermophilus. Allerdings stellt sich die Frage, wie die durch die cytoplas-

matische Motor-ATPase PilF bereitgestellte Energie auf die anderen Komponenten des DNA-

Translokators/T4P, die im Periplasma und z. T. in der äußeren Membran lokalisiert sind, übertra-

gen wird. Studien der T4P-Systeme aus M. xanthus, P. aeruginosa und N. meningitidis haben 

gezeigt, dass die PilF-Homologe mit dem membranassoziierten, ATP bindenden Protein PilM 

interagieren (Bischof et al. 2016; McCallum et al. 2016; Goosens et al. 2017). Eine solche Inter-

aktion wurde für T. thermophilus bisher nicht gezeigt. Jedoch zeigten Kristallstrukturen, dass 

T. thermophilus-PilM den N-Terminus des membrangebundenen Proteins PilN bindet (Karuppiah 

und Derrick 2011). Weitere EM-Untersuchungen ergaben, dass PilM, PilN und PilO einen Kom-

plex (PilMNO) bilden und dass dieser Komplex mit dem Hauptpilin PilA4 interagiert (Karuppiah 

et al. 2013). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun analysiert werden, ob der PilMNO-Komplex mit PilF inter-

agiert. Zudem sollte die Rolle einzelner Domänen von PilF und PilM bei dieser Interaktion analy-

siert werden. 

 

3.5.1 Heterologe Produktion und Koaufreinigung von PilMN und PilMNO  

 

Um die Interaktion der ATPase PilF mit PilM, PilN, PilMN- und PilMNO-Komplexen analysie-

ren zu können, wurden zunächst Expressionsplasmide benötigt, die für PilN-Strep, His6-PilMN-

Strep und His6-PilMNO-Strep codieren. Die Plasmide pET28a-PilMN und pET28a-PilN lagen 

bereits in E. coli BL21 (DE3) vor (Salzer 2016).  

Die Kultivierung der E. coli-Stämme erfolgte in 10 l LB-Medium mit Kanamycin bei 37 °C. Die 

Produktion von His6-PilMN-Strep bzw. PilN-Strep wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG indu-

ziert. Nach dem Zellaufschluss wurde das geklärte Lysat durch Ultrazentrifugation in Membranen 

und lösliche Bestandteile getrennt. His6-PilM wurde in beiden Fraktionen detektiert. Aus der lös-

lichen Fraktion wurde His6-PilM mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie isoliert (Abb. 3.27 

B). Das membranassoziierte His6-PilM wurde zusammen mit PilN-Strep aus der Membranfrak-

tion gereinigt. Dafür wurden Membranproteine mit 1 % (w/v) DDM solubilisiert und anschlie-

ßend wurde eine Strep-Tactin-Affninitätschromatographie durchgeführt (Kapitel 2.6.2). Dies 

führte zur Koaufreinigung von PilN-Strep und His6-PilM (Abb. 3.27 A). Aus dem pET28a-PilN 

tragenden E. coli BL21 (DE3)-Stamm wurde PilN-Strep ebenfalls aus Membran-Solubilisat durch 

Strep-Tactin-Affinitätschromatographie isoliert (Abb. 3.27 C). 
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Abb. 3.27. Reinigung von His6-PilMN-Strep (A), His6-PilM (B), PilN-Strep (C) und 

His6-PilMNO-Strep (D). His6-PilMN-Strep wurde heterolog in E. coli BL21 (DE3) produziert 

und aus solubilisierten Membranen durch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie isoliert (A). 

Aus der löslichen Fraktion der gleichen Zellen wurde His6-PilM durch Ni-NTA-

Affinitätschromato-graphie aufgereinigt (B). PilN-Strep wurde aus solubilisierten Membranen 

eines E. coli BL21 (DE3)-Stammes durch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie gereinigt (C). 

His6-PilMNO-Strep wurde aus solubilisierten Membranen von E. coli T7 Express-Zellen durch 

Strep-Tactin-Affinitätschromatographie und Gelfiltration isoliert (D). Proben wurden mittels 

SDS-PAGE aufgetrennt und mit „Coomassie Brilliant Blue“ gefärbt. t1, Gesamtprotein bei Ernte 

der Zellen; P1, Pellet nach Zellaufschluss und Zentrifugation; GL, geklärtes Lysat nach Zellauf-

schluss und Zentrifugation; L, Lösliche Fraktion nach Ultrazentrifugation; M, Membranbestand-

teile; P2, Pellet nach Solubilisierung und Ultrazentrifugation; So, Solubilisat; D, Durchlauf der 

Strep-Tactin-Affinitätschromatographie; W1, W6 Waschfraktionen; E, Elution; E1-E6, einzelne 

Elutionsfraktionen der Strep-Tactin-Affinitätschromatographie; Ni DL, Durchlauf der Ni-NTA-

Affinitätschromatographie; Ni W, Waschfraktion der Ni-NTA-Affinitätschromatographie; Ni E, 

Elution der Ni-NTA-Affinitätschromatographie. Die „PageRuler Prestained Protein Ladder“ 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham) diente als Größenstandard (A, B, C, D, Spur 1). 

 

Um die Komplexbildung von PilM, PilN und PilO zu analysieren, wurde das Expressionsplasmid 

pET28a-PilMNO erstellt. Dafür wurden die überlappenden Gene pilM, pilN und pilO mittels der 

Starteroligonukleotide pilM_His_for und pilO_Strep_rev an genomischer DNA aus 

T. thermophilus HB27 amplifiziert (Abb. 3.28 A). Das PCR-Produkt und pET28a wurden mit 

NdeI und NotI verdaut und, nach Dephosphorylierung von pET28a, ligiert. Der Ligationsansatz 

wurde in E. coli DH5α transformiert. Aus Kanamycin-resistenten Transformanden wurden die 

Plasmide isoliert und durch Restriktion mit NdeI und NotI überprüft. Abbildung 3.28 B zeigt, 

dass dabei die beiden erwarteten DNA-Fragmente von 5299 Bp und 2375 Bp gebildet wurden, 

während aus dem Verdau des Ausgangsplasmides pET28a, wie erwartet, nur ein Fragment 

(5299 Bp) resultierte. 
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Abb. 3.28. Überprüfung des PCR-Produktes pilMNO und des Plasmides pET28a-PilMNO. 
Die Gene pilM, pilN, pilO (pilMNO) wurden mit den Starteroligonukleotiden pilM_His_for und 

pilO_Strep_rev amplifiziert. Erwartet wurde ein PCR-Produkt der Größe 2391 Bp (A, Spur 2). 

Dieses PCR-Produkt wurde in pET28a eingebracht. Das erstellte Plasmid pET28a-PilMNO wur-

de zur Kontrolle mit NdeI und NotI verdaut. Dabei sollten DNA Fragmente der Größen 5299 Bp 

und 2375 Bp entstehen (B, Spur 2). Das Ausgangsplasmid pET28a wurde zum Vergleich eben-

falls mit NdeI und NotI Verdaut, wobei ein 5299-Bp-Produkt erwartet wurde (B, Spur 3). Die 

DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. 

 

Zur Produktion des PilMNO-Komplexes wurde pET28a-PilMNO in den Expressionsstamm 

E. coli T7 Express (New England Biolabs, Ipswich) transformiert. Hier erfolgte die Zellanzucht, 

wie von Karrupiah et al. (2013) beschrieben, in 2 × YT-Medium mit Kanamycin bei 37 °C. Die 

Induktion der pilMNO-Genexpression erfolgte bei Erreichen einer OD600 von ~ 1 durch Zugabe 

von 0,1 mM IPTG, gefolgt von einer weiteren Kultivierung bei 16 °C über Nacht. Die Reinigung 

des His6-PilMNO-Strep-Komplexes erfolgte, ähnlich wie die des His6-PilMN-Strep-Komplexes, 

aus mit 1 % (w/v) DDM solubilisierten Membranen (Abb. 3.27 D). His6-PilM und PilN wurden 

hierbei zusammen mit PilO-Strep über eine Strep-Tactin-Säule koisoliert. Dies indiziert, dass 

PilMNO einen Komplex bilden. 

 

 

Abb. 3.29. Western Blot-Analysen der gereinigten PilMNO- und PilMN-Komplexe und der 

PilM- und PilN-Proteine. Aus E. coli BL21 (DE3) isoliertes His6-PilMNO-Strep (Spur 1), 

His6-PilMN-Strep (Spur 2), His6-PilM (Spur 3) und PilN-Strep (Spur 4) wurden durch SDS-

PAGE aufgetrennt (A). Um His6-PilM (44 kDa), PilN (23 kDa) und PilO-Strep (22,5 kDa) deut-

lich voneinander zu trennen, wurde ein 4 – 20 %iges Acrylamid-Gradientengel verwendet 

(Spur 1), für alle weiteren Präparationen ein 14 %iges Acrylamidgel. Zur Überprüfung der Prote-

inidentitäten, wurden Western Blot-Analysen durchgeführt mit anti-PilM-Antiserum (1:5000) 

(B), anti-PilN-Antiserum (1:5000) (C) und Strep-Tactin-HRP-Konjugat (laut Herstellerangaben, 

iba Lifesciences, Göttingen) (D).  
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Anschließend wurden die PilMNO-haltigen Eluate der Strep-Tactin-Affinitätschromatographie 

vereinigt, ankonzentriert (MWCO: 100 kDa) und dann durch Gelfiltration mit einer „Superdex 

200 (10/300)“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) aufgetrennt. Die Equilibrierung und 

Elution erfolgte mit MNO-Puffer (25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 5 % (v/v) Glyce-

rin, pH 8,0) mit 0,4 mM DDM und einer Flussrate von 0,4 ml/min. Die Peak-Fraktionen wurden 

im SDS-Gel aufgetrennt. Die Fraktionen mit den Elutionsvolumen 8,5 - 13 ml enthielten PilM, 

PilN und PilO (siehe Abb. A11, Anhang), wurden vereinigt und ankonzentriert (MWCO: 

100 kDa). Alle gereinigten Proteinkomplexe wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analy-

siert, wodurch die erfolgreiche Koisolation von PilMNO (Abb. 3.29 A, B, C, D, Spur 1) und 

PilMN (Abb. 3.29 A, B, C, Spur 2), sowie die Isolation von PilM (Spur 3) und PilN (Spur 4) be-

stätigt wurde.  

Um den oligomeren Status der PilMNO- und PilMN-Komplexe zu bestimmen, wurde eine native 

PAGE durchgeführt. His6-PilMNO-Strep migrierte als ein Komplex, der einer molekularen Masse 

von ~ 160 kDa entspricht (Abb. 3.30, Spur 2). Das korrespondiert mit einer Stöchiometrie von 

2:2:2, wie sie auch von Karrupiah et al. (2013) beobachtet wurde. Für His6-PilMN-Strep wurden 

zwei Komplexe detektiert, die ~ 80 und ~ 195 kDa entsprechen, was in etwa Komplexen mit 1:1 

und 3:3 Stöchiometrie entspricht (Abb. 3.30, Spur 3). 

Da für PilM aus P. aeruginosa beschrieben wurde, dass es in Abwesenheit von PilN Homodimere 

bildet (McCallum et al. 2016), wurde die mögliche Oligomerisierung von PilM aus 

T. thermophilus mittels nativer PAGE analysiert. His6-PilM migrierte schneller als das 66-kDa-

Protein des Größenstandards (Abb. 3.30, Spur 4 und 5). Somit liegt His6-PilM (abgeleitete mole-

kulare Masse von 44 kDa) nicht als Oligomer vor. Da in der SDS-PAGE der gleichen Proteinpro-

be keine Abbauprodukte detektiert wurden (Abb. 3.29, Spur 3), kann davon ausgegangen werden, 

dass His6-PilM als Monomer vorliegt. Es konnte also ausgeschlossen werden, dass His6-PilM 

oligomerisiert, instabil ist und/oder Aggregate bildet, wie es für heterolog produziertes PilM aus 

M. xanthus und aus P. aeruginosa beschrieben wurde (Bischof et al. 2016; McCallum et al. 

2016).  

 

Abb. 3.30. Analyse der Komplexbildung von PilMNO, PilMN und PilM durch Auftrennung 

der (ko)aufgereinigten Proteine im nativen Gel.  His6-PilMNO-Strep (Spur 2), His6-PilMN-

Strep (Spur 3) und His6-PillM (Spur 4) wurden unter native Bedingungen in einem 5 - 20 %igen 

Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit „InstantBlue“ gefärbt. Proteine des „Amersham HMW 

Calibration Kit for native Electrophoresis“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) dienten als 

Größenstandard (Spur 1 und 5). 
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3.5.2 PilM interagiert mit PilF 

 

Im Folgenden sollte die potentielle Interaktion der PilMNO- und PilMN-Proteinkomplexe mit der 

löslichen Assemblierungs-ATPase PilF analysiert werden. His6-PilF-Hexamere wurden wie in 

Kapitel 2.6.1 beschrieben produziert und gereinigt. Zur Analyse der Protein-Protein-Interaktionen 

wurden His6-PilMN-Strep- bzw. His6-PilMNO-Strep-Komplexe an eine Strep-Tactin-Säule ge-

bunden und mit einem Überschuss an His6-PilF-Komplexen inkubiert (siehe Kapitel 2.7). Als 

Negativkontrolle wurde His6-PilF mit einer unbeladenen Strep-Tactin-Säule inkubiert. Nachdem 

diese zehnmal mit einem Säulenvolumen MN-Puffer inkl. 0,4 mM DDM gewaschen wurde, war 

kein PilF mehr in der Wasch- oder Elutionsfraktion enthalten (Abb. 3.31 E). Auch nach fünffa-

chem Ankonzentrieren der zehnten Waschfraktion und des Eluates, war kein PilF zu detektieren 

(Abb. 3.31 F). Im Gegensatz dazu eluierte His6-PilF zusammen mit PilMNO bzw. PilMN nach 

Koinkubation (Abb. 3.31 A, B). Dies weist darauf hin, dass PilF mit den PilMNO- und PilMN-

Komplexen interagiert. 

 

 

Abb. 3.31. PilMNO, PilMN und PilM interagieren mit PilF.  His6-PilMNO-Strep (A), 

His6-PilMN-Strep (B), Strep-PilM (C) und PilN-Strep (D) wurden jeweils an eine Strep-Tactin-

Säule gebunden und mit gereinigtem His6-PilF inkubiert. Vor der Elution wurde mit zehnmal 

einem Säulenvolumen MN-Puffer inkl. 0,4 mM DDM gewaschen. Die jeweils zehnte Waschfrak-

tion (W10) und die Eluate wurden fünffach ankonzentriert und ebenso wie der Durchlauf (DL) 

mittels SDS-PAGE aufgetrennt (16 % Gel bei PilMNO, 14 % Gel bei PilMN, PilM und PilN). 

Zur Kontrolle wurde His6-PilF auf eine „leere“ Strep-Tactin-Säule geladen. Diese wurde eben-

falls wie oben beschrieben gewaschen und dann eluiert (E). Nach dem Ankonzentrieren der W10- 

und Elutionsfraktion waren keine Proteine zu detektieren (F). DL, Durchlauf; W1-10, Waschfrak-

tionen; E, Eluat; Gele wurden mit „InstantBlue“ gefärbt. 
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Zur Klärung der Frage, ob PilF mit PilN oder PilM interagiert, wurde zunächst PilN-Strep an eine 

Strep-Tactin-Säule gebunden. Nach Koinkubation und Affninitätschromatographie koeluierte 

His6-PilF nicht mit PilN-Strep (Abb. 3.31 D), PilF scheint also nicht direkt an PilN zu binden. 

Somit ist PilM vermutlich der direkte Interaktionspartner von PilF. Um dies zu bestätigen, musste 

zunächst eine PilM-Variante mit Strep-Tag erstellt werden, die dann als Köderprotein im säulen-

gebundenen Interaktionstest genutzt werden konnte. Zur Erstellung des Expressionsplasmides 

pET28a-Strep-PilM wurde pilM an genomischer T. thermophilus-DNA mit den Starteroligonuk-

leotiden pilM_Strep_for und pilM_rev (Tab. 2.5) amplifiziert, wobei die Sequenz für einen 

N-terminalen Strep-Tag angefügt wurde. Das PCR-Produkt entsprach der erwarteten Größe von 

1184 Bp (Abb. 3.32 A, Spur 2) und wurde mit NcoI und NotI verdaut. Der Vektor pET28a wurde 

ebenfalls mit NcoI und NotI verdaut, dann dephosphoryliert und mit Strep-pilM ligiert. Der Liga-

tionsansatz wurde in E. coli DH5α transformiert. Aus auf Kanamycin-haltigem Medium selektio-

nierten Transformanden wurden anschließend Plasmide isoliert. Diese wurden zur Kontrolle mit 

NcoI und NotI verdaut, wobei die erwarteten DNA-Fragmente der Größen 5240 Bp und 1169 Bp 

entstanden (Abb. 3.32 B, Spur 2), während im Vergleich beim Verdau von pET28a nur ein Frag-

ment der Größe 5240 Bp entstand (Abb. 3.32 B, Spur 3).  

Das überprüfte Plasmid pET28a-Strep-PilM wurde zur Proteinproduktion in E. coli BL21 (DE3) 

transformiert. Die Produktion und Reinigung von PilM erfolgte mittels Strep-Tactin-

Affninitätschromatographie (Kapitel 2.6.2). Zur Analyse der Interaktion mit PilF, wurde Strep-

PilM mit gereinigten His6-PilF-Komplexen auf der Strep-Tactin-Säule koinkubiert, gewaschen 

und eluiert. Dabei koeluierte PilF mit Strep-PilM (Abb. 3.31 C). Dies deutet auf eine direkte In-

teraktion von PilF und PilM hin.  

 

 

Abb. 3.32. Überprüfung des amplifizierten PCR-Produktes Strep-pilM und des Plasmides 

pET28a-Strep-PilM. Strep-pilM wurde mit den Starteroligonukleotiden pilM_Strep_for und 

pilM_rev (Tab. 2.5) amplifiziert. Erwartet wurde ein PCR-Produkt der Größe 1184 Bp (A). Das 

erstellte Plasmid pET28a-Strep-PilM wurde zur Kontrolle mit NcoI und NotI verdaut. Dabei 

wurden DNA-Fragmente der Größen 5240 Bp und 1169 Bp erwartet (B, Spur 2). Das Aus-

gangsplasmid pET28a wurde ebenfalls mit NcoI und NotI verdaut, wobei ein 5240-Bp-Produkt 

generiert wurde (B, Spur 3). Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit 

Ethidiumbromid gefärbt. Als Größenstandard wurde die „GeneRuler 1 kb Ladder“ (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham) verwendet (A und B, Spur 1). 
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Häufig führt die direkte Interaktion von Proteinen zum Schutz vor Proteinabbau und somit zu 

einer erhöhten Stabilität (Wang et al. 1997; Ray et al. 2003; Camberg et al. 2007). Während PilF 

während der Lagerung bei -20 °C stabil bleibt, konnte beobachtet werden, dass das Protein in 

mehrere, kleinere Peptide zerfällt, wenn es über einen längeren Zeitraum bei 8 °C oder 20 °C 

gelagert wird. Wie in Abbildung 3.33 zu sehen ist, lag nach 9 Tagen Inkubation bei 20 °C kein 

vollständiges PilF (100 kDa) mehr vor. Wurde PilF zusammen mit gereinigtem His6-PilM 9 Tage 

bei 20 °C koinkubiert, war der Zerfall von PilF deutlich geringer und ~ 50 % lagen noch als 

100-kDa-Protein vor (Abb. 3.33). Dies untermauert die Ergebnisse der Koelution von PilF und 

PilM. Die erhöhte Stabilität von PilF könnte aus der Bindung von PilM an PilF resultieren, durch 

die Proteinbereiche in PilF für Proteasen unzugänglich gemacht wurden. Zusammengefasst wei-

sen diese Ergebnisse darauf hin, dass PilF mit dem membrangebundenen PilMNO-Komplex 

durch direkte Bindung an PilM interagiert. 

 

 
Abb. 3.33. PilM stabilisiert PilF.  6 µg gereinigtes PilF, welches zuvor bei -20 °C gelagert wur-

de, wurde in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Spur 2). Wurde PilF 9 Tage bei 

20 °C gelagert, war kein ~ 100-kDa-Protein zu detektieren, stattdessen mehrere kleinere Peptide 

(Spur 4). PilF wurde zusammen mit 3,5 µg gereinigtem His6-PilM 9 Tage bei 20 °C gelagert, was 

zu einem geringeren Zerfall von PilF führte (Spur 5). Spur 1 und 3, „PageRuler Prestained“-

Protein-Größenstandard (Thermo Fisher Scientific, Waltham). 

 

3.5.3 PilMN- und PilMNO-Komplexe stimulieren die ATPase-Aktivität von PilF 

 

Für die T2SS Assemblierungs-ATPasen EpsE aus V. cholerae und XpsE aus X. campestris und 

für die Assemblierungs-ATPase BfpD des BFP von EPEC konnte gezeigt werden, dass ihre 

ATPase-Aktivität durch Interaktion mit der N-terminalen Domäne von EpsL bzw. XpsL oder 

BfpC stimuliert wird (Camberg et al. 2007; Chen et al. 2005; Crowther et al. 2005). EpsL (XpsL, 

BfpC) entspricht einer genetischen Fusion der T4P Proteine PilM und PilN, wobei die N-

terminale Domäne von EpsL (XpsL, BfpC) ein Strukturhomolog des cytoplasmatischen PilM ist 

(Shiue et al. 2006; McCallum et al. 2016). Eine Stimulation einer T4P Assemblierungs-ATPase 

durch PilM konnte bisher nicht gezeigt werden (Bischof et al. 2016; McCallum et al. 2016). 
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Abb. 3.34. PilMN- und PilMNO-Komplexe stimulieren PilF ATPase-Aktivität. Zur Messung 

der durch PilF katalysierten ATP-Hydrolyse wurden 66,7 pmol PilF Hexamere mit 600 nmol 

ATP bei 68 °C inkubiert und die Zunahme an freiem Phosphat wurde über 15 min gemessen. 

Verschiedene Mengen PilMN (schwarz), PilMNO (dunkelgrau), PilM (hellgrau) oder PilN (weiß) 

wurden hinzugegeben, wobei die Menge an MN-Puffer und Detergenz gleich blieb. Gezeigt sind 

Mittelwerte ± Standardabweichung von mindestens 3 Experimenten.  

 

Um zu analysieren, ob PilM, PilMN- oder PilMNO-Komplexe aus T. thermophilus in der Lage 

sind, die durch PilF katalysierte ATP-Hydrolyse zu stimulieren, wurden verschiedene Mengen 

gereinigtes His6-PilMN-Strep, His6-PilMNO-Strep, His6-PilM oder PilN-Strep mit PilF inkubiert 

und die ATPase-Aktivität gemessen (Abb. 3.34). Die Zugabe von PilMN zu PilF führte tatsäch-

lich zur Stimulation, deren Maximum bei einem molaren Verhältnis von 1:20 (PilF-Hexamer: 

PilMN-Komplex) erreicht wurde und die zu einer Verdopplung der ATPase-Aktivität von PilF 

führte. Ebenso führte ein 20-facher Überschuss von PilMNO-Komplexen zu einer 2-fachen Sti-

mulation von PilF. Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von nur PilM oder PilN zu PilF keinen 

Einfluss auf die ATP-Hydrolyse. PilMN, PilMNO, PilM oder PilN zeigten in Abwesenheit von 

PilF keinerlei ATPase-Aktivität. Zusammengefasst zeigt dies, dass die Bindung von PilM an PilF 

zur Stimulation der ATPase-Aktivität führt, aber nur, wenn PilM auch mit PilN interagiert. 

Für einige Assemblierung-ATPasen wurde eine Stimulation durch Membranlipide beschrieben 

(Camberg et al. 2007; Ghosh et al. 2011; Auvray et al. 2002; Lill et al. 1990). Dies könnte, zu-

sammen mit der Interaktion mit dem membrangebundenen PilMNO-Komplex, sicherstellen, dass 

die volle ATPase-Aktivität erst erreicht wird, wenn die Assemblierungs-ATPase an ihrem Be-

stimmungsort an der Membran gebunden ist. Die stärkste Stimulierung auf ein 130-faches der 

Grundaktivität wurde für EpsE aus V. cholerae beschrieben, wenn EpsL und Cardiolipin (CL) 

zugegeben wurden (Camberg et al. 2007). CL wurde ebenfalls in der inneren Membran von 

T. thermophilus detektiert (Zhou et al. 2011).  
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Abb. 3.35. PilF ATPase-Aktivität in Anwesenheit potentieller Interaktionspartner. Die PilF-

katalysierte ATP-Hydrolyse wurde wie für Abbildung 3.34 beschrieben analysiert. Dabei wurde, 

wenn angegeben, gereinigter PilMN-Komplex im molaren Verhältnis von 1:20 (PilF:PilMN) 

zugegeben. Zudem wurden die angegebenen Mengen des Phospholipids CL oder des PilF-

Liganden polyA-ssDNA hinzugefügt. Die Auswirkungen von 100 µM des Sekundärbotenstoffs 

c-di-GMP auf die PilF-Aktivität wurde ebenfalls in An- oder Abwesenheit von PilMN untersucht. 

ATP-Hydrolyse ohne Zugabe von PilMN ist hellgrau, in Anwesenheit von PilMN dunkelgrau 

dargestellt. Mittelwerte ± Standardfehler von mindestens 2 Experimenten. 

 

Um den Einfluss von CL auf die ATPase-Aktivität von PilF zu analysieren, wurden zwei ver-

schiedene Mengen an CL-Vesikeln (125 µM und 250 µM CL) mit PilF gemischt, entweder allei-

ne oder in Anwesenheit von His6-PilMN-Strep-Komplexen, wobei die PilMN-Komplexe in einem 

Verhältnis von 1:20 (PilF-Hexamer:PilMN-Komplex) hinzugegeben wurden. Die Reaktion wurde 

dann durch Zugabe von ATP gestartet. In Abwesenheit von CL wurden ATPase-Aktivitäten von 

26,7 ± 4,9 nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

 für PilF alleine und von 56,3 ± 0,5 nmol Pi × mg 

PilF
-1

 × min
-1

 für PilF stimuliert durch PilMN gemessen. Die PilF-katalysierte ATP-Hydrolyse in 

Anwesenheit von CL unterschied sich nicht signifikant von den in Abwesenheit von CL gemes-

senen Aktivitäten (Abb. 3.35). CL beeinflusst die PilF-Aktivität unter den getesteten Bedingun-

gen also nicht. 

Als nächstes sollten weitere Interaktionspartner von PilF daraufhin untersucht werden, ob sie die 

ATP-Hydrolyse stimulieren. PilF spielt eine entscheidende Rolle bei der DNA-Aufnahme und 

bindet DNA. Collins et al. (2013) konnten in EM-Aufnahmen die Bindung von 25 Nukleotiden 

langer polyA-ssDNA an PilF sichtbar machen. Um die Stimulation von PilF durch DNA zu un-

tersuchen, wurden 3 bzw. 30 µg eines 25 Nukleotide langen polyA-Oligonukleotides der ATPase-

Reaktion beigefügt. Dies hatte keinen Effekt (Abb. 3.35), was frühere Beobachtungen bestätigt, 

bei denen ebenfalls keine Stimulation der ATPase-Aktivität von PilF durch DNA festgestellt 

werden konnte (Rose et al. 2011; Collins et al. 2013). Nun stellte sich die Frage, ob die gleichzei-

tige Zugabe von ssDNA und PilMN-Komplexen die PilF-katalysierte ATP-Hydrolyse stimuliert. 

Deshalb wurden gereinigte PilF-Hexamere zeitgleich mit polyA-ssDNA (3 µg bzw. 30 µg) und 
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mit einem 20-fachen Überschuss an His6-PilMN-Strep-Komplexen inkubiert. Die ATP-Hydrolyse 

wurde auch hier durch Zugabe von 3 mM ATP (Endkonzentration) gestartet. Es wurde keine 

Steigerung der ATPase-Aktivität im Vergleich zu der Probe ohne ssDNA beobachtet (Abb. 3.35).  

Der Sekundärbotenstoff c-di-GMP spielt bei der Regulation von Biofilmbildung und Zellanhaf-

tung eine wichtige Rolle (Jenal et al. 2017; Hengge 2009). PilF aus T. thermophilus weist in sei-

ner ungewöhnlich langen N-terminalen Domäne vier potentielle c-di-GMP Bindemotive auf (sie-

he Kapitel 3.6.1). Um zu analysieren, ob c-di-GMP einen Einfluss auf die PilF-Aktivität hat, 

wurde die ATPase-Aktivität in Anwesenheit von 100 µM c-di-GMP gemessen. Dies geschah 

sowohl mit als auch ohne gleichzeitige Zugabe von 1,33 nmol PilMN-Komplexen. Die dann ge-

messenen ATPase-Aktivitäten von 33,2 ± 3,9 nmol Pi × mg PilF
-1

 × min
-1

 und 52,6 ± 5,3 nmol 

Pi × mg PilF
-1

 × min
-1

 unterschieden sich nicht signifikant von den Aktivitäten ohne c-di-GMP 

(Abb. 3.35). Das entspricht auch den Beobachtungen für die Assemblierungs-ATPase PilB2 aus 

Clostridium perfingensis, die ebenfalls c-di-GMP bindet, aber dadurch nicht stimuliert wird 

(Hendrick et al. 2017). 

Zusammengefasst konnte somit weder die Zugabe von CL, ssDNA, noch die des Sekundärboten-

stoffes c-di-GMP die ATPase-Aktivität von PilF stimulieren. 

 

3.5.4 Die Rolle verschiedener PilF-Domänen bei der Interaktion mit PilMN  

 

PilF aus T. thermophilus weist eine ungewöhnlich lange N-terminale Domäne auf, die drei 

GSPII-Domänen (GSPIIA, B, C) beinhaltet (Rose et al. 2011). Die GSPII-Domäne ist eine kon-

servierte Faltung, die in T2SS und T4P Motor-ATPasen zu finden ist und die Sekundärstruktur 

αββαβα hat (Abb. 3.36) (Abendroth et al. 2005; Chen et al. 2005). Bei XpsE- und PilB-Typ 

ATPasen geht zudem eine α-Helix voran (ααββαβα). Kristallstrukturen der T2SS-ATPasen XpsE 

und EpsE aus X. campestris und V. cholerae haben gezeigt, dass der GSPII-beinhaltende 

N-Terminus direkt mit den PilM Homologen XpsL bzw. EpsL interagiert (Chen et al. 2005; 

Sandkvist et al. 1995; Abendroth et al. 2005). Somit stellte sich die Frage, ob eine oder mehrere 

der GSPII-Domänen von T. thermophilus-PilF bei der Interaktion mit PilM eine Rolle spielen.  

Zu Beginn dieser Arbeit lagen bereits PilF-Deletionsderivate vor, bei denen eine oder mehrere 

GSPII-Domänen deletiert waren. Die Proteinvarianten PilF∆GSPIIA (AS 1-147 deletiert), 

PilF∆GSPIIAB (AS 1-298 deletiert), PilF∆GSPIIABC (AS 1-479 deletiert) und PilF∆GSPIIC 

(AS 369-479 deletiert) wurden in E. coli BL21 (DE3) produziert und wie für PilF Wildtyp-

Protein beschrieben aufgereinigt, wobei die Hitzeinkubation auf ca. 10 - 15 min verkürzt wurde, 

um die Fällung der z. T. instabileren PilF-Varianten zu verhindern (persönliche Kommunikation, 

R. Salzer, Goethe-Universität Frankfurt). Alle Varianten zeigten ATPase-Aktivitäten, die der 

Wildtyp-Aktivität entsprachen und formten hochmolekulare Komplexe, wie durch native PAGE 

gezeigt wurde (persönliche Kommunikation, R. Salzer, Goethe-Universität Frankfurt) (Kruse et 

al. 2018). Allerdings migrierten die Deletionsderivate als Schmier im nativen Gel, was auf 

Aggregation der Proteine hinweisen könnte.  



ERGEBNISSE  94 
    
 

 

Abb. 3.36. Die konservierte Faltung der GSPII-Domänen in Assemblierungs-ATPasen. Die 

Sequenzen der GSPIIA-, GSPIIB- und GSPIIC-Domänen von T. thermophilus-PilF wurden mit 

den N-terminalen Domänen von PilB-, XpsE- und EpsE-Typ ATPasen verglichen. Dafür wurde 

das IBIVU PRALINE „multiple sequence alignment tool“ (Simossis und Heringa 2003) mit inte-

grierter Sekundärstruktur Vorhersage mittels „SSPRO v4“ verwendet (Pollastri et al. 2002). α-

Helices sind rot, β-Faltblätter sind blau dargestellt. Die in Klammern aufgeführten Nummern 

geben die jeweils erste Aminosäure der verwendeten Proteinsequenz an. Tt, T. thermophilus; Pa, 

P. aeruginosa; Nm, N. meningitidis; Mx, M. xanthus; Xc, X. campestris; Tm, T. maritima; Vc, 

V. cholerae.  

 

Um die Rolle der GSPII-Domänen bei der Komplexbildung/-stabilität zu analysieren, wurde die 

Autrennung der PilF∆GSPII-Varianten in der native PAGE wiederholt und analytische Gelfiltra-

tionen (GF) mit einer „Superose 6“-Säule durchgeführt (Abb. 3.37). Alle GF-Elutionsprofile zeig-

ten eine Schulter vor dem Elutionsmaximum. SDS-PAGE der entsprechenden Fraktionen zeigte 

allerdings, dass sich sowohl in den Schulter- als auch den Maximumsfraktionen nur die entspre-

chenden PilF-Varianten befanden (Abb. 3.37 B-F). Bei den in der Schulter eluierenden Protein-

komplexen könnte es sich eventuell um eine weniger stark vertretene Konformation des PilF-

Komplexes handeln. Wildtyp-PilF eluierte in einem deutlichen Peak, der einem Proteinkomplex 

von ~ 615 kDa entspricht (Abb. 3.37 B). Dies stimmt mit der abgeleiteten molekularen Masse 

von 600 kDa für ein PilF-Hexamer und mit dem Migrationsverhalten von Wildtyp-PilF im nati-

ven Gel überein (Abb. 3.37 A, Spur 2). Auch PilF∆GSPIIA und PilF∆GSPIIC bildeten distinkte 

Proteinkomplexe in der nativen PAGE und der GF (Abb. 3.37 A, Spur 3 und 6, C, F). Die daraus 

ermittelten apparenten molekularen Massen von 547 kDa bzw. 534 kDa entsprechen den abgelei-

teten molekularen Massen von PilF∆GSPIIA- bzw. PilF∆GSPIIC-Hexameren (510 kDa bzw. 
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534 kDa). PilF∆GSPIIAB eluierte in der GF als scharfer Peak, der einem ~ 161-kDa-Komplex 

entspricht (Abb. 3.37 D). Dies weicht signifikant von den abgeleiteten 408 kDa eines 

PilF∆GSPIIAB-Hexamers ab. Die PilF∆GSPIIABC-Variante zeigte im GF-Elutionsprofil keinen 

scharfen, symmetrischen Peak (Abb. 3.37 E), was darauf hindeutet, dass die Deletion aller drei 

GSPII-Domänen zur Instabilität des PilF-Komplexes führt. Zudem migrierten die PilF-Varianten 

∆GSPIIAB und ∆GSPIIABC als Schmier in der nativen PAGE und liefen z. T. nicht in das Gel 

ein (Abb. 3.37 A, Spur 4 und 5). Das deutet darauf hin, dass die Proteine während der Probenvor-

bereitung aggregierten. Die Deletion der ersten zwei oder aller drei GSPII-Domänen führte also 

zu einer veränderten Komplexbildung und/oder -stabilität von PilF. 

 

 

 

Abb. 3.37. Komplexbildung/-stabiltät der PilF∆GSPII-Varianten. 30 µg gereinigtes PilFWT, 

PilF∆GSPIIA, PilF∆GSPIIAB, PilF∆GSPIIABC und PilF∆GSPIIC wurden in einem 3-15 %igen 

nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit „InstantBlue“ gefärbt (A). Mit den gereinigten 

Proteinen PilFWT (B), PilF∆GSPIIA (C), PilF∆GSPIIAB (D), PilF∆GSPIIABC (E) und 

PilF∆GSPIIC (C) wurde eine analytische Gelfiltration auf einer „Superose 6“-Säule durchgeführt. 

Die Säule wurde mit Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) equilibriert und die 

Durchflussgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Alle Elutionskurven zeigten eine Schulter vor dem 

eigentlichen Elutionsmaximum. Proben aus den Schulter- und Maximum-Fraktionen wurden 

mittels SDS-PAGE analysiert (eingelassene Gelbilder) und enthielten nur die jeweilige PilF-

Variante. M, Proteinmarker. Als Größenstandard für die Gelelektrophoresen wurden das 

„Amersham HMW Calibration Kit for native Electrophoresis“ (GE Healthcare Life Sciences, 

Freiburg) (A) und die „PageRuler Prestained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham) verwendet (B, C, D, E, F, eingelassene Gelbilder). Proteine aus dem Gelfiltrations-

Kalibrierungskit „HMW“ (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg) dienten als Größenstandard für 

die Gelfiltrationen. 
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Trotz der Deletion von GSPII-Domänen und, im Fall von PilF∆GSPIIAB und PilF∆GSPIIABC, 

damit einhergehender veränderter Komplexassemblierung/-stabilität, zeigten alle Deletionsderiva-

te Wildtyp-artige ATPase-Aktivität (Wildtyp: 22.7   2.2 nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

, 

PilFΔGSPIIA: 19.7   5.6  nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

, PilFΔGSPIIAB: 23.8   1.1  nmol 

Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

, PilFΔGSPIIABC: 21.9   4.2 nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

 und 

PilFΔGSPIIC: 20.8   5.8  nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

) (Kruse et al. 2018; Aderhold 2010). 

Deshalb stellte sich nun die Frage, ob diese Aktivität auch durch PilMN stimuliert werden könnte, 

oder ob für die Stimulation die GSPII-Domänen von PilF notwendig sind. Um diese Frage zu 

beantworten wurde die ATPase-Aktivität der PilF∆GSPII-Varianten in Anwesenheit und Abwe-

senheit von His6-PilMN-Strep-Komplexen analysiert (Abb. 3.38 A). Die PilF-Varianten, bei de-

nen nur die erste oder die ersten beiden GSPII-Domänen deletiert waren, wurden durch die Zuga-

be von PilMN in gleicher Weise stimuliert, wie das Wildtyp-Protein. Im Gegensatz dazu kam es 

bei den Varianten PilF∆GSPIIABC und PilF∆GSPIIC zu keiner signifikanten Änderung der 

ATPase-Aktivität durch Zugabe von PilMN. Die GSPIIC-Domäne scheint somit eine wichtige 

Rolle bei der Stimulation der ATPase-Aktivität von PilF durch PilMN zu spielen.  

Um zu untersuchen, ob die GSPIIC-Domäne notwendig für die Bindung von PilF an PilMN ist, 

wurden an Strep-Tactin-Säulen gebundene His6-PilMN-Strep-Komplexe mit den PilF∆GSPII-

Varianten koinkubiert (siehe Kapitel 2.7). Bei der anschließenden Affinitätschromatographie 

zeigte sich, dass alle vier PilF∆GSPII-Varianten mit PilMN interagierten (Abb. 3.38 B, Spuren 

1 - 4). Somit scheint die GSPIIC-Domäne zwar wichtig für die Stimulation von PilF durch PilMN 

zu sein, aber keine der GSPII-Domänen ist unter den getesteten Bedingungen notwendig für das 

Binden von PilF an PilMN.  

 

 

Abb. 3.38. Interaktion verschiedener PilF-Varianten mit PilMN. ATPase-Aktivität der 

PilF∆GSPII-Varianten ohne (hellgrau) oder mit (dunkelgrau) Zugabe von PilMN in einem Ver-

hältnis von 1:20 (PilF:PilMN) (A). Die Messung wurde wie für Abbildung 3.34 beschrieben 

durchgeführt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experi-

menten. An Strep-Tactin-Säulen gebundene His6-PilMN-Strep-Komplexe wurden mit den 

PilF∆GSPII-Varianten bzw. PilFK654A oder PilFE718A koinkubiert und nach Waschen der Säule mit 

zehnmal einem Säulenvolumen MN-Puffer inkl. 0,4 mM DDM koeluiert (B). Proteine wurden 

durch SDS-PAGE und Färben mit „InstantBlue“ analysiert. Die „PageRuler Prestained Protein 

Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham) diente als Größenstandard (B, Spur 7). 
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Für die T2SS Motor-ATPase XpsE aus X. campestris wurde gezeigt, dass die Bindung von ATP 

notwendig für die Interaktion mit dem PilM-Strukturhomolog EpsL ist (Shiue et al. 2006). Die in 

Kapitel 3.3 beschriebenen PilF-Variante PilFK654A ist defekt in der ATP-Bindung und zeigt ein 

leicht verändertes Laufverhalten in der nativen PAGE (Abb. 3.21). Diese Variante, ebenso wie 

PilFE718A, wurden durch Koinkubation und Koelution mit His6-PilMN-Strep-Komplexen auf ihre 

Interaktion mit PilMN untersucht (siehe Kapitel 2.7). Beide PilF-Varianten koeluierten mit 

PilMN (Abb. 3.38 B, Spur 5 und 6), was zeigt, dass die ATP-Bindung und -Hydrolyse durch PilF 

nicht für die Bindung an PilMN benötigt wird. 

 

3.5.5 Die ATP-Bindung von PilM ist nicht notwendig für die Interaktion mit PilF 

 

PilM ist ein Actin-Homolog und bindet als solches auch ATP (Karuppiah und Derrick 2011; 

McCallum et al. 2016). Kristallstruktur-Analysen haben gezeigt, dass in T. thermophilus-PilM 

das Lysin 26 (K26) direkt neben dem α- und β-Phosphat des gebundenen ATP lokalisiert ist 

(Karuppiah und Derrick 2011). Dieses Lysin ist in PilM-Homologen hochkonserviert. Um die 

Rolle von K26 bei der ATP-Bindung von PilM zu untersuchen, wurde es durch ortsgerichtete 

Mutagenese durch ein Alanin ausgetauscht (Abb. 3.39). Dafür wurde eine PCR an dem Plasmid 

pET28a-PilMN unter Verwendung der Starteroligonukleotide pilM-K26A-for und pilM-K26A-

rev (Tab. 2.5) durchgeführt. Das dabei entstandene PCR-Produkt der Größe 7082 Bp konnte im 

Agarosegel detektiert werden (Abb. 3.39 B) und wurde anschließend durch Inkubation mit T4 

DNA-Ligase ligiert. Das so erstellte Plasmid pET28a-PilMK26AN wurde durch Sequenzierung 

überprüft und dann zur Proteinproduktion in E. coli BL21 (DE3) eingebracht.  

 

 

Abb. 3.39. Erstellung des Plasmides pET28a-PilMK26AN. Vergleich der Sequenzen von pilMWT 

und pilMK26A (A). Das ausgetauschte Codon und die daraus resultierende Aminosäure sind fett 

hervorgehoben. Die Zahlen geben die Position der Aminosäuren in PilM an. PCR zur Erstellung 

des Plasmides pET28a-PilMK26AN mit den Starteroligonukleotiden pilM-K26A-for und pilM-

K26A-rev (Tab. 2.5) (B). Das Plasmid pET28a-PilMN wurde als Matrize verwendet. Erwartet 

wurde ein PCR-Produkte der Größe 7082 Bp. Die DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel 

aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. 
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Wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben, wude die E. coli BL21 (DE3)-Kultur in LB-Medium bei 37 °C 

inkubiert und bei Erreichen einer OD600 von 1 wurde die Genexpression durch Zugabe von 1 mM 

IPTG (Endkonzentration) induziert. Nach weiteren 4 h Wachstum bei 37 °C wurden die Zellen 

geerntet. Sie wurden mit der „French Pressure Cell“ (American Instrument Company, Maryland) 

bei 16000 psi aufgeschlossen und durch Ultrazentrifugation wurden die Membranen von löslichen 

Zellbestandteilen abgetrennt. His6-PilMK26A wurde durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie aus 

der löslichen Fraktion isoliert. Zudem konnte His6-PilMK26A zusammen mit PilN-Strep aus mit 

1 % (w/v) DDM solubilisierten Membranen durch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie koiso-

liert werden (Abb. 3.40 A). Die Punktmutation beeinträchtigte die Interaktion von PilM mit PilN 

also nicht. 

Die Rolle von K26 bei der ATP-Bindung an PilM wurde analysiert, indem Wildtyp-His6-PilM 

und His6-PilMK26A mit [α-
32

P]-ATP quervernetzt wurden (siehe Kapitel 2.9.1). Anschließend 

wurden die Proteine gefällt und in einem SDS-Gel aufgetrennt. Die dann detektierte Radioaktivi-

tät zeigte, dass [α-
32

P]-ATP an Wildtyp-PilM gebunden war. Im Gegensatz dazu wurde kein ATP 

in der PilMK26A-Probe detektiert (Abb. 3.40 B, C). Dies deutet darauf hin, dass K26 eine wichtige 

Rolle bei der ATP-Bindung von PilM spielt.  

 

 

 

Abb. 3.40. PilMK26A bindet PilN, aber kein ATP. His6-PilMK26A wurde mit PilN-Strep aus solu-

bilisierten Membranen durch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie koisoliert. His6-PilMK26A 

wurde auch aus löslichen Zellfraktionen durch Ni-NTA-Affinitätschromatographie isoliert. 2 µg 

der gereinigten Proteine wurden in einem 16 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit 

„Coomassie Brilliant Blue“ gefärbt (A). Je 2 µg gereinigtes His6-PilM Wildtyp-Protein und 

His6-PilMK26A wurden in einem 16 %igen SDS-Polyacrylamidgel analysiert (B). Die ATP-

Bindung der beiden PilM-Varianten wurde analysiert, indem 2 µg gereinigtes Protein mit 15 µCi 

[α-
32

P]-ATP durch Bestrahlung mit UV-Licht für 10 min quervernetzt wurden. Proteine wurden 

dann mit 10 % (w/v) TCA auf Eis gefällt, und durch SDS-PAGE (16 %iges Polyacrylamidgel) 

aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und die Radioaktivität wurde auf einer Speicher-

leuchtstofffolie detektiert (siehe Kapitel 2.9.1) (C). Um den ATP-Gehalt gereinigter Proteine zu 

bestimmen, wurden diese durch Zugabe von 10 % (w/v) TCA auf Eis gefällt. Mit Na-TES-Puffer 

(0,4 M, pH 7,4) und K2CO3 wurde der pH-Wert neutralisier und die Proteine wurden abzentrifu-

giert. Der ATP-Gehalt im Überstand wurde wie in Kapitel 2.9.2 beschrieben durch Luciferase-

Luciferin-Reaktion bestimmt (D). Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichung von mindes-

tens 5 Experimenten.  
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Um dies zu bestätigen, wurde der ATP-Gehalt in gereinigten Proteinen gemessen. Dazu wurden 

Wildtyp-His6-PilM und His6-PilMN-Strep, ebenso wie His6-PilMK26A und His6-PilMK26AN-Strep 

nach der Isolation durch Zugabe von 10 % (w/v, Endkonzentration) TCA gefällt und dann 

abzentrifugiert. Das im Überstand enthaltene ATP wurde durch Luciferase-Luciferin-Test quanti-

fiziert (siehe Kapitel 2.9.2) (Abb. 3.40 D). Gereinigtes PilN-Strep diente als Negativkontrolle. 

Das PilM Wildtyp-Protein enthielt 0,89 ± 0,35 ATP pro Monomer und der PilMN Wildtyp-

Komplex 0,77 ± 0,17 ATP pro Heterodimer. Gereinigtes PilN-Strep wies 0,10 ± 0,02 ATP pro 

Protein auf. Die detektierten Mengen an ATP in PilMK26A und PilMK26AN unterschieden sich nicht 

signifikant von denen in der Negativkontrolle (Abb. 3.40 D). Zusammengefasst zeigen diese Er-

gebnisse, dass K26 wichtig für die ATP-Binding von PilM ist.  

Die Rolle des an PilM gebundenen ATP bei der Interaktion von PilF mit PilMN wurde analysiert 

indem His6-PilMK26AN-Strep an eine Strep-Tactin-Säule gebunden und dann mit His6-PilF koin-

kubiert wurde (siehe Kapitel 2.7). Nach der Affninitätschromatographie eluierte PilF zusammen 

mit dem PilMK26AN-Komplex (Abb. 3.41 A). Wurde die durch PilF katalysierte ATP-Hydrolyse 

in Anwesenheit eines 20-fachen Überschusses an PilMK26AN-Komplexen gemessen, wurde eine 

doppelt so hohe Aktivität wie für PilF alleine gemessen (Abb. 3.41 B). PilMK26AN ist also trotz 

des Defekts in der ATP-Bindung weiterhin in der Lage, die ATPase-Aktivität von PilF zu stimu-

lieren. 

 

Abb. 3.41. PilMK26AN stimuliert PilF ATPase-Aktivität. His6-PilMK26AN-Strep wurde mit 

His6-PilF-Komplexen auf einer Strep-Tactin-Säule koinkubiert. Nach dem Waschen der Säule 

kam es zu Koelution von PilMK26A, PilN und PilF (A). His6-PilF wurde mit His6-PilMK26AN-Strep, 

ebenso wie mit dem Wildtyp-PilMN-Komplex, im Verhältnis 1:20 gemischt und die ATP-

Hydrolyse wurde wie oben beschrieben, analysiert (B). Gezeigt sind Mittelwert ± Standardabwei-

chung von 3 unabhängigen Experimenten. 

 

3.5.6 Lysin 26 in PilM ist nicht essentiell für die natürliche Transformation und 

„twitching motility“ 

 

Die ATP-Bindung von PilM ist konserviert in T4P-Systemen, deshalb erschien es überraschend, 

dass der durch die K26A-Mutation hervorgerufene Defekt in der ATP-Bindung weder die Inter-

aktion von PilM mit PilN noch mit PilF beeinflusste. Die Experimente wurden allerdings mit 
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heterolog produzierten Proteinen in vitro durchgeführt, was keinen eindeutigen Schluss auf die 

Effekte in vivo zulässt. Im Folgenden sollte deshalb der Effekt der K26A-Mutation in PilM auf 

die natürliche Transformierbarkeit und die „twitching motility“ von T. thermophilus untersucht 

werden. Zunächst sollte eine ∆pilMNO::bleo-Mutante erstellt werden, die die Gene pilMNO in 

trans unter Kontrolle des nativen pilM-Promoters exprimiert. Auf diese Weise wäre es zu einem 

späteren Zeitpunkt möglich, Punktmutationen wie die K26A-Mutation in das Plasmid einzufügen, 

oder Sequenzen für Protein-Tags an die pilMNO Sequenz anzuhängen, was für Folgeexperimente 

von Vorteil wäre.  

Die Mutante ∆pilMNO::bleo wurde erfolgreich erstellt. Sie zeigte keine natürliche Kompetenz 

und keine „twitching motility“ (Daten nicht gezeigt). Das Plasmid pMKE2_pilMNO wurde er-

stellt und in die ∆pilMNO-Deletionsmutante eingebracht. Die Expression der Gene pilM, pilN, 

pilO, ebenso wie pilW und pilQ konnte mittels quantitativer RT-PCR nachgewiesen werden. 

Western Blot-Analysen zeigten zudem, dass die Proteine PilM und PilN in Mengen vorlagen, die 

mit den Mengen im Wildtyp vergleichbar waren. Die mit pMKE2_pilMNO komplementierte 

∆pilMNO::bleo-Mutante zeigte aber keine „twitching motility“, es handelte sich also um keine 

funktionale Komplementation (Daten nicht gezeigt).  

Ähnliches wurde auch für das T4P-System aus P. aeruginosa beobachtet (Ayers et al. 2009). 

Eine pilO-Mutante zeigte trotz Expression des pilO-Gens in trans keine „twitching motility“. Die 

Autoren vermuteten, dass die Stöchiometrie der Proteine PilM, PilN, PilO eine Rolle spielt 

und/oder das die Koexpression von pilN und pilO entscheidend für die richtige Faltung der Prote-

ine ist. Wurde die pilO-Mutante durch Einbringen der Operongene pilMNOP komplementiert, 

konnte die „twitching motility“ wieder hergestellt werden.  

Somit scheint auch für T. thermophilus die Komplementation des gesamten pilMNOWQ Operons 

erfolgsversprechend. Eine T. thermophilus ∆pilMNOWQ::bleo-Deletionsmutante wurde von 

I. Rose (AK Averhoff, Goethe-Universität Frankfurt a. M.) erstellt. Dafür wurde das in Abb. A6 

im Anhang dargestellte Plasmid pUC19-∆pilMNOWQ erzeugt, welches dann als Matrize für eine 

PCR mit den Starteroligonukleotiden pilM_up_for und pilQ_down_rev2 (Tab. 2.5) diente. Das 

2481 Bp lange PCR-Produkt wurde anschließend in T. thermophilus transformiert, wodurch das 

pilMNOWQ-Operon durch eine bleo
R
-Resistenzkassette ausgetauscht wurde. Ebenfalls von 

I. Rose erstellt wurde das Plasmid pPM-pilMNOWQ, welches auf dem E. coli/Thermus-„Shuttle“-

Vektor pDM12 basiert und das pilMNOWQ-Operon unter Kontrolle des nativen pilM Promoters 

(PM) trägt (Abb. 3.42 A). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun die K26A-Mutation 

(Codonaustauch siehe Abb. 3.39 A) durch ortsgerichtete Mutagenese mit den Starteroligonukleo-

tiden pilM-K26A-for und pilM-K26A-rev (Tab. 2.5) in pilM eingefügt (Abb. 3.42 A, B). Das 

erstellte Plasmid pPM-pilMK26ANOWQ wurde aus dem zur Klonierung verwendeten E. coli 10-

beta-Stamm isoliert und durch Verdau mit NheI und NotI überprüft, wobei die erwarteten DNA-

Fragmente der Größen 2331 Bp, 4076 Bp und 6141 Bp entstanden (Abb. 3.42 C). Zudem wurde 

der Bereich des Plasmides sequenziert, der die Punktmutation aufweisen sollte. Da dadurch die 

Identität des Plasmides bestätigt wurde, wurde es durch Elektrotransformation in T. thermophilus 

∆pilMNOWQ::bleo eingebracht. Ebenso wurde pPM-pilMNOWQ, welches das Wildtyp-Operon 

trägt, in die Deletionsmutante transformiert.  
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Abb. 3.42. Erstellung des Plasmides pPM-pilMK26ANOWQ und Überprüfung im Agarosegel. 
Das Plasmid pPM-pilMNOWQ (erstellt von I. Rose, AK Averhoff, Goethe-Universität Frankfurt a. 

M.) enthält das pilMNOWQ Operon, sowie ~ 500 Bp, die stromaufwärts davon gelegen sind und 

die den nativen Promoter beinhalten (A). Die Bindestellen der für die in B gezeigten PCR ver-

wendeten Starteroligonukleotide pilM-K26A-for und pilM-K26A-rev und die der für den in C 

überprüften Kontrollverdau verwendeten Restriktionsenzyme NheI und NotI sind gezeigt. AmpR, 

Ampicillinresistenz-Kassette; HTK, hitzeresistente Kanamycinresistenz-Kassette; TTC1012, 

stromaufwärts von pilM lokalisiertes Gen. Überprüfung der PCR zur Erstellung von pPM-

pilMK26ANOWQ (B). Erwartet wurden ein PCR-Produkt der Größe 12548 Bp (B, Pfeil). Es ent-

stand ein weiteres, unspezifisches Produkt (*). Kontrollverdau von pPM-pilMK26ANOWQ mit NheI 

und NotI. Erwartet wurden DNA Fragmente der Größen 2331 Bp, 4076 Bp und 6141 Bp (C). Die 

DNA wurde in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt.  

 

Western Blot-Analysen der mit pPM-pilMNOWQ (pilMNOWQWT) und mit pPM-pilMK26ANOWQ 

(pilMK26ANOWQ) komplementierten ∆pilMNOWQ::bleo-Mutante mit anti-PilM-Antiserum führ-

ten in beiden Stämmen zur Detektion eines Proteins mit einer apparenten molekularen Masse von 

~ 44 kDa (Abb. 3.43 A, Spur 2 und 3). Das entspricht in etwa der abgeleiteten molekularen Masse 

von PilM und PilMK26A (41,4 kDa). Auch in der Deletionsmutante ∆pilMNOWQ::bleo wurde ein 

Protein der gleichen molekularen Masse schwach detektiert (Abb. 3.43 A, Spur 1), was darauf 

hindeutet, dass noch geringe Mengen an PilM produziert werden. Da T. thermophilus polyploid 

ist (Ohtani et al. 2010), könnte der Austausch des pilMNOWQ-Operons gegen die bleo
R
-Kassette 

nicht in allen Kopien des T. thermophilus-Chromosoms stattgefunden haben. Darauf deuten auch 

PCR-Analysen mit Oligonukleotiden hin, die spezifisch in Genen des pilMNOWQ-Operons bin-

den (persönliche Kommunikation, I. Rose, Goethe-Universität Frankfurt). Dies könnte die gerin-

ge detektierte Menge an PilM in der ∆pilMNOWQ::bleo-Mutante erklären. Da diese Deletions-

mutante jedoch nicht zur natürlichen Transformation oder „twitching motility“ in der Lage war 

(siehe dieses Kapitel), kann davon ausgegangen werden, dass keine funktionalen DNA-

Translokatoren oder T4P in ∆pilMNOWQ::bleo gebildet werden. Die Produktion von PilN in 

∆pilMNOWQ::bleo, pilMNOWQWT und pilMK26ANOWQ wurde ebenfalls im Western Blot analy-

siert. Hier wurde mit anti-PilN-Antiserum nur in pilMNOWQWT und pilMK26ANOWQ ein Protein 

mit einer apparenten molekularen Masse von ~ 20 kDa detektiert (Abb. 3.43 B). Dies entspricht 

in etwa der abgeleiteten molekularen Masse von PilN (23 kDa). Somit konnte gezeigt werden, 

dass die mit pilMNOWQWT und mit pilMK26ANOWQ komplementierten ∆pilMNOWQ::bleo-

Mutanten vergleichbare Mengen an PilM/PilMK26A und PilN enthalten (Abb. 3.43 A-C).  
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Abb. 3.43. Western Blot- und „twitching motility“-Analysen der ∆pilMNOWQ-Mutante und 

der Komplementanten pilMNOWQWT und pilMK26ANOWQ. Jeweils 10 µg Gesamtzellextrakt 

der ΔMNOWQ::bleo-Mutante und der Mutante komplementiert mit pPM-pilMNOWQ bzw. pPM-

pilMK26ANOWQ wurden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. 

Es folgten Western Blot-Analysen unter Verwendung von polyklonalem anti-PilM-Antiserum 

(1:5000) (A) bzw. polyklonalem anti-PilN-Antiserum (1:5000) (B). Als Ladekontrolle wurde ein 

weiteres, gleich beladenes Gel mit „Coomassie Brilliant Blue“ gefärbt (C). Zur Untersuchung der 

„twitching motility“ der drei Stämme und des Wildtyps wurden Zellen stationärer Kulturen auf 

Minimalmedium mit 0,1 % BSA aufgetropft und und anschließend bei 68 °C für 72 h inkubiert. 

Die Agarplatten wurden mit Coomassie-Lösung gefärbt. Farbstoff und Zellen wurden abgewa-

schen, die Färbung der Bilder wurde invertiert. Die Abbildungen sind repräsentativ für 3 biologi-

sche Replikate. Größenstandard = 0,5 cm.  

 

Wie bereits erwähnt, zeigte die Deletionsmutante pilMNOWQ::bleo keine „twitching motility“ 

(Abb. 3.43 D). Die Komplementation mit dem pilMNOWQWT-Operon stellte die „twitching 

motility“ wieder her. Allerdings waren die „twitching“-Höfe mit einem Durchmesser von 

1,45 ± 0,16 cm kleiner als die des T. thermophilus-Wildtyps (1,98 ± 0,17cm) (Abb. 3.43 D). Die 

pilMK26ANOWQ exprimierende Mutante bildete ebenfalls „twitching“-Höfe mit einem Durchmes-

ser von 1,43 ± 0,17 (Abb. 3.43 D). Die K26A-Punktmutation führte also zu keiner Beeinträchti-

gung der „twitching motility“ in T. thermophilus. 

Der Einfluss der K26A-Mutation in PilM auf die natürliche Transformation wurde ebenfalls un-

tersucht. Dafür wurden die ∆pilMNOWQ::bleo-Mutante, die mit pPM-pilMNOWQWT und die mit 

pPM-pilMK26ANOWQ komplementierte Mutante mit genomischer DNA eines Streptomycin-

resistenten T. thermophilus-Stammes inkubiert und auf Streptomycin-haltigem TM
+
-Medium 

ausplattiert. Die Deletionsmutante ∆pilMNOWQ::bleo war nicht transformierbar. Die Komple-

mentation der ∆pilMNOWQ::bleo-Mutante mit pilMK26ANOWQ führte zu einer Transformations-

frequenz von 5,75 × 10
-4

 ± 4,89 ×10
-4

 Transformanden/Lebendzellzahl, was mit der Transforma-

tionsfrequenz der pilMNOWQWT exprimierenden Mutante (4,59 × 10
-4

 ± 3,01 ×10
-4

 Transforman-

den/Lebendzellzahl) vergleichbar war. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die K26A-Mutation in PilM keinen Effekt auf die „twitching 

motility“ oder die natürliche Transformation von T. thermophilus in vivo hat. Somit bleibt die 

Frage offen, welche Funktion das in PilM gebundene ATP übernimmt. 
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3.6 Interaktion von PilF mit dem Sekundärbotenstoff c-di-GMP 

 

3.6.1 Überprüfung von PilF auf potentielle c-di-GMP-Bindemotive 

 

Cyclisches di-GMP (c-di-GMP) spielt als Sekundärbotenstoff in diversen zellulären Prozessen 

eine Rolle, so z.B. bei der Zell-Zyklus-Regulation, Motilität, Virulenz, Oberflächenadhäsion und 

Biofilmbildung (Jenal et al. 2017; Hengge 2009). Erst vor Kurzem wurde ein bisher unbekanntes 

c-di-GMP Bindemotiv in T4P und T2SS Assemblierungs-ATPasen beschrieben, wie z. B. in 

MshE aus V. cholerae, PA14_29490 aus P. aeruginosa, PilB2 aus C. perfringens und GspE aus 

Moorella thermoacetica ATCC 39073 (Roelofs et al. 2015; Jones et al. 2015; Hendrick et al. 

2017; Wang et al. 2016). Es besteht aus einem Tandem mit der Konsensussequenz 

RLGxx(L/V/I)(L/V/I)xxG(L/V/I)xxxxLxxxLxxQ und ist in der sogenannten MshEN-Domäne 

lokalisiert (Wang et al. 2016). Die MshEN-Domäne beinhaltet die GSPII-Domäne der entspre-

chenden ATPasen (siehe Abb. 3.46). 

Im außergewöhnlich langen N-Terminus von T. thermophilus-PilF wurde das c-di-GMP-

Bindemotiv dreimal identifiziert (Aminosäuren 10 – 62, 167 – 218 und 335 – 387) (Wang et al. 

2016). Bei genauerer Betrachtung fällt allerdings auf, dass die c-di-GMP-Bindesequenz sogar 

viermal vorhanden ist (Abb. 3.44). Allerdings bildet die zweite Hälfte des dritten Tandems (Ami-

nosäuren 335 – 359) die erste Hälfte des vierten. Diese beiden potentiellen Bindemotive überla-

gern sich also, weshalb die Bindung von bis zu drei c-di-GMP-Molekülen pro PilF-Monomer 

denkbar wäre. Die tatsächliche Zahl der Bindungsstellen, die Bindungskinetik und die Spezifität 

sollten nun mittels isothermer Titrationskalometrie (ITC) bestimmt werden. Die Durchführung 

und Auswertung der ITC-Experimente erfolgt in Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. 

Dr. Jens Wöhnert (Goethe-Universität Frankfurt). 

 

 

Abb. 3.44. Sequenz der vier putativen c-di-GMP-Bindestellen in T. thermophilus-PilF. Ver-

gleich der Konsensussequenz des c-di-GMP-Bindemotivs (Wang et al. 2016) mit den vier mögli-

chen Bindestellen in PilF aus T. thermophilus HB27. Die Aminosäuren des c-di-GMP-

Bindemotivs sind fett dargestellt, konservierte hydrophobe Aminosäuren sind zusätzlich gelb und 

positiv geladene blau hervorgehoben. Konservierte Glycine und Glutamine sind ebenfalls farbig 

hinterlegt. Die PilF_3 und PilF_4 Motive überschneiden sich bei den Aminosäuren 335 bis 359. 

Der Abstand zwischen den beiden Hälften der Tandemsequenz von PilF_3 ist um 3 Aminosäuren 

größer als in den anderen Sequenzen.  
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3.6.2 Untersuchung der c-di-GMP-Bindung mittels ITC 

 

Interagieren Moleküle miteinander, so kann die dabei verbrauchte oder frei werdende Energie als 

Temperaturänderung mittels ITC gemessen werden. Dabei wird ein Molekül, z. B. ein Protein, in 

die Messzelle vorgelegt. Der Ligand, z. B. der sekundäre Botenstoff, wird dann Tropfenweise 

injiziert. Nach jedem Tropfen kommt es durch die Interaktion des Liganden mit dem Protein zu 

einer Temperaturänderung in der Messzelle. Die Temperatur wird dann mit der stets gleichblei-

benden Temperatur der Referenzzelle abgeglichen und auf diese angepasst. Ist die Interaktion in 

der Messzelle exotherm, so muss Wärme entzogen werden, was im Thermogramm als negativer 

Ausschlag sichtbar wird. Durch jede weitere Ligandeninjektion nähert sich die Proteinlösung der 

Sättigung, weshalb die frei werdende Energie und somit die Ausschläge im Thermogramm gerin-

ger werden. Durch Integration der pro Injektion frei werden Energie und Anpassen einer Bin-

dungskurve, kann die Zahl der Bindestellen pro Protein und die jeweilige Dissoziationskonstante 

ermittelt werden. 

Gereinigtes His6-PilF wurde in einer Konzentration von 50 µM in Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 

200 mM NaCl, pH 8,5) in die Messzelle gegeben, c-di-GMP (erhalten von H. Keller, Goethe-

Universität Frankfurt a. M.) lag als 800 µM Lösung in Bicine-Puffer vor. Wie in Abbildung 

3.45 A zu sehen ist, bindet c-di-GMP unter Freisetzung von Wärme an PilF. Die Hälfte der Bin-

destellen sind bei einem molaren Verhältnis von 2:1 c-di-GMP:PilF besetzt und es sind zwei un-

terschiedliche Steigungen ersichtlich. Zum einen zeigt dies, dass jedes PilF-Monomer zwei Mo-

leküle c-di-GMP bindet, zum anderen wird daraus deutlich, dass die beiden Bindestellen unter-

schiedliche Affinitäten für den Liganden aufweisen. Die Dissoziationskonstante der erste Binde-

stelle mit N1 = 1,38 betrug KD1 = 7,94 × 10
-7

. Die berechneten Werte für die zweite Bindestelle 

waren N2 = 0,915 und KD2 = 3,86 × 10
-8

. Ein N-Wert von 1 gibt dabei an, dass ein Ligand pro 

Bindestelle gebunden wird. Aus den Dissoziationskonstanten kann geschlossen werden, dass auf 

das erste, schwächere Bindungsereignis ein zweites, stärkeres folgt. Dies kann z. B. dann auftre-

ten, wenn die erste Bindung Konformationsänderungen im Protein hervorruft, die die Interaktion 

mit höherer Affinität an der zweite Bindestelle erst ermöglichen.  

Um die Spezifität der PilF-c-di-GMP Interaktion zu untersuchen, wurde der Versuch mit einer 

1 mM c-di-AMP Lösung statt c-di-GMP wiederholt. Dabei kam es zu endothermen Reaktionen 

(Abb. 3.45 B). Zum Vergleich wurde Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) zu 

gereinigtem PilF titriert und die Werte wurden von dem c-di-AMP-Thermogramm abgezogen. Es 

zeigte sich keine Bindungskurve (Abb. 3.45 B, unten), c-di-AMP bindet also nicht an PilF. Bei 

der Zugabe von cyclischem GAMP (cGAMP) war ebenfalls keine klare Interaktion zu erkennen 

(Abb. 3.45 C). Hier kam es allerdings bei der ersten Injektion zu einer exothermen Reaktion, be-

vor, ähnlich wie bei der Zugabe von c-di-AMP, Wärme abgegeben wurde. Dieses Experiment 

müsste wiederholt werden, um zu zeigen, ob PilF, wie das von Wang et al. (2016) beschriebene 

MshE aus V. cholerae, cGAMP mit geringer Affinität binden kann. 
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Abb. 3.45. Interaktion zwischen PilF und sekundären Botenstoffen. Zu einer 50 µM PilF-

Lösung wurde eine 800 µM c-di-GMP-Lösung hinzugetropft (A). Der Bindungskurve wurden 

zwei Bindungsereignisse zugrunde gelegt. Die Abbildung ist beispielhaft für vier Wiederholun-

gen. Bei der Injektion einer 800 µM c-di-AMP-Lösung in die PilF-Probe wurde keine Interaktion 

detektiert (B). Die für die Titration von Bicine Puffer in die PilF-Lösung gemessenen Werte wur-

den abgezogen. Die Wiederholung des Versuchs ergab ein vergleichbares Ergebnis. Eine 1 mM 

cGAMP-Lösung wurde injiziert (C). Bei allen Versuchen erfolgte alle 120 s die Injektion von 

jeweils 2 µl der Ligandenlösung über einen Zeitraum von 4 s. PilF und die Liganden waren in 

Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5) gelöst. 

 

Diese ITC-Messungen zeigen, dass nur zwei der vier potentiellen c-di-GMP Bindestellen in PilF 

tatsächlich c-di-GMP binden. Dieser Ligand wird spezifisch, aber mit zwei unterschiedlichen 

Affinitäten gebunden. Dabei erfolgt zunächst die Bindung an die Bindestelle mit der schwächeren 

Affinität, bevor c-di-GMP mit höherer Affinität mit der zweiten Bindestelle interagiert. Welche 

der potentiellen Bindemotive mit c-di-GMP interagieren und inwieweit sich die Bindungen auf 

die Funktion von PilF bei der T4P-Assemblierung und der natürlichen Transformation auswirkt, 

werden zukünftige Untersuchungen zeigen.  

 

3.6.3 Verknüpfung der c-di-GMP-Bindestellen von PilF mit den GSPII-Domänen und 

ihren Funktionen 

 

Die von Wang et al. (Wang et al. 2016) beschriebene c-di-GMP bindende MshEN-Domäne setzt 

sich aus vier N-terminalen α-Helices und einer C-terminalen α/β-Domäne zusammen. Letztere 

entspricht der GSPII-Domäne. PilF aus T. thermophilus weist drei GSPII-Domänen auf (GSPIIA, 

B und C), die Teil von drei MshEN-Domänen sind (Abb. 3.46 A). Die Sequenzen von drei der 

der vier putativen c-di-GMP-Bindestellen beginnen jeweils im N-terminalen Bereich der MshEN-

Domäne und erstrecken sich bis in die GSPII-Domäne. Eines der Bindemotive (Aminosäuren 

335 – 359) befindet sich zwischen der GSPIIB- und der GSPIIC-Domäne und überschneidet sich 

mit dem vierten Bindemotiv.  
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T. thermophilus-Mutanten mit Deletionen der GSPII-Domänen wurden bereits in vorangegange-

nen Arbeiten erstellt und auf Pilierung, „twitching motility“ und natürliche Transformierbarkeit 

untersucht (Kruse et al. 2018) (Abb. 3.46 B). Die Ergebnisse dieser Arbeiten lassen Schlüsse auf 

die Rolle der potentiellen c-di-GMP-Bindemotive zu, da diese in den pilF∆GSPII-Mutanten eben-

falls ganz oder teilweise deletiert vorliegen (Abb. 3.46 A).  

In den Mutanten pilF∆GSPIIA und pilF∆GSPIIAB sind die erste, bzw. die ersten beiden MshEN-

Domänen inklusive c-di-GMP-Bindemotiven komplett deletiert. Dennoch weisen diese Mutanten 

eine Wildtyp-artige T4P-Assemblierung und „twitching motility“ auf. Auch die natürlichen 

Transformationsfrequenzen sind mit denen des Wildtyps vergleichbar (Abb. 3.46 B). Dies lässt 

darauf schließen, dass die MshEN I- und die MshEN II-Domäne nicht essentiell für diese 

Funktionen sind. Möglicherweise ist die MshEN III-Domäne und die Bindung nur eines 

c-di-GMP-Moleküls in PilF ausreichend um T4P-Assemblierung und natürliche Transformation 

zu ermöglichen.  

Durch die Deletion der GSPIIC-Domäne (Δ369 - 479) in der Mutante pilF∆GSPIIC wurde die 

α/β-Faltung der dritten MshEN-Domäne entfernt und die Bindesequenz des vierten c-di-GMP-

Bindemotivs ist unvollständig. Die pilF∆GSPIIC-Mutante weist nur sehr wenige Pili (21 % pi-

lierte Zellen mit 2 ± 1 Pili) im Vergleich zum Wildtyp (75 % pilierte Zellen mit 6 ± 3 Pili) auf 

und ist nicht zur twitching motility in der Lage (Abb. 3.46 B) (Kruse et al. 2018). Dies führt zur 

Vermutung, dass die potentiell c-di-GMP bindende MshEN III-Domäne sehr wichtig für die T4P-

Assemblierung ist. Interessanterweise ist die Transformationsfrequenz der Mutante pilF∆GSPIIC 

deutlich höher als die des Wildtyps. Die GSPIIC-Domäne und das vierte, potentielle c-di-GMP-

Bindemotiv sind also nicht essentiell für die natürliche Transformation. Wie die 

Hypertransformierbarkeit der Mutante erklärt werden könnte, wird später diskutiert (Kapitel 4.5). 

 

 

Abb. 3.46. Anordnung der N-terminalen Domänen von PilF und der PilF∆GSPII-Varianten 

(A) und Phänotypen der pilF∆GSPII-Mutanten (B). Schematische Darstellung der Domänen 

des N-Terminus (Aminosäure 1 - 500) von PilF aus T. thermophilus HB27 und der PilF∆GSPII-

Varianten (A). MshEN-Domänen sind hellgrau, GSPII-Domänen sind dunkelgrau dargestellt. Die 

c-di-GMP-Bindemotive (BM) sind als weiße Kästen eingelassen. Die T4P-Assemblierung (T4P), 

„twitching motility“ („twitching“) und natürliche Transformierbarkeit (Transform.) der entspre-

chenden T. thermophilus-Mutanten pilF∆GSPIIA, pilF∆GSPIIAB, pilF∆GSPIIABC und 

pilF∆GSPIIC, sowie des Wildtyps wurden analysiert (Kruse et al. 2018) (B). +, Wildtyp-artig; -, 

nicht vorhanden; +/-, geringer als im Wildtyp; +++, stark erhöht. Die Abbildung basiert auf Daten 

von P. Aderhold und R. Salzer (AK Averhoff, Goethe-Universität Frankfurt a. M.). 
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Die Deletion aller MshEN-Domänen in der pilF∆GSPIIABC-Mutante hat zur Folge, dass keine 

T4P gebildet werden und keine natürliche Transformation stattfindet (Abb. 3.46 B). Ob für diesen 

Phänotyp ausschlaggebend ist, dass kein c-di-GMP gebunden werden kann, oder der mit der De-

letion einhergehende Verlust des gesamten N-Terminus, müssen zukünftige Experimente zeigen. 

Dafür könnten Aminosäuresubstitutionen in den konservierten Aminosäuren der c-di-GMP-

Bindesequenzen eingefügt werden, die die Struktur des N-Terminus von PilF nicht beeinträchti-

gen, aber zum Verlust der c-di-GMP-Bindung führen. Beispielsweise könnten die Aminosäuren 

R/K, L und G zu Beginn der c-di-GMP-Bindesequenzen mutiert werden, da Austausche der ent-

sprechenden Aminosäuren in MshE aus V. cholerae zu einer starken Verminderung der 

c-di-GMP-Bindung geführt haben und die Pilus- und Biofilmbildung reduziert haben (Wang et al. 

2016; Roelofs et al. 2015). Substitutionen dieser konservierten Aminosäuren in den vier putativen 

c-di-GMP-Bindestellen in PilF aus T. thermophilus könnten Aufschluss darüber geben, welche 

der Bindemotive tatsächlich c-di-GMP binden und welchen Einfluss sie auf die natürliche Trans-

formation, die T4P-Biogenese und die T4P-vermittelten Funktionen haben. 
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4 Diskussion 

 

Der DNA-Translokator und die T4P-Maschinerie von T. thermophilus sind miteinander ver-

knüpfte Systeme, die identische Proteine beinhalten. Es sind neun Proteine bekannt, die eine 

duale Funktion als Komponenten beider Systeme haben. Daneben gibt es weitere Komponenten, 

die nur in einem der beiden Systeme, dem DNA-Translokator oder dem T4P, eine Rolle spielen. 

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Präpilin-ähnlichen Proteine TTC1836, TTC1842, 

TTC1651, TTP0075 und TTP0077 und des ComZ-Proteins bei der natürlichen Transformation 

und der Funktionalität der T4P geklärt.  

Zudem stand die Motor-ATPase PilF im Fokus dieser Arbeit. PilF stellt sowohl für die DNA-

Aufnahme, als auch für die T4P-Assemblierung Energie bereit. Die Analysen im Rahmen dieser 

Arbeit geben Einblicke in die Funktionen konservierter Domänen von PilF bei der Transforma-

tion und der Pilus-Biogenese. Bisher war weitestgehend unklar, wie die cytoplasmatische 

ATPase PilF die durch ATP-Hydrolyse gewonnene Energie nutzt, um die Aufnahme extrazellu-

lärer DNA durch die äußere Membran oder die Pilus-Assemblierung zu ermöglichen. Diese 

Arbeit liefert Hinweise darauf, dass die membranassoziierten Proteine PilM, PilN und PilO 

Kupplungsproteine sind, die PilF mit den periplasmatischen Komponenten des T4P/DNA-

Translokators verbinden. 

 

4.1 Interaktionen der Komponenten des DNA-Translokators und T4P 

 

DNA-Translokatoren und T4P Gram-negativer Bakterien zeichnen sich durch konservierte Pro-

teine aus, die für die Funktionalität beider Systeme essentiell sind: Piline, die Präpilinpeptidase 

PilD, das Sekretin PilQ, die in der inneren Membran lokalisierten Proteine PilC, PilN und PilO, 

das cytoplasmatische, membranassoziierte Protein PilM und die cytoplasmatische Motor-

ATPase PilF (Peabody et al. 2003; Averhoff 2004). In T. thermophilus, ebenso wie in vielen 

anderen Bakterien, haben diese Proteine eine duale Funktion bei der natürlichen Transformation 

und der T4P-Biogenese. Dies führte zu dem Schluss, dass die Zellperipherie-durchspannende 

Assemblierungsplattform der T4P und des DNA-Translokators in Gram-negativen Bakterien 

weitestgehend identisch sind. Die Komponenten zahlreicher Transporter und Pilus-Systeme sind 

bereits untersucht worden, allerdings ist nicht geklärt, wie sie miteinander interagieren und wie 

die von PilF bereitgestellte Energie an die periplasmatischen Komponenten und äußeren 

Membranproteine beider Systeme übertragen wird.  
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4.1.1 Der PilMNO-Komplex bildet die Plattform des T4P und DNA-Translokators in 

der inneren Membran 

 

Modell der Interaktionen von PilM, PilN, PilO und PilF 

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben bestätigt, dass PilM, PilN und PilO aus T. thermophilus 

einen membrangebundenen Komplex bilden und erstmals gezeigt, dass dieser Komplex mit PilF 

intergiert. Es konnte gezeigt werden, dass PilMNO-Komplexe eine 2:2:2 Stöchiometrie aufwei-

sen, was mit früheren Beobachtungen übereinstimmt (Karuppiah et al. 2013). Im Gegensatz zu 

den Ergebnissen von Karrupiah et al. entsprachen die in dieser Arbeit untersuchten PilMN-

Komplexe allerdings keiner 2:2 Stöchiometrie, sondern eher 1:1 und 3:3 Stöchiometrien. Dies 

könnte darauf zurückzuführen sein, dass hier ein anderer E. coli-Expressionsstamm und ein 

anderes Aufreinigungsprotokoll verwendet wurde. Ob der in T. thermophilus vorliegende 

PilMNO-Komplex tatsächlich eine 2:2:2 Stöchiometrie aufweist ist unklar. Die ermittelten Ver-

hältnisse resultieren aus Interaktionsstudien heterolog produzierter PilM-, PilN- und PilO-

Proteine. Die in vivo Assemblierungsmaschinerie und die Membranumgebung in 

T. thermophilus könnten zu einer anderen Stöchiometrie des PilMNO-Komplexes führen. Ver-

schiedene Untersuchungen an T4P-Assemblierungskomplexen und T2SS deuten darauf hin, 

dass PilM-, PilN- und PilO-Homologe ringartige Strukturen bilden (Tammam et al. 2013; 

Chang et al. 2016; Chang et al. 2017; Korotkov et al. 2011b; McLaughlin et al. 2012) und Un-

tersuchungen an PilN und PilO aus P. aeruginosa weisen darauf hin, dass die beiden Proteine 

dynamische Komplexe bilden, die zwischen Homodimeren und Heterodimeren wechseln 

(Leighton et al. 2016). 

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich unter Berücksichtigung der Analysen von 

Karrupiah et al. (2011; 2013) das in Abbildung 4.1 dargestellte Modell der Assemblierungs-

plattform an der inneren Membran von T. thermophilus: 

- PilM bindet an den konservierten N-Terminus von PilN, wodurch ein Komplex mit einer 2:2 

Stöchiometrie an der inneren Membran entsteht. 

- PilO bindet in einem äquimolaren Verhältnis an PilN, wodurch ein periplasmischer Ring 

entsteht, in dem dynamische Bewegungen der PiN- und PilO-Proteine relativ zueinander 

stattfinden (können). 

- PilM bildet auf der cytoplasmatischen Seite der inneren Membran ebenfalls einen Ring, der 

die hexamere Motor-ATPase PilF bindet. 

- Diese Bindung führt zur Stimulation der ATPase-Aktivität von PilF. 

- Die ATP-Hydrolyse führt zu Konformationsänderungen in PilF, die über den PilMNO-

Komplex als Signal zu den weiteren Komponenten des T4P/DNA-Translokators weitergelei-

tet werden. 
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Abb. 4.1. Modell der Interaktionen von PilMNO und PilF an der inneren Membran. PilN 

und PilO bilden eine ringartige Struktur im Periplasma und sind in der inneren Membran (IM) 

verankert. PilM ist an den cytoplasmatischen N-Terminus von PilN gebunden und bildet eben-

falls einen Ring. Der PilMNO-Komplex bindet und stimuliert die Motor-ATPase PilF. Die 

durch die ATP-Hydrolyse bereitgestellte Energie wird von PilF als Signal an den PilMNO-

Komplex weitergeleitet. Von dort aus wird das Signal schließlich an weitere Komponenten des 

DNA-Translokators/T4P übertragen, was dann die DNA-Aufnahme oder Pilus-Assemblierung 

ermöglicht.  

 

Das Modell des PilMNO-PilF-Komplexes stimmt mit der in situ Struktur des T4P-

Assemblierungs-Komplexes überein 

Cryo-EM-Tomographien von T. thermophilus-Zellen offenbarten 2015 erstmals die in situ 

Struktur des T4P-Assemblierungsapparates am Zellpol (Abb. 4.2) (Gold et al. 2015). Es wurden 

sowohl geöffnete Komplexe detektiert, die einen T4P beinhalteten (~ 6 pro Zelle, Abb. 4.2 A), 

als auch geschlossene Komplexe (~ 33 pro Zelle, Abb. 4.2 B). Bei diesen geschlossenen Kom-

plexen könnte es sich sowohl um T4P-Assemblierungsapparate handeln, die gerade keine Pilus-

Struktur beinhalten, als auch um DNA-Translokatoren, für die eine identische Struktur ange-

nommen wird. Auffällig, sowohl in der Struktur des geöffneten Komplexes, als auch in der des 

geschlossenen, sind die ringartigen Strukturen des PilQ-Komplexes, der die ÄM und etwa die 

Hälfte des Periplasmas durchspannt. Der PilQ-Komplex bildet einen Kanal, der hoch dynamisch 

ist und zwei Tore aufweist, die im geschlossenen Zustand deutlich erkennbar sind (Abb. 4.2 B). 

Im geöffneten Zustand sind diese Tore nicht zu sehen und der assemblierte T4P durchspannt 

den PilQ-Kanal und die ÄM (Abb. 4.2 A). Darüber hinaus ist davon auszugehen, dass dieser 

Kanal auch den Transport der DNA durch die ÄM und das Periplasma während der natürlichen 

Transformation vermittelt. In der in situ-Struktur befinden sich unterhalb von PilQ zwei 

periplasmatische Proteindichten (P1 und P2 in Abb. 4.2) außerhalb der Peptidoglycanschicht 

und eine weitere zwischen Peptidoglycan und innerer Membran (C1 in Abb. 4.2). Im geöffneten 

Zustand des Assemblierungsapparates wurden Proteindichten im Cytoplasma, nahe der inneren 

Membran detektiert, die im geschlossenen Zustand, ohne T4P Struktur, nicht sichtbar waren 

(gelbe Pfeile in Abb. 4.2 A)  
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Abb. 4.2. In situ-Struktur des T4P-Assemblierungsapparates in T. thermophilus im geöff-

neten (A) und geschlossenen Zustand (B) (modifiziert nach Gold et al. (2015)). 

Subtomogramm-Mittelungen des geöffneten Pilus-Apparates mit assembliertem T4P (A) und 

des geschlossenen Apparates (B). Ausgehend von der äußeren Membran (ÄM) bildet PilQ einen 

Kanal, der etwa die Hälfte des 70 nm weiten Periplasmas durchspannt. Zwischen PilQ und der 

Peptidoglycanschicht befinden sich zwei ringförmige Proteindichten, P1 und P2. An der Außen-

seite der inneren Membran (IM) befindet sich eine weitere Dichte, C1, bei der es sich um die 

Proteine PilN und PilO handeln könnte. An der cytoplasmatischen Seite der IM sind weitere 

Proteindichten sichtbar (gelbe Pfeile), bei denen es sich um PilF und/oder PilM handeln könnte. 

Bei der Proteindichte in der inneren Membran (roter Pfeil) könnte es sich um PilC handeln. Im 

geschlossenen Zustand (B) befindet sich kein Pilus im Assemblierungsapparat. Die zwei ge-

schlossenen Tore in PilQ sind zu erkennen, die Abstände zwischen den Ringdomänen von PilQ 

sind geringer als im geöffneten Zustand und die cytoplasmatischen Proteindichten sind nicht 

detektierbar. Größenstandard = 50 nm. 

 

Der Vergleich des in Abbildung 4.1 dargestellten Modells mit der in situ-Struktur (Abb. 4.2) 

zeigt, dass der postulierte PilMNO-PilF-Komplex mit Teilen der in der Cryo-EM-

Tomographien detektierten Dichten übereinstimmt. Die Proteine PilN und PilO könnten den 

periplasmatischen Ring C1 nahe der inneren Membran bilden. Die cytoplasmatische Dichte 

direkt unterhalb der inneren Membran (gelbe Pfeile in Abb. 4.2) könnte dem PilM-Ring 

und/oder der daran gebundenen Motor-ATPase PilF entsprechen.  

Diese Hypothese wird auch durch cryo-EM-Tomographien des T4P-Systems von M. xanthus 

unterstützt (Chang et al. 2016). Chang et al. verglichen T4P-Komplexe von Wildtyp-Zellen mit 

denen von Mutanten, die entweder GFP-Fusionen einzelner T4P-Komponenten bildeten oder 

denen einzelne Gene fehlten. Diese Vergleiche zeigten, dass die Assemblierungs-ATPase und 

PilM tatsächlich cytoplasmatische Dichten nahe der inneren Membran bilden und dass PilO Teil 

eines periplasmatischen Ringes nahe der inneren Membran ist (Chang et al. 2016). 
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Interaktionen von PilMNO und PilF mit weiteren Komponenten des T4P und 

DNA-Translokators 

Untersuchungen von T4P-Systemen verschiedener Bakterien haben gezeigt, dass der PilMNO-

Komplex mit dem Lipoprotein PilP interagiert und dass über PilP eine direkte Verbindung mit 

dem Sekretinkomplex PilQ besteht (Ayers et al. 2009; Tammam et al. 2013; Georgiadou et al. 

2012; Friedrich et al. 2014; Li et al. 2013). Für M. xanthus konnte gezeigt werden, dass PilP im 

cryo-EM-Tomogramm eine periplasmatische Proteindichte bildet (Chang et al. 2016), die mit 

dem P1- oder P2-Ring in der Struktur des T4P-Assemblierungsapparates von T. thermophilus 

vergleichbar ist (Abb. 4.2 B). T. thermophilus weist kein PilP-Ortholog auf, enthält aber das in 

anderen Phyla nicht auftretende Protein PilW. Das Gen pilW ist in T. thermophilus im 

pilMNOWQ-Operon codiert, wohingegen in anderen Bakterien pilP die analoge Position im 

pilMNOPQ-Operon einnimmt. PilW ist kein Lipoprotein, interagiert aber ebenfalls mit PilQ. 

Zudem wird PilW für die Lokalisation des PilQ-Komplexes in der äußeren Membran von 

T. thermophilus benötigt (Rumszauer et al. 2006). Die Vermutung liegt nahe, dass PilW mit 

PilMNO interagiert und, ähnlich wie PilP in M. xanthus, einem der Proteinringe P1 oder P2 

entspricht. Die Identität des zweiten Ringes, welcher nicht in M. xanthus auftritt, ist bisher völ-

lig unbekannt. 

Es konnte gezeigt werden, dass PilNO aus T. thermophilus und P. aeruginosa mit dem Hauptpi-

lin (PilA4 bzw. PilA) interagiert (Karuppiah et al. 2013; Tammam et al. 2013). Diese Inter-

aktion könnte die lokale PilA(4)-Konzentration an der Basis des Pilus bzw. Pseudopilus erhö-

hen, wodurch die (Pseudo-)Pilus-Assemblierung ermöglicht oder beschleunigt würde. 

Der Pilus wird durch den PilQ-Kanal geleitet (Abb. 4.2 A) (Gold et al. 2015; Chang et al. 2016; 

Chang et al. 2017), wobei er vermutlich die Tore im PilQ-Komplex öffnet und so die Extrusion 

des Pilus bzw. die Aufnahme von DNA durch den PilQ-Kanal ermöglicht. Alternativ oder zu-

sätzlich könnte auch eine Interaktion von PilW oder des PilMNOW-Komplexes mit PilQ zur 

Öffnung der Tore führen. 

In M. xanthus gibt es Hinweise darauf, dass sich das polytopische Membranprotein PilC direkt 

an der Basis des (Pseudo-)Pilus in der inneren Membran befindet und dass dieses Protein den 

Einbau der Piline katalysiert (Chang et al. 2016). PilC aus T. thermophilus bildet ein Tetramer 

(Karuppiah et al. 2010), das ebenfalls an der Basis des Pilus lokalisiert sein könnte (roter Pfeil 

in Abb. 4.2). Die N-Termini von PilC aus T. thermophilus befinden sich im Cytoplasma 

(Karuppiah et al. 2010) und könnten somit PilF binden und so, neben dem PilMNO-Komplex, 

eine weitere Verbindung zwischen PilF und der inneren Membran und dem Periplasma herstel-

len. In zukünftigen Versuchen sollte analysiert werden, mit welchen weiteren Proteinen des 

T4P/DNA-Translokators die hier untersuchten Proteine PilF und PilMNO interagieren und ob 

diese Interaktionen die ATPase-Aktivität von PilF beeinflussen. 

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit und den Ergebnissen von Gold et al. (2015), 

Chang et al. (2016) und Karuppiah et al. (2010; 2013) ergibt sich das folgende Modell der 

Assemblierung des T4P bzw. des DNA-Translokators: PilMNO bildet eine Assemblierungs-

plattform an der inneren Membran, die PilF mit den periplasmatischen und äußeren 

Membranproteinen verbindet und die Piline zu PilC und der Basis des wachsenden 
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(Pseudo-)Pilus rekrutiert. PilF wird dabei durch die Bindung an PilMNO fixiert und stimuliert 

und gibt dann die durch ATP-Hydrolyse entstehenden Konformationsänderungen an PilC wei-

ter. PilC könnte dadurch eine schaufelartige Bewegung ausführen, die zum Einbau von Pilinen 

in den wachsenden (Pseudo-)Pilus führt, ähnlich wie von Chang et al. (2016) vorgeschlagen.  

 

4.1.2 Die Stimulierung der ATPase-Aktivität von PilF 

 

Isolierte PilF-Komplexe weisen mit etwa 25 - 30 nmol Pi × mg Protein
-1

 × min
-1

 eine relativ 

geringe ATPase-Aktivität auf. Ähnlich niedrige Aktivitäten wurden auch für andere Assemblie-

rungs- und Deassemblierungs-ATPasen beschrieben, z. B. 3 nmol Pi × mg
-1

 × min
-1

 bei PilB aus 

M. xanthus, 7,4 nmol Pi × mg
-1

 × min
-1

 bei PilT aus P. aeruginosa und 62 nmol 

Pi × mg
-1

 × min
-1

 bei BfpD aus EPEC (Jakovljevic et al. 2008; Chiang et al. 2008; Crowther et 

al. 2005; Sakai et al. 2001; Herdendorf et al. 2002; Nakasugi et al. 2007). Dies mag zunächst 

widersprüchlich erscheinen, da Motor-ATPasen in der Lage sind T4P-Assemblierung bzw. 

-Deassemblierung mit Geschwindigkeiten von etwa 0,50 ± 0,18 µm/s (~ 650 Piline × s
-1

) anzu-

treiben (Skerker und Berg 2001). Allerdings würde eine dauerhaft höhere ATP-Hydrolyse durch 

die Motor-ATPasen einen hohen Energieverlust für die Zelle bedeuten. Erst wenn PilF an den 

T4P-Assemblierungsapparat bzw. den DNA-Translokator gebunden ist, sollte die ATP-

Hydrolyse gesteigert werden, so dass die Energie direkt weitergeleitet werden kann. Wie hier 

gezeigt wurde, liefert in T. thermophilus die Bindung von PilF an den PilMN-Komplex ein Sig-

nal für die Stimulierung der ATPase-Aktivität von PilF. Dabei ist die GSPIIC-Domäne ent-

scheidend für die Weiterleitung dieses Signals. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Interaktion von PilF mit PilMN zu einer Verdopplung 

der ATPase-Aktivität von PilF führt, was einer nur recht schwachen Stimulierung entspricht. 

Diese Verdopplung der Aktivität stimmt aber mit Beobachtungen an Proteinen der T2SS aus 

V. cholerae und X. campestris überein. Dort wurde für die Assemblierungs-ATPasen EpsE und 

XspE gezeigt, dass die Bindung an die PilMN-Strukturhomolge EpsL bzw. XspL ebenfalls nur 

zu einer zweifachen Steigerung der ATP-Hydrolyse führt. Die ATPase-Aktivität von EpsE aus 

V. cholerae konnte jedoch durch Zugabe von sauren Phopholipiden, wie Cardiolipin oder 

Phosphatidylcholin, zusätzlich zu EpsL 130-fach gesteigert werden (Camberg et al. 2007). 

Auch für andere Motor-ATPasen wurde gezeigt, dass sie durch Membranlipide stimuliert wer-

den können (siehe Tab. 4.1).  

Es ist also möglich, dass Membranlipide zusätzlich zu PilMN der Motor-ATPase signalisieren, 

dass diese an ihrem Bestimmungsort angekommen ist und sich die ATPase-Aktivität durch 

Membranlipide deutlich steigern lässt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb ebenfalls der 

Effekt von Cardiolipin auf die ATPase-Aktivität von PilF untersucht. Unter den getesteten Be-

dingungen stimulierte Cardiolipin die Aktivität von PilF nicht, auch nicht in Anwesenheit von 

PilMN. Cardiolipin ist allerdings nur eines der Membranlipide von T. thermophilus. Mögli-

cherweise ist ein Gesamtmembran-Lipidextrakt erforderlich, um die ATPase-Aktivität von PilF 

zu stimulieren. Auch wäre es möglich, dass für eine Erhöhung der Stimulation von PilF PilMN 

in eine Phospholipid-Membran eingebettet sein müssten. Dafür müsste eine Rekonstitution in 
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Membranvesikel erfolgen. Es wurde bereits in vorangegangenen Analysen versucht, Vesikel 

herzustellen, die bei einer Temperatur von 68 °C stabil bleiben, jedoch ohne Erfolg (persönliche 

Kommunikation, R. Salzer, Goethe-Universität Frankfurt). 

 

Tab. 4.1. Stimulierung von Assemblierungs-ATPasen durch Interaktionspartner. 
 

Organismus System ATPase 
Interaktions-

partner 

Stimulie-

rung  
Referenz 

X. campestris T2SS XspE 
XspL, saure 

Phospholipide 
130-fach 

(Camberg et al. 

2007) 

V. cholerae T2SS EpsE EpsL 2-fach 
(Shiue et al. 

2006) 

S. acidocalderius 
archaelles 

Flagellum 
FlaI Tetraetherlipide 4-fach 

(Ghosh et al. 

2011) 

S. typhimurium Flagellum FliI 
saure 

Phospholipide 
10-fach 

(Auvray et al. 

2002) 

E. coli 
Sec-

Proteinexport 
SecA 

SecY, saure 

Phospholipide 
7-fach (Lill et al. 1990) 

M. xanthus T4P PilB PilC * 
(Bischof et al. 

2016) 

EPEC BFP BfpD BfPE, BfpC 1200-fach 
(Crowther et al. 

2005) 

* Für PilB aus M. xanthus konnte nur in Anwesenheit von PilC eine ATPase-Aktivität detektiert werden, 

in Abwesenheit von PilC nicht.  

 

PilF aus T. thermophilus ist die erste Motor-ATPase mit einer dualen Funktion in T4P und im 

DNA-Translokator, für die eine Stimulation durch PilMN gezeigt wurde. Eine Stimulierung 

einer Motor-ATPase durch ein inneres Membranprotein des T4P-Assemblierungskomplexes 

konnte allerdings schon für die Assemblierungs-ATPase PilB aus M. xanthus gezeigt werden 

(Bischof et al. 2016). Diese T4P Assemblierungs-ATPase wurde durch die Zugabe des integra-

len Membranproteins PilC stimuliert. Hier führte die Koinkubation von PilB mit einer 

PilM-PilN1-16-Fusion zu keiner Steigerung der ATPase-Aktivität. Entweder wird also das Voll-

längen-PilN für die Stimulierung der ATPase-Aktivität benötigt oder in M. xanthus erfolgt die 

Stimulation nur durch die Bindung an PilC und nicht an PilMN (Tab. 4.1).  

Die Aktivität der Assemblierungs-ATPase BfpD der „bundle forming pili“ (BFP) aus EPEC 

wurde durch die Inkubation mit BfpE- und BfpC-Fragmenten auf ein 1200-faches gesteigert 

(Crowther et al. 2005) (Tab. 4.1). BfpE zeigt Ähnlichkeiten zu PilC und BfpC ist ähnlich zu 

PilMN. Für die Motor-ATPase PilF aus T. thermophilus müssen zukünftige Analysen zeigen, ob 

sie mit PilC interagiert und ob diese Interaktion die Stimulierung der ATPase-Aktivität weiter 

steigern kann. 
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4.2 Funktion der Domänen der Motor-ATPase PilF 

 

Strukturbasierte Modelle der Dynamik von PilF-Komplexen 

Die Strukturen verschiedener T2SS- und T4P-ATPasen in ihren hexameren Formen sind be-

kannt. Dabei wurde häufig eine ovale Anordnung der Protomere mit einer Symmetrieachse beo-

bachtet (Misic et al. 2010; Satyshur et al. 2007; Lu et al. 2013; Mancl et al. 2016; McCallum et 

al. 2017). Dies wurde zum Teil dadurch erklärt, dass jeweils zwei der Protomere 

ATP(-Analoga) und zwei ADP gebunden hatten, während zwei Protomere in einer geöffneten 

Form vorlagen (Mancl et al. 2016; McCallum et al. 2017; Misic et al. 2010). Durch 

ATP-Bindung und -Hydrolyse kommt es zu einem geordneten Wechsel der Formen und somit 

zu einer kreisartigen Bewegung. Es wurde vorgeschlagen, dass diese Bewegung schließlich zur 

helikale Assemblierung der Pili führt (Mancl et al. 2016; McCallum et al. 2017; Tsai und Tainer 

2016). 

Ein Nachteil der von Mancl et al. (2016) und McCallum et al. (2017) veröffentlichten Struktu-

ren von PilF/PilB aus T. thermophilus und G. metallireducens ist, dass sie jeweils die N-

terminalen Domänen nicht beinhalten. Diese N-terminalen Domänen könnten aber einen erheb-

lichen Einfluss auf die Komplexstruktur und Funktionsweise der Motor-ATPasen haben, wie 

anhand der PilF∆GSPII-Varianten aus T. thermophilus deutlich wurde (diese Arbeit und (Kruse 

et al. 2018)). 

Untersuchungen von PilF aus T. thermophilus, die Röntgenstrukturanalysen und EM-

Einzelpartikelanalysen kombinierten, zeigten ein anderes Modell der Funktionsweise der Mo-

tor-ATPase (Collins et al. 2018). Hier hatten alle sechs PilF-Untereinheiten im Proteinkristall 

zeitgleich ATP gebunden. Die cryo-EM-Strukturdaten zeigten, dass die C-terminalen ATPase-

Domänen von PilF, ebenso wie die N-terminalen MshEN/GSPII-Domänen, ein weiter nach 

außen ausgedehntes Oval bildeten, wenn das ATP-Analogon AMP-PNP gebunden war. Zudem 

wurde deutlich, dass sich die MshEN/GSPII-Domänen durch AMP-PNP-Bindung um 10 - 13 Å 

von der ATPase-Domäne entfernten. Es kommt also durch ATP-Bindung zur Bewegung der 

PilF-Domänen relativ zueinander. 

 

Funktion der GSPII-Domänen in PilF bei der Interaktion mit PilM 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PilM direkt mit PilF interagiert. Da die Deletion 

der drei N-terminalen GSPII-Domänen von PilF die Bindung an PilM nicht beeinträchtigte, 

kann daraus geschlossen werden, dass PilM nicht ausschließlich an eine der GSPII-Domänen 

bindet (Abb. 3.38). Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen an Proteinen der T2SS aus 

V. cholerae und X. campestris. Dort wurde für die Assemblierungs-ATPasen EpsE und XspE 

gezeigt, dass die Bindung an die PilMN Strukturhomologe EpsL bzw. XspL durch den N-

Terminus der jeweiligen Motor-ATPase erfolgt, der eine GSPII-Domäne enthält (Abendroth et 

al. 2005; Chen et al. 2005). In diesen Systemen führte die Interaktion ebenfalls zur Stimulierung 

der ATPase-Aktivität von EpsE bzw. XspE (Camberg et al. 2007; Shiue et al. 2006). 
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Collins et al. (2018) postulierten, dass die GSPIIC-Domäne von PilF aus T. thermophilus in der 

Nähe der ATPase-Domäne lokalisiert ist, auch wenn keine direkten Interaktionsflächen 

vorhanden sind. Diesem Modell folgend, wäre es denkbar, dass die in dieser Arbeit gezeigte 

Bindung von PilM an PilF im Bereich zwischen der ATPase-Domäne und der GSPIIC-Domäne 

des N-terminlen Ringes von PilF erfolgt. Dies würde erklären, warum der PilF∆GSPIIABC-

Komplex in der Lage ist, an PilM zu binden, obwohl er keinen N-terminalen Ring aufweist. 

Eine zusätzliche direkte Interaktion von PilM mit der GSPIIC-Domäne könnte erklären, warum 

die PilF∆GSPIIC-Variante nicht durch PilMN stimuliert wurde. Eine durch PilMN-Bindung 

hervorgerufene Konformationsänderung in GSPIIC könnte eventuell die Beweglichkeit des 

N-terminalen PilF-Ringes oder die Zugänglichkeit der C-terminalen ATPase-Domäne für ATP 

erleichtern. 

Das führte zu der Hypothese, dass PilM als Teil des membrangebundenen PilMNO-Komplexes 

PilF bindet und so fixiert und die ATPase-Aktivität stimuliert. Die GSPII-Domänen von PilF 

bewegen sich durch ATP-Bindung und -Hydrolyse relativ zu der fixierten C-terminalen Domä-

ne von PilF. Diese Bewegung könnte an andere Komponenten des DNA-Translokators/T4P 

weitergeleitet werden. Wie bereits erwähnt, könnte PilC dabei ein Interaktionspartner sein.  

In der cryo-EM-Struktur von PilF aus T. thermophilus konnte die Struktur der GSPIIA-Domäne 

nicht aufgelöst werden, weshalb die Autoren vermuteten, dass diese Domäne direkt mit anderen 

Proteinen interagiert (Collins et al. 2018). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die 

GSPIIA-Domäne keine Rolle bei der Interaktion mit PilMN spielt, wäre PilC der 

wahrscheinlichere Interaktionspartner der GSPIIA-Domäne. Allerdings waren die 

pilF∆GSPIIA- und pilF∆GSPIIAB-Mutanten weiterhin in der Lage T4P zu assemblieren und 

DNA aufzunehmen (Kruse et al. 2018). Somit scheint die GSPIIA-Domäne bei diesen 

Funktionen keine zentrale Rolle zu spielen. Genaueren Aufschluss über die Interaktionen von 

PilF mit Komponenten des DNA-Translokators und T4P könnten Strukturdaten von 

Kokristallen liefern, die PilF bzw. Domänen von PilF beinhalten, sowie PilM oder PilC.  

 

Die Rolle der ATP-Bindung und -Hydrolyse bei der Komplexbildung und Funktion von 

PilF 

Für einige Motor-ATPasen wurde gezeigt, dass sie erst durch ATP-Bindung zu Komplexen 

assemblieren (Ghosh et al. 2011; Krause et al. 2000; Crowther et al. 2005). Im Fall von XpsE 

aus X. campestris führte erst diese ATP-abhängige Multimerisierung zur Bindung an das 

membrangebundene XpsL (Shiue et al. 2006). Andere Motor-ATPasen, wie die vom konjugati-

ven Plasmid R64 codierte T4P-ATPase PilQ in E. coli und HP0525 des T4SS von H. pylori 

bilden hingegen Komplexe unabhängig von der ATP-Bindung (Krause et al. 2000; Sakai et al. 

2001).  

In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass isoliertes PilF aus T. thermophilus auch ohne 

Zugabe von ATP Hexamere bildet (Salzer et al. 2014a). In dieser Arbeit konnte nun mit 

PilFK654A eine Variante erstellt werden, die kein ATP bindet, aber dennoch hochmolekulare 

Komplexe bildet. Diese migrierten in der nativen PAGE etwas langsamer als der Wildtyp-

Komplex (Abb. 3.21). Es könnte sich dennoch um einen hexameren Komplex handeln, der eine 
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andere Konformation angenommen hat, als der Großteil der Wildtyp-Komplexe. Dieser würde 

vermutlich dem von Collins et al. (2018) beschriebenen Apoprotein-Komplex entsprechen, der 

kürzer, aber breiter als der mit dem ATP-Analogon AMP-PNP beladene Komplex ist. Die Tat-

sache, dass ein geringer Anteil der PilF-Wildtyp-Komplexe das gleiche Migrationsverhalten in 

der nativen PAGE zeigte wie PilFK654A, unterstützt die Hypothese, dass PilFK654A eine veränderte 

hexamere Konformation annimmt. Der Verlust der ATP-Bindung von PilFK654A hat keinen Ein-

fluss auf die Bindung an PilMN, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. Dies steht im Gegensatz zu 

der ATP-abhängigen Interaktion von XpsE und XpsL des T2SS aus X. campestris (Shiue et al. 

2006). 

Viele Mutantenstudien haben bereits gezeigt, dass das ATP bindende Walker A-Motiv und das 

ATP-hydrolysierende Walker B-Motiv absolut essentiell für die Funktionen von Motor-

ATPasen bei der Proteinsekretion, T4P-Assemblierung, „twitching motility“ und DNA-

Aufnahme sind (Chiang et al. 2008; Jakovljevic et al. 2008; Sandkvist et al. 1995; Seitz und 

Blokesch 2013; Shiue et al. 2006; Turner et al. 1993). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ein-

deutig, dass auch die DNA-Aufnahme, T4P-Assemblierung und „twitching motility“ von 

T. thermophilus abhängig vom konservierten Lysin des Walker A-Motivs (K654) und vom kata-

lytischen Glutamat des Walker B-Motivs (E718) sind.  

Interessanterweise waren die in den Walker-Motiven defekten Mutanten pilFK654A und 

pilFE718A weiterhin in der Lage an Plastikoberflächen zu adhärieren. In früheren Arbeiten 

konnte gezeigt werden, dass unpilierte T. thermophilus-Mutanten Defekte in der Adhäsion zei-

gen (Salzer et al. 2015; Burkhardt et al. 2012; Salzer et al. 2014b). Eine unpilierte ∆pilF-

Mutante zeigte kaum Adhäsion an Plastikoberflächen (Abb. 3.26) (Salzer et al. 2014a). Die 

pilFK654A- und pilFE718A-Mutanten zeigten zwar eine im Vergleich zum Wildtyp geringere 

Adhäsion, adhärierten aber stärker als die ∆pilF-Deletionsmutante. Dies deutet darauf hin, dass 

PilF neben der enzymatischen Funktion als T4P Assemblierungs-ATPase auch eine Rolle bei 

der Adhäsion spielt. Bei dieser PilF-abhängigen Adhäsionsfunktion könnten die c-di-GMP-

Bindedomänen von PilF, die in den pilFK654A- und pilFE718A-Mutanten noch vorhanden sind, 

eine entscheidende Rolle spielen, denn c-di-GMP ist als Sekundärbotenstoff bekannt, der die 

Antwort auf Oberflächenkontakte, die Adhäsion und die Biofilmbildung reguliert (Xu et al. 

2013; Jenal et al. 2017). 
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4.3 Die Bindung von c-di-GMP an PilF 

 

PilF bindet zwei Moleküle c-di-GMP  

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass PilF aus T. thermophilus HB27 den Se-

kundärbotenstoff c-di-GMP bindet. Dabei ist PilF auch die erste Motor-ATPase, für die nach-

gewiesen wurde, dass sie zwei Moleküle c-di-GMP pro Monomer bindet. Die Bindungen erfol-

gen dabei vermutlich an zwei der drei MshEN-Domänen von PilF. Die Bindungskinetik zeigt, 

dass c-di-GMP zunächst mit einer geringeren Affinität an PilF bindet, bevor dann das zweite 

Bindungsereignis mit einer höheren Affinität erfolgt. Dies deutet daraufhin, dass es durch die 

erste Bindung zu Konformationsänderungen in PilF kommt, die die zweite Bindungsstelle leich-

ter zugänglich für c-di-GMP machen. Dies könnte eventuell eine differenziertere Regulation des 

T4P/DNA-Translokators erlauben. 

 

Die ATPase-Aktivität von PilF wird nicht durch c-di-GMP-Bindung stimuliert 

Wang et al. (2016) beschrieben, dass die ATPase-Aktivität von MshE aus V. cholerae durch 

c-di-GMP Bindung um etwa 10 % zunimmt. Dies steht im Gegensatz zu den in dieser Arbeit 

gezeigten Ergebnissen und zu Untersuchungen an der Motor-ATPase PilB2 aus C. perfringens, 

welche nicht durch c-di-GMP stimuliert werden (Hendrick et al. 2017). Dies, zusammen mit der 

nur sehr geringen Stimulierung von MshE, legt die Vermutung nahe, dass c-di-GMP nicht pri-

mär eine Rolle bei der ATP-Hydrolyse spielt. 

 

Konservierte c-di-GMP bindende Proteindomänen 

Die MshEN-Domäne tritt in den N-terminalen Domänen zahlreicher Assemblierungs-ATPasen 

von T2SS und T4P-Systemen auf, so auch in PilF aus T. thermophilus, wo drei MshEN-

Domänen identifiziert wurden (Abb. 3.46) (Wang et al. 2016). MshEN ist eine erst kürzlich 

entdeckte c-di-GMP Bindedomäne, sie weist die Faltung αααααββαβα auf und ein c-di-GMP-

Bindemotiv mit der Konsensussequenz RLGxx(L/V/I)(L/V/I)xxG(L/V/I)xxxxLxxxLxxQ 

(Wang et al. 2016). Neben dieser erst vor Kurzem beschriebenen Domäne gibt es vier 

c-di-GMP-Bindedomänen, die schon länger bekannt sind: GGDEF, EAL, HD-GYP und PilZ. 

Das GGDEF-Motiv ist an der c-di-GMP-Synthese durch Diguanylatcyclasen beteiligt, während 

das EAL- und das HD-GYP-Motiv in Phosphodiesterasen zu finden sind, die mit dem 

c-di-GMP-Abbau assoziiert sind (Hengge 2009). PilZ-Domänen, benannt nach dem T4P-Protein 

PilZ aus P. aeruginosa, sind c-di-GMP-Rezeptoren, die in sehr diversen Proteinen zu finden 

sind. Diese Proteine haben Funktionen bei z. B. der Cellulose-Synthese, Alginat-Synthese, in 

der Zelldif-ferenzierung, Motilität oder T4P-Assemblierung (Ross et al. 1990; Amikam und 

Galperin 2005; Merighi et al. 2007; Muñoz-Dorado et al. 1991; Alm et al. 1996a). Die PilZ-

Domäne zeigt eine ββββββα-Faltung und enthält die konservierten Aminosäuresequenzen 

RxxxR und (D/N)hSxxG (wobei x für eine beliebige AS steht und h für eine hydrophobe AS) 

(Amikam und Galperin 2005; Habazettl et al. 2011; Ryjenkov et al. 2006).  
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Die c-di-GMP bindenden Proteine PilZ und FimX interagieren mit Motor-ATPasen, 

treten in T. thermophilus aber nicht auf 

Das namensgebende Protein der PilZ-Domäne, PilZ aus P. aeruginosa, ist essentiell für die 

T4P-Biogenese in P. aeruginosa (Alm et al. 1996a). Neben PilZ wurde ein weiteres c-di-GMP 

bindendes Protein mit einer Funktion bei der T4P-Biogenese von P. aeruginosa identifiziert: 

FimX. FimX weist eine GGDEF- und eine EAL-Domäne auf, zeigt allerdings keine 

Diguanylatcyclase- oder Phosphodiesterase-Aktivität (Navarro et al. 2009; Huang et al. 2003). 

P. aeruginosa fimX-Mutanten bilden weniger Pili und zeigen eingeschränkte „twitching motili-

ty“ im Vergleich zum Wildtyp (Huang et al. 2003; Kazmierczak et al. 2006). Auch in verschie-

denen Xanthomonas-Spezies wurden pilZ- und fimX-Homologe identifiziert, deren Mutationen 

zu Defekten in der Pilierung, „twitching motility“ und Biofilmbildung führten (Guzzo et al. 

2009; Guzzo et al. 2013; McCarthy et al. 2008). Die genaue Funktion der Proteine PilZ und 

FimX ist aber noch nicht geklärt. 

Die Strukturen der PilZ-Domäne von PilZ und der EAL-Domäne von FimX aus P. aeruginosa 

und Xanthomonas-Spezies sind beschrieben (Guzzo et al. 2009; Li et al. 2009; Chin et al. 2012; 

Ramelot et al. 2007; Navarro et al. 2009). Aus Analysen an Proteinen aus Xanthomonas 

axonopodis pv. citri ging zudem hervor, dass PilZ zeitgleich sowohl mit der EAL-Domäne von 

FimX interagiert, als auch mit der T4P-Assemblierungs-ATPase PilB (Guzzo et al. 2009). Eine 

solche Interaktion von c-di-GMP bindenden Proteinen mit einer T4P-ATPase ist auch aus 

X. campestris bekannt, wobei dort die Bindung von PilZ an die Retraktions-ATPase PilT erfolgt 

(Römling et al. 2013). 

T. thermophilus weist keine FimX- oder PilZ-Homologe auf. Tatsächlich sind in 

T. thermophilus keine Proteine bekannt, die eine PilZ-Domäne beinhalten (Wang et al. 2016). 

Es wäre also denkbar, dass die Bindung von zwei c-di-GMP Molekülen an PilF eine ähnliche 

Funktion hat, wie die Bindung von PilZ und FimX an PilB in X. axonopodis pv. citri. Diese 

Funktion ist bisher unbekannt, es wird jedoch eine regulatorische Rolle bei der T4P-Biogenese 

vermutet, die die zellulären c-di-GMP-Level direkt mit dem T4P verknüpft (Huang et al. 2003; 

Guzzo et al. 2013). Um einen Vergleich zwischen den Systemen in T. thermophilus und 

X. axonopodis pv. citri anstellen zu können, muss erst mehr über die Funktion der c-di-GMP-

Bindung in PilF und der FimX-PilZ-PilB Interaktion bekannt werden. 

 

Zukünftige Untersuchungen der c-di-GMP-Bindedomänen von PilF 

Da PilF vier potentielle c-di-GMP-Bindemotive aufweist, aber nur zwei Moleküle des Sekun-

därbotenstoffs bindet, ergibt sich die Frage, an welche der Motive diese Bindung erfolgt. Um 

dies zu beantworten, sollten PilF-Varianten produziert, gereinigt und auf c-di-GMP-Bindung 

untersucht werden, die Defekte in den einzelnen Bindedomänen aufweisen. Dafür eignen sich 

auch die bereits vorliegenden PilF-Varianten ∆GSPIIA, ∆GSPIIAB und ∆GSPIIABC, denen 

jeweils das erste, die ersten beiden oder alle c-di-GMP-Bindemotive fehlen.  

Desweiteren sollen zukünftig Punktmutationen in PilF eingefügt werden, bei denen gezielt ein-

zelne, konservierte Aminosäuren der Bindemotive ausgetauscht werden. Bei Studien an MshE 

aus V. cholerae führten Mutationen der konservierten Aminosäuren Arg, Leu oder Gly zu Be-
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ginn des Motives zu reduzierten c-di-GMP-Affinitäten der Motor-ATPase. Mutanten, die diese 

MshE-Varianten bildeten, zeigten reduzierte Pilierung und reduzierte oder keine Biofilm-

Bildung (Wang et al. 2016; Roelofs et al. 2015). T. thermophilus PilF-Varianten, die Punktmu-

tationen in einem oder mehreren c-di-GMP-Bindemotiven aufweisen, könnten zum einen da-

raufhin untersucht werden, ob sie den Sekundärbotenstoff weiterhin binden, zum anderen könn-

te ihre Komplexbildung und -Stabilität untersucht werden. Dies könnte zeigen, ob die 

c-di-GMP-Bindung die Komplexstruktur stabilisiert bzw. die Komplexassemblierung ermög-

licht. Auch die ATPase-Aktivität von PilF-Varianten mit Defekten in der c-di-GMP-Bindung 

könnte analysiert werden. Allerdings ist dabei zu erwarten, dass sie nicht durch die Mutationen 

beeinflusst wird, da die PilF∆GSPIIABC-Variante trotz fehlender N-terminaler c-di-GMP-

Bindedomänen weiterhin Wildtyp-artige ATP-Hydrolyse zeigt (Kruse et al. 2018).  

Neben diesen beschriebenen PilF-Varianten sollten auch Peptide analysiert werden, die jeweils 

nur die c-di-GMP-Bindedomänen, einzeln oder als Kombinationen, enthalten. Solche kürzeren 

Proteine ließen sich einfacher mittels ITC untersuchen und könnten ein genaueres Bild über die 

kooperative c-di-GMP-Bindung an die einzelnen Domänen liefern. Zudem könnten die Struktu-

ren dieser Domänen in An- oder Abwesenheit von c-di-GMP mittels Röntgenkristallstruktur-

analysen aufgeklärt werden, vorausgesetzt die Peptide bilden stabile, nicht zu flexible Faltun-

gen. Zukünftige Analysen werden also zeigen, wie PilF aus T. thermophilus c-di-GMP bindet 

und Hinweise darauf geben, welche Rolle diese Ligandenbindung in vivo spielt. 
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4.4 Die Funktionen der Pilin-ähnlichen Proteine 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle der Präpilin-ähnlichen Proteine TTC1836, TTC1842, 

TTP0075, TTP0076, TTP0077 und TTC1651 durch Mutantenstudien untersucht. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass diese Proteine mit Ausnahme von TTC1651 und TTP0076 für die 

„twitching motility“ von T. thermophilus benötigt werden. Bei der Adhäsion an Plastikoberflä-

chen spielen die Präpiline mit Ausnahme von TTC1842 und TTP0076 eine Rolle. Da für beide 

Prozesse T4P benötigt werden, stellt sich die Frage, ob die Präpilin-Mutanten in der Lage sind, 

Pili zu assemblieren. Für T. thermophilus-Stämme mit Mutationen in den Genen TTC1836, 

TTP0075, TTP0076 und TTP0077 wurde bereits durch EM-Analysen gezeigt, dass sie T4P bil-

den. Somit kann davon ausgegangen werden, dass TTC1836, TTP0075 und TTP0077 nicht 

essentiell für die T4P-Biogenese sind, aber einen Einfluss auf die Funktionalität der Pili haben.  

 

4.4.1 Funktion der Pilin-ähnlichen Proteine in dicken und dünnen Pili 

 

Für die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Mutanten ∆TTC1842::bleo und ∆TTC1651::bleo 

liegen noch keine vergleichbaren EM-Analysen der Pilierung der Zellen vor. Allerdings wurden 

abgescherte Pili elektronenmikroskopisch untersucht. Die Analyse von Präparationen von 

T. thermophilus HB27 Wildtyp-Zellen zeigte dabei zwei unterschiedlich dicke Formen von T4P 

(persönliche Kommunikation, V. Gold, University of Exeter). Es lagen etwa 96 % dickere 

(~ 6 nm) und etwa 4 % dünnere (~ 3,5 nm) Pili vor, wenn die T. thermophilus-Zellen bei 68 °C 

kultiviert wurden. 

Die abgescherten Pili der ∆TTC1842::bleo-Mutante waren vergleichbar mit denen des Wildtyps 

(94 % dicke Pili) (persönliche Kommunikation, V. Gold, University of Exeter). Dies stimmt mit 

dem Befund überein, dass diese Mutante weiterhin zur Adhäsion in der Lage ist (Abb. 3.9). Im 

Gegensatz dazu konnten in den Präparationen der ∆TTC1651::bleo-Mutante, die bei 68 °C kul-

tiviert wurde, keine T4P-Strukturen detektiert werden. Allerdings traten in Präparationen, für 

die ∆TTC1651::bleo bei 58 °C kultiviert wurde, beide T4P-Formen auf. Dies deutet darauf hin, 

dass TTC1651 nicht essentiell für die T4P-Biogenese ist, aber bei der (Thermo-)Stabilität der 

Pili eine Rolle spielt. In vivo scheinen diese Pili allerdings stabil genug zu sein, um zur 

„twitching motility“ genutzt zu werden (Abb. 3.8).  

Die dünnen T4P waren bisher unbekannt und ihre Funktion ist ungeklärt. Interessanterweise 

weisen die Mutanten ∆TTP0075::bleo, ∆TTP0076::bleo und TTP0077:km keine und 

TTC1836::km kaum (1 % bei 58 °C) dünne Pili auf. Da ∆TTP0076::bleo sowohl Adhäsion als 

auch „twitching motility“ zeigt und da alle vier Mutanten natürlich transformierbar sind, schei-

nen die dünnen Pili für keine dieser Funktionen essentiell zu sein. Die Analyse der dünnen T4P 

wird im Fokus zukünftiger Arbeiten stehen. Allerdings muss dabei beachtet werden, dass das 

Abscheren der Pili bestimmte Formen begünstigen könnte und dass mit dieser Methode keine 

Aussage über die Gesamtzahl der Pili getroffen werden kann. Erst die Kombination mit EM-
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Analysen der ganzen Zellen und funktionalen Untersuchungen werden Aufschluss über die un-

terschiedlichen T4P-Formen geben. 

 

4.4.2 Rolle Präpilin-ähnlicher Proteine bei der natürlichen Transformation und der 

Funktionalität der T4P 

 

Durch die Analysen der Präpilin-Mutanten in dieser und in vorausgegangenen Arbeiten 

(Friedrich et al. 2003) konnten den Präpilin-ähnlichen Proteinen verschiedene Rollen in 

T. thermophilus zugewiesen werden (siehe auch Tab. 3.2): PilA1, PilA2 und PilA3 sind essenti-

ell für die natürliche Transformation, TTC1836, TTP0075 und TTP0077 sind essentiell für die 

Adhäsion und „twitching motility“, TTC1842 ist notwendig für die „twitching motility“ und 

TTC1651 für die Adhäsion. 

Es wird deutlich, dass einige der Präpilin-ähnlichen Proteine ausschließlich eine Rolle bei der 

natürlichen Transformation spielen, während andere nur bei T4P-vermittelten Funktionen eine 

Rolle spielen. In Übereinstimmung damit weisen auch die Piline ComP, PilV und PilX aus 

N. meningitidis solch dedizierte Funktionen bei der Kompetenz, Aggregation, Adhäsion und 

„twitching motility“ auf (Brown et al. 2010).  

 

Mögliche Funktionsweise von PilA1, PilA2 und PilA3 

PilA1, PilA2 und PilA3 aus T. thermophilus sind essentiell für die natürliche Transformation 

(Friedrich et al. 2003), wobei eine ∆pilA1-3-Deletionsmutante eine mit dem Wildtyp vergleich-

bare DNA-Bindung zeigt und eine reduzierte Aufnahme der DNA in einen DNase-resistenten 

Zustand (Schwarzenlander et al. 2009). Dies deutet darauf hin, dass PilA1, 2 und 3 in den 

Transport der DNA durch die äußere Membran involviert sind.  

PilA1, PilA2 und PilA3 aus T. thermophilus spielen keine Rolle bei der T4P-Biogenese 

(Friedrich et al. 2003). Dies ist vergleichbar mit dem Nebenpilin ComP aus N. gonorrhoeae und 

N. meningitidis, welches ebenfalls essentiell für die natürliche Transformation ist, aber nicht für 

die T4P-Assemblierung (Wolfgang et al. 1999; Brown et al. 2010). Die natürliche Transforma-

tion von T. thermophilus und von Neisserien unterscheiden sich allerdings in einigen Punkten. 

So wird für die DNA-Aufnahme in N. gonorrhoeae und N. meningitidis ein retraktierbarer T4P 

benötigt und die DNA-Aufnahme in Neisserien erfolgt sequenzspezifisch, wobei DNA, die 

durch eine DUS („DNA uptake sequence“) als Art-spezifisch gekennzeichnet ist, bevorzugt 

aufgenommen wird (Wolfgang et al. 1999; Goodman und Scocca 1988; Berry et al. 2016). 

ComP wurde in Pilus-Präparationen von N. gonorrhoeae und N. meningitidis detektiert (Aas et 

al. 2002a; Brown et al. 2010), wohingegen PilA1, PilA2 und PilA3 nicht in abgescherten Pili 

von T. thermophilus detektiert werden konnten (persönliche Kommunikation, J. Langer, Max-

Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.). Sowohl für ComP aus N. meningitidis, als auch 

aus Neisseria subflava konnte gezeigt werden, dass diese Piline direkte DNA-Rezeptoren sind 

(Berry et al. 2016; Cehovin et al. 2013). Für PilA1, PilA2 und PilA3 aus T. thermophilus wurde 

die DNA-Bindung noch nicht untersucht.  
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Die Nebenpiline könnten einen Assemblierungskern an der Spitze des Pilus bilden 

Bisher erwies sich keines der Nebenpiline aus T. thermophilus als essentiell für die Assemblie-

rung der T4P. Einige Nebenpiline in anderen Bakterien, wie z. B. FimU, PilV, PilW, PilX und 

PilE aus P. aeruginosa oder TcpB aus V. cholerae sind dagegen notwendig für die Assemblie-

rung stabiler, Oberflächen-exponierter T4P (Giltner et al. 2010; Ng et al. 2016). Eine Hypothese 

ist, dass diese Nebenpiline einen Assemblierungskomplex, auch Assemblierungskern genannt, 

bilden, an den weitere Piline binden, so dass die Nebenpiline schließlich die Spitze des T4P 

bilden (Burrows 2012). Dies wurde sowohl für TcpB aus V. cholerae, PpdAB, YgdB und PpdC 

aus E. coli (Ng et al. 2016; Cisneros et al. 2012b), als auch für die Nebenpiline GspK, GspI und 

GspJ aus enterotoxischem E. coli (ETEC) vorgeschlagen (Korotkov und Hol 2008). Letztere 

bilden dabei einen Komplex an der Spitze des Pseudopilus des T2SS. Cisneros et al. (2012b) 

koproduzierten die Nebenpiline PulH, PulI, PulJ und PulK des Klebsiella oxytoca T2SS hetero-

log in E. coli. Dadurch wird die Assemblierung des E. coli-Hauptpilins PpdD zu einem T4P 

ermöglicht. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die Nebenpiline einen Assemblierungskern 

bilden.  

 

Mögliche Funktion von TTC1836, TTP0075 und TTP0077 

Die Nebenpiline aus T. thermophilus HB27 sind zwar nicht essentiell für die T4P-

Assemblierung, aber die Mutanten ∆TTP0075-0077 und TTC1836::km bilden keine oder kaum 

dünne Piline (persönliche Kommunikation, V. Gold, University of Exeter). Diese Nebenpiline 

könnten also Teil eines Assemblierungskerns sein, der die Assemblierung der dünnen Pili ein-

leitet, die wiederum bei der Adhäsion und „twitching motility“ eine Rolle spielen.  

 

Mögliche Funktion von TTC1842 

Durch Mutantenstudien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TTC1842 wichtig für die 

„twitching motility“ von T. thermophilus ist, aber nicht für die Adhäsion an Plastikoberflächen 

notwendig ist. Dies führt zu der Vermutung, dass TTC1842 regulatorisch auf die Pilusdynamik 

einwirkt. Für das T2SS aus P. aeruginosa konnte gezeigt werden, dass das Nebenpilin XcpX die 

Länge des Pseudopilus reguliert, wobei das Verhältnis von XcpX zum Hauptpilin XcpT aus-

schlaggebend ist (Durand et al. 2005). Durand et. al stellten die Hypothese auf, dass XcpX die 

Deassemblierung der Piline auslöst oder fördert. Eine ähnliche Funktion wird auch dem 

Nebenpilin PapH des Pap-Pilus von E. coli zugesprochen (Båga et al. 1987). 

Falls TTC1842 die Retraktion der T4P von T. thermophilus einleitet, könnte die Deletion von 

TTC1842 zu dem beobachteten Defekt in der „twitching motility“ führen, da die koordinierte 

Pilus-Retraktion notwendig für die Bewegung auf festen Oberflächen ist. In zukünftigen Unter-

suchungen sollte deshalb analysiert werden, ob die ∆TTC1842::bleo-Mutante eine erhöhte Zahl 

an T4P oder besonders lange T4P aufweist. Außerdem könnten die Mengenverhältnisse von 

PilA4 und den Nebenpilinen verändert werden, um die Auswirkungen auf die Pilus-Länge und 



DISKUSSION  124 
   
 

-Dynamik zu untersuchen. Dafür wäre allerdings ein regulierbares Expressionssytem für 

T. thermophilus nötig. 

 

Mögliche Funktion von TTC1651 

Das Protein TTC1651 wurde in Pilus-Präparationen von T. thermophilus detektiert (persönliche 

Kommunikation, J. Langer, Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M). TTC1651 trägt 

nicht die konservierte Aminosäure G-1 des Klasse-III-Signalpeptids und enthält nur wenige 

hydrophobe Aminosäuren innerhalb des N-terminalen Bereiches (13 hydrophobe Aminosäuren 

innerhalb der ersten 30 Aminosäuren). Da beim Abscheren der T4P auch andere, extrazelluläre 

Proteine angereichert werden, ist bisher unklar, ob TTC1651 tatsächlich Teil des T4P ist. Auf 

eine Assoziation von TTC1651 mit dem T4P weisen jedoch die Tatsachen hin, dass eine 

∆TTC1651::bleo-Mutante defekt in der Adhäsion ist und das die relative Menge von TTC1651 

in Pilus-Präparationen erhöht ist, wenn die Zellanzucht bei 58 °C erfolgte, was bei den anderen 

Nebenpilinen ebenfalls der Fall war (persönliche Kommunikation V. Gold, University of 

Exeter).  

Da TTC1651, wie in dieser Arbeit gezeigt, eine Rolle bei der Adhäsion spielt, könnte es sich um 

ein Adhäsin handeln. Bakterielle Adhäsine sind Proteine an der Zellaußenseite, die an Oberflä-

chen oder Wirtszellen anhaften (Soto und Hultgren 1999; Berne et al. 2015). Piline können sel-

ber Adhäsine sein, (Berne et al. 2015; Piepenbrink und Sundberg 2016), daneben sind auch 

andere Adhäsine bekannt, wie z. B. PilC aus Neisseria-Spezies oder PilY1 aus P. aeruginosa 

und Legionella pneumophila (Rudel et al. 1995; Scheuerpflug et al. 1999; Alm et al. 1996b; 

Hoppe et al. 2017). Diese Proteine haben Größen von 1000 bis 1200 Aminosäuren und sind an 

T4P gebunden. PilY1 aus P. aeruginosa wird dabei durch die Nebenpiline PilV, PilW und PilX 

mit dem T4P verbunden. Es ist denkbar, dass TTC1651 aus T. thermophilus ein Adhäsin ist 

oder ein Kupplungsprotein, welches ein bisher unbekanntes Adhesin mit dem T4P verknüpft 

und so zur Adhäsion an Plastikoberflächen beiträgt. Um genauere Informationen über die Funk-

tion von TTC1651 zu erhalten, müsste zunächst geklärt werden, wo dieses Protein lokalisiert ist 

und ob es in oder am T4P gebunden ist. Außerdem sollte TTC1651 erneut sequenziert werden, 

um zu überprüfen, ob das G-1[F/L/V/I/M]+1E+5-Motiv des Klasse-III-Signalpeptids eventuell doch 

vorhanden ist.  

 

Die Pilin-ähnlichen Proteine könnten im T4P integriert vorliegen 

Neben der Lokalisation der Pilin-ähnlichen Proteine an der Spitze des Pilus, ist auch eine Loka-

lisation an mehreren Stellen entlang des Pilus denkbar (Piepenbrink und Sundberg 2016). Dies 

wurde z. B. für die Nebenpiline FimU, PilV, PilW und PilX aus P. aeruginosa und für PilJ aus 

Clostridium difficile gezeigt (Giltner et al. 2010; Piepenbrink et al. 2014). Der Nachweis erfolg-

te dabei mit Immunogold-Sekundärantikörpern, die an spezifische Nebenpilin-Antikörper ban-

den.  

Die Nebenpiline aus T. thermophilus HB27 könnten ebenfalls in den T4P integriert vorliegen. 

Um die genaue Lokalisation zu untersuchen, könnten ebenfalls Versuche mit Immunogold-
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makierten Antikörpern durchgeführt werden. Da bisher keine spezifischen Antikörper gegen die 

meisten der Nebenpiline vorliegen, könnten stattdessen T. thermophilus-Mutanten erstellt wer-

den, die Nebenpiline mit Protein-Tags bilden. Anschließend könnte die Bindung von Tag-

spezifischen Antikörpern an die T4P im Elektronenmikroskop untersucht werden. 

 

4.4.3 Mögliche Funktion von ComZ im Pseudopilus des DNA-Translokators 

 

Das Gen comZ befindet sich im Genom von T. thermophilus direkt stromabwärts der Gene 

pilA1, pilA2 und pilA3 und ist, ebenso wie diese, essentiell für die natürliche Transformation, 

aber nicht für die T4P-Biogenese (Friedrich et al. 2003). Der N-Terminus von ComZ ist der 

Präpilin-Signalsequenz ähnlich. Die Präpilin-Signalsequenz zeichnet sich durch einen kurzen, 

positiv geladenen, N-terminalen Bereich aus, auf den die konservierten Aminosäuren 

G-1[F/L/V/I/M]+1E+5 und ein ~ 20 Aminosäuren langer hydrophober Bereich folgen (Hobbs und 

Mattick 1993; Strom und Lory 1993). Zwischen den Aminosäuren G-1 und F+1 schneidet die 

Präpilinpeptidase. Der N-Terminus von ComZ aus T. thermophilus beginnt mit den Aminosäu-

ren M-5N-4A-3K-2G-1I+1A+2L+3V+4A+5 gefolgt von einem etwa 17 Aminosäuren langen, hydro-

phoben Bereich (Abb. 3.2). Somit weist ComZ einige der Charakteristika eines Präpilins auf. 

Dennoch handelt es sich um kein typisches Präpilin, da das E+5 der Präpilin-Signalsequenz 

durch ein Alanin (A+5) ausgetauscht ist und da ComZ mit 554 Aminosäuren wesentlich größer 

ist als typische Präpiline. Allerdings gibt es durchaus Präpilin-ähnliche Proteine, für die be-

schrieben wurde, dass sie ebenfalls kein E+5 aufweisen. Diese Proteine werden dennoch durch 

die Präpilinpeptidase prozessiert, können aber nicht in den wachsenden Pilus integriert werden. 

Dies ist z. B. der Fall bei den Pilin-ähnlichen Proteinen GspK, PulK und XcpX der T2SS von 

ETEC, K. oxytoca bzw. P. aeruginosa und bei PilK des T4P von C. difficile (Korotkov und Hol 

2008; Cisneros et al. 2012a; Durand et al. 2005; Maldarelli et al. 2014). Diese Proteine sind, in 

Übereinstimmung mit CofB und LngB des CFA/III bzw. des Longus-Pilus (beides T4P) von 

ETEC (Kolappan et al. 2015) und mit ComZ aus T. thermophilus, ebenfalls deutlich größer als 

die Hauptpiline der entsprechenden Systeme (GspK: 327 Aminosäuren, PulK: 326, XcpX: 333, 

PilK: 500, CofB: 518, LngB: 523, ComZ: 554).  

Es wird vermutet, dass das E+5 eines Pilins eine Salzbrücke mit dem F+1 des zuvor in den Pilus 

eingebauten Pilins bildet (Craig et al. 2006; Bleves et al. 1998). Wenn diese Interaktion essenti-

ell für die Assemblierung oder Stabilität des T4P ist, würde der Austausch des E+5 den Pilin-

Einbau in den wachsenden Pilus verhindern. Deshalb ist es gut möglich, dass die Piline, die kein 

E+5 aufweisen, an der Spitze des T4P oder Pseudopilus lokalisiert sind. Dort würde auch die 

Größe der Pilin-Kopfdomäne eine untergeordnete Rolle spielen. 

Auch für ComZ ist denkbar, dass es die Spitze eines Pseudopilus bildet, der spezifisch für den 

DNA-Translokator ist. Dabei würde die Größe und das fehlende E+5 zu keinen sterischen Hinde-

rungen bei der Assemblierung führen, da keine Piline „oberhalb“ von ComZ lokalisiert wären. 

Die Analyse der Größe von ComZ-Komplexen in dieser Arbeit hat gezeigt, dass aus 

T. thermophilus isoliertes ComZ-His9 Tetramere bildet. Der große, tetramere ComZ-Komplex 

(~ 232 kDa) könnte sich an der Pseudopilus-Spitze befinden. Dies würde vermutlich zu einer 



DISKUSSION  126 
   
 

Blockade der Pore in der äußeren Membran führen. Es ist aber wahrscheinlich, dass ComZ in 

vivo keine Homo-Tetramere bildet. Darauf weist die Western Blot-Analyse von 

T. thermophilus-Membranen in dieser Arbeit hin, in der ComZ-haltige Komplexe der Größen 

~ 159 und ~ 206 kDa detektiert wurden. Es ist möglich, dass ComZ in vivo mit anderen Pilinen 

interagiert, so wie es z. B. für den GspK-GspI-GspJ-Komplex und den PulK-PulI-PulJ-Komplex 

der T2SS aus ETEC bzw. K. oxytoca gezeigt wurde (Korotkov und Hol 2008; Cisneros et al. 

2012a). Mit dem in dieser Arbeit beschriebenem Verfahren kann ComZ aus T. thermophilus 

aufgereinigt werden, um zu untersuchen, ob und in welchem Verhältnis es mit anderen Pilinen 

interagiert. Auch könnte analysiert werden, ob ComZ DNA bindet und auf diese Weise zur na-

türlichen Transformation beiträgt. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Deletion von comZ kaum Auswirkungen auf die 

„twitching motility“ von T. thermophilus hat. Allerdings zeigte die mit pDM12-comZ-His9 

komplementierte Mutante keine „twitching motility“. Der Grund dafür könnte der His9-Tag 

sein, der möglicherweise die Dynamik des T4P beeinträchtigt. Um dies zu überprüfen, sollte 

eine comZ-Komplementante erstellt werden, in der comZ ohne Tag exprimiert wird. Ein weite-

rer Grund könnte eine erhöhte comZ-Expression durch den konstitutiven bc1-Promotor des 

pDM12-Plasmides sein, die, ähnlich wie die Überexpression von xcpX in P. aeruginosa, zu 

einer verminderten Pilus-Assemblierung führen könnte (Durand et al. 2005). Zwar war keine 

deutlich erhöhte ComZ-Menge im SDS-Gel oder Western Blot sichtbar, aber es ist bekannt, 

dass bereits geringe Änderungen der Stöchiometrie von T4P-Proteinen einen starken Einfluss 

auf die Funktionalität des Systems haben können (Alm und Mattick 1995; Alm et al. 1996b). 

Durch EM-Analysen der mit comZ-His9 komplementierten Mutante könnte überprüft werden, 

ob diese eine veränderte Pilierung aufweist. 

Da die Erhöhung der XcpX-Menge im Vergleich zum Hauptpilin des T2SS von P. aeruginosa 

zu verkürzten Pseudopili führte, vermuteten Durand et al. (2005), dass XcpX an der Basis des 

Pseudopilus lokalisiert ist und dass der Einbau dieses großen Pilin-ähnlichen Proteins zum Ab-

bruch der Elongation oder Destabilisierung des Pseudopilus führt. Neben einer Lokalisation von 

ComZ an der Spitze eines DNA-Translokator-spezifischen Pseudopilus, ist also auch eine Loka-

lisation an der Basis denkbar. In beiden Fällen würde der Einbau von ComZ in Konkurrenz zur 

Ausbildung Oberflächen-exponierter T4P stehen. Dies würde erklären, warum die konstitutive 

comZ-Expression in trans die „twitching motility“ beeinträchtigt, während die Deletion von 

comZ keinen Einfluss auf die T4P-Funktionen hat, sondern nur auf die Transformierbarkeit. 

 

Zukünftige Analysen an ComZ 

Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass gereinigtes ComZ-His9 Komplexe mit einer 

molekularen Masse von etwa 232 kDa bilden, eignen sich die isolierten Proteine prinzipiell 

auch für Strukturuntersuchungen mittels Einzelpartikel-EM (persönliche Kommunikation 

Edoardo D'Imprima, Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.). Bei ersten Versuchen 

waren jedoch Verunreinigungen als Hintergrund sichtbar, so dass keine einzelnen Proteinkom-

plexe deutlich wurden. Hier müsste das Reinigungsprotokoll also erweitert und optimiert wer-

den.  
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Durch Western Blot-Analysen der subzellulären Zellfraktionen unterschiedlicher 

T. thermophilus-Mutanten mit Mutationen in den Kompetenzgenen könnte gezeigt werden, ob 

sich diese Mutationen auf die Lokalisation und Menge von ComZ auswirken. Dies könnte Hin-

weise auf die Interaktionen von ComZ mit anderen Komponenten des DNA-Translokators lie-

fern. 
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4.5 Konkurrenz des DNA-Translokators und der T4P von 

T. thermophilus um Komponenten mit dualer Funktion 

 

In dieser und in früheren Arbeiten konnten mehrere Hinweise darauf gewonnen werden, dass es 

sich bei dem DNA-Translokator und dem T4P von T. thermophilus um unterschiedliche Syste-

me handelt, die unabhängig voneinander funktionieren können, auch wenn viele der Protein-

komponenten duale Rollen in beiden Systemen spielen, wie z. B. PilM, PilN, PilO, PilW, PilQ, 

PilF, PilC, PilD und PilA4. 

Eine T. thermophilus-Mutante, deren Retraktions-ATPasen, PilT1 und PilT2, mutiert waren und 

die keine T4P-Retraktion zeigte, war dennoch natürlich transformierbar (Salzer et al. 2014b), 

was zeigt, dass die Dynamik der T4P nicht essentiell für die DNA-Aufnahme ist. Außerdem 

konnten T. thermophilus-Mutanten erstellt werden, die nur wenige Pilus-Strukturen bildeten, 

aber dennoch natürlich transformierbar waren. Bei diesen Mutanten waren jeweils einzelne 

Ring-Domänen des PilQ-Sekretin-Komplexes deletiert, woraus geschlossen werden konnte, 

dass diese einzelnen Domänen nicht essenziell für die natürliche Transformation sind 

(Burkhardt et al. 2012; Salzer et al. 2016a). In Kapitel 3.2 dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass die konstitutive Expression von comZ-His9 in trans zu einem Defekt in der „twitching 

motility“ führt, aber eine Wildtyp-ähnliche natürliche Transformation erlaubt. Auch dies stimmt 

mit dem Schluss überein, dass keine voll funktionalen T4P für die DNA-Aufnahme benötigt 

werden.  

Desweiteren konnte Ralf Salzer eine Reihe von pilF-Mutanten erstellen, die keine oder nur sehr 

wenige T4P aufweisen, die aber dennoch transformierbar sind (Salzer et al. 2014a). In diesen 

Mutanten sind Cysteine des Tetracysteinmotifs von PilF gegen Alanine ausgetauscht, was zu 

einer geringeren Zinkionen-Bindnung an PilF führt. Interessanterweise zeigte die Mutante 

pilFC4A, in der das C819 durch ein Alanin ausgetauscht war, mit einer Transformationsfre-

quenz von 9,8 × 10
−1

 Transformanden/Lebendzellzahl eine Hypertransformierbarkeit, wies aber 

keine Pili auf. Diese Ergebnisse zeigt eindeutig, dass die Oberflächen-exponierten T4P-

Strukturen nicht für die Transformation benötigt werden. 

Auch die in dieser Arbeit verwendete Mutante pilF∆GSPIIC weist nur sehr wenige T4P und 

keine „twitching motility“ auf, ist aber hypertransformierbar (Kruse et al. 2018). Interessant ist, 

dass PilF∆GSPIIC nicht durch die Interaktion mit PilMN stimuliert wird, wie in dieser Arbeit 

gezeigt werden konnte. Die PilMN-vermittelte Stimulation von PilF scheint also keine essentiel-

le Rolle bei der natürlichen Transformation zu spielen. Interessanterweise scheint die GSPIIC-

Domäne die natürliche Transformation zu hemmen, da die Deletion der Domäne zu einer ge-

steigerten Transformierbarkeit führte, auf der anderen Seite ermöglicht die GSPIIC-Domäne die 

natürliche Transformation, wenn die GSPIIA und GSPIIB-Domänen deletiert wurden (Kruse et 

al. 2018).  

Wie ist dies zu erklären? Die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen an PilF∆GSPIIABC 

mittels Gelfiltration und nativer PAGE weisen darauf hin, dass diese Variante im Gegensatz zu 

PilF∆GSPIIC sehr instabile Komplexe bildet. Dies indiziert, dass die GSPIIC-Domäne eine 

Rolle bei der Stabilität der PilF-Komplexe spielt. Das könnte sowohl Auswirkungen auf die 
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T4P-Assemblierung als auch auf die natürliche Transformation haben. Dass die Deletion von 

GSPIIC zur Hypertransformierbarkeit von T. thermophilus führt, könnte dadurch erklärt wer-

den, dass der DNA-Translokator und der T4P in Konkurrenz um Komplex-Komponenten wie 

PilF stehen, was in Kapitel 4.5.2 diskutiert wird. Dieser Hypothese folgend könnte 

PilF∆GSPIIC möglicherweise nicht mehr funktional bei der T4P-Assemblierung sein und stün-

de deshalb im höheren Maße für den DNA-Translokator zur Verfügung, weshalb die 

Transformierbarkeit steigt. 

Während bei T. thermophilus die T4P-Struktur keine Rolle bei der DNA-Aufnahme spielt, gibt 

es bei anderen natürlich transformierbaren Bakterien Hinweise darauf, dass die Oberflächen-

exponierten T4P DNA binden und bei der Retraktion die DNA in das Periplasma transportieren. 

Für N. gonorrhoeae und V. cholerae konnte z. B. die Bindung der DNA an den Pilus nachge-

wiesen werden (Aas et al. 2002b; Seitz und Blokesch 2013). Für P. stutzeri, Synechocystis sp. 

Stamm PCC 6803 und Acinetobacter baumannii konnte gezeigt werden, dass für die natürliche 

Transformation die T4P-Retraktions-ATPase benötigt wird, woraus geschlossen wurde, dass die 

DNA-Aufnahme vermutlich an die T4P-Retraktion gekoppelt ist (Nakasugi et al. 2006; 

Graupner et al. 2001; Wilharm et al. 2013). Der DNA-Translokator und der T4P lassen sich 

also nicht immer voneinander abgrenzen und die Art, wie DNA während der natürlichen Trans-

formation aufgenommen wird, weicht in verschiedenen kompetenten, Gram-negativen Bakteri-

en von der DNA-Aufnahme in T. thermophilus ab.  

 

4.5.1 Vergleich des DNA-Translokators mit dem T4P 

 

Die Analysen des DNA-Translokators und des T4P in T. thermophilus haben zu den in Abbil-

dung 4.3 gezeigten Modellen des DNA-Translokators (Abb. 4.3 A) und des T4P (Abb. 4.3 B) 

geführt, wobei die Unterschiede der beiden Systeme hervorgehoben werden. 

 

DNA-Translokator-spezifische Komponenten 

Proteine, die Teil des DNA-Translokators sind, aber (vermutlich) nicht für die Assemblierung 

und Funktionen der T4P benötigt werden sind: 

ComEA und ComEC - Diese Proteine sind charakteristisch für natürlich kompetente Gram-

negative und Gram-positive Organismen. Sie sind nicht an der Assemblierung des Pilus oder 

Pseudopilus beteiligt, sondern am Transport aufgenommener DNA im Periplasma und durch 

die innere Membran. 

„DNA funneling complex“ (DFC) – In PilQ-Präparationen, die elektronenmikroskopisch unter-

sucht wurden, wiesen etwa 30 % der Partikel zwei zusätzliche Ringstrukturen oberhalb der 

Sekretin-Domäne auf (Drechsler 2015). Durch Koinkubation mit DNA konnte gezeigt wer-

den, dass DNA an diese Ringstrukturen bindet. Es ist unbekannt, welche Proteine diese als 

DFC bezeichneten Ringstrukturen bilden. Es ist denkbar, dass extrazelluläre DNA zunächst 

an den DFC bindet und von diesem durch den PilQ-Kanal geleitet wird. Bisher wurde nicht 
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untersucht, ob der DFC auch bei der T4P-Biogenese eine Rolle spielt. Da aber nur 30 % der 

gereinigten PilQ-Komplexe einen DFC aufweisen und da dieser DNA bindet, liegt die Ver-

mutung nahe, dass es sich um einen DNA-Translokator-spezifischen Komplex handelt. 

PilA1, 2 und 3 – Diese Pilin-ähnlichen Proteine werden vermutlich in einen Pseudopilus, mögli-

cherweise an dessen Spitze, eingebaut. Sie sind notwendig für die natürliche Transformation 

und es könnte sich um DNA bindende Pseudopilus-Untereinheiten handeln, die direkt am 

Transport der DNA beteiligt sind. 

ComZ – Bei ComZ handelt es sich um ein Präpilin-ähnliches Protein, dass aber aufgrund der 

fehlenden Aminosäure E+5 und aufgrund der Größe von 554 Aminosäuren vermutlich nicht 

in einen wachsenden Pilus integriert werden kann. Es ist jedoch möglich, dass ComZ in die 

Basis des Pseudopilus eingebaut wird, wo es durch sterische Hinderung die weitere 

Assemblierung des Pseudopilus verhindert. 

 

 

Abb. 4.3. Modell des DNA-Translokators (A) und des T4P (B) aus T. thermophilus HB27. 
Beide Multiproteinkomplexe durchspannen die innere (IM) und äußere Membran (ÄM) sowie 

die Peptidoglycanschicht. Proteine, die eine duale Rolle in beiden Komplexen spielen sind: Die 

Motor-ATPase PilF, PilM, PilN, PilO, PilC, das Hauptpilin PilA4, PilW und das Sekretin PilQ 

mit „Kronen“-Struktur. Die Funktion und die Zusammensetzung der „Krone“ sind bisher unbe-

kannt. DNA-Translokator-spezifische Komponenten sind: ComEA, ComEC, ComZ, PilA1, 

PilA2, PilA3 und der „DNA funneling Complex“ (DFC). Bei letzterem handelt es sich um bis-

her unbekannte Proteine, die DNA und den PilQ-Komplex binden. Die Nebenpiline PilA1, 2 

und 3 könnten in der Spitze des Pseudopilus integriert und an der Weiterleitung der DNA betei-

ligt sein. ComZ könnte als Präpilin-ähnliches Protein in den Pseudopilus integriert werden und 

eine weitere Pilus-Assemblierung verhindern. Proteine, die spezifisch für den T4P und dessen 

Funktionen sind, sind die Präpilin-ähnliche Proteine TTP0075, TTP0076, TTP0077, TTC1836, 

TTC1842 und TTC1651. Diese Proteine sind vermutlich Bestandteile des T4P, entweder an 

dessen Spitze oder über die Länge verteilt. 
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T4P-spezifische Komponenten 

Proteine, die nicht für die natürliche Transformation benötigt werden, die aber bei der 

Assemblierung und/oder den Funktionen der T4P eine Rolle spielen sind: 

PilT1 und PilT2 (nicht in Abb. 4.3 dargestellt) – Als Retraktions-ATPasen werden sie für die 

Deassemblierung der T4P während der Bewegung auf festen Oberflächen benötigt. 

TTP0075, TTP0076 und TTP0077 – Diese Pilin-ähnlichen Proteine könnten einen Komplex an 

der Spitze von dünnen T4P bilden, der die Pilus-Assemblierung einleitet. TTP0075 und 

TTP0077 sind essentiell für die „twitching motility“ und die Adhäsion an Plastikoberflächen. 

TTC1651 – Dieses Protein weist keine klassische Präpilinpeptidase-Erkennungssequenz auf, 

könnte aber trotzdem im T4P gebunden sein. Da TTC1651 für die Adhäsion von 

T. thermophilus an Plastik benötigt wird, könnte es als Adhäsin an der Spitze des T4P fun-

gieren oder dort ein bisher unbekanntes Adhäsin binden. 

TTC1836 – Dieses Pilin-ähnliche Protein ist vermutlich an der Bildung dünner T4P beteiligt 

und wird für die „twitching motility“ und die Adhäsion benötigt. Da die relative Menge von 

TTC1836 in Pilus-Präparationen deutlich höher ist als die von TTP0075, 0076 und 0077 

(persönliche Kommunikation, J. Langer, Max-Planck-Institut für Biophysik, Frankfurt 

a. M.), liegt die Vermutung nahe, dass TTC1836 an mehreren Positionen im T4P lokalisiert 

ist. 

TTC1842 – Hierbei handelt es sich um ein Pilin-ähnliches Protein mit spezifischer Funktion bei 

der „twitching motility“. Möglicherweise reguliert TTC1842 die Retraktion der T4P oder lei-

tet ein Retraktions-Signal weiter. 

Die in Abbildung 4.3 dargestellten Komponenten PilF, PilM, PilN, PilO, PilC, PilA4, PilW und 

PilQ (mit „Krone“) sind sowohl für die natürliche Transformation, als auch für die T4P-

Assemblierung und T4P-vermittelten Funktionen wichtig. Hier stellt sich die Frage, wie regu-

liert wird, ob die Proteine einen DNA-Translokator oder einen T4P-Assemblierungsapparat 

bilden. Zukünftige Untersuchungen der Gene und Proteine, die nur spezifisch für eines der Sys-

teme benötigt werden, werden Aufschluss darüber geben. 
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4.5.2 Konkurrenz zwischen T4P und DNA-Translokator 

 

Wenn es sich beim DNA-Translokator und dem T4P, wie oben beschrieben, um voneinander 

abzugrenzende Systeme handelt, dann stehen diese in Konkurrenz zueinander um die Kompo-

nenten, die eine duale Rolle in beiden Systemen spielen. 

 

Bestimmte Mutationen in pilF haben einen gegensätzlichen Einfluss auf natürliche 

Transformation und T4P-Assemblierung 

Auf eine Konkurrenz zwischen DNA-Translokator und T4P deuten der Phänotyp der pilF-

Mutanten pilFC4A und pilF∆GSPIIC hin, die jeweils Defekte in der Pilierung, aber eine stark 

erhöhte Transformierbarkeit aufweisen (Salzer et al. 2014a; Kruse et al. 2018). Hierbei scheint 

die jeweilige Mutation in pilF dazu zu führen, dass die ATPase nicht für die Pilus-

Assemblierung genutzt werden kann, dies hat aber keinen negativen Einfluss auf die DNA-

Aufnahme. Durch die defekte Pilus-Assemblierung könnten mehr PilF-Komplexe für den DNA-

Translokator zur Verfügung stehen, was zu der beobachteten Hypertransformierbarkeit führen 

könnte. Im Fall der PilF∆GSPIIC-Variante konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 

GSPIIC-Domäne notwendig für die Stimulierung von PilF durch PilMN ist. Ohne diese Stimu-

lierung ist die ATPase-Aktivität eventuell nicht stark genug, um die Assemblierung langer T4P 

voranzutreiben und der Retraktion entgegenzuwirken, für die DNA-Aufnahme ist sie jedoch 

ausreichend. 

 

Der Zusammenhang zwischen Pilierung und Expression von pilA1, 2, 3 und comZ 

Ein weiterer Hinweis auf die Konkurrenz von DNA-Translokator und T4P bietet die Expression 

von pilA1, pilA2, pilA3 und comZ bei 55 °C. Bei dieser Temperatur weist T. thermophilus deut-

lich mehr T4P als bei 68 °C auf und zeigt eine stark erhöhte Adhäsion an Plastikoberflächen 

(Salzer et al. 2014c; Salzer et al. 2014a). Analysen des Transktiptoms zeigten, dass bei dieser 

niedrigeren Temperatur die Expression der DNA-Translokator-spezifischen Gene pilA1, pilA2, 

pilA3 und comZ reduziert ist (Kirchner 2018). Möglicherweise wird durch diese Regulation der 

DNA-Translokator-spezifischen Gene sichergestellt, dass mehr Komponenten mit dualer Funk-

tion für die T4P-Biogenese zur Verfügung stehen, da bei 55 °C scheinbar eine höhere Anzahl an 

T4P benötigt wird.  

Auch die Untersuchungen an der mit pDM12-comZ-His9 komplementierten ∆comZ::bleo-

Mutante im Rahmen dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Expression des DNA-

Translokator-spezifischen Gens comZ die T4P-Dynamik beeinflusst. Die konstitutive Expressi-

on von comZ-His9 unter Kontrolle des bc1-Promotors führte zum Verlust der „twitching  

motility“. Entweder wurde dieser Defekt durch den His9-Tag ausgelöst, der aber keinen Einfluss 

auf die Funktion von ComZ bei der Transformation hatte, oder möglicherweise führte eine 

leicht erhöhte Menge von ComZ zum Einbau von ComZ-His9 in T4P-Assemblierungskomplexe 

und verhinderte dadurch die korrekte Assemblierung oder Deassemblierung der T4P. Da dies 
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aber nicht zu einer erhöhten Transformationsrate führte, ist anzunehmen, dass ComZ kein limi-

tierender Faktor für die natürliche Transformation ist. 

Dies sind erste Hinweise darauf, dass T4P und DNA-Translokatoren um Komponenten mit dua-

ler Funktion in beiden Systemen konkurrieren. Um dies zu überprüfen, müssen Analysen zur 

Interaktion weiterer Komponenten erfolgen, die Lokalisation der Nebenpiline muss ermittelt 

werden. Zudem müssen die Funktionen der Komponenten des DNA-Translokators und T4P 

geklärt werden, sowie die Regulation ihrer Assemblierung.   
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5 Zusammenfassung 

 

- Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gene der Präpilin-ähnlichen Proteine TTC1842, 

TTC1651, TTP0075 und TTP0076 in T. thermophilus deletiert.  

- Durch Mutantenstudien wurde die Funktion von sechs Präpilin-ähnlichen Proteinen ermit-

telt. Die Gene TTC1842 und TTP0075, ebenso wie TTC1836 und TTP0077 werden für die 

kriechende Fortbewegung auf Oberflächen benötigt. Die Gene TTP0075, TTP0077, 

TTC1836, sowie TTC1651 werden für die Adhäsion von T. thermophilus an Plastikoberflä-

chen benötigt. Keine der hier untersuchten Mutanten, ∆TTC1842::bleo, ∆TTC1651::bleo, 

∆TTP0075::bleo und ∆TTP0076::bleo, zeigte einen Defekt in der natürlichen Transforma-

tion. 

- Es wurde eine ∆comZ::bleo-Mutante erstellt, die mit pDM12-comZ-His9 erfolgreich kom-

plementiert werden konnte. Die Deletionsmutante ist nicht natürlich transformierbar, zeigt 

aber eine T4P-abhängige Bewegung auf Oberflächen und Adhäsion. Die mit pDM12-

comZ-His9 komplementierte Mutante weist eine mit dem Wildtyp vergleichbare 

Transformierbarkeit und Adhäsion, aber keine „twitching motility“ auf. 

- Durch Western Blot-Analysen des T. thermophilus-Wildtyps und der mit comZ-His9 kom-

plementierten ∆comZ::bleo-Mutante konnte gezeigt werden, dass ComZ Teil eines Prote-

inkomplexes in der inneren Membran ist. 

- Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein ComZ-His9-Komplex mit einer molekularen Masse 

von ~ 232 kDa aus T. thermophilus gereinigt werden. Der gereinigte Proteinkomplex ist 

Ausgangspunkt für biochemische und strukturelle Analysen von ComZ. 

- Es wurden Varianten der Assemblierungs-ATPase PilF erstellt und aufgereinigt, die im 

Walker A- bzw. im Walker B-Motiv mutiert waren. Die im Walker A-Motiv mutierte Vari-

ante PilFK654A ist defekt in der ATP-Bindung. Die im katalytischen Glutamat des Walker B-

Motivs mutierte Variante PilFK654A zeigt keine ATP-Hydrolyse. 

- PilFK654A und PilFE718A bilden hexamere Komplexe. Das Laufverhalten des 

PilFK654A-Komplexes in der nativen PAGE ist etwas langsamer als das des Wildtyp-

Komplexes, was auf eine veränderte Form des Komplexes hinweist. PilFE718-Hexamere ha-

ben eine im Vergleich zum Wildtyp-Komplex um ~ 2,6 °C erhöhte Thermostabilität. 

- Das Lysin 654 im Walker A-Motiv und das katalytische Glutamat 718 im Walker B-Motiv 

von PilF sind essentiell für die natürliche Transformation, die T4P-Assemblierung und die 

T4P-abhängige „twitching motility“. Sie spielen zudem eine Rolle bei der Adhäsion an 

Plastikoberflächen. 
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- Die Fusionsproteine His6-PilM, Strep-PilM, sowie PilN-Strep wurden heterolog in E. coli 

produziert und aufgereinigt. Durch Koproduktion und Koaufreinigung von His6-PilM und 

PilN-Strep, bzw. His6-PilM, PilN und PilO-Strep konnte gezeigt werden, dass PilM und 

PilN, bzw. PilM, PilN und PilO membrangebundene Komplexe bilden. 

- PilF bindet via PilM an PilMN- und PilMNO-Komplexe. 

- Durch die Interaktion von PilF mit PilMN- und PilMNO-Komplexen wird die ATPase-

Aktivität von PilF stimuliert. Es kommt dabei maximal zu einer Verdopplung der Aktivität 

bei einem molekularen Verhältnis von 1:20 (PilF-Hexamer:PilMN(O)-Komplexen). 

- Die GSPII-Domänen im N-Terminus von PilF spielen eine Rolle bei der Bildung stabiler 

PilF-Hexamere. Zudem ist die GSPIIC-Domäne notwendig für die PilMN-vermittelte Sti-

mulierung der ATPase-Aktivität von PilF. Sie wird allerdings nicht für die Bindung von 

PilF an PilMN benötigt. 

- Die PilF-Varianten PilFK654A und PilFE718A binden an PilMN-Komplexe. Die ATP-Bindung 

und -Hydrolyse von PilF sind somit nicht notwendig für die Bindung von PilF an PilMN. 

- Lysin 26 in PilM ist konserviert und wird für die ATP-Bindung an PilM benötigt, ist aber 

nicht notwendig für die PilMN-Komplexbildung oder für die Bindung und Stimulierung 

von PilF durch PilMN-Komplexe. Die Mutation pilMK26A hat keinen Einfluss auf die natür-

liche Transformation oder die „twitching motility“ von T. thermophilus. 

- PilF aus T. thermophilus weist vier potentielle c-di-GMP-Bindemotive (Tandem der Kon-

sensussequenz: RLGxx(L/V/I)(L/V/I)xxG(L/V/I)xxxxLxxxLxxQ) am N-Terminus auf. 

- Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PilF zwei Moleküle c-di-GMP bin-

det. Diese Bindung ist spezifisch für c-di-GMP. Es erfolgt zunächst eine Bindung mit 

schwächerer Affinität (KD1 = 7,94 × 10
-7

), auf die eine zweite Bindung mit höherer Affini-

tät folgt (KD2 = 3,86 × 10
-8

). 
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7 Anhang 

7.1 Plasmidkarten 

 

 

Abb. A1. Plasmidkarte von pUC19-∆TTC1842::bleo. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der in dieser Arbeit verwendeten 

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. TTC1840, TTC1841, Gene im UP-Bereich des zu dele-

tierenden Gens TTC1842; TTC1843, Gen im DW-Bereich von TTC1842; bleo
R
, Bleomycin- 

Resistenzkassette; lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes Gen, das für die β-Galactosidase co-

diert und das durch Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-Bereich unterbrochen wurde; ori, 

Replikationsursprung; amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 
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Abb. A2. Plasmidkarte von pUC19-∆TTC1651::bleo. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der in dieser Arbeit verwendeten 

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. TTC1649, yedY, Gene im UP-Bereich des zu deletie-

renden Gens TTC1651; hisJ, Gen im DW-Bereich von TTC651; bleo
R
, Bleomycin-

Resistenzkassette; lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes Gen, das für die β-Galactosidase co-

diert und das durch Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-Bereich unterbrochen wurde; ori, 

Replikationsursprung; amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 

 

 

Abb. A3. Plasmidkarte von pUC19-∆TTP75::bleo. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der in dieser Arbeit verwendeten 

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. aidB, Gen im UP-Bereich des zu deletierenden Gens 

TTP0075; TTP0076 und TTP0077, Gene im DW-Bereich von TTP0075; bleo
R
, Bleomycin- 

Resistenzkassette; lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes Gen, das für die β-Galactosidase co-

diert und das durch Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-Bereich unterbrochen wurde; ori, 

Replikationsursprung; amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 
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Abb. A4. Plasmidkarte von pUC19-∆TTP76::bleo. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der in dieser Arbeit verwendeten 

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. aidB, TTP0075, Gene im UP-Bereich des zu deletieren-

den Gens TTP0076; TTP0077, Gen im DW-Bereich von TTP0076; bleo
R
, Bleomycin-

Resistenzkassette; lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes Gen, das für die β-Galactosidase co-

diert und das durch Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-Bereich unterbrochen wurde; ori, 

Replikationsursprung; amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 

 

 

Abb. A5. Plasmidkarte von pUC19-∆comZ::bleo. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der in dieser Arbeit verwendeten 

Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. pilA2 und pilA3, Gene im UP-Bereich des zu deletie-

renden Gens comZ; pilA4, Gen im DW-Bereich von comZ; bleo
R
, Bleomycin-Resistenzkassette; 

lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes Gen, das für die β-Galactosidase codiert und das durch 

Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-Bereich unterbrochen wurde; ori, Replikationsursprung; 

amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 
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Abb. A6. Plasmidkarte von pUC19-∆pilMNOWQ. Das Plasmid wurde von I. Rose (AK 

Averhoff, Goethe-Universität Frankfurt a. M.) erstellt. Die Plasmidkarte wurde mit Clone 

Manager 7, Version 7.11 erstellt. Die Restriktionsschnittstellen der für die Erstellung des 

Plasmides verwendeten Restriktionsenzyme sind eingezeichnet. Die Bindestellen der Starteroli-

gonukleotide pilM_up_for und pilQ_down_rev2 sind durch schwarze Pfeile makiert. TTC1012, 

Gen im UP-Bereich des zu deletierenden Operons pilMNOWQ; TTC1018, Gen im DW-Bereich 

von pilMNOWQ; bleo
R
, Bleomycin- Resistenzkassette; lacZ' und 'lacZ, in pUC19 enthaltenes 

Gen, das für die β-Galactosidase codiert und das durch Einbringen von bleo
R
, UP- und DW-

Bereich unterbrochen wurde; ori, Replikationsursprung; amp
R
, Ampicillin-Resistenzkassette. 
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7.2 Elutionsprofile von Gelfiltrationen 

 

 

Abb. A7. Repräsentatives Elutionsprofil der Gelfiltration zur Aufreinigung von 

ComZ-His9 aus T. thermophilus. Nachdem ComZ-His9 aus solubilisierten Membranen mittels 

Ni-NTA-Affinitätschromatographie angereichert wurde (siehe Kapitel 2.6.4 und 3.2.2), erfolgte 

eine Gelfiltration mit einer „Superdex 200 (10/300)“-Gelfiltrationssäule (GE Healthcare Life 

Sciences, Freiburg). Die Equilibrierung und Elution erfolgte mit ComZ-Puffer (50 mM Tris, 

250 mM NaCl, 5 mM MgSO4, 5 mM CaCl, pH 8,4) mit 0,4 mM DDM, die Flussrate betrug 

0,4 ml/min. Die 0,4-ml-Fraktionen sind rot nummeriert. Die Fraktionen 25 - 33 (Kasten) ent-

hielten ComZ-His9 (siehe Abb. 3.15 C), wurden vereinigt und für weitere Analysen verwendet. 

 

 
Abb. A8. Repräsentatives Elutionsprofil der Gelfiltration zur Aufreinigung von PilFWT aus 

E. coli BL21 (DE3). Nach Hitzeinkubation und Ni-NTA-Affinitätschromatographie der 

His6-PilF-haltigen Proben (siehe Kapitel 2.6.1 und 3.3.1), erfolgte eine Gelfiltration mit einer 

„Superdex 200 (10/300)“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg). Die Equilibrierung 

und Elution erfolgte mit Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5), die Flussrate 

betrug 0,4 ml/min. Die Fraktionen 17 - 21 (Kasten) enthielten His6-PilF (siehe Abb. 3.19 A), 

wurden vereinigt und für Analysen verwendet. 
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Abb. A9. Repräsentatives Elutionsprofil der Gelfiltration zur Aufreinigung von PilFK654A 

aus E. coli BL21 (DE3). Nach Hitzeinkubation und Ni-NTA-Affinitätschromatographie der 

His6-PilF-haltigen Proben (siehe Kapitel 2.6.1 und 3.3.1), erfolgte eine Gelfiltration mit einer 

„Superdex 200 (10/300)“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg). Die Equilibrierung 

und Elution erfolgte mit Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5), die Flussrate 

betrug 0,4 ml/min. Die 0,5-ml-Fraktionen sind rot nummeriert. Die Fraktionen 17 - 21 (Kasten) 

enthielten His6-PilF (siehe Abb. 3.19 B), wurden vereinigt und für weitere Analysen verwendet. 

 

 
Abb. A10. Repräsentatives Elutionsprofil der Gelfiltration zur Aufreinigung von PilFE718A 

aus E. coli BL21 (DE3). Nach Hitzeinkubation und Ni-NTA-Affinitätschromatographie der 

His6-PilF-haltigen Proben (siehe Kapitel 2.6.1 und 3.3.1), erfolgte eine Gelfiltration mit einer 

„Superdex 200 (10/300)“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg). Die Equilibrierung 

und Elution erfolgte mit Bicine-Puffer (50 mM Bicine, 200 mM NaCl, pH 8,5), die Flussrate 

betrug 0,4 ml/min. Die 0,5-ml-Fraktionen sind rot nummeriert, die Fraktionen 17 - 21 (Kasten) 

enthielten His6-PilF (siehe Abb. 3.19 C), wurden vereinigt und für weitere Analysen verwendet. 



  158 
   
 

 
Abb. A11. Repräsentatives Elutionsprofil der Gelfiltration zur Aufreinigung von His6-

PilMNO-Strep aus E. coli T7 Express Nachdem der His6-PilMNO-Strep-Komplex aus solubi-

lisierten Membranen mittels Strep-Tactin-Affinitätschromatographie angereichert wurde (siehe 

Kapitel 2.6.3 und 3.5.1), erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt mittels Gelfiltration mit einer 

„Superdex 200 (10/300)“-Säule (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg). Die Equilibrierung 

und Elution erfolgte mit MNO-Puffer (25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 5 % (v/v) 

Glycerin, pH 8,0) mit 0,4 mM DDM, die Flussrate betrug 0,4 ml/min. Proben der Peak-

Fraktionen wurden in einem 16 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit „Coomassie 

Brilliant Blue“ gefärbt (eingelassenes Gelbild). Die 0,5-ml-Fraktionen sind rot nummeriert. Die 

Fraktionen 18 - 26 (Kasten) enthielten His6-PilMNO-Strep-Komplexe, wurden vereinigt und für 

weitere Analysen verwendet. 
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